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- Introduction générale -

Le monde biologique est organisé autour d’édifices structures et fonctions
parfaitement définies. Ces architectures suprami@d&es résultent pour la plupart de
I'association non covalente de composants de retwseées, capables de reconnaissance.
Ces interactions permettent une communication grdréenaires de choix et définissent la
fonction propre de ces biomolécules. Parmi lesnmrables édifices fagonnés par la nature,
nombreux sont ceux qui expriment une chiralité msoopique. Cette chiralité résulte le plus
souvent de l'auto-assemblage d’entités posseédamtchimalité a I'échelle moléculaire. Ce
phénomene est illustré par la structure d’édifiaesurant I'intégrité du matériel biologique.
Les protéines présentent difféerentes structuresnskires parmi lesquelles nous citerons
I'nélice a. Dans cet exemple, la chaine peptidique est nmaietelans une configuration
hélicoidale par des liaisons hydrogéne intra clsaib@ autre exemple de biomolécule auto-
organisée de facon chirale est apporté par la dohblice d’ADN. La formation de ces
assemblages complexes est d’autant plus remarqgablée nombre de briques élémentaires
impliquées est réduit. En effet, ces édifices s@aborés respectivement a partir de vingt
acides aminés et de quatre bases nucléiques. Bdmg tle mimer ces systemes biologiques,
I’'hnomme n’a de cesse d’élaborer de nouvelles sirastsupramoléculaires a partir de motifs

élémentaires extrémement diversifiés.

Dans ce contexte, I'approche que nous avons cla@sidévelopper repose sur
I'utilisation de motifs lipidiques. Les lipides domn élément central de I'organisation
biologique. Leurs fonctions résultent notammentlele propriété a s’organiser de facon
spontanée en architectures présentant une divessitéturale importante. La membrane
cellulaire illustre le lien étroit entre auto-orggation, structure supramoléculaire et fonction.
Ainsi, les lipides constituent des briques élémiesgaparticulierement attractives dans le
domaine des auto-assemblages. Les lipides sontagparus comme des candidats de choix
pour la conception de systémes synthétigues dowesprdpriétés d’auto-assemblage
permettant la formation d’édifices chiraux. La stgae développée au sein de notre équipe

présente la singularité de fonctionnaliser cesléipipar I'association non covalente de petites



molécules chirales. Ces systémes lipidiques chag@mt ainsi complexés a des ions chiraux
de différentes natures.

Ce projet fait également appel a un deuxiéme asgssentiel aux auto-assemblages
biologiques et a la reconnaissance moléculaigadit des effets spécifiques d’ions. Les ions
sont porteurs d’'une information particulieremewhé et complexe du fait de leurs multiples
propriétés, tant d’'un point de vue moléculaire (gkataille, forme, structure) que d’un point
de vue supramoléculaire (liaison, force et sél@éjivDe nombreux événements biologiques
sont rythmeés de facon spécifique par la présenmngsl, les processus de régulation, de

reconnaissance et de transports transmembranaissequelques exemples.

La premiere partie de ce manuscrit présente urde étibliographique illustrant ces
deux aspects. Les propriétés des lipides a s’agimncser et I'importance des effets ioniques
dans le contexte des auto-assemblages lipidiquestsansi développées.

L'objectif de mon travail de thése consiste priabgment a étudier les relations entre
les propriétés des composants moléculaires (steudis lipides et nature des ions mis en jeu)
et les propriétés supramoléculaires de leurs agerablages. Dans le but de comprendre la
contribution de la spécificité ionique dans de f#ignomenes, le chapitre 2 présentera I'étude
des interactions lipides — ions. Cette étude aédabisée en phase gaz, par spectrométrie de
masse. Cette approche a été choisie afin d'étudpcifiguement les contributions
électrostatiques de ces interactions.

Dans la suite de ce manuscrit, nous nous inté@mssedavantage a l'aspect
morphologique des édifices supramoléculaires aipsau contrble de ces morphologies
d’auto-assemblage. Le systéeme présenté dans Il@rehdgonsiste en I'utilisation de lipides
dicationiques complexés a des contre anions chitauxate. L’auto-assemblage de ces
lipides fonctionnalisés permet la formation de ctures chirales. Développé depuis plusieurs
années au sein de notre laboratoire, ce systenuiglip présente des propriétés d’auto-
organisation remarquables offrant une diversitéradephologies importante. Des structures
torsadées, hélicoidales et tubulaires ont pu éitenoes. De plus, les études développées
depuis une dizaine d’'années au sein de notre grompepermis d’élaborer différentes
approches pour le contrbéle des transitions de nobogies. A la suite de ces résultats, mon
travail a consisté a caractériser précisément &gmtons des dimensions des différentes

structures accessibles. Le chapitre 3 se concentgarticulier sur la cinétique de formation



de rubans tubulaires. Nous présenterons égalenesntapplications potentielles de tels
systemes, et les axes que nous avons développgéasiment dans le domaine des matériaux,

a travers la réplication inorganique.

Enfin, dans le but de concevoir de nouvelles agchitres supramoléculaires dotées de
propriétés structurales et fonctionnelles déteresn@ous aborderons dans les deux derniers
chapitres le biomimétisme et la fonctionnalisatitwe. travail bibliographique présenté au
chapitre 4 décrit quelques exemples d’utilisatiemiblécules biologiques pour la conception
de systémes supramoléculaires fonctionnels syntiedi Nous nous intéresserons aux
nucléotides, unités structurales des acides numéigaturels, responsables de la formation de
la double hélice I’ADN. Au sein de cette structues liaisons hydrogéne entre les bases
complémentaires sont en partie responsables dutieriles deux chaines dans une
configuration hélicoidale. Cette structure met em peconnaissance et coopérativité et
représente un systeme modéle dans le domaine tteasaemblages.

Dans ce cadre, nous avons choisi de fonctionnatissrlipides par association avec
des nucléotides, et ainsi de nous inscrire dardoteaine des biomatériaux. Le chapitre 5
présentera les phénomenes d’auto-assemblages d&o+anephiphiles. Ce projet a pour
objectif de mimer les systémes biologiques, emtipaofit a la fois des propriétés structurales
et fonctionnelles de ces biomolécules. Nous nouweamtrerons sur les propriétés d’auto-
organisation observées dans le contexte biologiqeir la conception de nouvelles
architectures synthétiques chirales. Nous étudéeradgalement les propriétés de
reconnaissance moléculaire au sein de nos syst€latie. étude consiste a faire intervenir de
facon systématique chacune des bases nucléiquanfaé au sein de la double hélice d’ADN.
Ainsi, le chapitre 5 présentera I'étude de ceseésyet du point de vue des interactions
intermoléculaires ainsi que d’un point de vue moipbique.






Chapitre 1 :

Etude bibliographique d’auto-assemblages amphiphike

Effet de contre ion






Chapitre 1. Etude bibliographique d’auto-assembkgephiphiles. Effet de contre ion.

1 Introduction

Parce gu’ils combinent ordre, mobilité et que lunction résulte d’auto-organisation,
les systémes supramoléculaires auto-assemblés useités un grand intérét depuis une
trentaine d’annéé$>*° Les richesses de structures, morphologies etitorissues de la
coopérativité des interactions non covalentes audm ces systemes en font des objets plus

intéressants et complexes que la somme de leunsasamts (Figure I-1).

Molécule — Auto-assemblage
supramoléculaire

a A

O

Figure I-1 : Représentation schématique de la divaité des morphologies accessibles a partir d'une ma

brique moléculaire.

Parmi les systemes auto-assemblés, les moléculghigimies représentent une
famille particuliere. Leur structure ambivalenteggentant une partie polaire hydrophile
associée a une partie apolaire hydrophobe (FigRjeléur confére la propriété de s’organiser
de facon spontanée dans l'eau. Les auto-assemblages obtenus possedent des
morphologies supramoléculaires trés diverses autamt point de vue architectural que de
leurs propriétés.

Téte polaire hydrophile

Queue hydrophobe

Figure I-2 : Représentation schématique de la strdare d’'un amphiphile.

Les auto-assemblages obtenus a partir de telléssympssedent des propriétés propres
qui ne sont généralement pas accessibles a pestsystemes développés dans le domaine de
la chimie supramoléculaire. Ces auto-assemblagekgnent notamment un nombre variable

et particuliéerement important de molécules, dedferd’'une centaine au milliard.
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La principale force motrice responsable de -cett¢éo-atganisation est ['effet
hydrophobe, non directionnel et dynamique, confésax agrégats, méme de grande taille,

une solubilité importante.

Les propriétés d'agrégation dans I'eau differemh dmphiphile a l'autre selon des
caractéristiques structurales telles que la nattida taille de la téte polaire et de la partie
hydrophobe. Ces molécules sont généralement ckagseeing categories (Figure I-3) : les
amphiphiles monocaténaires (A), possédant unent@&mphile et une queue hydrophobe, les
amphiphiles possédant deux chaines hydrophobeseeseule téte hydrophile (B) (de type
phospholipides) ou deux tétes hydrophiles reliéas yn espaceur (C), les amphiphiles

catanioniques (D) et les bola amphiphiles (E).

A B C D E

Figure 1-3 : Représentation schématique des 5 classde molécules amphiphiles.

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons dansramign temps aux molécules
amphiphiles chargées. Nous présenterons le conmpemnted’agrégation de ces tensioactifs
ioniques en fonction de leur structure moléculaiasi que différentes techniques d’étude de
la spécificité ionique dans le contexte des ausemblages amphiphiles. Dans ce cadre, nous
décrirons une classe de tensioactifs particuliége amphiphiles géminés. La présentation de
cette famille de molécules nous permettra d’abouter des thématiques développées au sein

de notre laboratoire, concernant I'étude des effpézifiques de contre ions.

Enfin, apres une bréve présentation de la diversités morphologies
supramoléculaires d’auto-assemblage, la derniergepde ce travail bibliographique sera

consacreée a une famille particuliere d’auto-assages présentant des morphologies chirales.
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2 Comportement d'agrégation d’amphiphiles chargés esolution
2.1 Transitions de phases et micellisation

Etant donné leurs propriétés d’agrégation en smiutles molécules amphiphiles sont
caractérisées par leur capacité a étre a I'étabbolou précipité dans I'eau. Ces états sont
particulierement influencés (outre la nature dempdiphile) par la concentration du
tensioactif, et la température. Ainsi, deux paraesephysico-chimiques sont typiqguement

utilisés pour décrire une molécule amphiphile char@igure 1-4) :

= La concentration micellaire critique (cmc} est la concentration minimale a partir de
laquelle le tensioactif passe d'un état soluble omoérique a un état soluble agrégé (micelles)
dans l'eau, a une température donnée supérieuedleadu point de Krafft (Figure 1-4). La
micellisation est un phénomeéne spontané, favorthiglenodynamiquement, qui conduit a un
accroissement important de la solubilité du terdiba

» La température de Krafft (T) est la température a laquelle un tensioactif @at’'ée
solide hydraté se dissout dans I'eau (sous formeomeérique ou agrégée), en fonction de la
concentration. A température constante supériedee Ta, le tensioactif est soluble sur de
grandes gammes de concentrations au-dessus de |laantiespéce prédominante en solution
n'est plus le tensioactif monomérique, mais la @céa solubilité apparente ne dépend donc
plus de la solubilité du monomére, mais de celléaduicelle elle-méme ou d'autres agrégats

qui pourraient se former.

cme Agrégats en solution
Amphiphiles en solution

& S e
Micelles Phases lamellaires

(sphériques / géantes) {vésicules / bicouches)

sture 48 gttt

Température

Tempé!

Point de Krafft
Précipité ou gel

Concentration de I'amphiphile

Figure I-4 : Diagramme de phase d’'un tensioactif esolution.

& Lorsque la structure micellaire de I'agrégat njgss$ clairement mise en évidence, il est plus jdisteployer
Concentration d’Agrégation Critique (cac) a la plae cmc.
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Parmi les différentes forces gouvernant la micais, I'effet hydrophobe et la
répulsion entre les tétes polaires apportent uméribation importante au processus d’auto-
assemblage. Cependant, en fonction de la natufardphiphile, d’autres forces peuvent étre
également déterminantes. Par exemple, I'environnéimaique et le contre ion complexé a
une molécule amphiphile chargée sont des paramejtes modifient également le

comportement d’agrégation.

2.2 Influence des parameétres structuraux

2.2.1 Effet de la partie hydrophobe

La solubilité des amphiphiles et leur micellisatisont en partie déterminées par la

longueur de la chaine hydrophobe. Pour un tensiodohné, la cmc diminue de fagon
continue avec l'augmentation du nombre de carbaeek chaine hydrophobe, jusqu’a 16
carbone% Au-dela de 16 carbones, il arrive que la cmcémalsse plus aussi vite. La grande
hydrophobie du tensioactif favorise la formatioragiégats prémicellaires. Ces agrégats,
composés de quelques molécules amphiphiles, seeffbriaa trés basse concentration et
permettent de stabiliser suffisamment le systenue ptarder la formation de micelles.
Les modifications structurales des chaines alighas influencent également la micellisation.
La présence d'une insaturation augmente la cmcteisioactif d'un facteur 3 a 4 par rapport
a son homologue saturé. La présence d'un groupemghmbphile au sein de la chaine
aliphatique, tel qu'un atome d'oxygéne, d'azoteleaemplacement d'un proton éthylénique
par un groupement hydroxyle augmente égalemennta te remplacement par une chaine
fluorocarbonée se traduit en revanche par une diioim trés importante de la cmc.

Les modifications structurales des chaines inflaah@galement laT: la présence
d'une insaturation ou d'un groupement hydrophitdasghaine induit une diminution de la T

d'un amphiphile par rapport a celle de son homaagaiuré entierement hydrocarboné.

2.2.2 Effet de la téte polaire

Les modifications structurales de la partie hydiepimfluencent les interactions entre
les tétes polaires. Plus la téte polaire est hgdratlus la micellisation est défavorisée. Pour

une méme longueur de chaine, les tensioactifs apigues ont une cmc inférieure aux
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tensioactifs ioniques, ces derniers subissant épelsion électrostatique importante qui

défavorise la formation de micelles.

Dans le cas des tensioactifs ioniques, le contrepeut étre considéré comme faisant
partie intégrante de la téte polaire car il enu@fice beaucoup les propriétés. Ainsi, la nature
du contre ion a un impact important sur les praecesensibles aux modifications de la partie

hydrophile du tensioactif.

2.2.3 Effet du contre ion

Selon le caractére hydrophile, hydrophobe et lagehaes contre ions, la solubilité
des amphiphiles ioniques est modifiée. Le deg@nidationa est une mesure de l'affinité
d’un contre ion pour la surface micellaire. Ce pagtre varie en fonction du rayon hydraté,
de la polarisabilité et de la charge du contre ldn.petit rayon hydraté et une polarisabilité
ou une charge de lion importante favorisent utbléaidegré d'ionisation, c'est-a-dire la
formation de micelles peu ionisées. Dans ce caxyrigre ion est fortement lié & la micelle et
provoque une diminution de la répulsion électrigt®t des tétes polairesesponsable de la

baisse simultanée de la cmc.

Dans le paragraphe suivant, nous nous intéressardngortance de la nature du

contre ion dans les phénomenes d’auto-assemblagasieactifs ioniques.

3 Spécificité ionique dans les systemes amphiphilelsargés

L'étude des effets spécifigues d’ions reste a aeg jon enjeu particulierement
important dans un grand nombre de domaines. Delpsistravaux de Hofmeistdr la
spécificité ionique a été largement étudiée dansamexte biologique™ notamment par

11,12.136t Ninham et Kun?''®. A la fin du 19éme siécle, Hofmeister a montré

Collins
'influence de la nature des ions sur la préciptatdes protéines dans les solutions salines.
Ces travaux ont permis I'établissement d’'un classgmcouramment nommé la « série de

Hofmeister », en fonction de l'aptitude des iongrécipiter les protéines. Ce classement est

11
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€également observé dans un grand nombre de mécanishysico-chimiques incluant les
phénoménes de micellisation de tensioactifs chatgén effet, comme nous I'avons vu
précédemment, la capacité plus ou moins forte @inra s’associer avec un tensioactif chargé
affecte les valeurs de cmc et dg Dans ce contexte, Gregory Warr a reporté unee seri
d’études permettant I'évaluation de I'affinité dertains anions (BrCI, I, NO3 et salicylate
notamment) pour des gemini cationiques de structamable'’ *®:*° L'ordre d'affinité
décroissante> NO3> Br> CI, quel que soit le gemini cationique testé, a aféiétabli.
L’affinité du contre anion salicylate pour ces gemapparait quant a elle davantage
dépendante de la structure du tensioactif, toutestant systématiquement bien inférieure a
celle des ions bromure. Ces études ont permis deensm évidence I'influence de la nature
du contre ion sur les propriétés de micellisatibeug la distribution des charges a l'interface
air/solution.

Dans les deux prochains paragraphes, nous présestéeux méthodes couramment
utilisées pour la détermination de la cmc d’ampihgsh chargés, ainsi qu’'une stratégie
permettant de mesurer la concentration ionique suttace d’'une micelle chargée en milieu

agueux.

3.1 Etude de la micellisation

3.1.1 Détermination de la cmc par conductimétrie

Dans le cas de tensioactifs chargés, la cmc et it généralement déterminées par
conductimétrié®?® Cette technique, sensible a la mobilité ioniquermet de distinguer les
états solubles caractérisés par une mobilité i@nioportante, des états précipités de mobilité
ionique réduite. De cette facon, en dessous denia et en l'absence d'agrégation
prémicellaire, la conductivité évolue linéairementc la concentration du tensioactif. A la
cmc, la diminution de la mobilité des amphiphilgsémés dans les micelles et le confinement
des contre ions provoquent une forte diminutiodadmobilité ionique, matérialisée par une

rupture de pente (Figure I-5A).
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Figure I-5 : Détermination de la cmc par conductimérie (A) et colorimétrie (B).

3.1.2 Détermination de la cmc par colorimétrie

Le principe de cette technique repose sur l'utilisa d’'un colorant, typiquement
'orange de méthyle, dont le spectre UV-visiblesh'pas le méme s'il est réalisé dans I'eau
pure ou dans une solution micell&fé®. Cette sonde moléculaire posséde une longueur
d’'onde d’absorption maximale tres sensible au cateptent d’agrégation du tensioactif.
L'interaction du colorant avec les micelles se uiaghar un déplacement des bandes sur
plusieurs dizaines de nanométres lors de la nseditin. La longueur d’onde maximale du
méthyle orange dans I'eau se situe & 463.nbu fait d'interactions électrostatiques, elle est
déplacée a 380 rimen présence d’'un tensioactif cationique & une emnation largement
inférieure & sa cmc. L'interaction du colorant adss micelles se traduit par un nouveau
déplacement de la longueur d’'onde maximale auxales de 430 nih(Figure 1-5B).

Cependant, I'ajout de colorant a une solution deitactif, méme en tres faible
guantité, se traduit par une diminution des cmcumges par ce biais. Cet effet est d'autant
plus important que la cmc est faible par rappda @oncentration du colorant. La quantité de

colorant doit ainsi étre minimale pour éviter detpeder la micellisation du tensioactif étudié.
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3.2 Détermination de la concentration ionique interéciale

Dans le but de déterminer la concentration desreaons a la surface des micelles
chargées, Lawrence S. Romsted a développé unégitrate « piégeage chimique » au début
des années 198H2°:%6:27:28 Cette approche utilise un dérivé amphiphile denl’aréne
diazonium. Une fois incorporé au sein des miceltesdérivé est utilisé comme sonde de
'association ionique a l'interface micellaire (bBrg |-6A). Cette méthode s’appuie sur
'analyse quantitative par chromatographie en phigsée de la distribution des produits de
réaction de l'ion aréne diazonium avec des nucléepHaiblement basiques, tels que les
halogénures Clet Br (Figure 1-6B). Le principe de cette méthode repssele fait que les
produits de réaction sont proportionnels a la cotreéion des contre ions présents a

I'interface micellaire et non a la stoechiométreld solution.

x Ng* OH X
e X HsC CH, X-H0  HC CH; HaC CHj,
N |
R : R R
z-ArN," z-ArOH z-ArX
A B

Figure 1-6 : (A) Représentation schématique de l'inorporation d’'un dérivé amphiphile de I'ion aréne

diazonium au sein d’une micelle. (B) Réaction deitin aréne diazonium avec le nucléophile Xdans I'eau.

Cette stratégie permet de mesurer les concentsatimigues a I'interface micellaire et
de mettre en évidence la formation de paires d’ibas études menées dans ce contexte ont
ainsi mis en évidence I'importance de la natureahitre ion et de la distribution des charges
dans les phénomenes d’auto-assemblages d’amplsighisegés. Par exemple, parmi ses plus
récents travaux, Romsted a mesuré les concentatiterfaciales de contre anions bromure
complexés a différents amphiphiles dimériques inaues®. Il a ainsi montré que la
transition morphologique de sphere a structure laiteus’accompagne d’'une augmentation
de la concentration de bromure a la surface desgatg formés. Cette transition est permise
par la formation de paires d’ions induisant unengideatation de la région interfaciale. Ainsi,
en utilisant une telle approche, il est possiblebteénir des informations sur I'équilibre des
forces intervenant dans le comportement d’agrégatiamphiphiles chargés, a savoir I'effet

hydrophobe, les effets spécifiques de contre ioms gue les interactions d’hydratation.
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Les tensioactifs utilisés au cours de cette étumdestduent une classe d’amphiphiles
particuliére : les amphiphiles dimériques géminégemin?. Le paragraphe suivant leur sera
consacreé, notamment dans le cadre des thématigwetodpées au sein de notre groupe de

recherche.

4 Les gemini, une classe particuliere d’amphiphiles

Décrits pour la premiére fois en 19%1les gemini sont définis comme un tensioactif
fait de deux amphiphiles connectés au niveau ds tétes polaires par un espaceur (Figure I-
7)*%%2 Ainsi, un gemini posséde (au moins) deux tétdaims et deux queues hydrophobes
de nature variable.
S Gy

— Espaceur—

Figure I-7 : Représentation schématique d’'un gemini

4.1 Diversité structurale des gemini

L'intérét suscité par les gemini s’explique en ipapar leur efficacité a réduire la
tension de surface de I'eau. La cmc de ces tend#mast en effet plus faible d'un a deux
ordres de grandeur que celle de leurs monomeresspondants. De plus, leurs propriétés
d’émulsifiant sont intéressantes d’un point de wmaistriel pour la production de mousses de
grande stabilité. Les gemini attirent égalementtdigion du fait de leur comportement
d’agrégation remarquable. Les auto-assemblageswabtavec ce type de molécules sont
beaucoup plus riches en terme de diversité morgitple que leurs analogues monomériques.
La multiplicité des modifications structurales gbtes permet de moduler I'architecture des
auto-assemblages résultants. Les tétes polairegipeétre cationiques, anioniques ou non

ioniques, permettant la synthése de gemini chamg@sres ou zwitterioniques. L'espaceur

® Dans la suite de ce travail, nous utiliserongtenegemini pourtensioactif ou amphiphile gémin&e mot
relevant du latin, il ne sera jamais accordé.
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peut étre court ou long, rigide ou flexible, patagu apolaire. Généralement symétriques, les
gemini peuvent également étre constitués de detes tgolaires et/ou de deux chaines
hydrophobes de taille ou de nature différentesutieid-8).

X X . ) 0
1 X=Br;s=1,2357:m=n=8 12,16 X X o-B—o /
\N+/\H"N/+ 2 X=Bris=1 8:n=16 \ ! NSE
— — = ‘g = : = : = +
e e S S Y
3 X=BrCl;s=1;m=n=12 | CigHyr et
CiHam+1 CrHana C4Hg C4Hs
| |
CgF17  CgFy7
4 5
HO OH )
% \Br Br 9
Br Br / Na* -0-P-O O o
—N* + I}
A el N Do w
S I
CieH3s CqeH C1aHas i
CieHsz  CqgHas 167733 é12H25
$=3,57,9 p=1,23
6 7 8

Figure 1-8 : Structures moléculaires de quelques gaini illustrant la diversité structurale de cette dasse
d’amphiphiles. (133 2*4, 3%, 4% 5% 6% 7°° &

De nombreux travaux portent sur des gemini pardcs)l dotés de tétes polaires
cationiqgues ammoniums quaternaires, chacune suwdstipar une chaine aliphatique de
longueur variable, et connectées entre elles paroambre de méthylenes également variable
(moléculesl, 2, 3). De nombreuses études ont été réalisées en @rttcaddes variations
structurales affectant soit I'espaceur, soit lagleeur des chaines hydrophobes. En revanche,
s’il est connu que la nature des contre ions desirgemodifie de facon importante les
propriétés d’auto-assemblatjé'*? peu de données sont actuellement disponiblesesur
influence. C’est dans ce contexte que notre int€et porté sur I'étude du comportement

d’agrégation de gemini chargeés.

4.2 Gemini développés dans notre groupe : travaux &rieurs

Les gemini dicationiques développés dans notrepégsont constitués de deux tétes
polaires ammoniums quaternaires reliées par uncespatthylénique et possédant deux
chaines aliphatiques symétriques de longueur paniable comprise entre 12 et 22 carbones
(Figure 1-9).

16



Chapitre 1. Etude bibliographique d’auto-assembkgephiphiles. Effet de contre ion.

\ / X" = contre anion complexé

n=12,14,16,18,20,22

CnH2N+1 CnH2N+1
Figure 1-9 : Structure moléculaire des gemini dévelppés au sein de notre équipe.

Nos travaux sont orientés vers I'étude de la spiéfionique sur le comportement de
micellisation, ainsi qu’au niveau des morphologiepramoléculaires résultant de leur auto-
assemblage. Dans le cadre de son doéfoBabine Manet a étudié I'influence de la nature du
contre ion sur les propriétés d’agrégation de gedarfacon systématique.

Etude de la micellisation de divers gemini contn@as

Dans cette étude, les gemini ont été complexéscoBFe ions différents, répartis en
guatre familles (Figure I-10) :

. La famille des petits contre ions rassemble lesremde petite taille. Leur interaction
avec les molécules cationiques est essentielleimeigue.

. La famille des carboxylates aliphatiques comprend deions de méme motif
anionigue dont la taille de la chaine aliphatiqueiesr de 0 a 15 carbones. Ceci permet
d'étudier l'effet de I'hydrophobie croissante duntm® ion sur l'interaction avec le gemini,
tandis que la composante ionique reste quasimastaate.

= La famille des carboxylates aromatiques conservaleégent le méme motif
anionigue ; la position des substituants du cysteeraminée.

" La famille des contre ions orphelins regroupe h@srgs n'ayant pas de similarité entre

eux, dont la comparaison avec les contre ions aessafamilles est pertinente.

Les résultats obtenus avec cette diversité de €dmtis ont montré la complexité des
comportements d’agrégation de molécules chargéespEcificité ionique mise en jeu fait
intervenir de nombreux paramétres d’effets et detrimutions variables en fonction de la
nature du contre ion considéré. D'une maniere @deéril apparait cependant que
I'nydrophilie du contre ion est le paramétre clélaemicellisation. De facon simplifiée, la
cmc augmente avec I'hydrophilie du contre ion (Féglt1ll). Divers parametres physico-
chimiques (polarisabilité et rayon ionique par epi)h entrent également en jeu, en

coopération avec les effets secondaires stériguhyaratation.
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En ce qui concerne layTle facteur déterminant est la stabilité de I'&alide,
essentiellement déterminée par la polarisabilit€ahtre ion. Ainsi, plus la polarisabilité est

importante, plus I'interaction avec le gemini esté, et plus la Jest élevée.

Les petits contre-ions
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Figure 1-10 : Structure des 37 contre anions complés dans le cadre de I'étude de la spécificité iapie.

En ce qui concerne les morphologies d’auto-assegablan observe une corrélation
entre la courbure interfaciale des agrégats foreadés confinement plus ou moins important
des contre ions. Un ion hydrophobe fortement cénfan la surface de l'agrégat est
responsable de la diminution de la densité de ehdey surface et par conséquent de la
diminution de la courbure d'interface. Ceci faverla formation de bicouches par rapport a la
formation de micelles. A linverse, les petits iohydrophiles sont impliqués dans la

formation d’agrégats de courbure plus importangetyge micelles.
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Série de Hofmeister »H

Tk &3@3&)
»

cme
Hydrophilie

Polarisabilité, rayon ionique

Morphologie d’auto-assemblage

Figure I-11 : Représentation schématique des propiés d'auto-assemblage en fonction de la nature du

contre ion complexé.

Cette étude illustre la complexité des effets dppms d'ions résultant de la
coopérativité de divers paramétres et soulignepkirtance de la nature du contre ion sur le
comportement d'agrégation des gemini. De ce faithoix de contre ion judicieux permet de
concevoir une architecture supramoléculaire pditic et de contrdler les morphologies
d’auto-assemblage de molécules amphiphiles ioniques

La spécificité ionique s’exprime également a I'dshsupramoléculaire, au niveau des
morphologies d’auto-assemblage. Lorsque la coragéotr des tensioactifs est augmentée
bien au-dela de la cmc, des phases nouvelles apgamaidans lesquelles I'amphiphile adopte
des stratégies conformationnelles différentes antion de la nature et de la géométrie de ses
parties hydrophobes et hydrophiles. L'équilibrereres diverses contraintes est responsable

de la formation d’auto-assemblages supramolécsldieemorphologies variées.

5 Diversité de morphologies d’auto-assemblage

D’'un point de vue de la chimie, il est un enjeu tipatierement stimulant de
comprendre, a partir de la structure moléculair¢etisioactif, I'architecture supramoléculaire

44,45,46,47
ni4:49:46.

de l'auto-assemblage. Israelachvili, Mitchell ehh& ont établi un modéle reposant

sur des parametres géométriques en décrivantdengaire d’empilemerg = v/(a.l), ouv est
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le volume effectif des chaines hydrophoba&sgest la surface de la téte polaire,l adst la
longueur de la chaine hydrophobe. Ce paramétrdédisi comme le rapport entre les aires
moyennes occupées par les tétes polaires et leesg|igydrophobes des tensioactifs au sein
des assemblages. Il permet de relier les propmétdéculaires d’'un tensioactif a la courbure

interfaciale de I'agrégat (Figure 1-12).

p<1/3 1MB<p=<1/2 12<p<1 p~1
?E/:. -
L | [ &S
p = vi(@g m ) ~um ” ) ~um ” 10- 100 nm
micelle sphérique  micelle cylindrique vésicule lamelle

S i

Figure I-12 : Représentation schématique de la reteon entre le paramétre d’'empilement p et les

propriétés moléculaires des tensioactifs. Ce schémat adapté de Israelachvili [47]

Cependant, si le paramétre d’empilement resteutiés pour la compréhension des
phénomeénes d’auto-assemblage, il ne permet pasédé@el'architecture de morphologies
accessibles a partir de molécules amphiphiles dectates complexes (amphiphiles
dissymétriques par exemple) et ne tient pas cordpt@arametres extérieurs, tels que la
température, la concentration ou la présence ditldDe ce fait, la relation entre structure
moléculaire d’'un tensioactif et architecture suprbdoulaire d’auto-assemblage ne cesse
d’'intéresser de nombreux groupes de recherche m$titee un enjeu particuliéerement

important dans le domaine des auto-assemblagesiaimipk.

En 1977, Toyoki Kunitake a décrit le premier exeenglune membrane totalement
synthétique’® obtenue par auto-assemblage de molécules ampesiphilonocationiques
constituées d'une téte polaire et de deux chaingdrophobes (didodécyl-méthyle
ammonium). Suite a ces travaux, Kunitake a repdgénombreuses études présentant la
diversité de morphologies accessibles a partir ddécales amphiphiles de différentes
structure®’. Des tensioactifs monocaténaires, ou possédant @¢es hydrophiles, ont été

étudiés, entre autres structures.
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5.1 Molécules amphiphiles monocaténaires

Ces tensioactifs sont constitués d’'une téte hydi®m@t d'une chaine hydrophobe et
peuvent comporter un segment rigide entre ces dEuments. La variation de chacune de ces
entités structurales induit des modifications motpbiques a I'échelle supramoléculdfte
Par exemple, la molécule amphiphiene permet pas la formation de structure dans 'eau.
Cependant, son dérivél), dont seule la longueur de la chaine hydrophoét aariée (de 4
a 12 carbones), permet la formation de vésiculegu(€ I-13A). Ceci illustre le fait que la

longueur de la chaine hydrophobe est un élémeatatipour la formation de bicouches.

C4~0—@N:ﬁ@O—Cd-N*

9
pas de structure

Cio—N_—_C 0O-C,-N*
g o

10
pas de structure

R

1" 12
vésicule globule

Figure 1-13 : Exemples de structures moléculaires onocaténaires développées par Kunitake et clichégd

microscopie électronique présentant les auto-assetages des molécules 11 (A) et 12 (B) [50].

De plus, il apparait que pour ce type de structarekculaires, la nature du segment
rigide détermine également la morphologie d’auteatblage. Si la présence d’un biphényle
au sein du segment rigide est nécessaire, la ndauf@spaceur reliant ces deux cycles est
également déterminante. En effet, la molédileconstituée d’'un unigue cycle, ne présente
aucune structure en solution. De plus, en abselespateur entre les deux cycld)( des
globules se forment a la place des vésicules oéssrnprécédemment (Figure 1-13B).
D’autres structures dérivées de ces amphiphilesrmaoritré la formation de morphologies
originales. Nous citerons par exemple la formatientubes en présence d’'un groupement

carbonyle entre les deux cycles, ou de disquequars troisieme cycle est ajouté.
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5.2 Molécules possédant deux tétes hydrophiles

Des tensioactifs composés de deux tétes hydropbd@eniques ont également été
etudiés. Nous citerons I'exemple de la molédiiepossédant un segment rigide biphényle au
centre de sa structure, et de son dérv fossédant des tétes polaires et chaines alipleatiq
identiques, mais dont le segment rigide est caréstie quatre cyclgs A nouveau, la nature
du segment rigide apparait étre un facteur clé dandétermination des morphologies
d’agrégation. Alors que la molécul8 s’auto-assemble dans I'eau en lamelles régulsmas
I'épaisseur est comprise entre 30 et 40 A (FigutdA), le dérivél4 forme des structures
tubulaires de diamétre compris entre 70 et 100idufe 1-14B).

iy
Hsc_N'_(CHz)10_0_©_a=N—©—0—(Cthu

Br CH, CH; Br

s
N*—CHs

13

?Ha ?H3
HsC—N*_(CHz)m_O‘@"E :N‘@_O_(CHz)m‘O ‘@*N:a@‘s—m”z)m_w—c"‘a

Br  CH, CHy Br

Figure 1-14 : Exemples de structures moléculaires’dmphiphiles constitués de deux tétes hydrophileg e
clichés de microscopie électronique présentant lesito-assemblages de 13 (A), 14 (B) et 13 : cholesté
(3:1) (C) [51].

Cette étude montre également linfluence des d¢mmdi expérimentales sur le
parameétre d’empilement. Lorsque du cholestérolagstité au tensioactit3 (1/3 M), la
courbure interfaciale de l'auto-assemblage augmédes ce cas, la formation de vésicules
de diamétre compris entre 1000 et 3000 A et d'épais60 a 70 A est observée.

Parmi ses nombreux travaux, Kunitake s’est égalémegressé a une famille d’auto-
assemblages particuliers : les morphologies clsirafé@>? Ces structures résultent de I'auto-
organisation de tensioactifs possédant un cenyraetsique. Ces architectures, telles que les

hélices, ont suscité I'intérét de nombreux grougeesecherche.
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6 Morphologies chirales®

La chiralité est omniprésente dans les systemekdigues. Ceci est illustré a
I'échelle du nanomeétre par la formation de striedutertiaires protéiques en hélices, ou
encore par la formation de la double hélice d’AMMins le but de comprendre I'organisation
de ces systemes et de les reproduire de faconéignib, de nhombreux groupes de recherche
se sont intéressés aux morphologies chirales obseqyartir de systemes amphiphiles. Dans
ce paragraphe, nous nous intéresserons stricteawentispects morphologiques visibles a
partir d'un ordre d’échelle d'une dizaine de nantre® (études réalisées par microscopie

électronique essentiellement).

6.1 Transfert de chiralité et diversité de morphologes

L’auto-assemblage de molécules chirales permebigald transfert de la chiralité a
I'échelle supramoléculaire : la chiralité est erpe au niveau de la morphologie des agrégats
amphiphiles. Ce transfert de chiralité se tradwtr pa formation d’hélices nano ou
micrométriques (Figure 1-15). Des fibres torsad@ie$élicoidales de sens d’hélicité gauche

ou droit sont alors observées.

! Transfert de chiralité

>

Figure 1-15 : Représentation schématique du transfé de chiralité de I'échelle moléculaire a I'écheb
supramoléculaire.

Depuis les premiers exemples de transfert de d@Birde I'échelle moléculaire a
I'échelle supramoléculaire, décrits en 1880’, de nombreux travaux ont été reportés,
notamment par les groupes de Fuhfiop °°-®’et Helfrich®?. Ces études ont montré la
formation d’hélices possédant différentes strustuiierois morphologies sont typiqguement

distinguées (Figure I-16) : les rubans torsadéstiélicoidaux (B) et les tubules (C).
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8 A
H
15 CH3(CH2)10C —=C——NHC——(CHy)1oN*(CH3) E ;
Rubans torsadés | II B
H3C(H2C)140C—(CHz)> © 5

| Ay oo Y
16 (n=7) OH OH RN
Rubans hélicoidaux H;,C’(CH’)"\N/\r('\;/‘-\]/\OH . l!f‘ i '-;-
17 (n=11) H o 6H oH G YA
Rubans tubulaires 250nm (' 500 nm

Figure 1-16 : Structures moléculaires et clichés denicroscopie électronique présentant les différentauto-
assemblages chiraux. (A) Rubans torsadés obtenugartir de la molécule 15 [52], (B) ruban hélicoidal

obtenu a partir de la molécule 16 [59], (C) tubulesbtenues a partir de la molécule 17 [60].

6.1.1 Rubans torsadés et hélicoidaux

Les hélices représentent une famille particulieéee duto-assemblages chiraux. Au
sein de cette famille, on distingue les rubansattés et hélicoidaux. Ces rubans sont formés a
partir de I'auto-assemblage de molécules amphiphilganisées en bicouches. Chacune de
ces morphologies est caractérisée par une coupbopee (Figure I-17). Les torsades ont une
courbure de type gaussienne ou «en selle de chevabntrairement aux hélices,

caractérisées par une courbure cylindrigé

Torsades Hélices
(droite et gauche) (droite et gauche)

v Llrrl

3

Figure 1-17 : Représentation schématique des rubartsrsadés et hélicoidaux ainsi que de leur courbure

Une grande variété de molécules amphiphiles pedrobtenir 'une ou l'autre de ces
structures chirales. Les torsades précédemmengmées (Figure 1-16A), ont été observées
par Kunitaké?, par auto-assemblage d’amphiphiles ammonium dgidedl’acide glutamique
(15. Ces morphologies ont également été observéesardir pde dérivés d’acide

hydroxystéarique1)®>°® ou d’amphiphiles géminés diammoniut®’. Les morphologies
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hélicoidales sont typiquement obtenues par auteradsage de molécules amphiphiles

constituées d’une téte polaire d’ammonium quateeneti d’une chaine hydrophot20**, de

68,69

lipides diacétylénique() ou de dérivés de cytidine myristoylphosphatid® {.

HO OH
COOH g
\ * *
(?Hz)m -0,C Coy 0 l\\lH2 ‘-|7H3
*
HO-*C—H H3C—(CH2)11—OCCHNCO—(CHZ)A-N+—CH3 Br
: N/ \/ s O !
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23
tubulaire

Figure 1-18 : Exemples de structures de molécule&sito-assemblant en rubans chiraux torsadés,

hélicoidaux et tubulaires.

6.1.2 Tubules

Bien que ne présentant pas de chiralité apparéedefubes résultent souvent de
mécanismes d'auto-assemblages chifau¥. Les précurseurs des fibres tubulaires sont
généralement les rubans hélicoidaux. Dans ce cesjule le tube est tout juste formé, les
délimitations des bords du ruban hélicoidal somben visibles et prouvent la chiralité de la
structure tubulaire (Figure 1-19%) Deux mécanismes sont principalement reportés tans
littérature pour expliquer la formation de tubulegSes structures résultent soit de la
diminution du pas d’hélicité (Figure I-19B) rapphant les bords des rubans jusqu’a la
formation d’'une membrane continue, soit de I'augiaéon de la largeur du ruban hélicoidal
(Figure 1-19CJ*.
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I , & 7

Y S 4o ¢ .l ’=
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Figure 1-19 : (A) Cliché de microscopie électroniqa illustrant la formation d’un tube dont les bordsdu
ruban hélicoidal précurseur sont encore visibles [B]. Représentation schématique de la formation de
tubes a partir de rubans hélicoidaux par un phénomae de diminution du pas de I'hélice (B) ou

d’augmentation de I'épaisseur du ruban (C).

Cependant, si la majorité des tubes résultent dicanisme nécessitant une
transition de structure chirale, la formation dées auto-assemblés a partir de structures
achirales, telles que les vésicules, a égaleméruéetrité,

6.2 Controle des morphologies

Ces morphologies chirales, comme la plupart degtsires auto-assemblées, peuvent
étre controlées de différentes fagcons, soit ennpsar les paramétres environnementaux, soit
en modifiant la structure moléculaire des amphgshiParmi les variations expérimentales, la
nature du solvant, la vitesse de refroidissemantedemps de vieillissement des échantillons
sont des parametres clés. En effet, la formatiofitidles étant un phénomeéne cinétique, ces

deux derniers parameétres représentent une stratégjEée au contrdle de ces morphologies.

6.2.1 Variation des parametres expérimentaux

La nature du solvant est un des parameétres pemheteamoduler la morphologie
d’agrégation. En effet, certaines molécules s’agsemblent de fagcon spécifique en fonction
du solvant®’""®: de rubans torsadés ou hélicoidaux a la formatefibres achirales, la taille
et la morphologie des auto-assemblages sont céar@inement. Par exemple, les tubes
formés a partir du phospholipid& présentent une structure unilamellaire de longééut
10 um dans un mélange eau/méthanol et multilameltie longueur 4& 10 um lorsque le

méthanol est remplacé par du propahol
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D’un point de vue cinétique, il est également passile contrdler la morphologie des
rubans formés en variant la vitesse de refroidies¢nd’'un échantillon préalablement
solubilisé. De cette facon, le sens d’héliéftéinsi que les dimensions des auto-assemblages
peuvent étre control8s. Par exemple, les fibres formées & partir du pholggide 24
présentent des longueur et diamétre beaucoup pipsriants lorsque la température est
diminuée lentement aprés solubilisation par chaeffdFigure [-20A) que lorsque la

température est diminuée rapidement (Figure 1-20B).

/Y
/Y
(o]
*

Figure 1-20 : Structure moléculaire et photographies présentant les auto-assemblages de molécules 24

apres diminution (A) lente de la température (0,08C/heure) et (B) rapide (10 °C/heure) [81].

6.2.2 Variation de la structure moléculaire

De faibles modifications peuvent affecter le comgment d’auto-assemblage de
molécules amphiphiles. Typiquement, la longueuleetombre d’insaturations des chaines
aliphatiques permettent de moduler les architestfoemée®®® Par exemple, nous avons vu
précédemment que les moléculdset 17 reportées par Fuhrhdf° ne divergent que par la
longueur de la chaine hydrophobe. Si celle-ci estppsée de 8 carbones, la formation de
rubans hélicoidaux est observée, alors que dessubaulaires sont formés en présence de
11 carbones au sein de la chaine aliphatique (EigLéB, C).

L’hélicité des rubans peut également étre modulde Ip variation de parameétres
moléculaires. L'utilisation d’'un énantiomére spégie (L ou D) de 12-hydroxystéarate en
présence de lithiufi®® (Figure 1-21, molécul@5) permet de controler la chiralité de I'hélice
formée. Cet exemple a mis en évidence pour la grenfibis un tel contr6le du sens d’hélicité
par la conformation du centre asymétrique du texsio Un sens d’hélicité est associé a un
énantiomere particulier. L’énantiomére L permefdemation de fibres torsadées d’hélicité
gauche alors que des torsades droites sont foren@estir de I'énantiomere D. Le mélange
racémique des deux énantioméres permet la formdi&orubans plats ne présentant pas de

chiralité supramoléculaire.
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Figure 1-21 : Structure moléculaire et photographies présentant les auto-assemblages des énantiomeres

(A) D- et (B) L-12-hydroxystéarate, et (C) du mélage racémique [65].

Cependant, quelques exceptions ont été reportésslaléittérature. La coexistence de
rubans droits et gauches & partir d’échantillongesisioactifs énantiomériquement pafs
ou racémiqué$ a notamment été observée.

Les auto-assemblages de molécules achirales enhotogies supramoléculaires
chirales ont également été décrits. De cette fa{@mrjiversité d’architectures présentée
précédemment apparait également accessible. Lemations de rubans torsad®s,
hélicoidauX® et tubulaire¥’ ont en effet été observées.
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7 Conclusion

Ce travail bibliographique permet de dégager ppialeiment deux aspects des auto-
assemblages de molécules amphiphiles. Dans un@résnips, Nnous NOUs sommes intéresses
aux parametres structuraux affectant le comporténiiagrégation d’amphiphiles chargés, en
particulier en ce qui concerne le phénoméne de liisaton. Les forces motrices
responsables des auto-assemblages de tensioadtifgrgicipalement représentées par I'effet
hydrophobe et les interactions entre les tétesngslaD’autres parametres entrent également
en jeu dans ces phénomenes : l'auto-assemblagghiphiles chargés est également modifié
par la nature du contre ion complexé. La comprébarde ces mécanismes est fondamentale
pour la conception rationnelle de morphologies aoqmiéculaires modulables par la nature
du contre ion.

Nous nous sommes ensuite concentrés sur les admbkges a une échelle
supramoléculaire, en étudiant la diversité morpjigloe accessible a partir de tels systémes.
En particulier, nous nous sommes intéressés auyphulmgies chirales. Toutes les études
reportées dans la littérature décrivent la fornmatle structures chirales a partir de molécules
possédant un centre asymétrique au sein méme depéetie amphiphile. Etant donné
limportance de la nature du contre ion sur 'aassemblage de tensioactifs chargés, est-il
possible d’induire une chiralité supramoléculaieg pon biais ? Le transfert de chiralité peut
—il étre observé dans ce contexte ou nécessitd‘&tlachement covalent du centre
asymétrique (Figure 1-22) ?

@=*
* Transfert de chiralité
? ?

Figure 1-22 : Est-il possible d’obtenir et de contbler la formation d’auto-assemblages chiraux de

tensioactifs non chirauxvia la chiralité du contre ion ?

Si la chiralité supramoléculaire peut étre induitgartir d’'un contre ion chiral, de
quelle maniére est-il possible de controler ces-assemblages ? Quelle est l'incidence des
variations moléculaires sur les dimensions desnsilfarmés avec de tels systémes ? Des

réponses a ces questions seront proposées daiiteldesce manuscrit.
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Chapitre 2 :

Etude de complexes gemini — contre ions en phasezga

Les résultats présentés dans ce chapitre ontdhjet de la rédaction d’'une publication.

Aimé, C., Plet, B., Manet, S., Schmitter, J.M., Hu¢ Sauers, R., Romsted, L.S., Oda, R.
Competing Gas Phase Reactions of Gemini Surfactaatts Anionic counterions. Mass

Spectrometry and Ab Initio Calculations correlati&@m préparation.






Chapitre 2. Etude de complexes gemini — contre émnghase gaz.

1 Introduction

Un des principaux enjeux des thématiques dévelappée sein de notre équipe
consiste a comprendre et a contrOler les phénomdiamgo-assemblage de molécules
amphiphiles. Particulierement, nous développons thedécules dicationiques (gemini)
complexées a des contre anions. Différents parasgthysico-chimiques contrélent leur
auto-organisation dans l'eau, dont le principal leftet hydrophobe. Cependant, le travail
bibliographique présenté au chapitre précéderstitbul’influence de la structure des ions sur
les assemblages de molécules chargées. La spécdiaiteraction amphiphile - contre ion
joue un role clé dans I'acquisition des propriétdes morphologies des auto-assemblages. I
est ainsi essentiel d’étudier cette spécificitégar et sa contribution dans I'auto-organisation
des agrégats.

Si les méthodes présentées dans le chapitre précdiilesent le milieu aqueux, une
stratégie différente peut également étre envisdgge&tudiant ces complexes en phase gaz, il
est possible de s’affranchir de l'effet hydrophobie de se concentrer sur l'interaction
électrostatique. La spectrométrie de masse estutihqui permet de se placer dans un tel
contexte, et qui a prouvé son efficacité dans dlétdes interactions non covalentes pour de
nombreux systémés interactions entre protéirfeet stabilité de complexes d'acides
nucléiqued* notamment. Ces complexes résultent d'interacticiasbles (liaisons
électrostatiques, hydrogene, de Van der Waals,t dffglrophobe) et nécessitent des
conditions opératoires optimisées pour la consemvales complexes non covalents. Cette
approche requiert I'utilisation de sources d'iotitza dites « douces’ptransférant le moins
d’énergie interne aux assemblages. Dans ce cdimeisdtion par électronébulisation est
couramment utilisée. Dans le contexte des collgitiemisation par électronébulisation a
ainsi permis de mettre en évidence la conservalola structure micellaire en phase%faz

Dans ce chapitre, nous utiliserons cette technmpe évaluer la stabilité de gemini
complexés a différents contre ions. Le principeelte stratégie repose schématiquement sur
le fait qu’il est possible de détecter en phase gazcomplexe de forte affinité. Si un
complexe d’affinité plus faible entre les deux padires ioniques (contre ion trés hydraté par
exemple) n'est pas détecte, il semble alors pasgiel déterminer une échelle d’affinité
électrostatique des différents contre ions pogelmini (Figure II-1).
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Etude en solution Etude en phase gaz
L S X
0 €
~ . . ®
. &) & o &’ et +—+
®+_+ a} &J +—+
Hydratation (cmc, T,...} > Echelle d’affinité?

Figure II-1 : Représentation schématique des stratges d’études paralléles de gemini - contre ions en
solution et en phase gaz. Est-il possible de disginer les contre ions plus ou moins confinés en sbhn par

leur observation (ou non) en phase gaz ?

L'étude de gemini en phase gaz pose de nouvealbtépnes, car le comportement
des molécules est différent dans chacun des miligoixtion et gaz). Les interactions faibles
se trouvent tres largement amplifiées en phasedgdait de I'absence de molécules d’eau
écrantant les interactions électrostatiques. Cefpnécessite d’avoir recours a des techniques
analytiques complémentaires. Une collaboration igogaint différentes équipes de recherche a
'IECB et aux Etats-Unis a ainsi été mise en pldawnrence S. Romsted a l'université de
Rutgers, aux Etats-Unis, participe a ce projet amt fjue spécialiste des phénomenes de
spécificité ionique au sein de systemes amphiphiétsdans un futur proche pour la
détermination des concentrations interfacialescdesre ions. Une étude de calcul quantique
ab initio a été menée en parallele de nos expériences paaldR&auers, également a
'université de Rutgers. Au cours de cette étuden itnavail a consisté a étudier une série de
complexes gemini — contre ions en phase gaz patrspeétrie de masse. Ces expériences ont
été possibles grace a I'aide précieuse de I'équépspectrométrie de masse de I'lECB dirigée
par le Professeur Jean-Marie Schmitter, et paidi@ment grace & Benoit Plet, en doctorat
dans cette équipe.

En combinant les études en phase gaz et en solutios essayons de comprendre
I'origine de la spécificité ionique et des facteaositribuant a I'établissement de la série de
Hofmeister des ions. L'enjeu de ce projet consastiévelopper une approche rationnelle pour

le contrle des morphologies d’auto-assemblage@éaules amphiphiles ioniques.
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2 Matériel et méthode

2.1 Spectrométrie de masse et résolution en énergie

2.1.1 lonisation par électronébulisation et piege rque

Les expériences de spectrométrie de masse orédadisces a I'aide d’'un piege ionique
couplé a une source dionisation par électronéatitin (Electrospray). Cette technique
d’ionisation produit ou transmet des ions d’uneggheondensée liquide vers la phase gazeuse
en entités isolées. Les ions sont générés depeisalntion diluée traversant un petit orifice
quand une haute tension lui est appliquée. La satifonisation par €lectronébulisation peut
étre considérée comme une cellule électrolytiqueechamp électrique que subit le liquide
impose un mouvement électrophorétique des ionselample, en mode positif, les cations
vont vers la surface, et les anions migrent verxsf@llaire métallique (Figure 1I-2). Lorsque
les répulsions coulombiennes des charges dépakseahsion de surface du liquide, les
gouttes chargées se scindent en de multiples peajdattes dont la densité surfacique de
charge a diminué. Sous l'action d’'un courant d'azet de la température de la source
notamment, ces gouttelettes vont étre davantagelvdésSes pour produire des ions

unimoléculaires.

Contre électrode

& @

Electrons

@ Electrons

l Générateur de tension |

Figure 11-2 : Représentation schématique du princig d’ionisation par électronébulisation.

La source, orthogonale au reste de l'appareil,sastie d’'un capillaire de transfert
métallique (CT) chauffé entre 20 et 400 °C, d'unengaine de centimétres de long qui
permet de poursuivre la désolvatation des ionsépaporation du solvant. Ce capillaire est
prolongé d’une lentille tube (LT) permettant de dliger les ions issus du capillaire, qui
seront accélérés par deux octopbles (O1 et O2) grtver dans I'analyseur : le piege ionique
(P (Figure 11-3).
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LT

I
I
O, | 0, ' Pl | Detecteur
1 I
‘I 2.107 Torr :

TTorr 107 Torr

Figure 1I-3 : Schéma en coupe du dispositif utiliséu cours de nos expériences de spectrométrie dessa.
CT = Capillaire de Transfert, LT = Lentille Tube, O = Octopdle, Pl = Piége lonique.

Le piege ionique est constitué de trois électrod@se électrode circulaire et deux
électrodes chapeau (Figure II-4). A I'entrée dedlgseur, les ions passent a travers I'une des
électrodes chapeau. Leur capture est facilitédapprésence d’'un gaz tampon (hélium). Une
fois piégés dans I'analyseur, un champ électriqq@igué leur impose une trajectoire stable.
Le nuage d'ions est focalisé au centre du piégéyien quadripolaire par collision avec
I’hélium pendant généralement 1 a 30 ms. Une f@iggs dans le potentiel quadripolaire, la
déstabilisation des trajectoires provoque leurti&ea@ travers la deuxieme électrode chapeau

vers le détecteur.

Electrode
circulaire

e

Injection des ions ) e > Ejection des ions

a

t by

Electrodes
chapeaux

Figure II-4 : Représentation schématique en coup€e’uh piege ionique quadripolaire.

Lorsque les ions sont piégés dans l'analyseurstilpessible d’isoler une espece de
rapport m/z donné par application d’'une radiofrémeeaux électrodes. De cette facgon, il est
possible d’éjecter tous les ions du piege, a I'pkoa de I'ion d’'intérét. Il s’agit d’appliquer
une large gamme de fréquences possédant une raptumigeau de la frequence de résonance
de I'ion sélectionné. Une deuxieme étape d'anajysat étre réalisée sur I'ion isolé. Cette

approche est appelée spectrométrie de masse eamtaadalement appelée SM/SM ou SM2.
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Cette derniére notation sera adoptée dans ladeite manuscrit. Une fois I'espece d’intérét
isolée il est possible d’'augmenter son énergignetpar excitation réesonante. Cette technique
consiste a appliquer a I'électrode chapeau un petede faible amplitude dont la fréquence
est égale a celle de I'oscillation de I'ion. Panséquent, les ions subissent des collisions avec
les atomes du gaz tampon. Par conversion de I'@énemnslationnelle en énergie
vibrationnelle, I'énergie interne de I'ion augmerneovoquant sa fragmentation.
L’Electrospray est un mode d’ionisation trés répaed spectrométrie de masse. Cette
méthode d’ionisation douce permet le transfert @@pmlexes non covalents intacts en phase

gazeuse et d’en étudier leur stabilité par SM2.

2.1.2 Principe de I'expérience

Nous nous sommes intéressés a certains des conseétudiés précédemment en
solution par Sabine Manet. Dans notre cas, la leagues chaines aliphatiques est de 16
carbones. La diversité des molécules étudiées ugghentée en faisant varier la taille de
'espaceur (2, 3, 4 et 6 carbones) (Figure II-8anE donné que la variation de I'espaceur
influence les morphologies d’auto-assemblage, nomss intéresserons a l'effet de son
augmentation sur l'interaction électrostatique aeecontre ion. Dans cette étude, la longueur
des chaines n’a pas été variée étant donné I'abskeitet hydrophobe en phase gaz.

\X;/ 8 n=2 34,6
C16H33/NWN( X- = Br, CF4COy, CF, NOg, PFg, -, I
CieHas

Figure 1I-5 : Structure moléculaire des gemini — catre ions étudiés par spectrométrie de masse.

Dans le but d’observer les gemini et leurs dériv@stes les expériences ont été réalisées en
mode positif. Dans ces conditions, deux espécespsimtipalement observées

= le gemini sans contre ion dicationique, notéM?*. Etant donné que le signal
caractéristique d’'une espéce apparait a une vaigale au rapport m/an(étant la masse
molaire etz le nombre de charge), le gemini est attendu avateur égale a la moitié de sa
masse molaire.

* une espece monocationique résultant de la compbexatectrostatique dgemini

avec un seul contre ionnotéeM?*X". Dans ce cas, z = 1 et le pic est attendu a uleaiva

a .. PN . , , . L
Le gemini complexé a deux contre ions n'est pasmidsétant donnée sa charge globalement neutre.
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€gale a la masse molaire du complexe. Dans la degexpériences, nous nous intéresserons
particulierement a cette espece.

Aprés obtention d’'un spectre représentatif des jprésents en phase gaz Met
M?*X), le complexe d'intérét, que I'on appellgueécurseur, est isolé afin de coupler une
seconde étape d’analyse (SM2). L'énergie intern@régurseur est augmentée par collision
avec I'hélium afin d’étudier son comportement. Aeladd’une certaine énergie dépendante du
précurseur, I'espéce se dissocie et on enregistepéctre des différents fragments obtenus

(des lors qu’ils possedent une charge, dans nag@asitive) (Figure 11-6).

MZ+
+
Injection/
Détection

Spectre global

WX
Echantillon i
solvaté

- Apportd énergie/ S

Fragmentation
4}

Ch0|x du précurseur Fragments détectes

Figure 11-6 : Représentation schématique du déroulment de I'expérience.

Dans le cadre de nos expériences, le précursdarasbl’'espéce formée par le gemini
complexé & un contre ion, K. Si I'apport d’énergie permet la dissociation dmplexe, il

est possible de classer les contre ions par otdffnité électrostatique pour le gemini.

2.1.3 Spectrométrie de masse résolue en énergie

Pour obtenir des informations quantitatives, nowsna augmenté I'énergie de
collision de facon progressive et enregistré siamdtnent la disparition du complexe
précurseur et l'apparition des fragments résultpotir chaque pallier d’énergie. Cette
méthode est appelée spectrométrie de masse résolrergie (SMRE). Il s’agit en fait d’une
succession d'expériences de SM2 réalisées a dagi€nede collision croissantes. En
intégrant les spectres obtenus pour chaque valénejie de collision, on obtient une courbe
appelée courbe de rupture (Figure H}7Cette courbe nous permet de suivre la dispardio
précurseur et I'apparition simultanée des fragmentfonction de I'énergie. Le déroulement
de I'expérience est présenté Figure II-7, de lGtign de I'échantillon et I'obtention d’un

spectre représentatif des espéces en phase gdispdation totale du précurseur.
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1. Spectre obtenu apres injection d’une
solution de gemini 16-6-16(GEO,),. Les pics
observés correspondent aux espédds’,
gemini (2+), etM?*X", gemini complexé & un
contre ion CECO;, (1+).

2. Spectre obtenu en mode SM2aprés
sélection du précurseivt®* X (gemini 16-6-16
complexé a un contre ion gEO,). L'énergie

de collision appliquée est la méme qu’en A.

3. L'augmentation de I'énergie de collision
provoque la fragmentation du précurseur : les
premiers fragments apparaissent. A ce stade, le

précurseur n'a pas encore disparu.

4. L'énergie de collision est encore augmentée,
jusqu’a disparition totale du précurseur. A ce
stade, seuls les fragments produits sont

observés.

5. Courbe de rupture intégrant les spectres
obtenus en SM2 pour chaque valeur d’énergie
de collision. Cette courbe permet de suivre la
disparition du précurseur et [I'apparition
simultanée des fragments en fonction de

I'énergie de collision.

Figure 1I-7 : Différents spectres obtenus au coursle I'expérience. Les lettres A, B, C, et D désigneles

fragments obtenus au cours de nos expériences. Lestructure sera détaillée par la suite.
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2.2 Traitement des données

Dans cette étude, la structure des gemini — coor® est varié@ia deux parametres :
la nature du contre ion et la longueur de I'espacAuchaque fois qu’'un parametre sera
modifié, on s’attachera a étudier de facon syst@uattoutes les combinaisons possibles en
changeant le deuxieme parameétre. Pour une longdiespaceur donnée, les complexes
mettant en jeu chacun des contre ions de I'étudmseomparés. A l'inverse, pour un méme
contre ion, les quatre longueurs d’espaceur sétoliees.

Les données de ces expériences seront traitéetegtrétées de deux facons :

» Etude des fragments obtenus lorsque la totalifgréicurseur a disparu.

» Etude de I'énergie de collision nécessaire a laatisition du précurseur, quelles que
soient les especes produites. La courbe de ruphtenue en fin d’expérience nous permet
d’obtenir une mesure de I'énergie nécessaire aagnfentation de 50 % du précurseur. On
notera cette énergieCsy (pour Energie de Collision a 50 %). Cette mesuwasnpermet
d’évaluer la stabilité du complexe gemini — contre et la facilité avec laquelle il se dissocie,
en fonction de la longueur de I'espaceur et dureaon.

Ces résultats seront confrontés avec les calcumitmues obtenus en parallele a

I'université de Rutgers avec certains de nos gemini

3 Etude d’amphiphiles géminés en phase gaz

3.1 Fragmentation d’un gemini

Une fois le complexe gemini — contre ion isolé, éaergie interne est augmentée. Suite
a cette élévation, les premiers résultats ont rdomqie le gemini ne se dissocie pas mais se
casse, des liaisons covalentes sont rompues, gardudes fragments caractéristiques (Figure
[I-8). En phase gaz, la rupture d'une liaison cemtd est favorisée par rapport a la

dissociation du complexe et a la perte du contne io
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Apport d’énergie/
Fragmentation
SM2

Fragments
détectés

Figure 1I-8 : Représentation schématique des premis résultats obtenus : la fragmentation (rupture

d’une liaison covalente) du gemini est favorisée paapport a la dissociation du complexe.

L’énergie de collision est ensuite augmentée jusglisparition totale du précurseur. Pour
une longueur d'espaceur donnée, quatre fragmerffératits sont présents de fagon
récurrente. A chaque longueur d’espaceur corresparjdu de quatre fragments. A partir de
la masse de ces fragments, de leur charge et gethiéges de réactions ayant pu les produire,

les structures moléculaires présentées sur ladidi® ont été déterminées.

| N7 I N+

SN pLid N >N N SN
C16H33/N\M€-2\/X CigHas™ \Mﬁ-Z\/ - \/\014H29 CieHs3 \M:z\/ 0 CieHas \Hi}
A B c 5

Figure 11-9 : Structures moléculaires des fragment®bservés aprés disparition totale du précurseur KX

Ces fragments sont des produits de réactions dstisuion nucléophile (&) ou
d’élimination (E2) sur le complexe ¥X . Suivant la structure de ce complexe, les produits
de substitution, d’élimination, ou des deux réawisont observés. Les fragmeAtgtB sont
issus de réactions de substitution nucléophile é®ehll-1). Le fragmenb provient d’'une
réaction d’élimination (Schéma II-2). Le fragmeDtpeut quant a lui provenir soit d’'une
réaction de substitution nucléophile, soit d’'unactéon d’élimination. En effet, on observe
sur ces schémas que ces deux réactions produissrtatyments de structure moléculaire
identique. Nous ne distinguerons pas les deux feaggnet ne les prendrons pas en compte
dans la suite de cette étude. Etant donné la faitdportion de fragmentS observée, cette

hypothese ne constitue pas une approximationripsriante.
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l

a \N+/ X N\/\
> CygHag” ™ e 7. Ci4H2g
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Schéma II-1 : Schéma illustrant les trois différengs réactions de substitution nucléophile (en lettee

minuscules). Les lettres majuscules représententl@spéeces obtenues par chacune des réactions.

- d c £ C.eH :N{H/\/N\ + P CuHe  + HX
X N X 16M33 n-2
H H c
ENWN@\ —
CigH33 n-2 Ci4H29 g - |
. N* N
CieHas™ \Mi-z\ + 2U"Cube  + HX
n=2,3,4,6

X = Br, CF5COy, CI', NOg", PFg, F-, I

Schéma 1I-2 : Schéma illustrant les deux différenteréactions d’élimination (en lettres minuscules).es

lettres majuscules représentent les espéces obteayar chacune des réactions.

Les réactions de substitution ont été trés étudidesolutiofl. En phase gaz, depuis les
premiers travaux concernant l'acidité et la basiaans ce context®’, les réactions de
substitution nucléophité’? et d'éliminatio®>** ainsi que la compétition entre ces deux
réaction$’ ont été étudiées par spectrométrie de masseantili; piége ionique notamment.
Particuliérement, Gross et Williafioont étudié les réactions dgZSen phase gaz au sein de
complexes formés de tétraalkylammonium et d’halogén Par rapport a la majorité des
systémes présentés dans la littérature, les geappéraissent particulierement intéressants
pour cette étude par spectrométrie de masse carétati doublement chargé permet la
formation de fragments également chargés directerobservables par spectrométrie de

masse, sans étape d’'identification supplémentaire.
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Chapitre 2. Etude de complexes gemini — contre émnghase gaz.
3.2 Compétition entre substitution nucléophile et @hnination

Pour identifier les parameétres contrélant I'entdams 'une ou l'autre des voies de
fragmentation, nous avons étudié quatre longu€espdceur (n = 2, 3, 4 et 6 carbones) pour
chaque contre ion (IBr, CI, F, NOs, CRCO,, PK) (Figure II-5). Lorsque I'énergie de
fragmentation est suffisamment élevée pour provodmelisparition totale du précurseur,
l'intégralité des fragments observés résulte séitrdination, soit de substitution nucléophile.
Le calcul des proportions de chaque espéce perotgiedir une mesure de la tendance d’'un
gemini a se fragmenter par élimination ou subsbitusuivant sa structure. Considérons dans
un premier temps la répartition des populations frdgments pour chaque contre ion

complexé (Figure 11-10).

3.2.1 E2/ K2, en fonction du contre ion complexé

Les gemini 1 ne se fragmentent que par substitution, quelle squiela longueur de
'espaceur. A l'inverse, les gemini,ppour des longueurs d’espaceur de 4 et 6 carbunse
fragmentent que par élimination. Les gemin{ri-= 2, 3) présentent un cas particulier qui sera
développé par la suite. Le geminiPRe se fragmente également que par éliminationequel
gue soit la longueur n d’espaceur considéreée.

En ce qui concerne la majorité des contre ionsiétudes produits d’2 et deySd sont
observés de fagcon concomitante. Leur abondanciéveelarie en fonction de la longueur de
'espaceur. Les gemini NO et CRCO, présentent des fragments issus de réactions
d’élimination pour les quatre longueurs d’espacgudiées, avec de fortes proportions g2 S
pour les espaceurs 4 et 6. Les geminigtésentent une majorité de produits d’élimination
pour les espaceurs 2 et 3 et presque uniguemenproelsiits de substitution pour les
espaceurs 4 et 6. La fragmentation des gemins®ifait majoritairement pan3, bien que

I'on observe une petite proportion de produits ddw2c les espaceurs 2 et 3.

D’'une maniere générale, nous observons une faibbpoption du produitC
(représenté par les sections blanches sur la Flgaf®, validant ainsi I'hypothése formulée
précédemment. De plus, si I'on considere les ptsduiet B résultant des voiea etb de
substitutions nucléophiles, on observe une faibb@qrtion de produit8 (sections hachurées
horizontalement sur la Figure 11-10) pour des lagawys d’espaceur de 2, 3 et 4 carbones, alors
gue ce produit devient majoritaire par rapport aodpit de substitutiorA lorsque que la
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Chapitre 2. Etude de complexes gemini — contre émnghase gaz.

longueur d’espaceur est augmentée a 6 carboneBmiaution de la proportion de produit
(sections hachurées verticalement sur la FigurEO)lpeut s’expliquer par le fait que le
carbone de I'espaceur en positmmle 'ammonium quaternaire possede un caractergatia
plus électronégatif que I'espaceur est long. Déaitela probabilité d’attaque nucléophile sur
ce carbone diminue, malgré un encombrement stéréghiét, et donc plus favorable.

— I Br F
9 100
2wl I : It
B
2 el L
» = -
S
s 40 —
e
5 20 —
g LU
< B |
0t 3 ] 6 T 6 2 3 4 6 2 3
Longueur d'espaceur n, C H,,
NG CF.CT, ' Fl

Abondance relative (%)

2 K S
Longueur d'espaceur n, C H,,

2 3 4 6

Figure 11-10 : Abondance relative des produits de shistitution nucléophile (A : régions hachurées
verticalement, B : régions hachurées horizontaleméhet d’élimination (régions grisées) observés a kuite
de la fragmentation du précurseur M**X" en fonction de la longueur de I'espaceur, pour cliae contre ion

étudié. Les sections blanches représentent le prat€ et ne seront pas considérées ici.

3.2.2 E2/ K2, en fonction de la longueur de I'espaceur

Considérons désormais les variations de proportidasfragments observées en
fonction de la longueur de I'espaceur. La Figurg@llimontre une diminution de I'abondance
relative des produits d’élimination pour des longnged’espaceur croissantes (excepté dans le

cas des contre ions & Pk qui ne se fragmentent que par élimination).
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Figure 11-11 : Abondance relative des fragments olesvés suite & la fragmentation du précurseur MX™ en

fonction de la longueur de I'espaceur et du contr@n (Br™ e; CF3CO, o; Cl" ¢ ;.NO3 0; PFs +; F A; ™ ).

Quel que soit le contre ion, 'augmentation de ddleé de I'espaceur induit une
augmentation de la propension des gemini — contre & se fragmenter pagS(Figure II-
11). Le gemini CECO, suit également cette tendance, méme s’il appquaitia proportion

de fragments issus deZSest |égérement supérieure pour n = 4 que pous.n =

3.3 Energie de fragmentation du précurseur MX’

Connaissant les tendances des différents gemanitreeions a se fragmenter pa2u
E2 en fonction de la nature du contre ion et ddolggueur de l'espaceur, nous nous
intéressons désormais a I'énergie nécessaire @ tatfmentation, quelle que soit la voie
empruntée. Cette énergie ne possede pas d'uniteesdfC appliquées sont des énergies
normalisées par rapport a la masse molaire decespgolées en SM2. De ce fait, elles ne
peuvent pas étre comparées avec I'énergie deioaligppliquée au moment de I'injection.

La Figure II-12 présente les énergies de collisiéoessaires a la fragmentation de 50 %
du précurseur KX isolé (EGg), en fonction des deux paramétres étudiés. Desxsea
distinguent sur ce graphique : le geminiR¥fésente les Eg les plus élevées pour chaque

espaceur, alors que les gemin{r= 4 et 6 carbones) présentent les plus falb&s.
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Chapitre 2. Etude de complexes gemini — contre émnghase gaz.
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Figure II-12 : ECso mesurées par SM en fonction du contre ion et de langueur de I'espaceur (Bt e;
CF3;CO, 0; Cl" ¢ ;.NO3 0; PFg +; F" A; 1" X).

Les cing autres contre ions ont des;&i@termédiaires et relativement proches. Une vianat
importante est observée entre les longueurs d’espac= 3 et 4 pour la plupart des contre
ions étudiés. De plus, la dispersion degdfesurées est plus importante pour les valeurs n =

4 et 6 carbones que pour n =2 et 3.

Cas particulier des gemini'F

La Figure 11-10 présente les produits observéssafpeggmentation des gemini &yant
des longueurs d’espaceurs de 4 et 6 carbones.|Badgux cas, on observe uniquement des
produits d’E2. Ces éliminations sont provoquées rpales énergies de collision
particulierement faibles (Figure 1I-12). Lors dénjéction dans le spectrométre de masse
d’'une solution de gemini (J; d'espaceur 3, le spectre « global » obtenu ne maquds le
complexe M*X". Le produit d’éliminatiorD est déja observé a ce stade (signal & m/z 310,3,
Figure 1I-13A). Cependant, le spectre RMN dans Iethanol deutéré de ce gemini avant
injection, indique que le gemini n'est pas dégrééigure 11-13B). L’élimination a lieu au
moment de linjection de I'échantillon. A ce stad&nergie de collision au sein du
spectrometre est faible mais non nulle. Si 'orrapole les données présentées sur la Figure
[I-12, en considérant la forte variation observeecdes autres especes entre n = 2-3 et n = 4-
6, on trouve une énergie beaucoup plus faible dartas que dans tous les autres cas étudiés.

Le gemini (F)2 (n = 3) apparait particulierement enclin a serfragter par élimination.
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Figure 11-13 : (A) Spectre de masse obtenu aprésjection d’'une solution de gemini (F), (n = 3) présentant
les signaux caractéristiques des espéce$™m/z = 290,3) et D (m/z = 310,3). Le signal & m#z93,3
correspond au gemini complexé a de I'acide trifluaracétique (TFA) présent a I'état de traces au seiu
dispositif°. (B) Spectre RMNH 400 MHz dans CBOD du gemini (F), (n = 3) présentant le gemini intact.
(C) Spectre RMN™H 400 MHz dans CDC} du gemini (F), (n = 2) présentant les produits d’élimination.

Les attributions des spectres RMN sont reportées grartie expérimentale.

En ce qui concerne le gemini \Fpossédant un espaceur a 2 carbones, le spectre

RMN obtenu avant injection ne présente pas le genmtact, mais les produitD.
L’élimination a déja eu lieu en solution. Le gemHiest particulierement instable et se
fragmente par élimination d’autant plus facilemgué son espaceur est court. Le fait que ce
gemini soit aussi instable est intriguant étantrgoqu’aucun autre gemini ne présente de
dégradation en solution. Ceci peut s’expliquer lpadifférence importante de pKa entre F
(3,17) et les différents contres ions considérés dztte étude, qui présentent des pKa bien
inférieurs (de 0,23 a -16) (cf Annexe TableaullA&h effet, plus le pKa est important, plus
la propension de ce contre ion a I'élimination éstte. Cependant, le gemini acétate
(CHsCOOQ), utilisé comme intermédiaire dans la syntheseattains des gemini contre ions
(cf partie expérimentale) montre une grande stébéih solution. Etant donné que le pKa de
'acétate est de 4,76, ce parameétre physico-chienitgi peut pas expliqué le comportement

observé avec le gemini.FSa grande instabilité reste a ce jour inexpliquée

 Ce signal est observé pour tous les gemini étudiése disparait pas aprés de multiples lavages du
spectrométre. Cependant, I'expérience n'est pasctgfé par la présence de TFA (ou de tout autrealsign
additionnel) puisque l'on isole un précurseur deoixhen SM2, seule espéce alors présente pour la
fragmentation.
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Cette étude en phase gaz par spectrométrie de massee que le gemini ne se
dissocie pas. Au lieu de dissociation, une liaismvalente est rompue. L’interaction
électrostatique montre une stabilité importantgéseure a celle d’'une liaison covalente.
Cette stabilité des liaisons électrostatiques asdatéristique de la phase gaz. En absence de
solvant écrantant les charges, les interactiordréktatiques sont beaucoup plus fortes qu’en
solution. Une telle différence n’est pas observée® qui concerne la liaison covalente (cf
Annexe Tableau Il1A-2).

Il apparait a la suite de cette étude, que la deidragmentation empruntéeygSou
E2) dépend a la fois de la nature du contre ionptexé et de la longueur de I'espaceur. Dans
le but de comprendre l'influence de ces deux pat@méur la fragmentation du complexe,
nous nous sommes en paralléle tournés vers unedgpcalculatoire. Les calculs quantiques
permettent en effet dans de nombreux cas d'obtdesg données quantitatives sur les

mécanismes réactionnels chimiques.

3.4 Calculsab initio

Les calculs réalisés par Ronald Sauers a l'unitéed® Rutgers (Etats-Unis), utilisent
la méthode DFT (Density Functional Theory). Cektéorie permet la description quantique
de systemes complexes, en considérant uniguemdigtidoution de densité électroniqus.(
Cette méthode, développée en 1927 par Thomas eti,Fegpose sur la relation entre
I'énergie totale ) des électrons et la densité électronique glotiated’autres termes; est
une fonctionnelle unique d& D’'une maniere générale, la DFT est une méthoeessante
pour la compréhension de résultats expérimentacesséant un temps de calcul peu élevé au
regard d’autres méthodes calculatoires. Cette appr@permet de déterminer les énergies
associées aux états de plus basse énergie airmixgétats de transition potentiellement
adoptés au cours d’'une réaction chimique donnée.

Dans le cadre de ce travail, les calculs réalisisRonald Sauers ont permis de
déterminer les enthalpies de complexation de diffé&sr gemini - contre ions ainsi que les
enthalpies d’activation des réactions de€ ®t d’E2 dans le vide. En ce qui concerne les
enthalpies d’activation des réactions d’éliminatildtat de plus basse énergie a été déterminé

comme étant celui présentant une configurdtiansdes méthylenes de I'espaceur.
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En effet, les états de transitions calculés mohtee énergie plus faible dans le cas
d’'une configuratiortrans que dans le cas d’'une configuratsyn(Tableau II-1, a I'exception
du contre ion Favecn = 2). Dans cette configuration le contre ion esicplentre les deux
charges positives. Ceci permet d’éloigner les amargositives et ainsi d’optimiser les

interactions entre la charge négative du contreetdas charges positives des ammoniums.

N (CiHzp) 2 3 4
Halogénure Syn Anti Syn Anti Syn Anti
F 12,1 16,2 15,3 11,4 23,0 21,2
Cl 24,2 24,0 29,1 23,6 30,6 28,7
Br 28,9 28,4 33,9 29,5 33,8 32,5
I 28,2 27,3 34,0 28,8 32,9 31,6

Tableau II-1 : Comparaison des enthalpies d'activabn calculées pour les réactions d’élimination,

en fonction de la configurationsynou anti du dication.

Les calculs d’enthalpie de réactions d’'E2 et @@ 8nt été menés en effectuant le
minimum de changements structuraux (rotation d'sede liaison C-C, et repositionnement
du contre ion).

Pour obtenir des informations comparables aux desmobtenues par spectrométrie de
masse, ces calculs ont été menés sur les compEXEs : un seul contre ion est complexé au
gemini. Pour permettre ces calculs, les chainpbaiques des gemini ont été remplacées par
des groupements méthyle (Figure 11-14)

, X

N\
N+ - n= 2, 3, 4
~ _
mN‘L\ X =Br,CI,NOs, F, I

Figure 1I-14 : Structure moléculaire des gemini — ontre ions étudiés par calcul quantique.

Les contre ions GEO;, et Pk n'ont pas été étudiés étant donné le nombre @ é
d’atomes mis en jeu. Pour les mémes raisons, esngpossédant un espaceur de longueur
€gale a 6 carbones ont été exclus de cette étadee Eait, la compétition entre les deux voies
de substitution nucléophila et b décrite préecédemment (paragraphe 3.2.1) ne seya pa

abordée ici.

¢ Cette approximation n’a pas d’incidence sur laifig¢ des mesures étant donnée I'absence d'effétdphobe
en phase gaz.
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3.4.1 Complexation et fragmentation

L’enthalpie de complexatiom\Hcompley représente I'énergie nécessaire a la formation
du complexe M"X (d’'un gemini avec les contre iong EI', Br, I et NQy) & partir des deux
entités non liées. Les calculs obtenus (Figure5A)1 montrent des valeurs largement
négatives pour tous les complexes considérés qirgne grande dispersion des valeurs en
fonction du contre ion (de -197,3 & -141,3 kcal:lndinnexe Tableau IIA-3). En revanche, la
dispersion est moindre pour un méme contre iosglee les valeurs obtenues pour les trois
longueurs d’espaceur étudiées (n = 2, 3 et 4) somparées (moins de 10 kcal.MplLes
enthalpies calculées augmentent avec la longuelesgmceur quel que soit le contre ion.

La stabilité des complexes®fX™ suit I'ordre n = 2 > n = 3 > n = 4. Les complexes plus
stables sont obtenus avec le contre iomlbrs que les complexes geminiprésentent les
enthalpies de complexation les plus grandes. Lasre&adons Cl Br et NO; montrent des

enthalpies intermédiaires relativement prochesihes des autres.
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Figure 11-15 : Enthalpies de complexation (A) et dactivation (B) calculées par la méthode DFT, en
fonction du contre ion et enthalpie d’activation erfonction de I'enthalpie de complexation. Les entHpies
d’activation sont calculées pour les réactions d’Efraits pleins) et de {2 (traits discontinus) pour des
longueurs d’espaceur n = 2 (cercles), n = 3 (carrést n = 4 (losanges).

Les données relatives a NGsont isolées car cet ion n'appartient pas a la félmdes halogénures.

A l'inverse, les enthalpies d’activation des réas de substitution et d’élimination
présentent des valeurs faiblement positives (Fglf&5B et C, Annexe Tableau lIA-4). Les
enthalpies relatives a I'élimination présentent drepersion beaucoup plus importante que
celles relatives a la substitution, en fonctionl’dspaceur mais également du contre ion. Si
les enthalpies d’activation pour les réactions idiglation sont d’autant plus faibles que
I'espaceur est court, ce n’est pas le cas des lpighaelatives a la substitution nucléophile :

cette réaction n’est pas favorisée par les espaceurts.
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Si les enthalpies d’activation calculées sont regmé&es non plus en fonction des
contre ions étudiés spécifiqguement mais des enésalge complexation qui leur sont
associées, le méme phénomeéne est observé (FiglB€)!: alors que leAH” d’E2 calculées
varient de facon importante et augmentent aveorigdeur de I'espaceur, la¢l” de $2 ne

varient que faiblement.

La comparaison des Figures 1I-15A et B montre deudtes de valeurs d’enthalpies
tres différents. La complexation est largement fesé® par rapport a I'état d’entités isolées

M?* + X. A l'inverse, la dissociation du complexe requigne énergie importante.

Cette énergie apparait trés supérieure aux endisatpactivation calculées (d’'un facteur 5
environ). Ceci explique le fait que le complexesealissocie pas mais se fragmente.

De plus, les enthalpies d'activation d’'E2 et dg2 Sont suffisamment importantes pour
assurer la stabilité des complexes en phase gequiei’énergie interne n’est pas augmentée.
La formation du complexe est une étape clé de mmepsus (Figure 11-16). Ce phénomeéne
avait précédemment été reporté pour des systemaaslaléé inverse (dianion complexé a un
contre catiofy).

Enfin, les barrieres énergétiques associées ardendans les voies d’élimination et de
substitution nucléophile sont du méme ordre de dganet expliquent la compétition entre

ces deux réactions.

X+ MY = X M2Y] = XM Y] = XM+ Y

O®

Enthalpie

AH

complex

Coordonnées de réaction

Figure 11-16 : Diagramme d’énergie représentant legtats de transition et les enthalpies associées @urs

de la complexation et de la fragmentation d’'un gemii dicationique et de son contre anion.
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3.4.2 Substitution nucléophile et élimination

D’'une maniére générale, les enthalpies d’'activatdes réactions d’élimination
calculées (Figure 11-17A) augmentent avec la longuwee I'espaceur quel que soit le contre
ion considéré. Les réactions d'élimination sontofésées par des espaceurs courts. La
dispersion des valeurs (12,1 & 34 kcal:eist plus importante dans ce cas que pouktés

de substitution nucléophile mesurées (17,9 a 2&8rkol’) (Annexe Tableau IIA-4).
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Figure 11-17 : Enthalpies d’activation calculées pala méthode DFT, en fonction du contre ion et deal

longueur de I'espaceur (A) pour les réactions d'E2t (B) de K2 (Bris, Cl' ¢, F A, I’ x, NO3 0).

La Figure 1I-17B présente les enthalpies d'acibrat (AH") des réactions de
substitution nucléophile, en fonction du contre @rde la longueur de I'espaceur. En ce qui
concerne les contre ions "CIBr et [, une diminution progressive daH” avec une
augmentation de la longueur de I'espaceur est wdéseDans le cas du contre ioh &H”
augmente de fagcon constante avec la longueur sigalbeur. Enfin, dans le cas de §@QH"

augmente entre n = 2 et 3 carbones et diminue prB8et 4.

3.5 Confrontation des données

Les calculs quantigues obtenus ont permis de siute majorité des résultats
observés par spectrométrie de masse. Les enthdpiesmplexation mesurées montrent des

valeurs négatives (-197,3 a -141,3 kcalMolargement inférieures aux enthalpies
d’activation calculées pour les réactions ¢ $17,9 & 25,3 kcal.md) et d’'E2 (12,1 & 34
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kcal.mol®). Ceci illustre la stabilité du complexe formé feugemini - contre ion et explique

la non dissociation du complexe, telle qu'obsempaespectrométrie de masse. En phase gaz,
les interactions électrostatiques sont trés fortgraeplifiées et le retour a I'état initial des
entités séparées apparait eénergétiquement beaptosiolteux que la fragmentation du
complexe et la rupture d’'une liaison covalente ((Fegll-16). En effet, nous avons montré par
spectrométrie de masse que le gemini — contre i6iXMe se dissocie pas pour donner les
espéces N + X. Suite & une augmentation de son énergie interrm®mplexe se fragmente
en différents produits caractéristiques. Suivarmdture du complexe isolé (nature du contre
ion et longueur de I'espaceur), des produits deti#tution nucléophile ou d’élimination sont
obtenus.

L’entrée dans I'une ou l'autre voie de fragmentatiésulte des contributions de divers
paramétres : la nucléophilie du contre ion, sowrtéehilie, la nature du groupe partant et
'encombrement stérique. Si I'on considére danpramier temps I'encombrement stérique,
il apparait que ce facteur se révéle étre parépeitnent important dans le cas des
substitutions nucléophiles puisque l'attaque panudeléophile peut étre empéchée par la
présence de groupes volumineux (Schéma II-1). Eanehe, ce facteur apparait moins
prépondérant dans le cas de I'élimination : I'éigghilie sera alors déterminante pour le
choix de la voie de fragmentation.

Ainsi, la longueur de I'espaceur et la nature doteion sont des facteurs clé pour

déterminer la voie de fragmentation.

L’étude du complexe gemini - EFprésente une exception, dans le sens ou ce contre
ion est peu basique et non nucléophile. Ainsippaxait étre un tres mauvais candidat, a la
fois pour les réactions d’E2 et d@ZSen solution. Ce faisant, si ces propriétés irehtisine
augmentation des enthalpies d’activation d 8t E2 (non calculées), la dissociation du
complexe aurait pu étre envisagée a partir de cemsye. Les résultats obtenus par
spectrométrie de masse montrent que quelle qudaslnhgueur d’espaceur considérée, des
produits d’élimination sont systématiguement obterDependant, nous avons observé que
les énergies de collision requises a la fragmenmtatles complexes gemini — £Bont
particulierement importantes. La dissociation dumptexe n'a pas pu étre forcée par
l'utilisation d’un contre ion particulierement peunclin a entrer dans I'une ou l'autre des
voies de fragmentation observées. Ceci illustre nmevelle fois la stabilité de I'interaction

électrostatique gemini — contre ion en phase gaz.
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3.5.1 Effet de la longueur de I'espaceur

Les expériences de spectrométrie de masse morguentl’énergie requise a la
fragmentation augmente avec la longueur de I'espa&egure 1I-12). C’est également ce qui
est observé en ce qui concerne M4" calculées des réactions d’E2, favorisées pour des
espaceurs courts. La proximité des deux charge®gsopar les ammoniums quaternaires
confere un caractere particulierement acide (draytbus que I'espaceur est court) au proton
impliqué dans le mécanisme d’élimination En revanche, la proximité des ammoniums
guaternaires augmente I'encombrement stérique éavaeise pas la®. Ceci explique les
résultats obtenus par spectrométrie de masse :edE2avorisée pour des espaceurs courts,
alors qu’'on observe une augmentation des popukattms produits den3 lorsquen est
augmenté, et que l'encombrement stérique diminuepe@dant, lesAH” calculées des
réactions de & n’évoluent pas de facon similaires aveen fonction du contre ion. Les
enthalpies d’activation dexd ne diminuent pas avec l'augmentation de la longuke
I'espaceur. L’évolution de ces enthalpies en factle la longueur de I'espaceur restent a ce

jour inexpliquée.

En plus de la longueur de l'espaceur, la naturecdaotre ion est également
déterminante. En effet, pour une méme longueurpd@sur, lesAH” calculées et les
proportions de produits d’'E2 et dgZSvarient. Pour une longueur d’espaceur donnée, la

nature du contre ion est responsable de I'entras ane ou l'autre voie de fragmentation.

3.5.2 Effet de la nature du contre ion

Etant donné que le complexe précurseur ne se fragnoue par élimination ou
substitution nucléophile, il est possible d’inteérer les données de facon équivalente par la
propension des gemini — contre ions a entrer dame lou I'autre voie. La Figure II-11
montre I'ordre décroissant des contre ions a irduire réaction de substitution nucléophile :
I">Br>CI>NO;>CRCO, >PFK = F. La propension de ces contre ions a induire uaetion
d’élimination suit donc I'ordre inverse.

Dans le but de corréler ces résultats avec lesrigtép physiques de ces contre ions,
nous nous sommes intéressés aux valeurs d’affioié les protons (4 et de rayon ionique

(R) dans le cristal (Figure 11-18 et Annexe TabldéA-5). F présente une valeur dA
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(371kcal.mof") trés différente de celle des quatre autres anoomsidérés (de 314 a 333
kcal.mol®). Particuliérement, Bret NQy ont des A similaires (323,5 et 324,5 kcal.rol
respectivement). Etant donné que l'affinité pous fotons est un facteur favorisant les
réactions d’élimination, la valeur obtenue pourclentre anion Fexplique les résultats
obtenus par SM et par calcul. Le gemininE se fragmente que par élimination et nécessite
une augmentation d’énergie interne particulieremiaiible. Dans le cas d'un espaceur
constitué de 2 carbones, les produits d’éliminasont observés en solution. De plus, les
calculsab initio montrent leAH” de réactions d’élimination les plus basses dacadede cet
anion. D’'une maniere générale, les valeurs repertdms la littérature pour les contre ions
étudiés erab initio (Figure 1I-18A et Annexe Tableau IlA-5) présentéotdre de basicité
croissante suivant : kK Br ~ NOs < CI < F. Cette échelle est en accord avec celle obtenue

expérimentalement ainsi qu'avec les données obsgpaiele calcul.

| A B
370 Q i .
Kok > L ""
5 0.2 ]
£ 350+ g P
© £ bl °
£ P
= 0,16
< 330 * 5
..‘ & ;
‘
310 » 0,12
1 F CI Br I NOS' ; F Ccr Br I NOS'
Contre ion Contre ion

Figure 11-18 : Affinité pour les protons (A,) en phase gaz (A) et rayon ionique (R) dans le stal (B). Le
tableau de valeurs est reporté en Annexe (TablealA-5).

Les valeurs de R présentent |'ordre inverse desléerit précédemment: » Br >

NOs = CI' > F, puisqu’'une augmentation du rayon ionique s'acagne généralement
d’une diminution de basicité. L’augmentation de Uk $augmentation deAH” de réactions
d’élimination calculées pour tous les contre ionedi&s. Ceci est en accord avec les
diminutions de propension a entrer dans les voig#ndnation observées par spectrométrie
de masse. Cette tendance s’inverse en ce qui cendes réactions de substitution
nucléophile, comme observé par SM. Si I'on excleecdntre ion N@, difficile a classer
parmi les halogénures, on observe une concordaadaite entre les propriétés physico-
chimiques des halogénures et les données obteanepgctrométrie de masse et par calcul

guantique (Figure 11-19).
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Propriétés
physico-chimiques

SM Calcul DFT

A, R E2 S22 AH'E» AH S

N\
\

Figure 11-19 : Comparaison des propriétés physicoftimiques (A, et R) des halogénures avec les données

obtenues par spectrométrie de masse et calcul quaguie par la méthode DFT.

Le contre ion Fprésente un cas particulier. Quelle que soit fyleur d’espaceur
considérée, la fragmentation du complexe gemini seHait par élimination. Cependant, les
AH" de 2 calculées (particulierement pour n = 2) sont fdilsles que dans le cas de contre
ions dont les complexes se fragmentent pe. § apparait que dans le cas de IE AH?

d’élimination, largement favorable est détermindens le choix de la voie de fragmentation.

D’'une maniere générale, les enthalpies d’activati@s réactions de substitution
nucléophile calculées montrent de faibles variatipar rapport a celles observées dans le cas
des AH” de réactions d’élimination. Ceci indique que lacléophilie n’est pas I'unique
propriété physico-chimique déterminant la voie @gmentation du complexe. Les variations
de proportions des différents fragments obtenus davantage illustrées par les variations de
AH” d’élimination et donc par la propension d’un coexgl a se fragmenter par cette voie. ||
apparait de I'ensemble de ces études, que I'edaés I'une ou l'autre de ces deux voies est
contrdlée de facon coopérative par différentesgtgs des ions, nucléophilie et électrophilie

notamment.

58



Chapitre 2. Etude de complexes gemini — contre émnghase gaz.

4 Conclusion

Les ions ont une influence particulierement impueasur les assemblages de
molécules chargées. Cependant, dans le cas d’sskorblages de molécules amphiphiles
dans l'eau, I'effet hydrophobe reste une force metprépondérante pour la détermination
des propriétés d’assemblage. Pour comprendre leanisénes fondamentaux des interactions
ioniques mises en jeu dans le cas d’amphiphilestimmalisés par complexation, nous nous
sommes concentrés sur I'étude des interactionsréstatiques. Dans ce but, I'approche par
spectrométrie de masse a été choisie puisqu’ettagiade s’affranchir de I'effet hydrophobe.
Nous avons étudié en phase gaz des gemini dicgtiesicomplexés a des contre anions de
différentes natures. Cette étude a été menée da fgstématique : la structure moléculaire
de I'amphiphile n’est variée qu’au niveau de lagoaur de I'espaceur et permet d’étudier
I'effet spécifique de chaque contre ion.

Apres injection d’'une solution de gemini complex@sies contre ions de nature
spécifique (M*2X), la spectrométrie de masse permet d'isoler leptexe M*X™ constitué
du gemini et d’'un unique contre anion. La stabilitecomplexe précurseur est ensuite testée
en augmentant son énergie interne. Suite a cétat@n, aucun phénomeéne de dissociation
(perte du contre ion) n'est observé : le geminifregmente. L'attribution des fragments
obtenus aprés disparition du précurseur indiquel@eemplexe se fragmente par élimination
ou substitution nucléophile. Les proportions degifinents issus de chacune des réactions
dépendent de la structure du complexe et illustiees€lectivité de réaction. La longueur de
I'espaceur ainsi que la nature du contre ion sestfdcteurs déterminant pour I'entrée dans
'une ou l'autre voie. D’'une maniere générale, gmentation de la longueur de I'espaceur
(de 2 a 6 carbones) favorise la substitution nydi#de au détriment des réactions
d’élimination (Figure 1I-2Q. Cependant, cette augmentation ne suffit pas &opreer la
fragmentation par substitution nucléophile des demss M'PR et M'F. Ces deux
complexes se fragmentent exclusivement par élinnatquelle que soit la longueur
d’espaceur considérée. A l'inverse, le complex€lVhe se fragmente que par substitution
nucléophile, quelle que soit la longueur de I'egpacCeci illustre la spécificité de réaction
liée & l'interaction gemini - contre ion. En ce quoncerne les ions de la famille des

halogénures, nous avons observé que les geminileréspa des contre ions a faible rayon

59



Chapitre 2. Etude de complexes gemini — contre émnghase gaz.

ionique dans le cristal présentent une affinité angnte pour les protons et entrent
préférentiellement dans la voie d’élimination. AvVerse, les gemini complexés a des contre
ions de rayon ionique dans le cristal importantspdent des affinités pour les protons plus

faibles et ont tendance a se fragmenter de fagehénantielle par substitution nucléophile.

T/V\/rlr —N-" N
|
5 | |o CnHans1  CoHanes ChnHzn1 CHzpeq I
T/\/\/\/IT’ ‘“N/\/T/
CrHana ChHzneq an2n+1an2n+1
Sy2 E2
F VPFG-
F-
Br
Ch  No, CFsCO;

Figure 11-20 : Représentation schématique des paraétres favorisant I'élimination et la substitution

nucléophile en ce qui concerne la longueur de I'eapeur du gemini et la nature du contre ion complexé

La complémentarité des études menées par spectiondét masse et par calculs
guantiques permet de déterminer la stabilité duptexe gemini — contre ion d’'un point de
vue de linteraction électrostatique. Cependantlgréala pertinence des informations
obtenues en phase gaz, I'application a la phasgetsée reste délicate. En effet, les réactions
ion — molécule, écrantées en solution, sont largenf@vorisées dans le vide. Ainsi, la
dynamique et l'orientation moléculaire des collisaon — molécule est différente dans les
deux milieux. De plus, I'effet hydrophobe (non dfi§ue) particulierement important au
niveau des chaines aliphatiques du gemini jouslencté en solution alors qu'’il n’intervient
d’aucune facon dans le vide. L'étude complémentd@g interactions ioniques en solution
nécessite le contréle de I'état d’agrégation dedéoubes amphiphiles pour mesurer les
concentrations ioniques interfaciales par exemplee perspective d’étude en solution
différente consiste a s’affranchir de I'effet hypdhmbe en remplacant les chaines aliphatiques
par des groupements méthyle par exemple. Aingstilpossible d'obtenir des informations
précises sur l'interaction de complexation et dmgarer ces données a celles obtenues en
phase gaz pour déterminer les contributions deatation spécifiques de la nature du contre
ion. De telles informations sont particulieremertéressantes dans le but de développer une
stratégie rationnelle pour la conception et le atdes propriétés et morphologies d’auto-
assemblages de molécules amphiphiles ioniques. hiapitce 3 présente un exemple de
contrble de ces propriétés par la spécificité diiattion ionique a travers la complexation de

gemini a des contre anions tartrate.
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5 Partie expérimentale

5.1 Synthese

Fonctionnaliser les amphiphiles géminés par sinaplaplexation présente divers avantages, comme celui
de pouvoir synthétiser rapidement des gammes d@ageanmtre ions riches. Néanmoins, méme si leséutares
d’échanges d’ions sont relativement simples a mettr ceuvre, celles ci doivent conduire a une stoedtrie
parfaite entre I'amphiphile cationique et le cortrdon. Deux protocoles de synthése sont utilisgnst la
nature du contre ion & complexer.

= X = F: I'échange d'ion se fait directement a partir d’gemini Bf, par ajout d'un équivalent par
charge positive de fluorure d’'argent, la précipitatdu sel d'argent déplagant I'équilibre de lactém.

= X = CI, NOs, PR, CRCOQ, I". La synthése de ces gemini se fa@é deux échanges d'ions
successifs. Le premier mets en jeu le tensioactiidexé au contre ion bromure (1 eq. par chargéipeset
permet la synthése d’'un tensioactif complexé aureaon acétate (Ar (1 eq. par charge positive). Les contre-
ions AC ont été choisis car ils sont facilement échangesabl/ec les formes acides des contre ions, dddait
leur pKa supérieur (4,7) a celui des contre iors ltpn souhaite échanger. De plus, I'acide acétigéaéré par
la réaction est volatil, ce qui rend son éliminatieelativement aisée par la suite. Le tensioacétate est
synthétisé par I'ajout d’'un équivalent par chargsifive d’acétate d'argent & une solution de geimiamure, la
précipitation du sel d'argent déplacant I'équilibde la réaction. Le deuxieme échange d'ion perraet |
remplacement du contre ion acétate par le contrelésiré. Aprés recristallisations successivetgrsioactif est
isolé et additionné a un équivalent par chargetipesilu contre ion désiré. L'acide acétique forrsé ensuite
éliminé par évaporation du milieu réactionnel.

Cette méthode a conduit a des résultats intéresqarisque des taux d’échange de 'ordre de 95&a@nt pu
étre observés.

Le tensioactif de départ complexé au contre ionriure est synthétisé a partir de bromoalcane. Tesis |
autres réactifs sont obtenus commercialement &sagi sans purification supplémentaire. Les pesées
réalisées avec une balance de précision Metlerdbotfune précision de 0,01 mg. Ces pesées sorttadies
dans une piéce climatisée a 22°C. L'eau ultraplB8e2frf2. cm) est issue d’'un systéme Purelab ultra ELGA.

5.1.1  Synthése des gemini Br

Une solution de 1-bromoalcane (m = 13 g, 3 éqg.)sdeI0 mL d’'acétonitrile est placée dans un ballon
monocol de 250 mL muni d'un réfrigérant. Un équivalde tétraméthyléthylenediamine (TMEDA, M = 116,2
g.mol*, d =0,77) est ajouté a la solution. Le milieu tiamel est placé sous agitation & 80°C pendarit. 48
l'issue de la réaction, le milieu réactionnel dacp a température ambiante. Le précipité obtenaless filtré et
le solide résultant est recristallisé. Le geminisgdubilisé dans un minimum de chloroforme, puiscipité dans
l'acétone et filtré. Une seconde recristallisatést ensuite conduite en solubilisant la poudre dansinimum
de chloroforme et en ajoutant le minimum d’acétilritpour précipiter le produit. Lorsque la prétépion
apparait, le milieu est chauffé de maniére a slidalile tout; la cristallisation opére ensuiteitéenent a
température ambiante. Le solide est obtenu featfdn sous la forme d'un solide blanc.

La synthése des gemini a espaceurs 3, 4 et $eud@liméme protocole, excepté que le milieu réactb
est placé sous agitation a 80 °C pendant une serdaims le cas de I'espaceur 4.

Rendement moyen = 80%.
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5.1.2  Synthése des tensioactifs Aat F par échange d’ions

500 mg d’amphiphiles bromés sont solubilisés dahsnk de méthanol. 1 équivalent par charge positive

d’acétate d'argent ou de fluorure d’argent est tmitié au mélange. La suspension obtenue est gugtggant
30 minutes, a 40°C. Le milieu réactionnel passgmssivement d'une couleur « creme » a grise, candigue
la formation du précipité de bromure d’argent. ltéqipité de bromure d’argent, insoluble dans lehaéol, est
filtré sur Célite. Le filtrat est récupéré et ldvamt évaporé sous vide. La poudre est ensuitéstallisée par
solubilisation dans un minimum de CHCICH;OH (9 : 1, v/v), typiguement 2 & 3 mL, puis prétépi dans
'acétate d'éthyle, I'acétone ou I'éther éthylig{igpiqguement 20 a 30 mL). Le solide blanc obtenufiis2 et
séché sous vide.

La pureté de I'échange est contrdlée par ajoutedjuetite quantité d’'acétate d’argent a une fractiorgemini
obtenu en fin de synthése, dissout dans le méth8nhbapparition d’'un précipité noir indiquant paésence de
contre ion bromure est observée, une petite qéathtitcétate d’argent ou de fluorure d’argent estitée et les
étapes de filtration et de recristallisation répété

5.1.3 Synthése des tensioactifs TNO;", PR, CFs:COO™ et I par échange d’ions

100 mg d’amphiphiles Acsont solubilisés dans 20 mL de méthanol. 1 égentapar charge positive
d’acide concentré contenant le contre ion désitéadditionné au mélange. La solution obtenue eiteag
pendant 15 minutes, a température ambiante. Le améthest ensuite évaporer sous vide. Le produit est
recristallisé par solubilisation dans un minimum@edCl;: CH;OH (9 : 1, v/v), puis précipité dans l'acétate
d’éthyle, I'acétone ou I'éther éthylique. Le solidlanc obtenu est filtré et séché sous vide.

La pureté de I'échange est contrdlée par RMIN la disparition du pic caractéristique du coritee Ac (& 1,9
ppm) indique que I'échange est complet. Le pH d'sakition aqueuse d’'une petite quantité du genonire
ion obtenu est également contrélé (pH = 7 + 0.B) @é s'assurer que I'acide n’est pas en exces.

Exemple type du 16-2-16 B RMN 'H (400 MHz, CDC}, 25°CJ ppm): 4,81 (4H, s), 3,72 (4H, m), 3,51
(12H, s), 1,81 (4H, m), 1,38 (4H, m), 1,25 (m),®(BH, t,%J=6,59 Hz)RMN **C (100 MHz, CDC}, 25°C,J
ppm) 65.98 ; 56.79 ; 51.14 ; 31.98 ; 29.79 ; 29.79.68 ; 29.62 ; 28.44 ; 29.42 ; 26.36 ; 23.13 ; 32.74.19

Exemple type du 16-3-16 Br RMN *H (400 MHz, CDC}, 25°C,é ppm): 3,84 (4H, m), 3,49 (4H, m), 3,38
(12H, s), 2,61 (2H, m), 1,76 (4H, m), 1,34 (4H, mR3 (48H, m), 0,85 (6H, MXMN *3C (100 MHz, CDC],
25°C,dppm) 66,55; 60,97; 51,24; 31,87; 29,66; 29,48; 29232; 29,22; 26,28; 22,92; 22,63; 18,80; 14,07

Exemple type du 16-4-16 Br RMN 'H (400 MHz, CDC}, 25°CJ ppm): 4,00 (4H, m), 3,40 (4H, m), 3,27
(12H, s), 2,17 (4H, m), 1,76 (4H, m), 1,35 (4H, mR4 (48H, m), 0,87 (6H, mRMN **C (100 MHz, CDC},
25°C,dppm) 65,59; 63,63; 50,83; 31,88; 29,60; 29,55; 2920132; 29,14; 26,28; 22,85; 22,65; 19,82; 14,09

Exemple type du 16-6-16 Br RMN 'H (400 MHz, CDC4, 25°CJ ppm): 3,71 (4H, m), 3,45 (4H, m), 3,37
(12H, s), 1,99 (4H, m), 1,68 (4H, m), 1,55 (4H, )32 (4H, m), 1,22 (48H, m), 0,85 (6H, MMN °C (100
MHz, CDCh, 25°C,dppm) 64,70; 64,07; 50,94; 31,85; 29,77; 29,62; 29ZB53; 29,41; 29,34; 29,28; 29,21;
26,26; 24,29; 22,82; 22,61; 21,56; 14,05
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5.2 Spectrométrie de masse

Du choix du solvant va dépendre la réponse a Bation (ou séparation de charges dans le cas d'ions
déja présents en solution) des composés d'intéré.solution d’eau pure sera ainsi difficile a s®ri de facon
stable car sa tension de surface est trop élevées Dotre cas, 1 mg de produit est solubilisé dand. de
MeOH. Les solutions injectées sont solubiliséegantiun rapport 1/1000.

Les expériences ont été effectuées sur un spedirdé masse a trappe ionique LCQ Advantage
(ThermoFinnigan, San Jose, CA) équipé d'une sadifoaisation par électronébulisation (ESI) orthogtm Les
spectres ont été obtenus en mode positif dangtengaM/z 150-2000 dans les conditions suivantes :

Source (ESI +) Analyseur

Gaz de nébulisation (u.a.) 20 Octopole 1 -3V
Gaz auxiliaire (u.a.) 0 Tension de lentille intetapdles -16 vV
Tension de spray 4,5 kv Octopble 2 A
Température du capillaire de transfert 130 °C

Tension du capillaire de transfert 10V

Lentille de tube ov

Les expériences de SM2 on été effectuées dansapyetionique par dissociation activée par collisio
utilisant un gaz d’hélium a 0,1 Pa. Les expériemSMRE ont été réalisées avec un pas de 6 Tho(wah
pour isoler le précurseur sélectionné. Cet ioraesté pour des pourcentages d’énergie de collismmalisée
(% ECN) croissants (par étapes de 0,2 % ECN tdete80 s), avec une valeur dengaintenue a 0,25 % ECN
(correction expérimentale de I'efficacité de fragmagion en fonction du rapport M2) Deux microscans de
200 msec sont effectués par scan. Le logiciel Xaaliversion 1,5 (ThermoFinnigan) est ensuite adilpour
'acquisition des données. Les ions sont isolésl@ar masse exacte. Le courant ionique final estnatisé en
divisant le courant ionique mesuré i par la somme des courants ioniques des 6 prinkijpes (équationl).

Raw
ICFinaI = IC

6
> Ic,
i=1

Chaque expérience de SMRE pour un gemini particabé répétée trois fois. La courbe de ruptureraisesst
extrapolée par une équation de Boltzman (équatjpmp@ur obtenir les énergies de collision nécessair la
fragmentation de 50 % du précurseur {gC
_ a
Y= Tv e @

1)

ouaest la réponse maximale (100 %y eeprésente la pente de la courbe de rupture.
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- Annexe -

1. pKa des anions utilisés pour I'étude de gemirgentre ion en phase gaz

X! pKa
F 3,17
Cl -7
NOs -1,3
Br- -9
I -11
PFe -16
CF3CO; 0,23

Tableau IlA-1 : Valeurs de pKa & 25 °C. F°, CI”®°, Br?, 1?2, NO; %

Le pKa est un indicateur de l'affinité d’'un anion pour proton en solution aqueuse. La
dissociation de l'acide HA, HA> H' + A", est reliée a la variation d’énergie libre qui
accompagne la dissociation par la relation thermadyque suivante :

RT In Ka =AG®%q= G%(H") + G%(A") — G%(AH)

A une température donnée, le pKa s’écrit simplement
pKa =AG°q/ 2,303 RT

L’énergie libre totale est la somme des contrimgiélectroniques et thermiques en phase gaz
et de I'énergie libre de solvatation :
Goaq = Bolec + AGthern(T) + AGsoly

ou Eec est I'énergie électronique total®Giherm €St la correction de I'énergie libre pour une

température T donnée, &G, est I'énergie de solvatation. En solution aqueliéagrgie

libre de solvatation correspond a I'énergie libteydratation.
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2. Interactions en solution et en phase gaz

Les forces d’interaction sont extrémement difféesnén solution et en phase gaz. En
solution, les champs électriques locaux engendeslgs charges et autres dipbles sont
écrantés par le solvant ('eau possede une coesthélectrique particulierement élevée) et
les interactions sont donc moins intenses qu’ers@lgaz. De la méme facon, les molécules
d’eau entrent en compétition avec les moléculest@&'@t pour la création de liaisons
hydrogene. Enfin, les interactions hydrophobes sagentes en phase gaz du fait de

I’évaporation du solvant au cours des différentap&s de désolvatation des ions.

Force (kcal.mol?)

Type d'interaction  Rayon d’action (A)

Dans l'eau Dans le vide
Covalente 15 90 90
Electrostatique > 25 3 80
Hydrogéene 28-45 1-25 4
Van der Waals 8-10 0,1 0,1
Hydrophobe 20 — 50 cal.nmbA 2 inexistante

Tableau IIA-2 : Caractéristiques des liaisons failés en solution et en phase gazeuse.

3. Calculs ab initio

Enthalpies de complexation

X~] Espaceur— 2 3 4
F -197.3 -189.3 -183.4
ClI~ -167.8 -160.6 -152.1
NO3z -172.6 -168.5 -160.3
Br~ -169.7 -163.1 -154.6
I~ -157.6 -150.4 -141.3

Tableau IlA-3 : Valeurs des enthalpies de complexain (kcal.mol ™) calculées par la méthode DFT pour

les gemini de longueur d'espaceur 2, 3 et 4 carbasiecomplexés aux contre ions % F, CI, NO3, Briet I'.
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Enthalpies d’activation

Espaceur— 2 3 4
X7 E2 S\2 E2 2 E2 SN2
F 12,1 18,7 11,4 20,6 21,2 20,9
ClI~ 24,0 21,1 23,6 21,1 28,7 19,5
NO3 20,9 22,0 29,6 25,3 31,1 23,5
Br- 28,4 20,4 29,5 20,0 32,5 18,8
I~ 27,3 19,8 28,8 19,0 31,6 17,9

Tableau IlA-4 : Valeurs des enthalpies d’activatiorAH” des réactions d’E2 et de @ (kcal.mol*) calculées
par le méthode DFT pour les gemini de longueur d’'@gmceur 2, 3 et 4 carbones, complexés aux contre on
X =F, CI,NOs, Bretl.

4. Propriétés physico-chimiques des anions étudiés

X! Ap R (nm)
F 371,3 0,133
CI 333,4 0,181
NOs 3245 0,179
Br 323,5 0,196
I 314,3 0,220

Tableau IIA-5 : Valeurs d'affinité pour les protons (A,) (F?, CI?® Br®® I’”’, NO;?°) et rayon ionique dans

le cristal (R)*.
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Chapitre 3 :

Contréle des morphologies d’auto-assemblage

de gemini tartrate
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Chapitre 3. Controle des morphologies d’auto-asdag#de gemini tartrate.

1 Introduction

Le travail bibliographique présenté au chapitrdldstre la diversité des molécules
amphiphiles et des morphologies résultant de ledo-assemblage. La principale force
motrice responsable de ce phénoméne est I'effatopidbe. Cependant, I'auto-organisation
de molécules chargées varie de facon importanferestion du contre ion complexé. Ainsi,
un choix judicieux de contre ion peut conférer aamto-assemblages des propriétés

déterminées. C’est le cas par exemple de I'utibsadu contre ion tartrate.

Le tartrate est un dianion chiral. Lorsqu’il estrgexé a un gemini, le tensioactif
ionique résultant présente deux propriétés pardi@rhent intéressantes. Les gemini tartrate
ont la propriété de former des gels a des condenigafaibles (de I'ordre de quelques
millimolaires), aussi bien dans l'eau qu’en solgardrganiques. Ce comportement
ambivalent est permis par la formation de bicouchksfois en milieu aqueux et organigue
A la différence des gels de polymeres, les gelgeateini tartrate reposent sur des interactions
non covalentes. Ces gels, caractérisés par letunméitastable, sont maintenus au-dela de
plusieurs années.

De plus, l'auto-assemblage résultant présente ummlité supramoléculaire : la
formation de rubans torsadés, hélicoidaux et dalesbest observée (Figure 1lI-1). Partant
d’'un amphiphile achiral, ce comportement représeamtenouvel exemple de transfert de
chiralité. La chiralité du contre anion tartratexgrime a I'échelle supramoléculaire. Cette

étude a fait I'objet d’'une partie des travaux detdmt de Damien Berthieet d’Aurélie
Brizard".

A / Vi -
Q ! 1 » : L3

Vi

2
3

/ % g"
= .,,_/ 200nm 200 nm "-‘ﬁ’

D<€ LN

Figure 1lI-1 : Clichés de microscopie électroniqueen transmission (MET) présentant la diversité de

morphologies obtenue par la complexation d’un con# anion tartrate chiral a un gemini achiral :
(A) torsade, (B) hélice, et (C) tubule.
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La singularité de ce systéme réside dans le faét lquchiralité mésoscopique est
induite non pas par I'amphiphile lui-méme, mais gan contre ion. Ces systemes permettent
laccés a une grande variété de morphologies, nabtkd de facon indépendante par
différents biais. Par exemple, si un gemini 16-2€€ complexé a un contre ion L-tartrate
(Figure 111-2), la chiralité supramoléculaire résuite (sens d’hélicité) est droite. A I'inverse,

lorsque le D-tartrate est complexeé, la chiralitgramoléculaire est gauche.

HO  OH
‘0O0C COO-
N/ -
/N T N+\

Cretas”  CygHas

Figure 1lI-2 : Structure moléculaire du gemini 16-2-16 L-tartrate.

Dans ce chapitre, nous présenterons dans un preani@s les différents parametres
expérimentaux et structuraux permettant de contrfide architectures supramoléculaires
obtenues. Nous nous intéresserons ensuite pagtiendent aux tubules et a leur cinétique de
formation. Du fait de leurs nombreuses applicatipotentielles, ces structures font I'objet
d’études de leurs propriétés physico-chimiques.

Enfin, la diversité des morphologies accessiblex aes systemes sera exploitée pour
tenter de reproduire ces architectures par répicat ainsi s'inscrire dans le domaine des

matériaux inorganiques.

Au sein de ce projet, ma participation a consistemtiellement a affiner les divers
paramétres déterminant les morphologies d'assemblachiraux (présentés dans le
paragraphdravaux antérieurs)ainsi qu’'a étudier la cinétique de formation tldses. Enfin,
j'ai également participé au développement de I'eey@ésenté par la réplication inorganique

des morphologies chirales obtenues a partir dedgetgemini tartrate.

@ La notation utilisée ici est identique a celle ritécdans le chapitre 1. Un gemini possédant déwaines
symétriques a 16 carbones attachées a des tétephifds reliées par un espaceur éthylénique (Rores) sera
noté 16-2-16.
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2 Controle des morphologies. Travaux antérieurs

La complexation du contre anion chiral tartrateragemini induit la formation de
structures supramoléculaires chirales, telles gaaubans torsadés et hélicoidaux. Différents
parametres permettent de contrdler les morpholatgesauto-assemblages de gemini tartrate
de facon indépendantel s’agit & la fois de paramétres expérimentaemps, température,
additifs) et de parametres structuraux (excés @maétique et structure moléculaire de
'amphiphile).

2.1 Contrble des morphologies en fonction du temps

Parmi les divers parameétres permettant de contigdanorphologies supramoléculaires
d’assemblage, le temps de vieillissement du gehped’accéder a I'ensemble de la diversité
structurale obtenue a partir des gemini tartrate.

Le vieillissement de chaque échantillon est déteénai partir de sa solubilisation au dessus de
sa température de Krafft (43°C). Apres I'obtentiinn gel, les premiéres observations par
MET des échantillons montrent la formation de ribtrsadés (Figure 111-3A). Au cours du
temps, ces structures se transforment en rubam®iuux (Figure 111-3B), qui évoluent eux-
mémes en tubules (Figure 111-3C).

& A B ‘ c
& r- - '

mw “‘\*\ e P {

o B mﬁl’*"f}i} " R

Figure 11I-3 : Clichés de MET présentant les variatons de morphologies en fonction du temps.

La cinétique de transition d’'une structure a Fautst fortement dépendante d’autres
parameétres, notamment la proportion des énanti@riert D-tartrate complexés au gemini.
Ainsi, les cinétiques de transition de morphologi¢sie formation des tubes feront I'objet

d’'une présentation détaillée dans le cadre de maibation a ce projet.
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2.2 Controle des morphologies en fonction de la terépature

Apres solubilisation de I'échantillon et retoureamipérature ambiante (22 °C), un gel
est rapidement formé (moins d’'une heure). Le pagdye précédent montre la succession de
structures observées : de rubans torsadés a la@icoet aux tubules. Si la température est
controlée et fixée a 40 °C, seuls les rubans téssabnt observés (Figure 111-4A). La
diminution de la température en dessous de 35 f@gida formation de rubans hélicoidaux

puis de tubes (Figure 111-4B). Aprés retour a 40 d€s torsades sont a nouveau formeées.

-"‘f i A

P

i " 200nm ,
- r 7 P Af
40°C <35°C

Figure IlI-4 : Clichés de MET présentant les variatons de morphologies en fonction de la températurde

formation du gel.

En variant la température de I'échantillon, il emhsi possible de varier les
morphologies d’auto-assemblage des rubans chirtade kes contréler de fagon réversible.

2.3 Contr6le des morphologies en fonction de la présce d’additifs

La variation de la stoechiométrie du systeme petmeontrdle fin des morphologies.
Nous avons vu dans les paragraphes précédenta goeplexation de tartrate a un gemini
16-2-16 achiral permet la formation de structurgsulaires. Ces auto-assemblages chiraux
résultent de la chiralité du contre anion, traré&#éde I'échelle moléculaire a I'échelle
supramoléculaire. L'ajout d’'un gemini achiral coex# a un contre anion également achiral
peut ainsi diminuer la chiralité résultante de Waugtillon et par conséquent modifier les
morphologies d’'auto-assemblage. C'est le cas dklitimn d’'un gemini 16-2-16 complexé a
deux contre ions bromure (Bipar exemple. La présence du tensioactif achiealupbe de
facon importante les auto-assemblages en provodeaséroulement des tubes. Si I'ajout
d’'1 % de tensioactif achiral n’est pas suffisanipempécher la formation de tubules (Figure
[lI-5A), la présence d'1,5 % de 16-2-16 (Brprovoque le déroulement des tubes. La
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formation de rubans torsadés est observée : lalit@isupramoléculaire est conservée (Figure
[1I-5B). A l'inverse, I'ajout de 4,7 % de 16-2-18x), induit la formation de rubans plats ne

présentant plus de chiralité supramoléculaire (feidgu-5C).

1.5% 4.7%

16-2-16 Br
Figure 11I-5 : Clichés de MET présentant les variaions de morphologies en fonction de I'addition de
gemini 16-2-16 (Br}).

Cet exemple de contrdle morphologique illustre riegipe du transfert de chiralité de
I'échelle moléculaire a I'échelle supramoléculait@. variation de la chiralité moléculaire
globale du systeme a des répercussions directdessuanorphologies d’auto-assemblage qui

présentent également une variation de chiralitéasnpléculaire.

Une approche différente permettant de jouer swrhiealité moléculaire consiste a
varier I'’énantiomére complexé. Ainsi, nous avonsesé précédemment la formation de
rubans torsadés droit dans le cas de gemini 16-R-1értrate, et gauche dans le cas de
gemini L-tartrate. Nous nous intéresserons désarmax cas intermeédiaires, c'est-a-dire au

mélange de différentes proportions de gemini LD-¢artrate.

2.4 Contrble des morphologies en fonction de I'exc&nantiomérique

L'exces énantiomérique décrit la proportion desxdénantiomeéeres complexés au
gemini au sein d’'un méme échantillon. Lorsque Ewigi d'un échantillon sont complexés a
un énantiomere particulier (L- ou D-tartrate), tés énantiomérique (ee) est de 1 : une seule
population d’énantioméres est présente. Ce pararastrdéfini par la relatioee = (n - np)/
(n_+ np), ou n et rp sont les pourcentages d’énantiomeéres L- et Dat@tomplexés. Ainsi,
un échantillon constitué de 60 % de 16-2-16 L-#detet 40 % de 16-2-16 D-tartrate est défini

par un ee de 0,2.
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2.4.1 Contrble des morphologies des rubans

La variation de I'excés énantiomérique permet dalifies la chiralité moléculaire
globale de I'échantillon. De cette facon, il est possidie contrdler les morphologies de
maniére subtil®

Par exemple, dans le cas d’'un mélange L-tartrBx¢artrate (1 : 1), I'échantillon est
racémique : I'excés énantiomérique est nul (eeD@ns ce cas, la chiralité globale de
I'échantillon est également nulle. Cette informatse traduit a I'échelle supramoléculaire par
la formation de rubans plats ne présentant pashilité (Figure IlI-6A). Si I'ee est
augmenté et devient non nul, une chiralit¢ supraouthire apparait. Par exemple, la
formation de torsades est observée pour un ee2dé&igure 111-6B). A partir d'une valeur de
ee seuil (0,8), les rubans torsadés se transforementbans hélicoidaux, puis en tubes (Figure
[1I-6D, E). Les tubes sont obtenus a partir desansbhélicoidaux, du fait de la diminution du
pas d’hélicité. Les bords de I'hélice se rapprothesqu'a entrer en contact, formant une
structure continue. La Figure IlI-6E montre la prése d'une cavité a l'intérieur du tube
formé. Cette cavité est ici matérialisée par unatamwloré, di a linsertion du colorant
(acétate d'uranyle) utilisé lors de la préparati@s échantillons pour I'observation par MET
(cf partie expérimentale).

(A)ee0 (B) ee 0,2 {C)ee 0,6 &

. 500 nm 2oonm 7
>ar<b€ POeC®« S, WD

Excés énantiomérique
ee0 50:50 ee1 100%

200 nm

Figure 111-6 : Clichés de MET présentant les variatons de morphologies en fonction de I'ee.

De plus, nous avons observé que la variation ded's énantiomérique induit une

modulation continue des dimensions des rubansgsgai, largeur et pas d’hélicité).
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2.4.2 Contrble des dimensions des rubans

Variation de la largeur et de I'épaisseur des rubdarsadés
L’étude statistique des caractéristiques struatsrdles rubans torsadés montre que la

largeur et I'épaisseur de ces objets diminuenticdntent avec l'augmentation d’exces

énantiomérique (Figure IlI-7).
60

® cpaisseur | 550
| 50| £y largeur
argeur . .
160
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2 {11205
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Figure 1lI-7 : Variations de la largeur et de I'épaisseur des torsades en fonction de I'ee.

La diminution de I'épaisseur est associée a laatian du nombre de bicouches
empilées au sein des auto-assemblages. Les traestinése d’Aurélie Brizafcnt permis de
décrire une relation entre le nombre de bicouchd®e Le nombre de bicouches empilées
varie ainsi suivant la relation=2/ee Lorsque I'ee est nul, 'empilement de bicouches e
théoriguement infini. Ce nombre diminue avec l'aegtation de ee jusqu’a une valeur de

deux bicouches dans le cas d’'un échantillon d’'ee 1.

Variation du pas des rubans
Le pas des rubans torsadés est egalement affeatélapavariation d’exces

énantiomérique. L'augmentation progressive de dled’échantillon provoque la diminution

continue du pas des rubans (Figure 111-8).

ee
L 0

1000 | j

A

Pas (nm

4

100 | I L 1 -
02 04 06 08 1 Pas
Excés énantiomérique (ee)
A B

Figure 111-8 : (A) Variation du pas des torsades erfonction de I'ee. (B) Le pas d’'une torsade corregmd a

un tour complet du ruban.
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Plus I'exces énantiomérique augmente, plus le temacchiral est exprimé a I'échelle
supramoléculaire : le pas des torsades diminueu&igdll-6B, C). Ceci se traduit par la
formation de tubules dans le cas d’échantillonge @8 et 1. De la méme facon, le diamétre

de ces tubes est modulé par I'excés énantiomérique.

Variation du diamétre des tubes

Si I'on considere la structure des tubules obtsrawec les échantillons d’ee 0,8 et 1,
on observe une variation des diamétres extérielesuras. Les tubes obtenus avec un
échantillon 16-2-16 L-tartrate d’ee 0,8 présentendiametre de 40,% 3,7 nm. Dans le cas
d'un échantillon 16-2-16 L-tartrate d'ee 1, le detre des tubes est diminué. L’étude

statistique révele alors une valeur de 3554 nm (Figure 111-9).

m 16-2-16 tartrate ee1
1.0 - o a © 16-2-16 tartrate ee0.8
LI RS N A eel+16-2-16 (BnN2 1%

Abondance relative

Diamétre des tubes (nm)
Figure 11-9 : Statistique des diameétres des tubesbtenus a partir des échantillons de gemini 16-2-16
L-tartrate d’'ee 0,8 (statistique mesurée sur un pael de 42 échantillons), d’'ee 1 (40 échantillons) détee 1

en présence d'1 % de gemini 16-2-16 (Br(35 échantillons).

Enfin, nous avons vu précédemment que I'additidn %’ du gemini achiral 16-2-16
(Br), permet également I'obtention de tubules. L’ajoat @& tensioactif achiral affecte le
diamétre des tubes de facon importante en provégaemaugmentation : de 3565,4 nm a
46,3+ 2,5 nm (Figure 111-9).

Cette etude montre qu’en jouant simplement surdpports des populations des deux
énantiomeres, il est possible d’obtenir une gradilersité de structures : rubans plats,
torsadés, hélicoidaux et tubules. De plus, de deiten les dimensions des structures
obtenues peuvent étre contrblées finement.

Ce systéme représente ainsi le premier exempleodgdte continu de la chiralité
supramoléculaire d’'un auto-assemblage de moléaugghiphiles, dans lequel la chiralité de

contre ions tartrate de quelques Angstroms essfitege a une échelle micrométrique.
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2.5 Contrble du diamétre des tubes en fonction de Eructure du gemini

Le diametre des tubes auto-assemblés peut étredlgopar la variation de I'exces
énantiomérique de I'échantillon de gemini tartrati|si que par I'addition d’'un tensioactif
achiral. Ainsi nous avons vu que les tubes obteénpartir de gemini 16-2-16 présentent des
diamétres de 35 a 46 nm. Une approche différemtimgitant de contrdler cette dimension
consiste a modifier la structure du gemini, enastrla longueur des chaines aliphatiques.

Nous avons observé que les gemini 14-2-14 et 18-2attrate (d’ee 1) s’auto-
assemblent également en tubules. En considératbledongueurs de chaines étudiées (14,
16 et 18 carbones), nous constatons 'augmentatiodiametre des tubes avec la longueur
des chaines. Alors que dans le cas d'un échantilbrgemini 16-2-16 tartrate d’'ee 1 le
diamétre mesuré est de 3%,6,4 nm, il est réduit & 384,2 nm dans le cas de gemini 14-2-
14 tartrate et augmenté a 4&,3,2 nm dans le cas de gemini 18-2-18 tartrateu(Eigjl-10).
Ainsi, le diametre des tubules de gemini tartrate reodulable par différentes voies de

contrble.

;;J':'-Eoohm %A ; 100 nm -

14-2-14 30 nm 16-2-16 35 nm 18-2-18 42 nm

Longueur de chafnes / Diameétre

Figure 11I-10 : Clichés de MET présentant les varidions de diamétres des tubes en fonction de la lomgur

des chaines aliphatiques du gemini.

Parmi les systemes tubulaires auto assemblés éspaeins la littérature, les systemes
de gemini tartrate se distinguent par une cinétdgiédormation des tubes relativement lente,

présentant un polymorphisme de structures intemirédi particulierement riche.

L’obtention de tubes est intéressante notamment pencapsulation de substances
organiques ou inorganiques, et pour leur utilisaga tant que vecteurs ou nanocanaux. Nous
nous sommes donc particulierement intéressésanaafion de ces structures, d’'un point de
vue cinétique et morphologique. Nous avons ainsgiiés les échantillons de gemini 16-2-16

tartrate d’ee 0,8 et 1, permettant la formationealles structures.
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3 Cinétique de formation des tubes

Dans ces expériences, I'échantillon est solub{bsedessus de sa température de Krafft,
43 °C) puis laissé a température ambiante. Dedidrex de I'échantillon sont ensuite

prélevées a différents temps apres solubilisati@mbgervées par MET.

3.1 Excés énantiomérique 0,8

La Figure llI-11 présente la cinétiqgue de formatdmntubes a partir d’'un échantillon
de gemini 16-2-16 L-tartrate d’ee 0,8. Une heurn@ssolubilisation, de longues structures
fibrillaires ne présentant pas de chiralité suprgeuaire apparaissent. Sept heures apres
solubilisation de [I'échantillon, les premiéres tales se forment: la chiralité
supramoléculaire est observée sans ambiguité. Ageés jours, les rubans torsadés se

transforment en rubans hélicoidaux, et les prentidgrss apparaissent apres trois jours.

Figure 1lI-11 : Clichés de MET présentant la cinétgue de formation de tubes a partir de gemini 16-26L
L-tartrate d’ee 0,8 (5 mM). Les clichés encadrés arété obtenus a partir de I'échantillon présenté efD) a
des grossissements plus importants.

Les clichés de MET obtenus a de forts grossissem@tigure 111-11D) montrent
clairement la structure des tubes obtenus. Cesstsbat constitués d'une double paroi
(double bicouche) et possedent une cavité d’un elie@iégerement inférieur a 20 nm.
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3.2 EXxcés énantiomérique 1

En ce qui concerne I'échantillon de gemini 16-2Lt&rtrate d’ee 1, la cinétique de
formation des tubes est différente (Figure l1ll-12)Jne heure aprés solubilisation de
I'échantillon, des fibres ne possédant pas de li@iraupramoléculaire sont observées. Les
fibres présentant un début de chiralité sont fosnaprés seulement deux heures. Les
premiers rubans hélicoidaux apparaissent apres mires. A ce stade, on observe toujours
des fibres non chirales. La population s’homogénéigec le temps en faveur des rubans
hélicoidaux jusqu'a environ 21 h: des rubans pharges apparaissent. Rapidement, ces
derniers rubans deviennent majoritaires. L'échlamtiest & nouveau mono disperse apres 24h.
Enfin, le pas des rubans hélicoidaux diminue agatidmétre des objets formés. Les premiers
tubes sont observés apres 36 h. Ces tubes présangestructure similaire a ceux observés
avec I'échantillon ee 0,8. Leurs parois présentamtempilement de deux bicouches et

délimitent une cavité interne de diameétre 18 nm.

Skl S s i R s o

Figure 1lI-12 : Cinétique de formation de tubes degemini 16-2-16 L-tartrate d’'ee 1 (5 mM) par MET.

Si la cinétique de formation des tubules est piysde dans le cas de I'ee 1 que pour
'ee 0,8 (36 heures contre 3 jours respectivemeunt)e variation des transitions de
morphologies est également observée (Figure IlI{D@ps le cas de I'échantillon d’ee 0,8, la
formation de tubes nécessite les transitions dedilachirales a torsadées, puis de rubans
torsadés a hélicoidaux, les tubes se formant & partes derniers. En revanche, dans le cas

de I'échantillon d’ee 1, les torsades ne sont pasKvees (Figure I11-13).
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Figure 111-13 : Représentation schématique de la ciétique et des transitions de morphologies obsengau

cours de la formation de tubes a partir de gemini 8-2-16 L-tartrate d’ee 0,8 et 1.

Cependant, nous avons observé précedemment (Flget2B) la formation de
structures chirales de forme indéterminée, deuxdseapres solubilisation de I'échantillon
d’ee 1. Etant donné la rapidité de la cinétiqus feemiers rubans hélicoidaux apparaissent
seulement apres 3 h), il est probable que la tiangile structures impliquant des torsades ait

lieu mais se fasse de facon trop rapide pour &iseroée par MET.

Les morphologies d’auto-assemblage des geminiatarfpeuvent étre contrélées de
facons aussi multiples que variées: temps, terpéra présence d'additifs, exceés
énantiomérique et longueur des chaines aliphatidqueesliversité et le controle subtil de ces
morphologies permet d’envisager des applicationssd@ domaine des matériaux. En
particulier, ces caractéristiques font de ces slpegjaniques d’intéressants supports pour la
réplication inorganique.

Dans le but d'utiliser ces architectures organigpesr la croissance de matériaux
inorganiques et la transcription des différentesphologies, une collaboration a été mise en
place avec les équipes de Marie-Héléne Delvilleatiice de recherche a I'Institut de Chimie
de la Matiére Condensée de Bordeaux (ICMCB) etatil\Huc, directeur de recherche a

'IECB, et particulierement avec Thomas Delclosdertorat entre ces deux équipes.
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4 Reéplication inorganique

Depuis la fin des années 1990, de nombreux graagesnt intéressés a la conception
de matériaux inorganiques & partir de supports niggas '®'°. Cette approche permet
d’obtenir des structures d’échelles variées, ditecture et de porosité contrdlé®S. Du fait
de la stabilité de leur comportement d’agrégaties gels sont rapidement devenus
d’intéressants candidats & la réplicattonEn 1998, Shinkai a reporté les propriétés de
gélifiant de dérivés du cholestérol. La formatianags gels a permis de confiner le précurseur
de silice tetraéthoxysilane (TEOS). Un gel de sibst ainsi obtenu par polymérisation sol-gel.
La calcination de ce gel permet I'obtention d’ugéelique de silice de structure fibrillatfe
Depuis ces travaux, Shinkai a apporté une contobuparticulierement importante a ce
domaine, utilisant les gels comme support a la epticn de structures de silice de
morphologies variées, telles que les fibres lirgsdit, les lamelles® '®, les fibres

%7,18

hélicoidale ainsi que les structures sphérigde€ependant, malgré les nombreux travaux

développés & ce jour la morphologie des répliqtest pas toujours contro&e

4.1 Méthode de réplication

4.1.1 Polymérisation de la silice

La nature chargée négativement des molécules d&STBEt) hydrolysées permet
la condensation des précurseurs de silice sur lmbreme cationique des gemini auto-
assemblés. En effet, le processus de réplicatioassée la présence de sites accepteurs de
liaisons hydrogéne, ou de charges positives poumgttre la polymérisation de la silice. De
ce fait, les tensioactifs cationiqgues composés diamums quaternaires ont été fréquemment
utilisés comme suppofts La force motrice de ce phénoméne est la présdaceharges
cationiques sur les amphiphiles, qui entraine ldiocement des précurseurs anioniques de la
silice, a la surface des bicouches (Figure IlI-IZans la majorité des protocoles utilisés, la
réplication se fait en présence de benzylamine)ys#ur de la polymérisation de sifite
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Figure 1lI-14 : Représentation schématique des étas de la réplication des architectures organiques.

Le projet de réplication des morphologies obterawes: les gels de gemini tartrate a
débuté au début des années 2000, par une collaosatec le groupe de Shinkai au Japon.
L’objectif principal de ce projet consistait a reguire les variations de pas des rubans suite
aux variations d’exces énantiomérique. Le protodseréplication utilisé au cours de ces
travaux consistait a mélanger le gemini et le mig@wr de silice en large excé&s1000 fois)
dans un mélange eau /pyridine (1:1) en présencéeameylamine (2,3 %). Le milieu
réactionnel est ensuite chauffé jusqu’a obtentinmel solution limpide. L'échantillon est
laissé a température ambiante (22 °C) pendantr8,jeéché sous vide puis calciné. Dans ces
conditions, des répliques de silice ont été obtenpeesentant une architecture torsadée de
sens d’hélicité conservé par rapport au supporarogqyé’. De plus, il a été possible de
controler le pas d’hélicité, en variant I'exces miamérique de I'échantillon organique
(Figure 111-15). Une diminution du pas de la torsaithorganique est observée, de facon

comparable a ce qui a été présenté préecédemment'eam, a partir des systemes organiques.

ee1. ee (05 ee,SS ee (2

Figure 1lI-15 : Clichés de microscopie électroniquex balayage (MEB) présentant la variation du pas de

torsades répliquées en fonction de I'ee du gel org@ue de gemini tartrate support [23].

Dans le but d’approfondir ces travaux, les expé&esront été poursuivies au sein de
notre laboratoire. L’enjeu de ce projet consisteegroduire la diversité des morphologies
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observées avec les systemes organiques. En particubus nous sommes intéressés a la

réplication des tubules, formées a partir de gelgamini tartrate d’'ee 1.

Au sein de ce projet, mon travail a consisté aaddigpation de la mise en place des
stratégies de réplication des différentes strustumtamment en ce qui concerne la
préparation du matériel organique, ainsi qu'en devation par MET de I'ensemble des
structures présentées dans cette section. Legatphis inorganiques ont été effectuées par
Thomas Delclos. Dans un premier temps, nous avate@eé a I'adaptation du protocole de

transcription inorganique.

4.1.2 Optimisation des conditions de réplication

Pour déterminer les conditions nécessaires a hoblbie de répliques, plusieurs
parameétres peuvent étre testés: la compositiormdieu réactionnel, l'influence de la
concentration du gel, du temps et de la températereanscription notamment. Au cours de
ce processus d’optimisation, en I'absence de pofiEssupplémentaires, nous avons essayé
de transcrire des gels de gemini 16-2-16 L-tartth¢ésxces énantiomérique 1 (énantiomere
pur). Le gel, de concentration 5 mM, est laisseredlir & température ambiante pendant 3
semaine apres solubilisation de I'échantillon,. & stade, le gel formé est constitué d’'un

réseau de fibres nanométriques de morphologieairbul

Optimisation du milieu réactionnel

Les premiers essais de réplication ont été réahsesein de notre laboratoire par
Thomas Labrot. Dans ces expériences, le protociliséuest similaire a celui suivi par
Shinkai pour la réplication de torsades de genarrdte. Ainsi, le milieu réactionnel est
composeé du précurseur de silice TEOS, dans un getleau/pyridine (1 :1) en présence de
benzylamine (2,3 % en masse). Dans ces conditeur@jne réplique tubulaire n'a pu étre
obtenue. Nous avons ainsi choisi de débuter noérexyres en variant la composition du

milieu réactionnel, et notamment en supprimantytidme.
Dans un premier temps, les réplications ont étédaen utilisant du TEOS en large

exces (01000 fois) en présence de benzylamine dans de likkea pure. Les clichés de MET

montrent la présence d’agrégats d’'une centaineademetres de diametre (Figure 111-16A),
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résultant de la polymérisation de la silice. Ligttion de ces conditions provoque
'augmentation de la basicité du milieu réactionnel catalyse de la polymérisation de la
silice se fait de facon trop rapide. Aucune rémiqua été obtenue avec ce protocole. En
revanche, en absence de benzylamine, les réplahteaues ont une forme trés bien définie
et montrent une hélicité conservée par rapport upa@t organique (Figure 111-16B). La

présence d'un catalyseur de polymérisation de llaesn’est ici pas nécessaire. Un tel

exemple a également été récemment reporté daittétatliré*,

(A) + Benzylamine (B)TEOS | 47
ey
7. 200 nm

Figure 11I-16 : Clichés de MET présentant les réplgues obtenues & partir d'un échantillon ee 1 (5 mM)
dans différentes conditions de réplication (pendan86 h a 22 °C).

Enfin, un deuxiéme précurseur de silice a égalenmést testé : il s’agit du
tétraméthoxysilane (TMOS), plus réactif que le TEODSns ce cas, si des objets fibrillaires
sont perceptibles, les échantillons observés neeptént pas de réplique exploitable (Figure
[1-16C).

Les échantillons obtenus avec les protocoles amtise TEOS en présence de
benzylamine, ou le TMOS montrent une polymérisatiop rapide de la silice. Le TEOS en
absence de catalyseur permet d’obtenir les mesllgésultats. Ces conditions seront utilisées

dans la suite de cette étude.

Optimisation de la concentration de I'échantillon

La qualité de la réplication des gels de gemirtrdte d'ee 1 a été testée pour des
concentrations du gel de 1 a 25 mM. En dessousrd®i5aucune réplique n’est observée. |l
semble que la quantité d’objets présents soit fissuite pour induire la polymérisation de la
silice. En revanche, a 5 et 10 mM, des répliquegu#dité sont obtenues (Figure 1lI-17A, B).
Si la concentration est augmentée a 25 mM, lesqugd ont une forme indéterminée :
I'échantillon organique apparait trop dense poumgétre une polymérisation homogéne de

la silice. La concentration optimale du gel orgamig@st comprise entre 5 et 10 mM.
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A (B)10mM

Figure 11I-17 : Clichés de MET présentant les réplgues obtenues a partir d'un échantillon ee 1 a
différentes concentrations (réplication de 36 h a2°C, induite aprés vieillissement du gel pendant 3

semaines.

Dans le but d’expliquer les résultats obtenusessds, deux hypothéses peuvent étre
formulées. En effet, puisque la quantité de TEO&utég est constante, I'obtention de
répliques et leur qualité résultent soit de I'augtagon de la concentration du gel, soit de la
diminution du rapport TEOS :gel. Etant donné quéE©OS est en large exces par rapport au
gel (J0,5.10° mol de TEOS pour 2,5.fmol de gemini lorsque le gel a une concentrat®n d
5 mM) une augmentation de la concentration du geb@ 10 ou 25 mM ne modifie pas de
facon significative le rapport entre les deux espe®ans ces conditions, il semble ainsi que

la qualité des répliques résulte de la concentratiogel.

Optimisation du temps de transcription

Les échantillons, vieux de trois semaines, ontaoreentration de 5 mM. Le TEOS
est pré hydrolysé pendant 12h en milieu acide,|gipéEment a l'initiation de la réplication.
Le TEOS pré hydrolysé est ensuite ajouté au gedroggie, en large exces par rapport a ce
dernier (O 1000 fois). Le milieu réactionnel est laissé a gémature ambiante pendant
alternativement 12, 24, 36 h et 2j avant rincad@thanol. Apres 12 h, un amas diffus est
observé, sans aucune réplique isolée (Figure W}1Bans ce cas, il semble que la réplique
de silice ne soit pas assez solide pour étre cofseapres I'étape de rincage. Les premieres

répliques sont observées apres 24 h (Figure 11}18Bpendant, les objets restent mal définis.

Figure 111-18 : Clichés de MET présentant les réplgues obtenues a partir d'un échantillon ee 1 (5 mM)
aprés différents temps de réplication (TEOS 10 % @2 °C).
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Les premieres répliques présentant une morphologreespondant a celle du support
organique sont observées apres 36 h de polyménsdkigure 1lI-18C). Des répliques
hélicoidales sont également observées apres 2(jeigigre 111-18D). Cependant, dans ce cas,
la paroi des hélices semble moins bien définiecolache de silice est plus épaisse.

Dans la suite de cette étude, le temps de polyat@nsde la silice sera fixé a 36 h.

Optimisation de la température de transcription

L'effet de la température de réplication a égaleimeté étudié. Quatre températures
ont été testées (Figure 11I-19). A 4 et 22 °C, tdymérisation de la silice permet I'obtention
de répliques définies, de morphologie conservé83AC, la polymérisation est trop rapide.
Les répliques obtenues s’accompagnent d’agréghtyignes de silice. Si la température est

encore augmentée, ce phénomeéne est amplifié : lssudgrégats sont observes.

(C) 33 °C

(D) 40 °C

Figure 11I-19 : Clichés de MET présentant les réplgues obtenues a partir d’'un échantillon ee 1 (5 mM)

apres réplication (TEOS 10 %, pendant 36 h) a difientes températures.

Optimisation du traitement post-réplication

En fin de transcription, deux traitements des s peuvent étre envisages dans le
but d’éliminer le matériel organique. Un lavage'&hanol peut étre utilisé, permettant la
solubilisation du matériel amphiphile. L’éliminatialu support organique peut également étre
réalisée par calcination des répliques. En ce qocerne les échantillons étudiés jusqu’ici,
seul le rincage a I'éthanol a été utilisé. La Feglit-20 présente les clichés MET obtenus
avec des échantillons lavés (A) et calcinés (By Bpliques hélicoidales bien définies sont
obtenues dans chaque cas. Ces deux traitementdeséngtre é€galement adaptés a la

révélation des répliques.
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Figure 111-20 : Clichés de MET présentant les réplgues obtenues a partir d’'un échantillon ee 1 (5 mM)
aprés réplication (TEOS 10 %, pendant 36 h a 22 °G)pres lavage a I'éthanol (A) et calcination (B).

Cette étude nous a permis d’obtenir des répliguesa kéfinies, de morphologie
conservée respectivement au support organique ménigtartrate utilisé. Ce travail nous a
permis de définir de bonnes conditions de réplicatie ces objets. L'étude de la réplication
de la diversité des architectures se fera dansoleditions de réplication suivantes : utilisation
de TEOS en large excesl {000 fois) dans I'eau, pendant 36 h, a 22 °C. iépdiques ne
seront pas calcinées.

En l'absence de toute indication, le gel organigeegemini 16-2-16 tartrate utilisé
posséde un excés énantiomérique de 1 et une comt@mtde 5 mM. Ce gel est vieilli

pendant trois semaines, présentant ainsi la foomale tubules a I'échelle nanométrique.

4.2 D’une diversité de morphologies a I'autre

A partir des gels de gemini tartrate, une granserdité de morphologies est accessible.
Etant donné que ces gels peuvent désormais étfrgu&q nous nous sommes intéresses aux
voies de contrdle des morphologies des répligueguant a la fois sur les parametres relatifs

a la formation du gel et sur les paramétres relatifa réplication.

4.2.1 Effet du vieillissement du gel

Nous avons dans un premier temps transcrit des dgelconcentration constante (5
mM) a différents temps de vieillissement: 5, 25 4& jours apres solubilisation de
I’échantillon. Pour ces trois temps de vieillissetnéa formation de nanotubules organiques a

été observée avant l'addition de TEOS pré hydrolySépendant, aprés transcription,
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différentes morphologies du matériel inorganiquet stbtenues (Figure 1lI-21). En effet, la
transcription du gel vieux de 5 jours a permis darfation de torsades. La morphologie
tubulaire n'a ainsi pas été conservée : le nanotgiedéroulé. De méme, 25 jours apres
solubilisation de [I'échantillon, les nanotubes nents pas conservés. Les répliques
inorganiques obtenues présentent une morpholodieoftiale. Au contraire, les répliques

obtenues a partir d’'un support vieux de 45 joumsngdtent la production de nanotubes de
silice.

5 jours

7 5
) 100 hm R
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Figure 111-21 : Clichés de MET présentant la diversté des morphologies obtenues a partir d'un

échantillon ee 1 (5 mM), en fonction du vieillisseent du gel.

Partant de structures organiques présentant unghamlogie unique, il a été possible
de produire trois répliques inorganiques de mormpdiek différentes. Ceci apparait surprenant
étant donné qu’aucune distinction en MET n’a pe étite entre les échantillons organiques
vieux de 5, 25 et 45 jours. De plus, aucune distincn’a été observée au cours de la
caractérisation de ces gels par rayons X, RMN, pooree infrarouge. Cependant, la
réplication de ces gels apparemment identiquesjugdclairement que de subtiles différences
les distinguent, permettant la transcription dediesrses structures.

Ceci peut s’expliguer par le mécanisme de polyragéas sol-gel. Ces diverses
structures inorganiques résultent de la polycoratears des précurseurs de silice (TEOS pré
hydrolysé) puis de leur polymérisation. Etant dofeméharge négative des précurseurs, leur
condensation sur les membranes cationiques desigeeniurbe les auto-assemblages, du fait
de la compétition qui s’établit entre les contresidartrate et les monomeéres hydrolysés du
TEOS inorganiques (Figure 111-22). Suite a cettatybation, les rubans tubulaires se

déroulent. Cependant, la structure des tubes \deux, 25 ou 45 jours n’est pas perturbée de
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la méme facon. Cette perturbation semble directencerrélée a la stabilité des tubes

organiques (qui augmenterait avec le temps).
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Figure 111-22 : Représentation schématique de la ampétition entre contre anions tartrate et monomeres

de TEOS pré hydrolysés au cours de la condensatiole TEOS sur les membranes cationiques de gemini.

Du point de vue de la compréhension des mécanistae®rmation des tubes, ce
phénomeéne est intéressant puisqu’il rend posslprbduction de torsades inorganiques,
difficiles a isoler dans le cas des systemes oqueesi (ee 1). En effet, ces structures n’avaient
pas été observées avec I'échantillon organiquet éannée la cinétique rapide de formation
des tubes. Pour un gel de gemini tartrate d’eeslptemiers rubans hélicoidaux apparaissent
3 h apres solubilisation de I'échantillon. La conitggn entre tartrate et monomeres de TEOS
pré hydrolysés a la surface des bicouches de ge#ale ainsi les structures intermédiaires,

précurseurs des tubules.

4.2.2 Effet de la concentration du gel organique

Dans le systeme organique, la formation de tubeacecéléree par 'augmentation de
la concentration du gel. La réplication de deux aétiions de gemini tartrate de
concentration 5 et 10 mM est induite trois semaiaes solubilisation des échantillons.
Aprés polymérisation de la silice et rincage, Iépligues observées sont respectivement
hélicoidales et tubulaires (Figure 111-23). L'effeie 'augmentation de concentration est
conservé lors de la réplication, et s’exprime iar pa formation de répliques inorganiques

présentant deux morphologies différentes.
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Organique Inorganique

al

Figure 111-23 : Clichés de MET présentant la diversté des morphologies obtenues a partir d’'un

échantillon ee 1 en fonction de la concentration.

Ces résultats peuvent s’expliquer de facon simeilaux résultats obtenus aprés
variation du temps de vieillissement du gel. Sudjmentation de la concentration du gel
induit la formation d'un réseau plus rapidementamigé et stable, la structure résultant de sa
transcription devrait étre moins perturbée. Dansase la morphologie tubulaire est conservée

au cours de la transcription.

4.2.3 Variation de la stoechiométrie du systeme exes énantiomérique

Nous avons vu précédemment, que la présence tfadiiun gel de gemini tartrate
d’ee 1 perturbe de facon importante les morphofodes auto-assemblages. C’est le cas par
exemple de l'addition d'un tensioactif achiral dengni bromure, ou de l'ajout de
I'énantiomere D-tartrate a un gel de L-tartrateedle (variation de I'exces énantiomérique).
D’une maniére générale, ces additifs provoquerdéroulement des tubules. Par exemple, un
échantillon organique d’ee 1 en présence de 4,8 Yechini 16-2-16 Br présente la formation
de rubans torsadés. Ces rubans sont égalemenvébsims le cas d’échantillon de gemini
16-2-16 tartrate d’ee 0,33 (Figure 1lI-24(al) et)(lbespectivement). Aprés transcription, de
chacun de ces échantillons, la conservation degphotogies, relativement au support
organique, est observée : des torsades de silice dlienues (Figure lll-24(a2) et (b2)

respectivement).
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Figure 111-24 : Clichés de MET présentant la diversté des morphologies obtenues en fonction de la

composition de I'échantillon.

4.2.4 Effet de la température

Nous nous sommes enfin intéressés a linfluence laletempérature sur les
morphologies des répliques. Ce parameétre a étéfinatk deux facons: au cours de la

formation du gel, et pendant le processus de agjmic.

Variation de la température de formation du gel.

A nouveau, la variation de la température permetagréler la morphologie des
auto-assemblages. Par exemple, dans le cas d'uiorget a 22 °C pendant 25 jours, nous
avons précédemment décrit la formation de répligdessilice hélicoidales a partir de
structures organiques tubulaires (Figure IlI-25(4&®)). Le déroulement de ces structures
semblent dans ce cas résulter d’'un phénomeéne deétition entre les contre ions tartrate et
les monomeres pré hydrolysés de TEOS pour le camimt sur les membranes cationiques
de gemini.

Si le gel est désormais formé a une températurérigupe, fixée a 40 °C, des rubans
torsadés sont formés dans le contexte organiquegplacation d’'un tel échantillon a permis

d'observer la formation de rubans inorganiquesea¥gaht torsadés (Figure I11-25(b1), (b2)).
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Figure 111-25 : Clichés de MET présentant la diversté des morphologies obtenues a partir d'un

échantillon ee 1 (5 mM), en fonction de la températe de formation des gels.

Ainsi, en jouant sur les parametres permettant afgr@ler les morphologies des rubans
organiques, nous avons également pu contrélehitacture des objets inorganiques formés.

Variation de la température de transcription.

Nous avons vu au cours de I'étude d’optimisatios prametres de réplication, que la
polymérisation de la silice a 4 °C permettait l@ftion de répliques présentant une chiralité.
Pour un méme gel de gemini tartrate vieux de 45sjda transcription a 4 et 22 °C produit
des répliques de morphologies différentes (Figlre26). A 22 °C, des tubes sont observés,
alors qu’apres réplication a 4 °C, des hélices sbstrvées. A 4 °C, la polymérisation de la
silice est fortement ralentie et provoque le dépéat des tubes. Partant de rubans organiques
tubulaires, nous obtenons dans ce cas la formd&anbans inorganiques hélicoidaux (Figure
lll- 26(a3)).

Cet exemple illustre le fait que le processus dgrpérisation apporte une nouvelle

voie de contréle de la structure des répliques iliee sobtenues. En effet, en variant le

protocole de transcription, il est possible de diat I'architecture des répliques.
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Figure 1lI- 26 : Clichés de MET présentant la diversité des morphologies obtenues a partir d’'un

échantillon ee 1 (5 mM), en fonction de la températe de réplication.

4.2.5 Dimensions et structure des tubes

Diametre extérieur.
Les tubes organiques de gemini 16-2-16 tartrate #'présentent un diamétre de 35,6

+ 5,4 nm. Le diameétre des tubes inorganiques me=sirde 33,& 4,5 nm. Cette variation
peut s’expliquer par la différence de protocole pi€paration des échantillons pour
I'observation en microscopie électronique. En effebservation des gels de gemini tartrate
nécessite une étape de métallisation par évapordgoplatine. Une fine couche de métal
recouvre ainsi les objets. Cette couche est prebadoit responsable de 'augmentation de
diamétre mesurée dans le cas des objets organioesyérifier cette hypothése, nous avons
métallisé les tubes de silice suivant le méme pr& Les mesures effectuées dans ce cas
montrent un diameétre de 3%14,0 nm, similaire a celui mesuré avec les genairtiate. Ceci
indique que la couche de silice posséde une épaisgs faible.

Nous noterons également que suite a la calcinatl&snrépliques, les tubes de silice
présentent un diametre extérieur de 38,74,5 nm. Cette diminution importante peut
s’expliquer par un phénomene de contraction dépéique, caractéristique du traitement par

calcination.
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Structure et diametre intérieur.

Nous avons précédemment observé que les tubufesiques de 16-2-16 tartrate
présentent une cavité intérieure de diametre 2@Ffigure 111-27(al)). Apres transcription de
ces supports, une structure similaire au sein deslés de silice est obtenue (Figure IlI-
27(a2)). La présence de cette cavité indique gsearienomeres de TEOS pré hydrolysés
pénetrent a l'intérieur du tube, et que condensagb polymérisation ont lieu dans cet
environnement confiné. Cependant, ces objets imaggas présentent un diametre intérieur

de 10 nm, bien inférieur a celui mesuré dans ledeagubules organiques.

Organique

100 nm

Figure 11I-27 : Clichés de MET présentant la structure des nanotubes organiques (al) et inorganiquea2)

et (a3) observés avant et aprés polymérisation sgél.

Enfin, I'observation en détail des répliques inaligaes obtenues montrent que certains
nanotubes présentent des épaisseurs de paroiblggrimnais avec un diamétre de cavité
intérieure constant (Figure 111-27(a3)). Ceci paitrs’expliquer par I'absence des bicouches
lipidiques (éliminées apres ringage a I'éthanadsponsables de I'ossature du tube et de sa

cavité.
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L’ensemble de ces résultats montre que les gelgaiaini tartrate sont
d’excellents supports a la réplication inorganiqgartir de la grande diversité de structures
des auto-assemblages amphiphiles, et malgré lasipations liées a la condensation et a la
polymérisation de la silice, des répliques inorgaes de morphologies contrélées sont
obtenues. Ainsi, nous avons eu acces a toutes deghwiogies observées avec le systéme

organique.

Ce contr6le morphologique a pu étre atteint de dagans différentes. Tout d’abord, des
rubans torsadés et hélicoidaux, ainsi que desdsbuobrganiques ont été obtenus en jouant
sur les parameéetres permettant un tel contrdle au des systémes chiraux organiques
(vieillissement et température de formation du gel.et pureté de I'échantillon) (Figure llI-
28). De plus, s'il est possible de jouer sur le ériat organique support pour obtenir une
variété architecturale des répliques, une partitélde ce systeme est la possibilité d’accéder
a ce polymorphisme en variant les conditions déaamon, ou en tirant profit du processus
de transcription (condensation des monomeres deSTR® hydrolysés et compétition avec
les contre anions tartrate). De cette facon, neossiaugmenté les voies de modulation des

morphologies en contrblant la réplication inorgaieiq

>y <
Température de PR Pureté, ee
formation du gel ——— Temps de
vieilissement du gel

& U

Contréle des morphologies via le processus de polymérisation du gel
(température, cinétique)

§
|
§
gl
ﬂ/

Figure 11I-28 : Représentation schématique des difirentes voies de contrble des morphologies de rukmn

chiraux inorganiques.
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5 Conclusion et Perspectives

A partir de matériel organique et inorganique, nawusns obtenu des objets présentant
différentes architectures telles que les torsddsd)élices et les tubes. Ces morphologies sont
issues des auto-assemblages dans l'eau de moléaniehiphiles chargées achirales
lorsqu’elles sont complexées a un contre anionatlie tartrate. Le transfert de chiralité
s’opére ainsi de I'échelle moléculaire a I'échefiepramoléculaire. Ce phénoméne est
€galement exploité dans le domaine de la réplicatiorganique pour le développement de
nouveaux matériaux.

Ces systemes organiques et inorganiques sontydantement stimulants étant donné
la grande diversité de morphologies accessibles gue la subtilité de leur contréle. Ces
deux aspects ouvrent la voie & de nombreuses applis. Particulierement, la formation de
tubes fait de ces systémes d'intéressants candiddencapsulation et la vectorisation de
diverses molécules. Dans ce contexte, nous nousmsesmintéressés a linsertion de
nanoparticules (NP) d’or d’'un diamétre compris erttb et 20 nm. En paralléle, dans le but
d’appréhender de facon rationnelle les applicatipotentielles de telles structures, nous
avons débuté un travail de caractérisation mécanilguces objets. Ces deux projets ont été
récemment mis en place au sein de notre équipeokaboration avec deux groupes de
recherche.

Les premiers essais d’encapsulation de NP d’oétntéalisés en collaboration avec
Fabienne Gauffre-Guirardel et Christophe Mingotacdidercheurs au sein du Laboratoire
Interactions Moléculaires et Réactivité ChimiquePébtochimique (IMRCP), a l'université
de Toulouse. L’échantillon choisi pour ces étudss un gel de gemini L-tartrate (ee 1)
présentant des nanotubes de 35 nm de diametrdyleapbencapsuler du colorant (Figure lll-
12H). A ce gel est ajoutée une suspension de NPfdénées, ou les précurseurs de ces NP.

Au cours de ces expériences, il a été observé’gdéition de NP ou des précurseurs
perturbe les agrégats de la méme facon : la foomadie torsades est observée en MET
(Figure 111-29B). Ceci est surprenant puisque tasdades sont des morphologies de transition
vers les tubes (torsade > ruban hélicoidal > tub&ux mois apres I'addition des NP,

I'observation en MET montre un retour aux morphaegubulaires initiales (Figure 111-29C).
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200 nm

Figure 11I-29 : Clichés de MET présentant les morplologies obtenues a partir d'un échantillon de gemin
L-tartrate ee 1 (5 mM) (A), 2 jours (B) et 2 mois C) aprés addition de nanoparticules d’or (NP).

L’encapsulation des NP n’a pas été observée, girigucune répartition particuliere a
proximité des auto-assemblages. Cependant, cekatésmontrent que nos systémes sont
particulierement dynamiques et permettent la foionatéversible de structures torsadées et
tubulaires. Les propriétés dynamiques et la rasistade ces structures représentent des
caractéristiques originales adaptées a des systétiisés pour la vectorisation. Cependant,
étant donné les cinétiques lentes des transitiemaatphologies, aucune application médicale
ne peut étre envisagée. Néanmoins, il est ais@migeoir ainsi le relargage d’une substance
encapsulée. Dans le cas de nos systemes, la @lErglie formation des tubes permet de
plus le recyclage du vecteur.

Ces vecteurs auto-assemblés résultant de complegatélectrostatiques sont
rapidement perturbés lorsqu’il s’agit de I'encapsioh de substances chargées, telles que les
NP d’or (chargées négativement). L’'encapsulatiosudestances non chargées reste a tester a
ce jour.

En ce qui concerne l'encapsulation de substancegébs, I'utilisation des nanotubes
inorganiques présente une alternative intéressdtrieeffet, ces tubes sont issus de la

polymérisation de silice et ne devraient pas ébréupbés par une telle addition.

La connaissance des propriétés meécaniques de mesusts est essentielle pour
développer I'exploitation de ces objets. Ainsi,pamalléle du développement de leur synthese,
nous avons initié tres recemment une collaboraieec Christian Bergaud, chercheur au
Laboratoire d’Architecture et d’Analyse des Syster{leAAS), a Toulouse. Ce projet a pour
but de caractériser mécaniquement les nanotubesiqres de gemini tartrate ainsi que les
nanotubes inorganiques, par microscopie a forcmigte (MFA). L'objectif de ce projet
consiste a déterminer et a comparer la résistantze d&formabilité des objets de ces deux

systémes. De telles mesures sont possibles parendsda déflexion du levier du MFA, de
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constante de ressort connue. Si I'étude mécaniqpse rhnotubes est particulierement
stimulante pour les applications potentielles qui sultent, nous nous intéresserons
également a la caractérisation de chacune des wlogis obtenues avec ces deux systemes
dans un futur proche.

Les études préliminaires ont été réalisées sugdtssorganiques de gemini L-tartrate
(ee 1). Les premieres images de MFA montrent |sgmée de tubes répartis de facon

anarchique sur la lame d’observation (Figure [IARR0Aprés séchage non contrélé du solvant,

nous avons observé que les tubes s’orientent @ idiu80B,C).
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Figure 111-30 : Clichés de MFA présentant les nanaibes obtenus a partir d’un échantillon ee 1 (5 mM)
avant (A) et aprés (B, C) leur orientation. (D) Meare de la périodicité de 'organisation des tubes &

surface de la lame d’observation aprés orientation.

Les premiéres mesures réalisées ont permis dendéé la périodicité du relief de
recouvrement de la surface par les nanotubes ésebians notre cas, cette périodicité est de
35 nm (Figure 11I-30D). Ceci est en accord avecnesures de diameétre des tubes réalisées
par MET. Nos systémes apparaissent parfaitemenptésiad I'étude par MFA. Cette
information est particuliéerement importante étaphrE qu'il s’'agit des tubes organiques
auto-assemblés. Ces systemes montrent une forésioohet une résistance aux contraintes
mécaniques exercées pour les mesures. Il sembée @issible de les manipuler et de

procéder a leur caractérisation mécanique.

Les premiers résultats obtenus avec ces deux pr@e¢mment initiés montrent deux
caractéristiques différentes des gels organiquegedeini tartrate. Ces objets apparaissent
dynamiques et réversibles, mais suffisamment stalilen point de vue mécanique pour étre
manipulés. Ces propriétés permettent d’envisagerfagen stimulante de plus amples
caractérisations en vue de nombreuses applicatjpms, la vectorisation, I'utilisation de

nanocanaux, mais également dans des domainesieetlyi de la microélectronique.
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6 Partie expérimentale

6.1 Synthése

Les gemini tartrate sont obtenus par échange ddans le méthanol mettant en jeu le tensioactifpiere
au contre ion bromure (1 eq. par charge positiyggsa formationin situ du sel d’argent de tartrate dans le
méthanol. Le tensioactif de départ complexé aureoohn bromure est synthétisé a partir de bromoaldaf.
partie expérimentale du chapitre 1l). Tous les eaitréactifs sont obtenus commercialement et gilsg#s
purification supplémentaire. Les pesées sont éedisavec une balance de précision Metler-Toledaed’u
précision de 0,01 mg. Ces pesées sont effectuées utee piéce climatisée a 22°C. L'eau ultrapure2(18
MQ.cm) est issue d’un systéme Purelab ultra ELGA.

Formation in situ du sel d’argent de tartrate dansle méthanol

Dans un ballon sont introduits 500 mg d’acide iquie (1 eq.) et 1 équivalent de carbonate d'argent
Ag,CO; dans 50 mL de méthanol. Le milieu réactionnepésté sous agitation et sous vide (évaporateutifjota
pendant 1 heure & température ambiante pour déplégeilibre de la réaction par élimination du gyale de
carbone formé. Le gemini bromure est directemeditiatiné sous forme de poudre et solubilisé pauffage
du milieu réactionnel a 40°C. Le milieu réactionest agité pendant 30 min a 40°C. Le bromure digrimmeé
est éliminé par filtration sur Célite. Aprés évagimn du solvant, le solide est ensuite recris@llpar
solubilisation dans un minimum de CHGOCH;OH (9 :1, v/v), typiquement 2 a 3 mL, puis préa@pidans
I'acétone ou l'acétate d’Ethyle (typiquement 200&nB). Le solide blanc obtenu est filtré et séchdssade.

16-2-16 L-tartrate, RMN *H (400 MHz, CDCYCD;0D 9/1, 25°C¢ ppm): 4,23 (2H, s), 3,92 (4H, dm), 3,30
(4H, m), 3,10 (12H, d), 1,64 (4H, m), 1,22 (50H, @81 (6H, )RMN **C (100 MHz, CDCJ, 25°C,s ppm)
178,01, 66,10; 51,30; 32,47; 30,70; 30,53; 30,862@; 30,02; 29,90; 26,75; 23,23; 14,6

6.2 Microscopie électronique en transmission

Les gemini tartrate sont solubilisés dans 'eaglauffant au dessus de la température de KraffiGy3.a
gélification est effective lorsque le systéme, pldans un pilulier de diametre 1cm, ne s’écoulelpasjue le
récipient est renversé. 1@ de I'échantillon sont déposés sur la face carbatiéne grille cuivre-carbone (400
mesh). L'exces de solvant est éliminé par absanpior papier filtre qualitatif (Whatman, n°5) emonnant
délicatement la grille a 90° puis a 180°. Les étihans sont fixés par évaporation de platine, isaiht une
chambre sous vide (Balzers), a un angle de 11%étie expérimentale du chapitre 5). Les échantillsont
éventuellement colorés a I'acétate d'uranyle avaétallisation. Dans ce cas, une goutte de solutianétate
d'uranyle (1,5 % massique dans 'eau ultra-puréappliquée pendant 30 secondes sur la grille,sdpréépot
des échantillons. L'excés de solution est ensultsodé sur papier filtre, de la méme maniere que
précédemment. Les observations de MET sont réaliddaide d'un microscope FEI EM120 (120 kV) et le
images enregistrées grace a une caméra 2k x 2k GsECD.
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Chapitre 4. Etude bibliographique d’auto-assembkabg@-amphiphiles.

1 Introduction

Le monde biologique s’organise autour de I'assamiahon covalente de composants
de nature variée capables de reconnaissance. |€'ess par exemple de I'organisation de
complexes protéiques et du recrutement de protéides acides nucléiques et de leur
réplication, du systéeme immunitaire notamment... i@egactions spécifiques permettent une
communication avec un partenaire de choix et d&fant la fonction propre de ces
biomolécules. Les sucres, les enzymes et les agidekiques sont autant d’exemples
développés dans cette introduction, visant a fidustia relation entre reconnaissance

moléculaire et fonction.

Les sucres

De nombreux phénomeénes a la surface des membrahesglles sont initiés par des
interactions moléculaires spécifiques. C'est le des interactions contrélant les phénomeénes
d’adhésion et de communication cellulaire, dangues sont impliqués les sucte€hez les
éponges maringglicrociona Parthenala communication cellulaire fait intervenir urcfaur
d’agrégation coiffé de sucres et procede en deapeét (Figure 1V-1): la premiére,
indépendante du calcium, assure la spécificité deface cellulaire et permet la
reconnaissance et la fixation du facteur avecédespteurs cellulaires. La deuxieme, calcium

dépendante, permet I'interaction entre les factdardeux surfaces cellulaires adjacentes.

|
Cellule

Figure V-1 : Schéma représentant le phénomene d'ddsion cellulaire via deux étapes spécifiques
mettant en jeu des interactions sucres - récepteur®llulaires et sucres - sucres. L'ovale grisé repsente le

facteur d’agrégation coiffé de sucres. Ce schémateslapté de Rojo, 2002 [1].

Au sein des systemes eucaryotes, I'adhésion cedutst également assurée par des
interactions spécifiques sucre - sucre selon dém@henes similaires, mettant en jeu des

facteurs d’agrégation de nature différente ainsi dgs protéines membranaires.
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Les protéines

Un autre exemple de spécificité d’interaction aim ks systemes biologiques a été
étudié par Ahlers et Ringsdorf dans le cas desépres. Le clivage spécifique d’une
monocouche de phospholipides par la phospholipas#lustre la coopération entre auto-
organisation et reconnaissance moléculaire damguiaition d'une fonction au sein des
systémes biologiques (Figure IV22).es phospholipases représentent une importaasse!
d’'enzymes qui catalysent I'hydrolyse des liaisonstele au sein des phospholipides
membranaires. La phospholipase &t une molécule relativement petite (de massairsol

12-14 kDa) soluble dans I'eau. Son activité dépdmdtiétat physique du substrat et augmente

\

largement avec son organisation en micelles, lip@soou monocouches.

_— —_—
Fonction Py
N N NS
Py A~ NN @N
N
Auto assemblage Reconnaissance

Figure IV-2 : Schéma représentant I'activité de lgphospholipase A (symboles hachurés) au niveau d'une
monocouche de phospholipides. Cet exemple illustt@ coopérativité des phénoménes d’'auto-assemblage

et de reconnaissance dans I'acquisition d’une forion au sein des systémes biologiques.

Les enzymes sont un exemple caractéristique desopfé#nes de reconnaissance
moléculaire. Ce sont des protéines extrémementtsds dont la fonction repose sur une
interaction hautement spécifique avec un subsawdicplier. Elles interagissent avec d’autres
protéines, ainsi qu'avec des biomolécules de natifédrentes telles que des phospholipides

(exemple ci-dessus), des sucres et des acidesquesdé

Les acides nucléiques

La troisieme classe de biomolécules dont nous nqoendeici est représentée par les
nucléotides constitutifs des acides nucléiquesraistuDans la nature, la conservation et la
transmission de linformation génétique est assypée les acides nucléiques : l'acide
désoxyribonucléique (ADN) particulierement stalleapable de réplication, est le garant de
sa conservation. Sa transcription en acide rib@mgeeé (ARN) permet sa transmission

(Figure IV-3). Cet ARN sera enfin traduit pour imthése de protéines.
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Figure IV-3 : Schéma représentant la conservationtéa transmission de I'information génétique au sei

des organismes vivants. La conservation de I'inforation génétique est assurée par la réplication de

I’ADN. Sa transmission résulte de la transcriptionde I'ADN en ARN.

Ces mécanismes fondamentaux reposent sur une egssamnce moléculaire ciblée
via de multiples liaisons non covalentes spécifiquesa@t spécifiques entre nucléotides

complémentaires, et des structures moléculairegpramoléculaires appropriées.

Les trois classes de molécules présentées brieveams cette introduction
interagissent également entre elles de facon spéeifLa réplication et la transcription de
I’ADN fait intervenir de nombreuses enzymes tellge '’ADN polymérase (réplication de
I'ADN) et 'ARN polymérase (transcription de ’ADMn ARN). Les sucres sont également
impliqués dans de nombreux types d’interactiong @les protéines et des acides nucléiques.
Les interactions protéines — sucres interviennestamment dans les phénoménes de
formation de tissus, morphogenese et reconnaissiacigenes. La spécificité d’interaction
entre sucres et acides nucléiques est quant &gleitée dans la conception d'agents anti-
tumoraux et antibiotiques. La majorité de ces mdi qui interagissent avec 'ADN sont

des composés glycosilés.

De nombreux groupes de recherche se sont intérasses biomolécules dans le but
d’exploiter leurs propriétés. Les caractéristiques reconnaissance moléculaire et d’auto-
organisation stimulent de nombreuses applicaticanss ddles domaines tels que les bio et
nanotechnologies, ainsi que dans le domaine désides et des auto-assemblades
Dans cette étude bibliographique, nous nous limitera présenter les nucléotides, leurs
caractéristiques propres ainsi que quelques unsaebreux travaux utilisant des nucléo-

amphiphiles dans le but d’exploiter leurs propsé€de mimer les systémes biologiques.

107



Chapitre 4. Etude bibliographique d’auto-assembkabg@-amphiphiles.

2 Reconnaissance moléculaire au sein des acides gimlies

2.1 Rappels de nomenclature

Au sein des acides nucléiques naturels, on distings bases puriques, guanine (G) et
adénine (A), et pyrimidiques, cytosine (C), thymi(€) dans I'ADN, et uracile (U)
remplacant T au sein de ’'ARN. Chacune de ces hasesede plusieurs sites acceptefds (
et donneurs[y) de liaisons hydrogene (Figure IV-4).

H, HP

fi o ) \NA fi fi

G A Cc T u

Figure IV-4 : Structures moléculaires des bases nigiques présentant les positions des sites accep®(A)

et donneurs D) de liaisons hydrogéne. G : guanine, A : adéning&,: thymine, C : cytosine, U : uracile.

Les nucléosides sont composés d’'une base et dara aacroché en positidrii aux positions
9 des bases puriquesZktles bases pyrimidiques. La présence d’'un groupephasphate en

3’ ou5’ du sucre aboutit & la formation d’'un nucléotidigdire 1V-5, Tableau IV-1).

NH,
\ NH,
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NP o
H N P
<G ot —VO
o
OH OH
OH OH
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Figure IV-5 : Structure moléculaire d’'une base (exmple de I'adénine), d’'un nucléoside (exemple de

'adénosine) et d’un nucléotide (exemple de I'adémsine 5’-monophosphate).

Base Nucléoside Nucléotide
Adénine Adénosine Adénosine 5’-monophosphate (AMP)
Cytosine Cytidine Cytidine 5’-monophosphate (CMP)
Guanine Guanosine Guanosine 5-monophosphate (GMP)
Thymine Thymidine Thymidine 5’-monophosphate (TMP)
Uracile Uridine Uridine 5’-monophosphate (UMP)

Tableau IV-1 : Nomenclature des bases, nucléosidesnucléotides des acides nucléiques naturels.
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Au sein des acides nucléiques naturels, ces bas®s capables d’appariement
spécifiquevia des liaisons hydrogene de type Watson Crick (WG)nom des découvreurs
de la structure en double hélice de 'ADN en 1968t appariement se fait selon la régle
suivante : C-G et A-T dans I’ADN qui devient A-U aein de '’ARN.

2.2 Propriétés physiques des nucléotides
2.2.1 Moments dipolaires.
Les interactions moléculaires des bases nucléispeisdéterminées par leur structure

électronique. La polarité de ces molécules indigudans le tableau IV-2 résulte de la
présence et de la distribution des sites accepgtutsnneurs de liaisons hydroggne

Bases K (Debye)
Adénine 2,56
Cytosine 6,39
Guanine 6,55
Thymine 4,31

Uracile 4,37

Tableau IV-2 : Moments dipolaires des bases nucléigs. Ces valeurs sont issues de Sponer, 2002 [5].

Guanine et cytosine sont les bases les plus ps)astesceptibles d’interagir fortement par
liaisons hydrogene. En revanche, 'adénine est hase trés apolaire impliguée dans des

liaisons H plus faibles.

2.2.2 pKa.

Les pKa des nucléosides et nucléotides varient,5i&1 30,5, avec une augmentation
de 0,5 unité environ du nucléoside au nucléotidebi@au 1V-3). En ce qui concerne les
nucléotides, le groupe phosphate monoester posdédaeurs de pKa: le premier aux
alentours de pH 1-2, le deuxiéme, aux alentourg (Eableau IV-43. Ainsi, en fonction du
pH, les nucléosides et nucléotides en solutionrsevént sous de multiples formes de
protonation de la base, du groupement phosphasé @ire du sucre, comme illustré Figure
IV-6 avec I'exemple de 'AMP.
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Composé Nucléoside 5’-Phosphate
Adénosine 3,52 3,88
Cytidine 4,17 4,54
Guanosine 9,42 10,00
Uridine 9,38 10,06
Desoxythymidine 9,93 10,47

Tableau IV-3 : pKa des nucléosides et nucléotide€es valeurs sont issues de Saenger, 1984 [6].

Composé Phosphate

Adénosine 6,67
Cytidine 6,62

Guanosine 6,66
Uridine 6,63

Tableau IV-4 : pKa du groupement phosphate des nuébtides. La premiére ionisation a lieu a pH 1-2 [6]
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Figure 1V-6 : Sites de protonation de 'AMP. La premiére ionisation du groupement phosphate est
compléte aux alentours de pH 2. Au dela de pH 3,Badénine devient neutre. A pH 6,8, la seconde

ionisation du groupement phosphate se fait, ainsiug celle du sucre a pH 12,5.
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Il est possible d’évaluer la force d’'une liaisordiggene en utilisant les valeurs de
pKa. En effet, si les deux atomes (A et B) impligjdé@ns la liaison ont des pKa tres différents,
I'équilibre A-H--B «— A--H-B est défavorisé en faveur de la liaison A-H otBHsuivant
les pKa. En revanche, pour des atomes ayant des ppKehes, le proton est plus
équitablement partagé entre A et B, ce qui stabiéidiaison hydrogérie
Si I'on calcule les différences de pKapKa, des liaisons hydrogene de type WC entre les
nucléosides G-C et A-T ou A-U et nucléotides cquoeslants, on trouve des valeurs plus
faibles dans le cas de G-C (5,25 et 5,46) que pelr (6,41 et 6,59) et A-U (5,86 et 6,18).
Ainsi, en ne considérant que les pKa, la liaisodrbgéne G-C est plus forte que les liaisons
A-T et A-U.

2.2.3 Interactions entre bases nucléiques

La stabilité thermodynamique de la structure enbtiolnélice de 'ADN est assurée
par des liaisons hydrogene spécifiques entre lesshales interactions d’empilement entre
cycles aromatiques ainsi que par des effets s&sitavorables En effet, la complémentarité
de taille des bases au sein d'une paire (assatiatione base purique et d’'une base
pyrimidique pour chaque paire) permet de renfotasteraction spécifique entre les bades
La formation de multiples liaisons hydrogene pertiagtpariement de bases nucléiques et la
formation de l'assemblage tridimensionnel, sta@iligrincipalement par les interactions
d’empilement. Ces interactions sont principalemang¢ntées dans le plan des nucléobases
(liaisons hydrogéene) mais également perpendicubaioe plan (interactions d’empilement).
Les liaisons H sont particulierement prononcéessdas solvants apolaires, lorsque les
interactions d’empilement sont négligeables. Césragtions dominent en milieu aqueux,
alors que les liaisons H entre bases sont fortedlienihuées du fait d’'une forte compétition

des sites de liaisons avec les molécules d’eau.

Liaisons hydrogéne

Les liaisons hydrogéne ont un caractére essemtetie électrostatique (80 % de
I'énergie totale) auquel s’ajoutent les contribntode dispersion de London (interactions
dip6le induit - dipdle induit dues aux fluctuatiodiglectrons) et la polarisabilité des bases.
En milieu aqueux, les interactions hydrogéne saittids du fait de la compétition avec les
molécules d’eau. La force d’interaction H entre mesléotides résulte d’'un équilibre entre

111



Chapitre 4. Etude bibliographique d’auto-assembkabg@-amphiphiles.

leurs différentes propriétés physio-chimiques. keadance d’association des nucléotides
(formation de paires) suit I'ordre décroissant aniv6] :

GMP : CMP > UMP >> AMP

AMP : UMP ~ CMP >> GMP

CMP : GMP ~ CMP > UMP > AMP

En considérant I'appariement WC, la paire G-C (auee €énergie d’interaction de -26,3
kcal/mol) est presque deux fois plus stable quedme A-T (-14,3 kcal/mol) [5]. Ceci
s’explique par le nombre de liaisons H entre lesléatides mis en jeu (3 pour G-C contre 2
pour A-T) (Figure IV-7) et la polarité importante & et C par rapport a A et T (Tableau IV-
2).

H
N/éN/\e\(/ """""""" =g N I-l|_ """"""""""" i\
‘Jf N—H----------o-e - Nd N( / \N ------------------- H— >—\>

Figure IV-7 : Formation de liaisons hydrogéne entrebases nucléiques complémentaires (G-C et A-U) selo

les régles d'appariement de type Watson Crick.

Etant donné la multiplicité des sites accepteurdosineurs, les interactions hydrogene entre
nucléobases ne se limitent pas aux interactiongp#eWC responsables de la reconnaissance
moléculaire. 28 configurations de liaisons H sobsesvées, purine - purine, pyrimidine -
pyrimidine et purine - pyrimidine (WC, WC inverséloogsteen et Hoogsteen inverse

notamment)

Interactions d’empilement entre les cycles aromadg]

Les interactions d’empilement au sein des polyraidés permettent la formation et
la stabilisation d’hélices simple brin en I'absenttappariement de bases. Ces interactions
sont possibles grace a une géométrie des cyclesatgues « face-a-face ». L'interaction
d’empilement entre bases est déterminée principgalenpar trois contributions: les
dispersions de London, la répulsion a courte digtaet les interactions électrostatiques. Les
purines bi cycliques interagissent plus fortemeuné¢ des pyrimidines (purine - purine >

pyrimidine - purine > pyrimidine - pyrimidine), sint la tendance: A > G > T~
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2.2.4 Cas particulier de la guanosine

La guanosine et ses dérivés sont réputés danabesatoires pour leur manipulation
difficile du fait d’une trés faible solubilité enilleu aqueux. Malgré sa capacité a intervenir
dans les liaisons H et son fort moment dipolameguanosine s’auto-assemble dans I'eau de
facon incomparable & tout autre nucléoSid€eci s’explique par la géométrie de répartition
des sites donneurs et accepteurs de liaisons [ aiespar la polarisabilité de ses surfaces
aromatiques, qui, couplée a un fort moment dipelagst idéale pour les interactions
d’empilement?. Cette propriété est largement exploitée dansoleaine des architectures
supramoléculairéd parmi lesquelles on peut citer la formation deatabes de guanosine

5’-monophosphate a partir de quadruplets (Figur8)V
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Figure IV-8 : Formation de nanotubes de guanosine’8nonophosphate a partir de quadruplets. Ce shéma
est issu de Davis, 2007 [13].

2.2.5 Synthese d’analogues

Les caractéristiques des acides nucléiques, notatraieereconnaissance moléculaire,
sont a l'origine de nombreux travaux qui visent gner et optimiser leurs propriétés. De
multiples composés ont ainsi été synthétisés, podas modifications sur le groupement
phosphate, le sucre ou la base. Parmi les dériudthétisés jusqu’ici, les PNA (Protein
Nucleic Acid) se sont révélés étre les plus ingants. Décrits en 1991 par Nielserces
dérivés sont constitués d’'un squelette peptidiqueamplace la structure sucre-phosphate au
sein des acides nucléiques (Figure IV-9). A I'ext®epdes bases nucléiques, les PNA n’ont

aucun groupe fonctionnel commun aux acides nuasiqu
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Figure 1V-9 : Structures moléculaires d’'une protéire, d'un PNA (Protein Nucleic Acid) et de 'ADN,
présentant le squelette peptidique commun aux probdes et PNA, et les bases nucléiques communes aux
PNA et a 'ADN (sur ce schéma, A, U, C et G). Celséma est adapté de Nielsen, 1991 [14].

Ces molécules présentent une stabilité chimiquellexte notamment en milieu acide
(seul le groupement amine terminal présente unahiiite). Ce sont des composés achiraux,
neutres qui s’agregent facilement et sont peu $duldans l'eau. Leur principale
caractéristique est leur tres grande affinité ptag brins complémentaires d’ADN et
particulierement d’ARN®® En effet, les hétéro complexes formés (PNA-ADNP&A-
ARN) sont plus stables que les homo complexes sporedants (ADN-ADN et ARN-ARN).
De ce fait, ils ouvrent la voie a de nombreusediegtfons, notamment dans le domaine
thérapeutique (inhibition et régulation des phénoasede réplication et de transcription de
I’ADN), et dans les biotechnologies (inhibition dayme de restriction coupant I’ADN a des

sites spécifiques notamment).

3 Conception d’auto-assemblages

3.1 A partir de nucléotides

L'organisation des acides nucléiques naturets de multiples interactions faibles
spécifigues ou non spécifiques fait de ces bionubdsc d’excellents candidats dans le
contexte des auto-assemblages supramoléculairesdébut des années 1980, Nadrian
Seeman a initié une stratégie pour I'élaboratiostdéctures auto assemblées a partir d’acides

nucléiques reposant sur des bases biochimiquem®:oaganisation, complémentarité WC,
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propriétés de recombinaisons et transitions topgleg de I'ADN’. La figure IV-10 illustre
le principe de conception de réseaux a partir deplsis brins d’ADN complémentaires
permettant un contrdle précis de leur alignement Kxins portent des extrémités cohésives

permettant de programmer la séquence d’assembésggifférents brirs.

Y, R

o
B ]
[

Figure 1V-10 : Stratégie de programmation d’architectures supramoléculaires & partir de simples brins
d’ADN complémentaires possédant des extrémités catigées (parties hachurées) : X est complémentaire a

X' etY aY'. Cette figure est inspirée de Seemar2005 [18].

De nombreux groupes se sont depuis intéressésl@ntaine, permettant I'élaboration
de structures divers€s®® 21?2 Des structures de plus en plus sophistiquéesaioisi été

obtenues, définies par une résolution spatial@tilsqu’a 6 nm (Figure IV-115.

Figure 1V-11 : Architectures tridimensionnelles obtnues a partir de brins complémentaires d'acides
nucléiques, et stabilisées par des « agrafes » mal&ires (crossing-over). Ces photographies sonsises de
Rothemund, 2006 [23].

La conception de structures a deux et trois dinoessirepose sur l'utilisation de
briques élémentaires par appariement WC, stalslipae des motifs plus rigides, tels que les
quadruplexes de guanine, pour forcer un replieragétiuat. Ces systemes ont été développés
jusqu’a l'exploitation comme nano moteurs moléaelai Plusieurs types de dispositifs ont
ete développés a ce jour reposant sur la révetsidig I'appariement entre bases nucléiques.
En 2000, Yurke a notamment élaboré une pince d¢aéss de brins d’ADN, dont I'ouverture
et la fermeture sont contrélées par I'addition dasbcomplémentairéd L’addition d'un brin
possédant une séquence complémentaire aux extséheilé pince permet sa fermeture. Si un

brin d’affinité plus importante est ajouté, la pnest a nouveau ouverte.
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Plus récemment, Seeman a élaboré un dispositifgitant le mouvement d’'un brin
d’ADN synthétique relativement & un support exiérfé. Ce support est constitué de
séquences d’ADN complémentaires au brin d’intdr8tybridation de ces deux séquences
permet la fixation du brin d’intérét au supportnSetrait est permis par ajout d’'une séquence
de plus forte affinité. La conception de séquerdtaffinités différentielles permet ainsi le
déplacement du brin d’intérét.

Ces travaux illustrent les possibilités d’explagatdes propriétés de reconnaissance
moléculaire des acides nucléiques. Ces propriétgsusilisées a travers I'addition successive
de brins d’affinité croissante qui permet des cleamgnts de conformation convertis en travail

moléculaire et mouvements.

3.2 Fonctionnalisation

Ces molécules biologiques capables d’auto-orgaorsaet de reconnaissance
spécifiqgue sont des objets particulierement aifeagiour la fonctionnalisation de matériel
inorganique ou organigéfe Ainsi, elles sont notamment exploitées dans kedinitier une
interaction spécifique entre deux objets, soitaement (Figure 1V-12A) soit indirectement
(Figure IV-12B), ou entre un objet et une surfdegre 1V-12C).

Ly v%%‘jfvﬁf‘ e

C

Figure 1V-12 : Stratégie de fonctionnalisation indusant des interactions spécifiques entre deux obgte
facon directe (A) ou indirecte (B) et entre un objeet une surface (C). Ces objets et surface sontiffés de

modules capables de reconnaissance spécifique.

Dans le domaine des matériaux inorganiques, leegaciucléiques ont été développés
pour la fonctionnalisation de nanoparticules teliee les nanoparticules d’or. L'insertion
d’'une base modifiée au cours de la synthese d'ide awicléique (par exemple la thymine T-
(CH,)s-NH,*") assure l'introduction de sites de liaison de mamticules d'or. La synthése de
brins possédant des séquences complémentairestpanpnegrammation d’auto-assemblages

inorganiques spécifiques, en susperfidtou sur une surfat®(Figure 1IV-13).
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Figure 1V-13 : Fonctionnalisation de nanoparticulesd’or utilisant des acides nucléiques possédant des
séquences complémentaires (brins bleu et vert). Foation d’architectures supramoléculaires en
suspension (A) et immobilisation de nanoparticuled’or sur une surface (B). Ces photographies sont
issues de Storhoff, 1999 [28] et Peschel, 2002 [30]

3.3 A partir de nucléo-amphiphiles

La membrane est un objet modéle illustrant la coaipété des phénomeénes d’auto-
organisation et de reconnaissance moléculaire. @ebreux groupes de recherche, parmi
lesquels ceux de Ringsddff et Kunitake®® ont développé des systémes amphiphiles
membranaires dans le but de mimer cette structugepdoiter ces caractéristiques.
L’association de nucléotides et de molécules anipleip dérivées de lipides membranaires
est particulierement stimulante dans le but de eevic des auto-assemblages originaux
définis. Au sein de ces systemes hybrides, chadesgarties est capable d’auto-organisation
contr6lée par différents paramétres moléculairéaddition d’une partie nucléotidique
apporte une possibilité de programmation cibléerpaonnaissance spécifique. Les nucléo-
amphiphiles offrent la possibilité de mimer cesté&yges biologiques a la fois d’'un point de

vue des propriétés de reconnaissance et d’un geimtie morphologiqé®*

3.3.1 Reconnaissance moléculaire

Dans la nature, I'eau apporte une contribution irtgde a la structuration des acides

nucléiques. Sa forte constante diélectrique dimihaierépulsion électrostatique entre
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groupements phosphate et les interactions hydragshai d’empilement permettent la
stabilisation des structures tridimensionnelles.niilleu aqueux, les acides nucléiques sont
ainsi capables d’appariement spécifique entre bpaediaisons hydrogéne. Cependant, les
molécules d’eau entrent en compétition avec lesssttonneurs et accepteurs de liaison
hydrogene, et I'appariement spécifique n’est pliseové lorsqu'il s’agit non plus de

polynucléotides mais de mononucléotides. Pour gralli ce probléme, deux approches

peuvent étre envisagées.

La premiere consiste a créer un environnement Ipyadoe confiné. C’est la stratégie
utilisée par Nowick au début des années 1990. Nowiprésenté les premiers exemples
d’appariement de bases (A et T) par liaisons hy&egen environnement micelldité®®’
L’incorporation de nucleoamphiphiles au sein deeles de dodécyle sulfate de sodium
permet d’assurer un environnement propice auxolssH (le coeur apolaire de la micelle)

par I'affranchissement de la compétition avec ledéécules d’eau (Figure [V-14).

0O 0S0y
080y
K 0580, % f
‘ /& 0,50 %Lb’t‘ -
N o e W Hrzﬂg 20803
0o el ig N\Tg;;)"‘"osm
+ - 3 %5 "
(CH,).N*Me; Br / -
o (8510
n=4 6,8 10 e T
A B

Figure 1V-14 : (A) Exemple de structures moléculaies des nucléo-amphiphiles développées par Nowick.
(B) Schéma d’une micelle de dodécyle sulfate de $ach offrant un environnement hydrophobe propice a

la formation de liaisons hydrogéne spécifiques. C&héma est inspiré de Nowick, 1994 [37].

by

La deuxiéme approche consiste a utiliser la codipéea d’'auto-assemblage de
molécules amphiphiles (effet hydrophobe) pour péinade confinement des nucléotides a la
surface de I'eau (monocouches, micelles, vésicukskainsi renforcer les interactions
intermoléculaires. Cette stratégie a pour objectd mimer de facon coopérative
I'environnement des nucléotides au sein du polynpre des interactions non covalentes
(Figure 1V-15).

118



Chapitre 4. Etude bibliographique d’auto-assembkabg@-amphiphiles.

Base ,\9 ,\9
7 0 HO o
o)

HO "0 [
P. P,
9 HO

Base Base Base Base 2 .
Base HO OFoH
0 0 0 0 - O; ) o
Op.
0.0 0,° 0. ° o O  ©OH HO 4o ©
i N P - P\ i
o © g © oo O”P\O'

Figure IV-15 : Schéma illustrant la stratégie de cofinement de nucléotides a la surface d’auto-
assemblages de molécules amphiphiles dans le butrdstaurer la coopérativité des interactions inter

nucléotides des acides nucléiques naturels.

De nombreux groupes ont développé cette stratégieipduire des interactions spécifiques,

a la fois a l'interface air-eau et en solution.

A linterface air-eau

C’est dans le but de favoriser ces interactionsifipgées, que Ringsdorf a introduit et
développé I'étude de nucléo-amphiphiles a lintegfaair-ead *°. Dans ce contexte, les
nucléolipides s’organisent spontanément en mondmuc technique du film de Langmuir
permet I'étude des interactions intermoléculairedree ces molécules au cours de la

diminution progressive de 'aire par molécule (FgiVv-16).

Phase solide

mmm

/ Coexistence liquide/solide

Phase liquide

e

Aire par molécule

Pression de surface

Phase gaz

Figure 1V-16 : Technique du film de Langmuir. Les nteractions entre nucléolipides au sein de la
monocouche sont mesurées au cours de la compressiinfilm (diminution de I'aire par molécule). La
mesure des isothermes pression de surfagé-{aire par molécule Q) est indispensable pour confirmer la

formation d’'une monocouche a I'interface air-eau.

Cette technique est particulierement adaptée & ddtide puisqu’elle permet de
contrdler la densité de molécules déposées etxée leur orientation, tout en laissant les

nucléolipides diffuser librement au sein de la mmnmxhe. Ceci permet d’optimiser la
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configuration des nucléotides, tant d’un point de de leur rotation que d’'un point de vue de
leur translation en vue de favoriser les interaxtiavec les molécules lipidiques voisines,

ainsi qu’'avec les molécules présentes en sous-plAgseés obtention d’'une monocouche

nucléolipidique, les interactions entre tétes peknucléotidiques et bases nucléiques libres
ajoutées en sous-phase sont observées sous fovaeateons des isothermes mesurés.

Les nucléo-amphiphiles utilisés par Ringsdorf pdesé une ou deux chaines aliphatiques.
Leur téte polaire est constituée de nucléobase umléoside lié de facon covalente. La

spécificité d’interaction est testée en présence bdeses complémentaires et non

complémentaires, mono- ou polymériques en sousepligure 1V-17).

® =uracile
Vv,
| 8 A 4 J J = adénine (complémentaire)
A C 4 p) A =thymine (non complémentaire)

Figure IV-17 : La monocouche de nucléolipides esbfmée a l'interface air-eau, la sous-phase contenain

des nucléosides complémentaires et non complémemézs.

Apres formation d’'une monocouche de nucléolipidestgmt une base uracile,
I'addition de nucléosides en sous-phase provoqecaugmentation de I'aire par molécule.
Ce phénoméne se révele étre plus marqué dans l&wasucléoside complémentaire (A)
gue non complémentaire (T). Cette observation etrduée en présence de polynucléotides
non complémentaires (poly-U) et complémentairesy(pd. Dans ce dernier cas, une large
expansion de l'isotherme pression de surfageajre par moléculeA) est observée. Selon
l'interprétation de Ringsdorf, cette expansion héswde la diminution des interactions
d’empilement entre les bases des nucléolipidedaidule leur implication dans des liaisons
hydrogéene avec les bases libres de la sous-phase.

Suite aux travaux de Ahlers et Ringsdorf, les &uaéinterface air-eau se sont multipliées,

notamment au sein de groupes de Shimomura, Kufifidkaleo$' et Baglionf?

En 1997, Shimomura reporta pour la premiére foigdaalisation directe de transition
de phase d’'une monocouche de nucléolipides inghaitd’'appariement de bases nucléiques
(G-C)*. Cette transition est observée par microscopidluescence, dans le cas d'une
monocouche de nucléolipides portant une cytidine, pgésence de bases nucléiques
complémentaires (G) en sous-phase (Figure IV-18).
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A B cC

H2N4<_\N_(CH2)1?CH3

—( )
0

N ; s
Figure IV-18 : (A) Structure moléculaire du nucléolpide utilisé par Shimomura. (B, C) Observation d'ine
transition de phase induite par I'addition de basesomplémentaires en sous-phase d’'une monocouche de

nucléolipides. Ces clichés de microscopie de flu@@nce sont issus de Shimomura, 1997 [43].

Dans cet exemple, la spécificité d’interactionsesilignée par la faible transition observée en
présence de bases non complémentaires. Cettetibansia en effet été observée qu’en
présence de guanosine et désoxyguanosine.

Une approche différente consiste a induire la foionade monocouches mixtes,
composees de nucléolipides possédant des tétesiques différentes. Dans le systeme
précédent, C est remplacé par A ou par T. Danontexte, il apparait également que des
interactions spécifiques entre les lipides A ebifits I'origine d’une condensation importante
de la monocouche, qui n'est observée ni en présdesdipides C et A, ni des lipides C et
T*4% Une étude supplémentaire en spectroscopie infrgerindique la nature de liaisons H

de ces interactions.

En solution

Kunitake a étudié les phénomenes de reconnaissaoléeulaire en milieu aqueux, a
la surface de micelles et vésicifed.a comparaison avec ses travaux a l'interfaceait’
montre I'importance des propriétés dynamiques ietetface des vésicules ou micelles dans
les contributions d’interactions électrostatiquesie liaisons H notamment. Les surfaces de
ces agrégats offrent un environnement propice airtesactions et a la reconnaissance.
Cependant, il résulte de ses travaux que la mombeodournit I'environnement le plus

favorable a ce type de reconnaissance moléculaire.

Les groupes de Baglioni et Luisi ont apporté umgdacontribution a ce domaine. lls
ont étudiés des nucléolipides de structures madéesl proches, a l'interface air-eau et en
milieu aqueux. Dans ces systemes, le nucléotidiéede facon covalente a un phospholipide
dont la charge négative (portée par le groupe giaisp reproduit la charge de I'unité répétée

au sein des acides nucléiques naturels. La natrda thase nucléique est variée (adénine,
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uracile, cytosine) ainsi que les nombre, longu¢umsaturation des chaines hydrophobes. Ces
travaux se concentrent sur la comparaison desmsgst@ortant les nucléosides A-U et A-C
(Figure 1V-19).

[ X I
o) X
F«JJ\O/\/\O/F',\OAQ HanstCrso o >
s (0] o
Ry YO OH OH OH OH

0
A B

R4, Ry = chaines alkyles (oléoyle, palmitoyle) NH o NH
2 2
“ {ijr\l N K\N
W ey

Figure IV-19 : Structures moléculaires des nucléo+aphiphiles utilisés par les groupes de Baglioni (At

Luisi (B). Dans chaque cas, X représente la baseaiéique (A, U, C).

A l'interface air-eau, ces deux groupes ont migedence la présence d’interactions
attractives au sein d’'une monocouche composée digmies-adenosine (Amph-A) et
Amph-U, non observées dans le cas Amph-A en préseiec Amph-C2*°. Ces études
permettent de distinguer les contributions d’'inticans d’empilement et de liaisons H (sans
restriction aux liaisons de type WC) en présencenaigéotides complémentaires ou non
complémentaires a l'interface air-eau.

En milieu aqueux, ces travaux montrent que lescuéss présentent une surface propice aux
interactions mises en jeu dans I'appariement deshd3es études de spectroscopies UV ont
montré un effet hypochrome (diminution de I'inteési’absorbance a une longueur d’onde
caractéristique donnée) attribué a la présence idesohs H entre nucléosides
complémentaired. En effet, ce phenoméne est observé dans le cassieules Amph-
A/Amph-U contrairement aux vésicules Amph-A/Amph-Cécartant [I'’hypothése
d’interactions d’empilement comme seule contributicEnfin, I'étude de nucléosides
phosphatidyles a été menée dans le contexte ddlesicé’ A nouveau, avec des données
supplémentaires de RMN et de diffusion des neutanmxspetits angles (SANS) Baglioni a
montré la présence d’interactions d’empilementiajog de liaisons H de type WC entre les
nucléosides complémentaires A et U. Ces interast@nire bases complémentaires induisent

une diminution de l'aire par téte polaire, maisssahanger la structure micellaire.

Dans le but d’'initier des interactions avec unecg#é plus grande, des amphiphiles
portant des PNAs liés de fagon covalente ont étéhséyisés. L'ajout d’'une chaine alkyle & un
PNA, pour la synthése d’'une PNA amphiphile (PNAADmeut I'auto-assemblage de ces
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molécules sans modifier la spécificité d’interactavec un acide nucléique complémentaire,
ni la stabilité du complexe résultdht Dans la majorité des cas, ces caractéristiques so
utilisées pour le développement de molécules d@éntdiologique et biotechnologique :
purification d’oligonucléotides de facon séquenpéesfiqgue par chromatographie
hydrophobe par exempfe

Dans le domaine des auto-assemblages, Stupp rstéstssé a I'architecture et aux propriétés
supramoléculaires d’agrégats obtenus a partir d'ookécule constituée d’'une partie PNA (1,
en rouge, Figure 1V-20A), d'une partie peptidigi®) (2, en violet, Figure IV-20A) et d’'une
partie amphiphile (A) (3, en bleu, Figure IV-20A)ye nous appellerons PNA-PA D'un
point de vue morphologique, ces molécules s’auserablent en formant un gel constitué

d’un réseau de nano-fibres (Figure 1V-20B).

PNA-PA K Mo IO '
A -GGG-AAA-K-Palmitoyle B s 53 / . l |
B K-TTTTTTT~%_V_2 3 g ) RO
~ONH ] Nt f
B A |
o NH;
o N 0 v
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HaN Ay~ N r\l He po i1ets w’ i -
HzN.\/\_/i 7 HE W82 RE.2w -~ ey
T s - £ 100 nm__*
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Figure 1V-20 : (A) Structure moléculaire du PNA-PA développé dans le groupe de Stupp. (B) Réseau de

nano-fibres obtenu par auto-assemblage de ces malées. Cette photographie est issue de Stupp, 20@5].

Ce type de structures a été également reporté garatipe avec des peptido-amphiphiles
ayant une structure similaire a la partie PA (ieiebleu, Figure IV-20AY. Le branchement
du module PNA est particulierement intéressantquiiisne modifie pas fondamentalement
la morphologie supramoléculaire. De plus, cette@ation est d’autant plus intéressante que
le PNA conserve ses propriétés : le complexe PNAAPA se révele extrémement sélectif,

et plus stable que le duplexe ADN/ADN correspondant

3.3.2 Morphologies

D’un point de vue morphologique, les nucleoamphgshont été également étudiés
pour comprendre la relation entre structure mobioeilet architecture supramoléculaire. Ces
systémes ont été développés pour exploiter la catpiéé due aux propriétés intrinseques

d’auto-organisation de chacune des parties. Lefotides ont été notamment utilisés dans
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I'objectif de reproduire les structures hélicoidalearactéristiques des acides nucléiques
naturels®,

A la fin des années 1980, Yanagawa a ainsi déatit [a premiére fois, la formation

spontanée de structures hélicoidales a partir deosides conjugués a des phospholipides
59,60

(dimyristoyle-5’-phosphatidylenucleosides) (Figlive21)

A

OCO(CHa)15CH3

CHB(CHZ)QCOO{ O
oPO B Base
OH

OH OH

Figure IV-21 : (A) Structure moléculaire des nucléeamphiphiles utilisés par le groupe de Yanagawa. (B
et (C) Morphologies obtenues par auto-assemblage des molécules. Ces photographies sont issues de
Yanagawa, 1989 [61] et 1992 [62].

Ces travaux illustrent la coopérativité des strattans des parties amphiphile et
nucléotidique et I'importance des interactions mise jeu, specifiques a chacune d’elles. Les
interactions hydrophobes qui régissent l'auto-atdage de la partie amphiphile ont un role
clé dans la formation des hélices qui ne sont @Bssrque pour des longueurs de chaines
hydrophobes de 14 et 16 carbones. L'importanceadeattie nucléotidique est illustrée par
'absence de structures hélicoidales dans le cahdgpholipides équivalents ne portant pas
de base nucléique, ainsi que par la diversité dpinodogies (simple ou double hélice, largeur

et pas de I'hélice) observée en fonction du nualieo&@dénosine, cytidine ou uridine).

A la suite de ces travaux, de nombreux groupesdéntit la formation d’agrégats
supramoléculaires de morphologies originales. @raien particulier les groupes de Shimizu,

Kim, Shinkai et Barthélémy.

Shimizu a notamment exploité les propriétés d’aggstifiants de I'eau de molécules
bola-amphiphiles liees de facon covalente a dessbascléiques (Figure 1V-22A) ou a des
nucléotides (Figure 1V-22B). Dans ces systemesppbrtance des parties amphiphile et
nucléique est étudiée en faisant varier succesgneta longueun de I'espaceur et la nature

de la base.
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Figure IV-22 : (A) et (B) Structures moléculaires @s nucléo-amphiphiles (bola-amphiphiles) utilisésgp

Shimizu. (C) Formation d’'un gel a partir de (B). Cete photographie est issue de Shimizu, 2002 [64].

Les dérivés du bola-amphiphile A (Figure IV-19) taoit les bases T-n-T, A-n-A et T-n-A ont
été synthétisés et leurs auto-assemblages cas&stéim-10-T s’auto-assemble en double
hélice micrométrique alors que A-10-A précipite.rdque les deux bases complémentaires
sont présentes, soit au sein de la méme molécli@A soit dans le mélange T-10-T/A-10-A,
la formation de fibres nanométriques achirales aistervéé’. Ces études montrent que
l'acquisition d’'une morphologie résulte d’interacts dépendantes de la nature des bases.
Dans ces systemes, ces variations sont attribuéexipalement aux différences
d’interactions d’empilement entre purines et pydimes.

Dans le cas de nucléotides (TMP) liés covalemmeantyme chaine alkyle de longueur
(Figure IV-22B)*? un gel est formé dans certaines conditions de Pi8),( température
(>85°C) et longueur d’espacenr(>18) (Figure IV-22C). L'addition de petits oligomeére
d’AMP (n AMP liés covalemment par des liaisons phosphoeliests’, n étant compris entre

2 et 8) n'induit aucune modification de la struetwtu gel. Cependant, dés lors que le
squelette adénylé est suffisamment importart (0, 20 ou 40 unités), le gel est caractérise
par la formation de fibres hélicoidales. Des étuslegplémentaires, en spectrométrie de
masse, spectroscopie infrarouge et dichroismelaireymontrent la présence d’interactions
s'établissant entre les bases nucléiques T°&tRus récemment, la spécificité d’interaction
en fonction de la base a également été reportéeeften, la formation de structures
hélicoidales a partir d'un bola-amphiphile TMP pstmise en présence de poly AMP et non
de poly TMP*.

En 2003, le groupe de Kim a développé deux systéraekolipidiques qui se sont
egalement réveélés étre des agents gélifiant. Chseygieme posséde une partie amphiphile et
une base propres. Le premier, composé de thymidstieapable d’emprisonner des solvants
organiques (Figure IV-23A et B) Le second est composé d'uridine et est un ag#iitagt
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de I'eau (Figure IV-23C et . Ces phénomeénes d’agrégation aboutissent a lafmmde

fibres ou de lamelles.

Figure 1V-23 : (A) Structure moléculaire du nucléoamphiphile dérivé de thymidine et (B) formation d'un
gel en solvant organique. (C) Structure moléculairelu nucléolipide dérivé d'uridine et (D) formationd’un

gel en milieu aqueux. Ces photographies sont issuds Kim, 2003 [67] et 2003 [68].

Shinkai a développé un gélifiant de solvants ompaes dérivé de thymidine,
possédant une structure proche de celle décritéipar(Figure IV-24Af’. Si la formation du
gel est conservée suite a I'addition de poly (Cyoly (A), des différences morphologiques
sont observées en microscopie électronique (FiH4B). De plus, I'addition de poly (A)
provoque des variations spectroscopiques, non wisersuite a I'ajout de poly (C). Ceci

indique que les liaisons hydrogéne impliquées spétifiques de la base nucléique.

- o]
\fI\NH
NAO
C15H31T0
o 0]

OH

Figure 1V-24 : (A) Structure moléculaire du nucléoamphiphile dérivé de thymidine et (B) formation d'un
gel en solvant organique. (C) Structure moléculairélu nucléo-amphiphile dérivé du cholestérol portant
un uracile et (D) formation d’un gel. Ces photograpies sont issues de Shinkai, 2004 [69] et 2001 [70]

Un autre nucléolipide a été synthétisé et étudrécpagroupe (Figure IV-24C). Ce systéme
repose sur le fait que le cholestérol et ses dgiive prouvé leur efficacité a former des gels.
Dans ce cas, le dérivé du cholestérol porte unilaraane extrémité. En solvants organiques,
cette molécule s’auto-assemble en réseau de filgesoidales formant un gel (Figure V-
24D)%®. Les propriétés de ce gel ont été étudiées entifoncle la présence d'additifs
composes de bases nucléiques. Alors qu’en présienoacléosides monomeriques, le gel est
déstabilisé, il est renforcé en présence de poly@@poly(Cf°. Aucune reconnaissance

spécifique n’est observée dans ce cas. Cependaparait clairement que la restriction
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conformationnelle apportée par le squelette subosjphate au sein du polymeére est
essentielle pour permettre I'effet coopéraiif des interactions faibles responsables de la
stabilisation de la structure hélicoidale du ged. doopérativité d’origine hydrophobe est
eégalement importante. Ce gel est stabilisé paditamh du dérivé du cholestérol de départ,
mais cette fois-ci de facon dépendante de la nalesebases liées. La stabilisation du gel est

observée en présence d’adénine mais pas en pré&s=ogosiné.

Récemment, une contribution importante a été appqrar le groupe de Barthélémy
qui utilise un systeme dans lequel un nucléosidigi(e) est lié de facon covalente a une
phosphocholine (Figure IV-25A). Ce nucléolipide ww@assemble en une diversité de
morphologies importante (Figure IV-25B, C et D), set révele notamment étre un agent
gélifiant de l'eau et des solvants organiqgues daedaines conditions (température,

concentration, structure moléculaire, additifs).
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Figure 1V-25 : (A) Structures moléculaires des nu@do-amphiphiles utilisés par Barthélémy. (B) Formatn
de vésicules a partir du nucléolipide Ae, (C) d’umgel a partir du nucléolipide Ab, (D) de microsphers a
partir du nucléolipide Ac, en présence d’actinidesCes photographies sont issues de Barthélémy, 2q@3],
et 2006 [74].

Dans ce cas, des transitions de morphologies dosgreées en fonction de la structure
moléculaire des chaines hydrophobes (nature, lamgek insaturation) et de la présence
d’additifs. Par exemple, la molécule Ae (Figurea¥A) conduit a la formation de vésicules
(Figure 1V-25B) alors que le nucléolipide Ab seeélevétre un agent gélifiant de I'eau et des
solvants organiques, présentant un réseau de foresicroscopie électronique (Figure IV-
25C) et Ac forme un gel uniquement en milieu agdéuk’addition d’ions actinides ou

lanthanides induit une transition vers la formatéE microsphéres (Figure IV-258) et le

remplacement des chaines hydrocarbonnées par @éseshfluorocarbonnées induit la

formation de phases lamellaifés
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Tous les systemes décrits préecédemment metterguedgs molécules amphiphiles
lites de facon covalente a la partie nucléique. &ewsystémes nucléo-amphiphiles non
covalents ont été a ce jour développés dans le idendes auto-assemblages. Ces systemes
présentent pourtant de nombreux avantages, en tgrsgnthese, mais également en termes
de morphologies et de contrdle moléculaire. Noumnawar exemple vu dans les chapitres
précédents, lI'acquisition de morphologies variéesrgginales induite par le contre ion
complexé au tensioactif chargé. De plus, s'il esdsfble de varier la nature du contre ion
facilement, le contréle des morphologies est adolesgar de multiples voies, telles que le pH

et la présence de sels.

Systemes nucléolipidiques non covalents

Des complexes faisant intervenir des interactiolestéstatiques entre une partie
amphiphile cationique et des acides nucléiquesgéisanégativement ont été largement
étudiés dans le domaine médical, pour la concejovecteurs, notamment pour le transfert
de génes (Figure IV-26) Les liposomes cationiques se présentent commaeltiEsatives

intéressantes aux vecteurs vira/X

Figure IV-26 : (A) Structure moléculaire du tensioatif cationique développé par Felgner, 1987 [76]B|

Schéma de I'encapsulation d’ADN polyanionique dansn liposome cationique, adapté de Behr, 1994 [77].

Certains groupes de recherche se sont intéredaéstracture supramoléculaire de tels
complexes et aux mécanismes de leurs auto-assessbl&gpendant, ces études sont
principalement orientées vers la compréhensiomdiEsanismes d’encapsulation, ainsi que de
I'organisation des systémes biologigues, tels gusbmpaction de ’'ADN génomique dans le
noyau d’une cellule, dans une bactérie ou une dapsrale. Ces travaux impliquent I'étude
de la condensation de I’ADN sur une surface, oteateés mono et bicouches lipidiques ainsi
que la caractérisation des interactions ADN-ADMBN-lipides’ "8 7989

Cependant, si ces systemes sont basés sur l'associ@on covalente d’acides
nucléiqgues a des molécules amphiphiles chargéesiedtent éloignés des nucléolipides
présentés dans ce chapitre. L'utilisation de bdiddN et d’ARN ne permet notamment pas

un contr6le strict de la stoechiométrie des deutepaires.
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4 Conclusion

Ce travail bibliographique illustre les enjeux d&aboration de nucléo-amphiphiles
pour la conception d’auto-assemblages supramoiéesialans différents contextes : aux
surfaces et aux interfaces d’objets amphiphilessidnien en milieu agueux qu’organique. La
fonctionnalisation des tensioactifs par I'insertidn nucléotide, nucléoside ou simplement
d’'une base nucléique génere un intérét importam$ ¢abut de tirer profit de leurs propriétés
au sein des acides nucléiques, en termes d’'autoys@agion et de reconnaissance moléculaire.
L’exploitation de ces molécules est particulieretnstimulante pour créer de nouvelles

architectures dotées d’un contrble a I'échelle makire.

Les exemples présentés dans ce chapitre montrénesfupossible de contréler et de
moduler les propriétés des agrégats nucléo-ampéspbn fonction de la nature de la base
nucléique associée au tensioactif. La morphologie auto-assemblages peut en effet étre
variée par I'addition d’un autre nucléo-amphiphde, d’'une base nucléique, complémentaire
ou non complémentaire. Ces architectures sont mgale sensibles a la structure du
tensioactif (longueur et nature des chaines hyarogh par exemple), ainsi qu’a de multiples

parameétres extérieurs tels que la nature du soétdatprésence d’ions.

De nombreux travaux ont reporté l'acces a un ctmtides propriétés d’auto-
assemblage reposant sur la spécificité d’interaaittre bases nucléigues complémentaires et
non complémentaires. Ces travaux concernent add'éude des interactions aux interfaces
(air-eau par exemple) et en solution et utilisenhdmbreuses techniques telles que la mesure
des isothermes de Langmuir et des méthodes spempigaes (infrarouge et RMN
notamment). Cependant, dans la majorité des cagulgtre nucléosides ne sont pas exploités.
Pour obtenir un contrdle strictement spécifique,ciactérisation des agrégats nucléo-
amphiphiles nécessite une étude systématique dpartement d’agrégation en présence de
chacune des bases. Est-il possible d’associer nhages bases a un tensioactif donné pour
induire la formation de structures de morphologigginale ? Comment ces morphologies
sont-elles modulées par I'addition de chacune dedreg bases nucléiques ? De quelle nature
sont les interactions s’établissant entre les widffés partenaires ? Des réponses a ces

questions seront proposées dans le chapitre suivant
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Chapitre 5 :

Etude de nucléo-amphiphiles en solution
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Chapitre 5. Etude de nucléo-amphiphiles en solution

1 Introduction

Dans le domaine des auto-assemblages, les nuclgoiaimies sont des molécules
particulierement intéressantes puisqu’elles somtpamsées de deux entités capables de s’auto-
organiser de facon autonome. Les acides nucléigteragissenvia de multiples interactions
faibles d’empilement aromatique et de liaisons bgéne notamment. Les molécules
amphiphiles s’auto-assemblent dans l'eau du faitndenbreuses forces contrdlées par
différents parametres moléculaires dont la prifeigst I'effet hydrophobe. L’association de
ces deux entités permet de concevoir de nouveltdstectures supramoléculaires induites
par des effets coopératifs d’auto-organisation.utdeassemblage de la partie amphiphile
assure le confinement des nucléotides a la surfese agrégats formés et favorise les
interactions inter nucléotides telles qu’observéesein des acides nucléiques (Figure V-1).
Les contraintes conformationnelles imposées par @g#sractions forcent ainsi la

réorganisation des parties amphiphiles.

-

Effet hydrophobe Interactions
I —— inter nucléotides

Figure V-1 : Représentation schématique des effet®opératifs responsables de I'auto-assemblage de
nucléo-amphiphiles en solution.

L’objectif de notre projet consiste a varier lefféents paramétres moléculaires de
ces systemes pour comprendre les contributionshdgue entité dans I'acquisition des
propriétés des auto-assemblages et contréler legphmlogies obtenues. Ainsi, nous
souhaitons développer une stratégie rationnelle [gooonception de nouvelles architectures

supramoléculaires a partir de biomolécules.
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Les systemes que nous développons au sein de latioeatoire consistent en
complexes électrostatiques, la partie nucléiquetanté pas liée de fagcon covalente a
'amphiphile. Cette stratégie permet de varier tredement facilement chaque entité et
d’obtenir une bibliothéque de nucléolipides vastpeal contraignante d’'un point de vue de sa
synthese.

En ce qui concerne la partie amphiphile, deux sysgeont été développés : des amphiphiles
géminés dicationiques (gemini) (Figure V-2A et Bhsa que des molécules amphiphiles
composeées de deux chaines hydrophobes et d’'ure téeéellcationique (Figure V-2 C). Pour
chaque systéme, différents paramétres ont été medidu cours de I'étude. La partie
nucléique consiste en mononucléotides monoaniosiffigure V-2A et C) ou trinucléotides
dianioniques (Figure V-2B). La nature de la basendaléotide complexé a également été

variée.

Gy
A B Cc
Variation de la structure moléculaire
et des conditions expérimentales
Interactions moléculaires Morphologies supramoléculaires

Figure V-2 : Représentation schématique des systemaucléo-amphiphiles étudiés.

Au-dela de la diversité structurale des nucléotapiples synthétisés, le
comportement de ces molécules a été étudié endar¢ divers parametres expérimentaux,
tels que la concentration, la température, aingl lquprésence de nucléosides non chargés

(constitués d’'une base liée au ribose) (Figure V-2)

Dans un souci de clarté, ce chapitre présente déetde nucléo-amphiphiles
monocationiques. Nous nous attacherons a présemiaairallele I'étude des interactions inter
moléculaires mises en jeu ainsi que la caract@isates morphologies supramoléculaires

observées. Les résultats obtenus a partir de gedicationigues complexés a des

mononucléotides seront présentés en annexe (Anfdxe
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2 Amphiphiles monocationiques : étude des nucléoliges
C1o.GMP et C, AMP

Ces nucléolipides sont constitués d’'une téte polaationique portant deux chaines
aliphatiques symétriques de longueurA cet amphiphile est complexé un mononucléotide
NMP. Dans la suite de ce manuscrit, ces moléculemsamée<C,NMP (Figure V-3). Les
comportements d’agrégation des molécules syntledtiaéce jour par Sabine Manet et moi-

méme sont présentés dans le Tableau V-1 :

0 Base
HO-P-0— ¢ NH, NH, o)
O_ N ~N N
OH OH Base =< | ) < NH |,I\Ll\ | T\H
NN N""N""NH, N0 N
% | | | |
N
H2n+1Cn/ CHones AMP GMP CMP UMP

Figure V-3 : Structure moléculaire des nucléo-amphuhiles monocationiques GNMP.

10 pm, C,,AMP 10 mM

Amph:phlle Comportement d’agrégation
T,.(C)
10 prm, C,,AMP 10 mM o Précipité
12 Arborescence de forme indéterminée
C,,AMP Précipité ; '
t b 32 Structures hélicoidales chirales i
/ K 0 C,,AMP Précipité ; - L) A mb
’ 35 Longues fibres sans chiralité apparente \ o }{'_‘Ja -
o o
C,,CMP Précipité ; _,-—J-?: 7/
35 A hiralité i s
10 prm, 912GME20 mM mas sans chiralité ; o -//. if 724
V C,,.CMP Précipité ; ot /.
' e & 60 Amas sans chiralité T 7 o
¥ C,,GMP Gel ; % Sl
< | 12 : =~ .
% 35 Structures hélicoidales chirales ‘// /
< 10 prm, C,,CMP 3 mM
-~ S S cC,,GMP
Y %o Gel —=
& "an 67 v
A [ g =7 C,;GMP >
. W o Gel () ol
C,;UMP Gel opaque; e \o v &
44 Fibres sans chiralité apparente ﬂf" ‘r./, SN o

A AL
N‘_/‘- .'Ff.

Tableau V-1 : Températures de Krafft (T,) et comportements macro et microscopiques de nucé

amphiphiles monocationiques. Clichés de microscopa@ptique des échantillons GAMP, C,AMP,
C16AMP, C1,CMP et C;,.GMP. Le cliché de I'échantillon de G,GMP a été réalisé par S. Manet.
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Les résultats préliminaires obtenus par microscoptegue montrent la formation de
structures supramoléculaires chirales a partir rdedéo-amphiphiles GGMP et G,AMP.
Partant d’'un amphiphile non chiral, ceci représemt@ouvel exemple de transfert de chiralité
via le contre ion. La chiralitt moléculaire du nucidet s’exprime a ['échelle
supramoléculaire.

De ce fait, les systemes GMP et G,/AMP ont fait I'objet d’études approfondies qui
seront présentées dans un premier temps. A la deiteet exposé, I'étude cinétique de ce
transfert de chiralité sera développée. Enfin, nabsrderons un nouvel aspect de la

caractérisation de tels objets.

Les nucléolipides GGMP et G,AMP sont constitués de parties amphiphiles et
nucléiques possédant des caractéristiques difEsesmh terme d’agrégation. Le tensioactif
C1.GMP possede des chaines hydrophobes plus couree¢eqensioactif GAMP, donc
moins propices a l'agrégation. En revanche, sortreaan GMP est plus enclin & précipiter
que 'AMP. En effet, malgré son fort moment dipodaiet une taille similaire a celle de
'AMP, GMP est particulierement insoluble dans lieet s’agrege de multiples facons. Ces
deux effets se compensent de telle maniére qusysésmes ont des Bt des concentrations
d’agrégation critiques (cac) similaires (2,720 pour G,GMP et 1,1.13M pour G.AMP).

Cet aspect est particulierement important puisqudils permet de comparer ces systemes de
facon directe dans la suite de notre étude.

Ce travail a conduit & la rédaction d’une publiati

2.1 Etude des interactions intermoléculaires en solan

Dans un premier temps, nous avons étudié l'ag@gaties nucléolipides par
conductimétrie et colorimétrie. Chacun des deusiterctifs est étudié dans I'eau ultra pure
puis dans une solution de nucléosides de concemtr@gale a 2 mM.

2.1.1 Etude par conductimétrie

C1.GMP et G,AMP présentent des cac similaires, caractériséeslgm ruptures de
pente trés faibles (Figure V-4). D’une maniére galeg les valeurs de conductivité sont deux
fois plus importantes pour @&MP (0-80 uS.ci) que pour GAMP (0-30 uS.ci) : les
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agrégats de LAMP sont moins ionisés que ceux formés a parti€g&MP. Ce phénomene
s’explique par une force d’interaction plus impat&entre 'amphiphile et le contre anion
AMP gu’en présence de GMP.

35

< C12GMP SCCl4AMP | g
80 |--@-+A A g 30 |- ®-+A J
o~ s % e o) — -8-+c
: -{1-+G ; -{1-+G
5 0| W10 | 5w -
) w o
= - = 20 Lo
e -® 2
= 404 . = 15 N
© P ©
% '-g 10
5 20| i §
O 5 §
Q I L I L L 0 - — ey 1 ~ L i
010" 110® 210® 310" 410" 510* 010" 110° 210° 310" 410" 510
Concentration (M) Concentration (M)

Figure V-4 : Etude de I'agrégation des tensioactif€,,GMP (A) et C;,AMP (B) par conductimétrie, dans

I'eau ultra pure et en présence d’une solution deutléosides a 2 mM.

L’addition de nucléosides induit des variationdaleonductivité autour de la cac. Une
diminution de la conductivité est observée, de fiegimilaire au sein des systemes@MVP
et G4,AMP. Ces effets sont donc davantage dépendantsidéaside présent en solution que
du nucléotide complexé.

La conductivité mesurée refléte la mobilité du cenbn nucléotidique complexé. En
effet, les pH des échantillons étudiés (cf Annexd&bleau V-4) indiquent que les bases
nucléiques sont présentes sous forme non protdxiasi, la conductivité est une mesure
directe des interactions entre bases nucléiqguesemiEs (nucléotides complexés et

nucléosides ajoutés).

Dans les deux systemes, U et G ont des effetsfaibkes, contrairement a A et
particulierement a C qui présente la diminutiorcdeductivité la plus importante. Les faibles
effets observés en présence de U peuvent s’explguda grande solubilité de ce nucléoside
dans l'eau. Ainsi solvaté, U n’interagit pas avemucléo-amphiphile et ne perturbe pas la
conductivité résultante de la solution. Dans ledms$s, ces faibles effets peuvent s’expliquer
par le phénomene inverse. G est particulieremansphible et s’auto-assemble dans I'eau ou
interagit avec le noyau hydrophobe des agrégaésamt’ ainsi plus disponible pour interagir
avec le nucléo-amphiphile.

En présence d’'adénosine, une diminution importaletda conductivité est observée. Ceci

s’explique par une diminution de la mobilité desitce ions nucléotidiques complexés et
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indique la présence d’interactions GMP — A et AMRA~Si ces liaisons hydrogéne inter
bases ne sont énergétiguement pas particulierestailies, ces trois protagonistes ont des
bases bi cycliques puriques. Ainsi, les interactiohservées par conductimétrie peuvent étre
interprétées par la mise en place d’interactiomsngfilement. Le cas de la cytidine présente
'exemple inverse. Si des interactions d’empilemprtivent intervenir pour stabiliser la
formation des complexes, leur contribution est dm@dans les systemes purine — pyrimidine.
Cependant, les liaisons hydrogene AMP — C et paitiement GMP — C présentent une
stabilité importante (Chapitre IV-2.2.3).

2.1.2 Etude par colorimétrie

En ce qui concerne la structure des agrégats tehsioactif, I'étude par colorimétrie
permet d’obtenir des informations différentes dedaductimétrie. Cette technique permet
I'étude des interactions inter bases (interactidiesnpilement et liaisons hydrogene) et de
I'hydratation des agrégats, et non plus de leurdtanisation. L’agrégation, caractérisée par
I'apparition d’une bande de longueur d’onde maxemebmprise entre 410 et 430 hm
implique la formation d’agrégats d’autant plus tatés que la longueur d’'onde maximale est
importante.

Les agrégats formés dans le cas du tensioag/fMP apparaissent moins hydratés
(410-415 nrit) que dans le cas de lGMP (415-425 ni) (Figure V-5). Ceci confirme les
résultats obtenus par conductimétrie : la pluddditrce d’interaction entre le tensioactif et le
nucléotide GMP induit une hydratation plus importadu contre ion que dans le cas d’'une

interaction forte entre I'amphiphile et 'TAMP.

425 420

T |=<c1emp < " Seciaawe
£ A £ 415 [-@-+A B )
7 e 1 T |0+«
= LI+G L 410 |-0-+G i
S 415|-®-+U e o | & =
% a % 405 L i
£ 410 £

410 L i
o) % 400 - i
=]
5 405 L X S 395 ]
© o
3 400t | 5 a0 i
> o 385 L i
S 35| | £
4 2 380 | L

1 1 1 Il Il 1 1 L
110 210 310 410" 510 6 10™ 110 210 310° 410" 510*
Concentration (M) Concentration (M)

Figure V-5 : Etude de I'agrégation des tensioactif€,,GMP (A) et C;,AMP (B) par colorimétrie, dans
I'eau ultra pure et en présence d’'une solution deucléosides a 2 mM. La valeur de la longueur d’onde

maximale d'absorbance du colorant au-dela de la cmitaduit I'état d’hydratation de I'agrégat.
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L’addition de nucléosides induit des variations ldagueurs d’ondes maximales
mesurées. Les effets observés en présence de Watt@es faibles, comme c’était le cas par
conductimétrie, et également faibles en présende diéeffet le plus important est a nouveau
observé en présence de C. Dans ce cas, les agagadsaissent moins hydratés. Ceci
confirme les résultats obtenus précédemment efplgre par la formation de liaisons
hydrogene GMP — C et AMP — C perturbant les lisgsshgdrogene préalablement formées

entre les nucléotides GMP ou AMP et les moléculesud

2.2 Etude des interactions intermoléculaires a I'intdace air-eau

2.2.1 Principe de I'expérience

Ces interactions ont été étudiées par la techrdgu@m de Langmuir. Cette technique

permet d’obtenir une monocouche de tensioactifdatesjue celui-ci satisfait deux critéres :

v Le tensioactif doit étransoluble dans I'eaupour ne pas étre dissout en sous phase

v Le tensioactif doit étreoluble dans des solvants organiquesli ont la capacité de
s’évaporer facilement a température ambiante peupas modifier I'aire par molécule de
tensioactif déposée. On utilisera typiquement lrafiorme, auquel peut étre ajoutée une

faible quantité de méthanol dans le but d’amélitaesolubilité de nos échantillons.

Dans ces conditions, le dépdt d’'une solution dsitexctifs de concentration connue permet la
formation d’'une couche d’épaisseur monomoléculdioat la densité est contrdlée. Ces
molécules sont déposées sur une surface d’eauncentdans une cuve (appelée cuve de
Langmuir), équipée de barrieres amovibles contsdfi ordinateur. Le comportement des
molécules amphiphiles de la monocouche est étud@ars de la diminution progressive de

I'aire par molécule, par compression des barri@fegire V-6).

Barriéres Cuve de_
/ amovibles Langmuir
[ i . . . = ] [ . . . - ] [ .:.
Molécules -

e Compression des barrieres
tensioactives

Figure V-6 : Représentation schématique de la compssion d’'une monocouche d’amphiphiles.
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Au cours de la compression, les isothermes deipreds surface en fonction de l'aire par
molécule sont mesurés a l'aide d’'un tensiometre)gpaéthode Wilhelmy. Un isotherme de
Langmuir présente typiquement trois phases pritesp@igure V-7) :

» la phase gaz dans ces conditions les molécules déposées npaoeh contact. Elles
diffusent et s’orientent de facon indépendanteufess des autres.

» Ja phase liquide : I'aire par molécule diminue a la suite de la corspien des
barriéres. Les molécules entrent en contact etagiesent les unes avec les autres. Leur
comportement n’'est plus indépendant des autres colee du film. Cependant, la
monocouche reste fluide et faiblement organisée.

» Jla phase solide :l'aire par molécule est réduite de facon a induiee forte
organisation de la monocouche. Les interactionedes molécules constitutives du film sont
maximales. A ce stade, une compression supplémenta la monocouche provoque sa

rupture.

Mesure de la tension de surface
par la méthode Whilelmy

MJf\\ﬁ

Phase solide

£

= {liquid condensed, LC)

E /

o

o

£

3

7]

@ v : 5

= Coexistence Phase liquide
.5 des phases (liquid expanded, LE)
a

&

o

liquide et solide
Coexistence
des phases

gaz et liquide

Aire par molécule (A2.mol ")
Figure V-7 : Schéma d’'un isotherme de Langmuir presion de surface—aire par molécule obtenu au cours

de la compression d’'une monocouche de tensioact{timinution de I'aire par molécule).

Cette technique est particulierement adaptée audéétdes interactions inter
moléculaires de nucléo-amphiphiles. Elle permessliaer un confinement des nucléotides a
la surface de la monocouche dans le but de proniodes interactions entre nucléotides
complexés et éventuellement entre nucléotides eléosides ajoutés dans la sous phase
aqueuse. Cette configuration permet de fixer lladon des nucléo-amphiphiles tout en les
laissant libres de diffuser au sein de la monoceuch
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2.2.2 Reésultats

A l'interface air-eau, les interactions intermoliites entre les moléculesGMP et
C1,AMP et les différents nucléosides ont été étudpaasla technique du film de Langmuir.
Dans ce contexte, les deux tensioactifs montrentdmportements tres différents (Figure V-
8). CL,AMP présente un isotherme de Langmuir classiques ajoe GGMP apparait trop
soluble dans l'eau pour former une monocouche etalllependant, la présence des
nucléosides C et G en sous phase permet de staliédisnonocouche de;&MP. Dans ces
deux cas, on obtient un isotherme de Langmuir tygicucune stabilisation n’est observée
en présence des nucléosides A et U.

Dans le cas du tensioactififBMP, tres peu de variations sont observées en pcésde

nucléosides, mise a part une faible expansion &€&epce de G.
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Figure V-8 : Isothermes de Langmuir pression de sdiace — aire par molécule obtenus avec les tensioést
C1,GMP (A) et C;,AMP (B) (concentration 0,5 mM) sur I'eau ultra pure et sur une sous phase contenant
des nucléosides (1 mM). Alors que d’importantes véations sont observées en présence de,GMP et des

nucléosides C et G, les isothermes obtenus avegAMP varient peu.

Afin de déterminer si les effets observés ave£SMIP sur des sous phases contenant
les nucléosides G ou C sont spécifiques du coommecomplexé ou simplement dus a la
longueur des chaines du tensioactif, le comportenden nucléo-amphiphile GAMP a
I'interface air-eau a également été étudié (FiQG8A).

C1,AMP apparait également trop soluble pour former wumenocouche stable a
I'interface air-eau, ainsi qu’en présence de A oenlsous phase. En revanche, la présence de
G permet de stabiliser le film. Cependant, dansase aucune stabilisation n’est observée en
présence de C dans la sous phase. La stabilisgigervée avec ,@GMP est donc spécifique
du contre ion GMP.
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Figure V-9 : A : Isothermes pression de surface —ire par molécule obtenus avec le tensioactif GAMP
(0,5 mM) sur I'eau ultra pure et sur une sous phaseontenant des nucléosides (1 mM). La stabilisatiote
la monocouche n’est observée qu’en présence de hdda sous phase. B : Variations d’'aire par molécal

mesurées a partir d'isothermes pression de surfacaire par molécule pour les nucléolipides GGMP,

C1,AMP et C1,AMP (0,5 mM) sur des sous phases d’eau et de nuckides (1 mM).

D’'importantes variations sont observées en présdaceé en sous-phase : stabilisation
de la monocouche de;flGMP et G,AMP, et expansion dans le cas du system@KP. Ces
résultats ne peuvent pas étre interprétés paemiention de G, en tant que base purique bi
cycligue, dans des interactions d’empilement. Efetefla compaction attendue de la
monocouche n’est pas observée. Cependant, ce sigdéest tres hydrophobe, s’agrege
facilement dans I'eau et a tendance a adopter aiigninement préférentiel a I'interface air-
eau. Ce phénoméne provoque ainsi une augmentaibairg par molécule ou la stabilisation
de la monocouche, dans le cas d’un tensioactifgodyblé.

A Tlinverse, C ne possede pas ce caractere hydbmphth semble ainsi que la
monocouche de @GMP soit stabilisée par la formation de liaisondrogéne GMP — C. En
effet, de telles interactions ne sont pas obsergagaésence de;AMP et G,AMP. Enfin,
aucune variation n’est observée en présence d'ad@n@t d'uridine en sous phase. Ces

nucléosides ne semblent pas interagir avec legotidés de la monocouche.
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2.3 Etude morphologique

Suite a I'étude des interactions intermoléculairesjs avons étudié le comportement
et la morphologie d’agrégation de ces moléculesifiérentes échelles. Au cours de la
précipitation de ces deux nucléo-amphiphiles, dpeets macroscopiques tres différents sont
observés. En paralléle, nous avons étudié la méogieodes agrégats formés par microscopie
optique et électronique. Pour des raisons cinésique seront expliquées par la suite, ces
deux systémes ont été étudiés a des concentradifiésentes : 20 mM dans le cas de

C12,GMP et 10 mM pour GAMP. Les nucléosides sont ajoutés a une concentrdg 2 mM.

2.3.1 Précipitation des nucléo-amphiphiles dans 'ea

A des concentrations de 20 mM;(GMP) et 10 mM (GAMP), ces deux tensioactifs
précipitent dans l'eau, suivant deux voies et daixétiques tres différentes. Aprés
solubilisation, G;GMP forme un gel dont le diametre, égal a celuipdulier contenant
I'échantillon, diminue avec le temps. Un disquepiies en plus petit est formé. L'eau est
expulsée du gel, c’est le phénomeéne de synéreger@V/-10). La cinétique d’agrégation est

suivie par la mesure du diametre du gel.

Temps

Figure V-10 : Photographies d’échantillons de GGMP (20 mM) dans I'eau présentant différentes étape

de synérése du gel en fonction du temps (entre 73 jours aprés solubilisation).

Ce comportement est également observé a une coatb@mtde G,GMP de 10 mM.
Cependant, dans ce cas, la cinétique de formatiagetiest de I'ordre de quelques semaines,
alors gu’elle est de I'ordre de quelques jours @ concentration de 20 mM. Ceci explique le

choix de la concentration utilisée pour I'étudecdesysteme.
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C1,AMP précipite également dans I'eau : d’'une solutiompide, il devient opaque
puis forme un précipité dense. La cinétique de &iom du précipité est de l'ordre de
guelques heures a une concentration de 10 mM ateétérée suite a une augmentation de la
concentration : de l'ordre de I'heure a 15 mM et gqleelques minutes au dela. Suite a
'addition de nucléosides, la cinétique de préafpin est modifiée. Ces variations sont
d’autant plus remarquables que la concentratiofiagse. La Figure V-11 illustre le fait que
la distinction entre les différents échantillonayeet ajout de nucléosides) est frappante a une
concentration de tensioactif de 10 mM, et attéraredela (les nucléosides sont ajoutés a une

concentration de 2 mM).
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Figure V-11 : Cinétique de précipitation de G,AMP seul et en présence de nucléosides (2 mM) emétion
de la concentration en tensioactif. Les différencede comportement induites par I'addition de nucléasles

deviennent difficiles a identifier au-dela d’une cacentration en tensioactif de 10 mM.

Pour cette raison, les systemas@MP et G,AMP seront étudiés a des concentrations
de 20 et 10 mM respectivement, dans I'eau ultra ptiien présence de 2 mM de nucléosides.
Dans ces conditions, nos systemes évoluent suivaet cinétique optimale pour le
déroulement de nos expériences et présentent degocements suffisamment distincts en

présence de nucléosides pour étre étudiés préaiséme

L’étude par microscopie optique des précipités degGMIP et G,AMP révele la
formation de structures hélicoidales micrométrigiiiegure V-12). Ceci représente un nouvel
exemple de transfert de chiralité a partir d'undéoale amphiphile achirale. La chiralité du

ribose porté par le nucléotide est exprimée a é8etsupramoléculaire.
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Figure V-12 : Clichés de MO présentant la formatiord’hélices a partir des tensioactifs GGMP (20 mM)
(A) et Ci,AMP (10 mM) (B). Pour chaque série de photographied'échelle indiqguée est commune.

D’un point de vue cinétique, ces deux amphiphilesvent des voies d’agrégation
différentes. La formation du gel da/GMP débute avec I'organisation d’'un réseau de $ibre
de 10 nm de diamétre observable par microscopietréfeque en transmission (MET)
(Figure V-13B) et a balayage (MEB) (Figure V-13Cgs fibres semblent s’enrouler les unes
avec les autres au cours du temps pour formeilges fchirales d’'un diameétre d’une centaine
de nanometres, observables pas microscopie offid@¢ (Figure V-13D,E).

ol
- ]
& »

100 nm } _.
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Figure V-13 : Clichés de MO (A et D), MET (B) et MBB (C et E) présentant la formation de fibres chiraés

au cours de la formation d’'un gel de GGMP (20 mM) dans l'eau.

L’agrégation du nucléo-amphiphile;fAMP débute quant a elle par la formation de
fines aiguilles qui présentent une structure namoque chirale de type « cigare enroulé »
(Figure V-14B,C). Ces aiguilles se transformentcaurs du temps : la formation d’hélices
micrométriques et de longues fibres est alors etsefFigure V-14D). Ces dernieres ne

147



Chapitre 5. Etude de nucléo-amphiphiles en solution

présentent pas de chiralité a I'’échelle du microenéfependant, les observations par MEB

montre une chiralité a I'échelle nanométrique (Fégu-14E).

Figure V-14 : Clichés de MO (A et D), MET (B) et MBB (C et E) présentant la formation de fibres chira¢s
au cours de la précipitation de G,AMP (10 mM) dans I'eau.

2.3.2 Précipitation des nucléo-amphiphiles en présea de nucléosides

Les deux systemes présentent des variations degeieéle précipitation en présence
de nucléosides. Dans le cas dgGMP, la transition de solution a gel n'est pascaée. Les
variations de cinétique concernent I'entrée en ge (Figure V-15A). Comme observé au
cours de 'étude des interactions intermoléculai@smduit I'effet le plus important. Dans ce
cas, la synérése débute 4 heures aprés solubifisaé I'échantillon, alors qu’elle démarre
apres 5 et 6 heures en présence des nucléosidds Fespectivement, et apres un peu plus de

6 heures en absence de nucléosides. La présenmiriualentit I'entrée en synérése.
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Figure V-15 : Cinétique de précipitation des nucléamphiphiles C,,GMP (20 mM) (A) et C.L,AMP (10

mM) (B) dans I'eau et en présence de nucléosidesr(iM).
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Les effets observés avec le systemgA®IP sont différents. Dans ce cas, la présence
de G et A n’affecte en rien la cinétique de préatpn. En revanche, les nucléosides C et U
provoquent un ralentissement de la formation daipité.

Si la présence de nucléosides affecte les cin&idaegrécipitation des deux systemes
de fagcon comparable, la cytidine se distingue aveau. Ce nucléoside présente un
comportement spécifique du nucléotide complexépiesence du nucléotide complémentaire

GMP, C accélére la formation du gel alors qu’ierdlt la précipitation de GAMP.

Nous avons ensuite étudié l'aspect microscopique @ecipités de nucléo-
amphiphiles en présence de nucléosides. Les réssuitatenus par microscopie optique
indiquent que la variation de cinétiqgue s’accompada variations morphologiques plus ou
moins marquées. En ce qui concerne le system&MP, deux cas sont distingués. En
présence des nucléosides A et C, un phénomenectiatian est observé (Figure V-16). De
gros amas, d’aspect tres brillant en microscopferseent, a partir desquels semblent pousser
les fibres hélicoidales. Au contraire, en présate& et U, I'échantillon est beaucoup moins

dense, et de tels noyaux ne sont pas observés.

Figure V-16 : Clichés de MO présentant les auto-asmblages obtenus a partir de GGMP (20 mM) en

présence de nucléosides (2 mM). Ces photos montréatformation d’amas en présence d’adénosine (+ A)

et de cytidine (+C). L'échelle est commune aux queg photos.

En ce qui concerne le systeme/AMP, l'addition de cytidine présente une
morphologie particuliére. Dans ce cas, les hélimese forment pas, seules de longues fibres
sont observées (Figure V-17). Ceci représenteuecss parmi ceux étudiés avec ces deux
systéemes dans lequel la formation d’hélices n'a lpas Les différences morphologiques
entre les échantillons 1:¢AMP en présence de A, G et U sont plus subtiles. nOtera

cependant la formation d’hélices plus larges esgrée d'uridine.
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Figure V-17 : Clichés de microscopie optique préséant les auto assemblages obtenus a partir de AMP
(10 mM) en présence de nucléosides (2 mM). Seuladdition de cytidine (+ C) ne permet pas la formabn

d’hélices micrométriques. L’échelle est commune auguatre photos.

La Figure V-18 présente les profils de diffusiorns dayons X aux petits angles
(SAXS) pour chaque systéme. En absence de nuctspsigs pics de Bragg sont observés
dans les deux cas autour d’'une valeur q = 0,15Cette valeur correspond & une périodicité

égale &@2x7/q = 42 A et est attribuée & un empilement organésbidouches contenant peu de
molécule d’eau.
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Figure V-18 : Profils de diffusion des rayons X ol#nus par SAXS. (A) Au sein du systeme ,gGMP (20
mM) des variations de profil sont observées en préace de nucléosides (2 mM). Au contraire, aucune
variation n’est observée dans le cas du tensioac@f,,AMP (10 mM) (B).

Dans le cas de :{@&GMP dans I'eau, on observe un léger épaulementlesrpetites
valeurs deq (aux alentours de 0,125). Cet épaulement est &énmn présence des
nucléosides A et C, alors qu'aucun effet n’est olisen présence de G et U.

En ce qui concerne le systemeAMP, aucune variation de profil n’est observée s¥spnce
de nucléosides. Les variations de morphologies rebss précédemment ne sont pas
illustrées par les profils de SAXS. Ceci est patierement surprenant dans le cas de
I'échantillon G,AMP + C. En effet, les clichés de MO présentés guémment montrent
dans ce cas I'absence d’hélices micrométriques.
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2.4 Etude des interactions intermoléculaires par RMN

Afin d’établir un lien entre les études des intéiats intermoléculaires (en solution et
a l'interface air-eau) et les études morphologiguesis avons étudié ces interactions en
solution par RMN. Les conditions de concentratidilisées sont identiques a celles des
études morphologiques {{GMP 20 mM, G,AMP 10 mM, dans I'eau ultra pure ou dans une

solution de nucléosides a 2 mM).

En ce qui concerne le comportement d’agrégatio@,d&MP, seul et en présence de
nucléoside, une premiére observation est frappante vue des spectres présentés sur la
Figure V-19. Les protons de la partie amphiphila (euge, aux alentours de 1-2 ppm)
apparaissent avec une résolution extrémement faldéei est caractéristique d'un état
fortement agrégé des amphiphiles. En revancheyri@ens du contre ion, les protons de la
base (en vert, aux alentours de 8 ppm) et du rif@séleu, particulierement aux alentours de
6 ppm), apparaissent avec une bien meilleure riésoldans certains cas. C'est le cas par
exemple des échantillons C12GMP en présence d’ad@net de cytidine. Leur mobilité est

plus grande. La partie nucléique semble ainsi meirisuie dans I'agrégat.

O H |
o2l | AN
" Mo et
AL L e
ol J\.J A e U
CiHpd CpH - - __A/ -.C-ﬁéifl; B

8 6 4 2 0
Déplacement chimique (ppm)
Figure V-19 : Spectres RMN'H 400 MHz obtenus avec 'amphiphile G,GMP (20 mM) dans DO, seul et

en présence de nucléosides (2 mM). Ces spectresgouent clairement I'état agrégé des chaines

C,,GMP

aliphatiques de la partie amphiphile (en rouge, aualentours de 1-2 ppm).
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C1,AMP s’agrégent suivant un mécanisme différent. BErtigulier, les protons de la
partie amphiphile présentent une tres bonne résol@excepté dans le cas d'un ajout de C).

Ceci traduit une plus grande mobilité des chainesein de ce systéme (Figure V-20).
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Figure V-20 : Spectres RMN'H 400 MHz obtenus avec I'amphiphile GAMP (10 mM) dans D,O, seul et
en présence de nucléosides (2 mM). Les chaines h#ifiques présentent une mobilité importante.

Afin d’étudier ces interactions plus en détail, sagous focaliserons sur certains des
protons caractéristiques de la partie nucléiqes protons de la base (en vert, entre 7,7 et 8,5
ppm) et le proton en position 1’ du ribose (tradip bleu, entre 5,5 et 6,2 ppm). Dans chaque
cas, nous comparerons les trois spectres :

* du nucléoside seul
» du tensioactif seul

= du tensioactif en présence du nucléoside.

En ce qui concerne le systeme@MP, deux types de comportements sont observés
(Figure V-21). En présence de G [C], et particeleent de U [D], les pics caracteéristiques du
nucléoside sont observés (cercles noirs). Aucumatian de déplacement chimique n’est
observée en présence de U alors que I'ajout deplaakele proton H8 a champ faible de 0,3
ppm. La diminution d’intensité des pics résulte ldnvironnement « solide » du gel,
responsable de la diminution de la mobilité dedéusides. L'importante insolubilité de la
guanosine dans I'eau accentue cet &ffeés deux nucléosides ne semblent pas interagir av

le tensioactif.

% Les spectres des nucléosides ont été obtenudadlers que les spectres des mélanges ont é&#tfai 5 jours,
ce qui explique la différence de solubilité et doecrésolution entre le spectre de la guanosine sten
présence du nucléo-amphiphile.
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Figure V-21 : Parties des spectres RMNH 400 MHz correspondant aux régions des protons da base
nucléique (7,7-8,5 ppm) et du proton en position’ tlu ribose (5,5-6,2 ppm). Dans chaque cas, trois
spectres sont comparés : le nucléoside seul (2 mN8 tensioactif seul (G;GMP 20 mM), et en présence de

nucleosides (2 mM) : [A] adénosine, [B] cytidine, ] guanosine, et [D]uridine.

En présence des nucléosides A et C, le nombre adeghiservés augmente. Si I'on
retrouve les pics du nucléoside seul (cercles ))dés pics observés a 8,35 et 6,05 ppm [A] et
a 8,35 et 5,80 ppm [B] peuvent étre attribués resmament aux protons H8 et H1' de
'amphiphile G.GMP (cercles blancs). Les nucléosides A et C igissgnt avec GMP.
L’interaction entre le contre ion et 'amphiphilevdent plus faible, GMP apparait moins
enfoui dans I'agrégat.

Les déplacements chimiques observés en présentaendevarient pas de facon significative

en ce qui concerne les protons de la base alorgequie du proton H1’ du ribose est déplacé
a champ fort de 0,1 ppm. Dans le cas de I'ajouEdee pic ne varie pas, contrairement aux
pics caractéristigues des protons H5 et H6, déplacéhamp faible de 0,15 et 0,2 ppm
respectivement. De plus, un dédoublement des sigdauda cytidine est observé suivant un
rapport d’intégration 2 : 1. Ces deux jeux de pesivent étre attribués a deux formes du

nucléoside : une forme libre en solution et une®en interaction avec,&GMP.
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Chapitre 5. Etude de nucléo-amphiphiles en solution

Les spectres RMN obtenus ave¢e, AMP sont tres différents de ceux obtenus avec
C1.GMP. Les protons de la base du nucléotide comperédans ce cas observables lorsque
le tensioactif est seul (cercles blancs). Cependast signaux sont considérablement élargis
et de faibles intensités en présence de nucléoditkss effets sont plus ou moins marqués
suivant I'ordre décroissant G > Y A, jusqu’a disparition compléete en présence dé.&s.
signaux des nucléosides sont également affectéslgsenoirs). Les pics caractéristiques de
'adénosine disparaissent [A], indiquant l'implicat des nucléosides dans le processus
d’agrégation, alors que la cytidine semble, au s@n partie, sous forme libre en solution

[B]. Dans ce cas, le proton H6 est déplacé a cHarbfe de 0,2 ppm.
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Figure V-22 : Parties des spectres RMNH 400 MHz correspondant aux régions des protons da base
nucléique (7,7-8,5 ppm) et du proton en position’ tlu ribose (5,5-6,2 ppm). Dans chaque cas, trois
spectres sont comparés : le nucléoside seul (2 mN8 tensioactif seul (G,AMP 10 mM), et en présence de

nucléosides (2 mM) : [A] adénosine, [B] cytidine, (] guanosine, et [D] uridine.

L’addition de guanosine [C] provoque une diminuttes signaux des deux partenaires alors
gue les signaux caractéristigues de l'uridine [Dhtsobservés de facon distincte et ne

présentent pas de variation de déplacements chasidluridine semble libre en solution.
Les résultats obtenus par RMN confirment les pai@s de I'uridine a interagir par de

tres faibles interactions avec les tensioactifs GMRMP. U semble principalement libre en

solution. G présente une fraction soluble tresléagui n’interagit pas non plus de facon forte
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avec les amphiphiles. A l'inverse, les nucléosidest C semblent interagir avec chacun des
contre ions complexés de facon spécifique. Les cotements observés varient avec la
nature du nucléotide. Dans le cas dgABIP, le signal du contre ion est distinctement
observé dans I'eau, indiquant une certaine molditdé AMP. Suite a I'ajout de nucléosides,

ces signaux disparaissent : les nucléosides ingseag avec I'AMP et réduisent ainsi sa
mobilité. A linverse, dans le cas de; ;GMP, linteraction observée en présence de
nucléosides a pour effet de solubiliser le contre GMP. Dans les deux cas, I'adénosine
semble compléetement impliquée dans le processugédjation alors que la cytidine est

partiellement libre en solution.

Au cours de ce travail, nous avons utilisé difféeentechniques pour étudier les
interactions intermoléculaires mises en jeu au skEs systemes e@GMP et G, AMP et
caractériser les morphologies supramoléculairededes auto-assemblages. Les résultats
obtenus montrent que la présence de nucléosideariperces comportements de fagon
complexevia des effets coopératifs impliquant les interactiafsmpilement aromatique,
I'hydrophobie des bases, et la formation de liadsdrydrogéne (sans restriction aux
interactions de type Watson-Crick). A la suite @s @xpériences, nous distinguons deux
types de comportements.

Les nucléosides G et U semblent induire les effessplus faibles. Ceci semble
résulter de deux caractéristiques opposées. Laitambagrégation de la guanosine induit la
formation d’agrégats en solution ainsi qu’un positiement préférentiel a l'interface air-eau
responsables de sa non disponibilité a interagic & nucléotide complexé a I'amphiphile.
L'uridine, particulierement soluble a I'état monam@e, semble quant a elle engagée dans
des liaisons hydrogene avec les molécules d’eam’ieteragit pas non plus avec les
nucléotides complexés. Le caractere plus ou mosophobe du nucléoside ajouté semble
donc étre un parametre clé de ces interactions.

Les cas d’addition d’adénosine et de cytidine guns complexes. Quelle que soit
I'expérience considérée, ces deux nucléosidesagitgent avec les tensioactifs présents. La
cytidine présente les variations les plus impogargn ce qui concerne la cinétique et la
morphologie d’auto-assemblage et est responsabla de&bilisation des monocouches de
C12.GMP a l'interface air-eau. De plus, autour des amas tensioactifs étudieés, C interagit
avec les nucléotides GMP et AMP, provoquant la gdsitation des micelles. Etant donné

que la cytidine possede une structure pyrimidigaestabilisant pas particulierement les
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interactions d’empilement, il semble que ces imtgoas résultent principalement de la
formation de liaisons hydrogéne. Ceci est en acawvet le fait que les liaisons hydrogene A
— C et G — C sont particuliéerement stables. L’additd’adénosine influence également le
comportement des nucléolipides,.GMP et G,AMP. Autour de la cmc, les interactions
observées semblent principalement contrélées parnntkeractions d’empilement avec les
nucléotides AMP et GMP ou par des effets hydropeobeec I'amphiphile : aucune
déshydratation des micelles n’est observée. Céereaccord avec les structures moléculaires

bi cycliques de I'adénosine et des nucléotides GEVRMP.

D’un point de vue supramoléculaire, la formatiormélices est conservée suite a
'addition de nucléosides, excepté dans le cas uklénlipide G,AAMP en présence de
cytidine : seules des aiguilles microscopiques sbseerveées.

Enfin, on observe que les différences de compontsne’auto-assemblage ne sont

pas réveélées au niveau des profils de SAXS.

3 Etude cinétique du transfert de chiralité

L’étude précédente montre la formation d’hélicesrométriques a partir de molécules
amphiphiles non chirales complexées a des monoméeesnucléotides. La chiralité
supramoléculaire résulte de la présence de cettiresux au sein de la structure moléculaire
du ribose du nucléotide. Le précurseur de synttlesmes nucléo-amphiphiles est composé du
méme tensioactif achiral complexé a un contre ioétaie é€galement achiral. Il sera noté
CrAc. Dans I'eau, cet amphiphile s’auto-assemble $otme de vésicules et ne présente pas
de morphologies supramoléculaires chirales. Dankuted’observer et de comprendre le
transfert de chiralit¢é de facon directe, nous aveuowi les variations moléculaires et
supramoléculaires consécutives a l'acquisition Heatité moléculaire (remplacement du
contre ion acétate par un nucléotide chiral). Netwslierons ainsi le systeme résultant de cet
échange d'iorin situ C1,Ac + AMP — C1,AMP (Figure V-23) que nous comparerons au

systéme @AMP obtenu comme décrit dans la partie expérimerdalce chapitre.
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Figure V-23 : Structure moléculaire des systemesudiés : (A) CAc + AMP, (B) C.,AMP.

La force motrice de cet échange d’ion réside dardifférence de pKa des deux contre

ions. Le groupement phosphate de 'AMP possedeKm ipférieur a celui du groupement
carboxylate de l'acétate (2, en ce qui concernerkimiere ionisation du groupement
phosphate du nucléotide, contre 4,76). L'acétataiesi remplacé par TAMP dans I'eau et

est transformé en acide acétique. Ce travail ddiet de la rédaction d’une publicatidn

3.1 Etude morphologique

Dans l'eau, a une concentration de 15 mMWAC s’auto-assemble pour former des

vésicules. L’addition d’AMP (a une concentration & mM) induit la formation d’hélices

micromeétriques. La Figure V-24 présente les difiége étapes observées au cours de cette

transition de structures.

Figure V-24 : Clichés de MO présentant les différetes étapes observées au cours de la transformatida
vésicules en hélices micrométriques suite a I'ajo@ AMP (C ;,Ac 15 mM + AMP 15 mM). L’échelle est

commune aux six photographies.
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Suite a I'addition d’AMP, les vésicules s’agrégenicoalescent en formant des amas
qui semblent s’étaler en une arborescence complexerme indéterminée (Figure V-24A-C).
De ces structures naissent des fibres qui acquignenchiralité au cours de leur extrusion des
amas, quelques heures apres mélange des précu(Bguse V-24D,E). La présence de
fibres ne possédant pas de chiralité micrométrigpparente est également observée. La
densité d’hélices augmente ensuite avec le tempguyija se stabiliser apres une semaine.

La Figure V-25 présente cette transition de momfjies en se focalisant sur un objet en

particulier.
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Figure V-25 : Suivi cinétique de la transformationde vésicules en hélices par MO. L’échelle est commel

aux six clichés.

A la suite de cette caractérisation morphologigu@eis nous sommes intéressés aux

variations moléculaires ainsi qu’a leur cinétiquecaurs de cette transition.

3.2 Structure moléculaire et cinétique de formatiordes hélices

D’un point de vue moléculaire, nous avons suivirteslifications qui apparaissent au
cours de I'échange d’ion et de la formation desch8| au sein d’'un systemea4&c : AMP
(1:1), de concentration 15 mM. Dans ce but, nowsna utilisé deux techniques

complémentaires : la RMN et la spectroscopie infuge (IR).
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3.2.1 Etude par RMN

Les expériences de RMNH ont été réalisées grace a l'aide d'Axelle Grélard
ingénieure a I'lECB, sur un spectrometre 500 MHuig§ d’'une sonde adaptée a I'étude
d’échantillons agrégés. Pour 'étude de la ciné&idiéchange d’ion, nous nous focaliserons
sur les pics des trois protons équivalents du grmgmt méthyle de I'acétate (et de l'acide
aceétique), aux alentours de 1,9 ppm (triangle ogure V-26) et de la base nucléique, entre
7,98 et 8,03 ppm pour le proton H8 (carré blancgnére 8,32 et 8,36 ppm pour le proton H2

(cercle noir).
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Figure V-26 : Suivi cinétique de la variation des éplacements chimiques par RMNH 500 MHz.
(A) Spectre obtenu aprés mélange des espéceas”t (15 mM) et AMP (15 mM) dans HO/D,0O (80/20, v:v).
Parties des spectres des protons H2 (B), H8 (C) @ I'acétate (D). (E, F, G) Graphiques présentantl

cinétique de variation des déplacements chimiquesd protons H2, H8 et de I'acétate respectivement.
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Le premier spectre RMN obtenu apres mélange descespz,Ac et AMP montre
I'absence des signaux caractéristiques de I'AMP $otme acide et du contre ion acétate. Le
signal observé a 1,9 ppm dans(Dindique la présence d’acide acétique (le pictifeda
'acétate montre un déplacement chimique de 1,8 gans DO). L’échange d’ion a déja eu
lieu au moment de la premiere acquisition. LAMhmace I'acétate de facon instantanée.

Les Figures V-26 D et G indiquent de trés faiblagations de déplacement chimique
du signal caractéristique de l'acide acétique.idvErse, les signaux de la base montrent des
déplacements a champ faible de 0,02 ppm pour HRO85 ppm pour H8. Etant donné que
I'échange d’'ion a déja eu lieu, ces variations smsbciées a un changement d’environnement
des protons des bases nucléiques confinées a fiecswte la membrane cationique. Ces
variations se stabilisent aprés environ 2 jourstteCeinétique est en accord avec les
observations faites précédemment par MO : a ce skasl structures hélicoidales dominent.

Il semble ainsi que les variations de déplacemehitmiques des protons de 'AMP

refletent la transition morphologique de vésicud®lices.

Suite a cette expérience, I'échantillon de,Ac + AMP a été lyophilisé. Sa
caractérisation par RMN montre la disparition tetdl pic associé au couple acétate/acide
acétique (Figure V-27, fleche a 1,9 ppm). Ceci cord le fait que la totalité de I'acétate s’est

transformé en acide acétique volatil, éliminé ed'étape de lyophilisation.

o

8.0 7.0 6.0

Déplacement chimigque (ppm)

Figure V-27 : Spectre RMN*H 300 MHz dans COD obtenu aprés lyophilisation d’un échantillon de
Ci/Ac + AMP (I'attribution des déplacements chimiquesest reportée en partie expérimentale).

Le spectre RMNH obtenu est identique & celui dw&MP. Nous avons par la suite comparé
les deux systemes £AMP suivants :

. le systéeme synthétisé situ (échange d’ion GAc + AMP dans I'eau)

. le systeme préalablement synthétisé dans le métteirmartie expérimentale), tel que

présenté dans la premiere partie de ce chapitre.
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Les observations de microscopie optigue montreatdensité d’hélices et une homogénéite
de morphologies plus importantes dans le cas digregsG,Ac+AMP (Figure V-28A) que
dans le cas du systeme,&MP (Figure V-28B). La formation d’hélices est faisge dans le
premier cas. Cependant, nous avons montré que rigagition moléculaire des deux
systemes est identique (Figure V-27). De cetterfagous contrdlons la morphologie d’auto-

assemblageia la cinétiqgue d’échange d’ion.

Figure V-28 : Clichés de microscopie optique prés¢éant la densité d’hélices observée avec les échdiniis
C1Ac+AMP 15 mM (A) et C.,,AMP 15 mM (B) apres 3 jours dans I'eau.

Cette étude RMN a ensuite été complétée par undeéen spectroscopie
vibrationnelle infrarouge (IR). Ce travail a étéligé en collaboration avec Thierry Buffeteau,

directeur de recherche a I'Institut des Science&®Moaires de Bordeaux.

3.2.2 Etude par spectroscopie infrarouge

Nous nous intéresserons en particulier a deux zoedsiquencésLa premiére, entre
2820 et 3000 cih est caractéristique de l'organisation des chafakishatiques de
I'amphiphile. La deuxiéme, entre 1540 et 1740 'cnprésente deux jeux de bandes
caractéristiques des contre ions complexés, I'es@al’AMP. La cinétique des variations
spectroscopiques est suivie dans cette expériesmgapt sept jours apres solubilisation de

I'’échantillon.

® En infrarouge, nous parlerons indifféremmenndmbres d’ondesu defréquencesces deux grandeurs étant
proportionnelles (le nombre d’onde correspondféélquence divisée par la vitesse de la lumiére).
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Variations des propriétés spectrales d’absorptidrationnelle des chaines aliphatiques
L’état plus ou moins organisé des chaines hydroph@eut étre mis en évidence en
observant les positions des vibrations antisymé#sg,) et symétriquesv) des méthylenes
les constituafdt respectivement situées vers 2920 et 2850.dras valeurs observées ici, a
2924 et 2854 cih (Figure V-29A), montrent un niveau d’organisatifaible des chaines,
caractéristique des phases fluides présentantdra globalement isotrope. D’un point de vue
cinétique, aucune variation n’est observée : aucéoganisation n’est mise en jeu au cours
de la transition de morphologie de vésicules achsli Ce résultat est particulierement
intéressant étant donné que de telles transitioes sttuctures sont généralement
accompagnées d’'une augmentation de conformaticarss traduisant l'organisation des
chaines'®. Ce changement de conformation se traduit par diménution des nombres

d’ondes associés aux vibrationg etvs CH,.
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Figure V-29 : Suivi cinétique par spectroscopie IRles variations de fréquence et d’'intensité des baed
d’'absorption caractéristiques de I'organisation deshaines aliphatiques (A) et des contre ions compkes
(B). (C) : Comparaison des spectres IR obtenus avées échantillons G,Ac (15 mM) et C/Ac + AMP

(15 mM) dans la zone des contre ions.

Variations des propriétés spectrales d’absorptidrationnelle du contre ion acétate

Au cours de I'échange d’ion, l'acétate est tramefden acide acétique. Chaque espéce
est caractérisée par une bande d’absorption progspectivement & 1570 enffléche noire
Figure V-29B, C) et 1711 cin(fléche blanche). La Figure V-29C présente la cammison de
ce spectre a celui d’'un échantillon de/& obtenu a une concentration équivalente de 15
mM. La comparaison des Figures V-29B et C montee gjuite a I'addition d’AMP la bande a
1570 cni* (acétate) disparait au profit de la bande d’atignT@ 1711 crit (acide acétique).
L’échange d’ion a déja eu lieu 10 minutes apréadéange des especes/Ac et AMP (temps
de préparation de I'échantillon et de la cellulandilyse). Cette observation confirme la

cinétique observée par RMN : 'AMP remplace l'atétde fagon instantanée.
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Variations des propriétés spectrales d’absorptidrationnelle du contre ion AMP

Les étoiles noires et blanches a 1623 et 1668 @spectivement (Figure V-29B, C)
représentent les bandes d’absorption attribuéasbade aromatique. Au cours du temps, on
observe une diminution de I'intensité de la band€23 cnit, couplée a une augmentation de
la bande & 1666 ci(Figure V-29B). Ces variations se stabilisent afftgours. L’origine de
ces bandes d’absorption est associée a I'élongatesn C=N des cycles de l'adénosine
(C2=Ne), Ce=Nu), Ce=N(7)’. Si ces bandes sont généralement attribuées amegonon
protonée (& 1623 cfh) et protonée (& 1666 chhde la bask elles permettent également de
suivre de facon directe la formation de structusapramoléculaireyvia la formation de
liaisons hydrogene inter bases. Ce phénomeéene annéest été reporté avec I'étude de
systémes constitués de polyARiPdans cet exemple, la bande d’absorption & 1666 se

révele étre un marqueur de la formation de douiddises.

Les fractions soluble et précipitée obtenues 4sjapres le mélange des espéces
CisAc et AMP ont été étudiées séparément. La FiguBOX-montre que la forte amplitude
de la bande d’absorption & 1666 tmst associée a I'état agrégé de I'échantillonepriéast
les structures hélicoidales. La fraction solubléspnte une bande d’absorption & 1666 cm
d’intensité faible. De plus, la mesure du pH deHantillon G,AMP + Ac 15 mM (d’'une
valeur de 4,7, cf Annexe 2, Tableau V-4) indique dgs bases nucléiques sont dans une
forme non protonée. L'augmentation d’amplitude deblnde d'absorption & 1666 ¢m

semble ainsi associée a la formation d’hélices.
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Figure V-30 : Comparaison des spectres IR obtenusrac les fractions précipitées et solubles de
I'échantillon C,Ac + AMP 15 mM (A), et avec les échantillons GAc (15 mM) + AMP (15 mM) et C4Ac
(40 mM) + AMP (10 mM) (B), dans la zone des contriens.
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Enfin, si le rapport GAc: AMP est modifié (de 1: 1 a 4: 1), on obsetae
disparition compléte de cette bande (étoile blanEigure V-30B). Ceci peut étre interprété
par le fait que les molécules d’AMP confinées audace des agrégats amphiphiles ne sont
plus a proximité les unes des autres du fait derésence du tensioactififAc. Ainsi, les
interactions entre bases nucléigues sont empécHhees.parallele, I'observation par
microscopie optique de cet échantillon ne préseased’hélice.

Interactions inter bases Absence d’interactions inter bases

> RN

........................................... P

Figure V-31 : Représentation schématique des intections inter bases observées par spectroscopie IR
lorsque les nucléotides sont a proximité les uns slautres (G,Ac + AMP, 1 : 1) (A). Ces interactions ne

sont plus observées en présence d'un exces d'amghilp acétate (G,Ac + AMP, 4 : 1) (B).

Cette expérience montre I'importance des effetpématifs d’auto-organisation des
parties amphiphiles et nucléiques. Si l'acquisitides morphologies chirales observées
n’impose pas de réorganisation moléculaire desnekaaliphatiques, le confinement des
bases gu’elles permettent est un élément clé paducttion d’'interactions inter bases et la
formation d’hélices. Enfin, les interactions d’efiepient entre bases aromatiques sont
traduites en IR par une diminution de l'intensitéld bande d’absorption & 1623 tM}. Si
'on observe une telle diminution dans notre caslleeci semble compensée par
l'augmentation d'intensité de la bande d'absorptian1666 crt. Si les interactions
d’empilement aromatique permettent une stabilisatle la structure, elles ne semblent pas
étre ici un facteur déterminant pour la formati@s thélices

L’apparition et I'augmentation d’intensité de lanbe d’absorption observée a une
fréquence de 1666 chrévéle la présence d'interactions entre les bageliques et permet
de suivre de facon directe la formation d’hélicesrométriquesvia la mise en place de
liaisons hydrogene. L'accord des cinétiques obtemae microscopie optique, RMN et IR
montre une relation directe entre les modificatior@phologiques (transition de vésicules a
hélices) et les variations moléculaires identifieasiveau des cycles aromatiques de 'AMP.
Il apparait ainsi que les modifications d’enviromeat des bases et la formation de liaisons

hydrogene sont corrélées a I'apparition de stresttiélicoidales a I'échelle supramoléculaire.
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3.3 Contréle cinétique de la formation des hélices

La comparaison des morphologies obtenues avec dbantllons G,AMP et
C1/AC+tAMP montre qu'il est possible de contrbler leogessus d’auto-assemblage et de
favoriser la formation d’hélices par la cinétigu&athange d’ion. Une facon relativement
simple de jouer sur la cinétique d’'une réactionsgsie a faire varier les proportions des
produits de départ. En jouant sur le rapport dex @speces AMP et;gAc, on observe une
précipitation de I'échantillon d’autant plus rapigee le rapport AMP : GAc est grand, c'est-
a-dire que la formation de;€AMP est favorisée. Dans la gamme de rapports AMRAC
étudiée, de 0,25 a 1,50, trois comportements saglient (Figure V-32A).

Figure V-32 : (A) Photographie des comportements dgrégation observés, et clichés de MO obtenus pour
des rapports AMP : C/Ac inférieurs a 0,75 (B), compris entre 0,75 et 152(C), et supérieurs a 1,25 (D).

= AMP: Ci/Ac est inférieur a 0,75 I'échantillon est soluble. L'observation par
microscopie optique montre la présence de vési¢kigsre V-32B).
= AMP : CyAc est compris entre 0,75 et 1,25I'échantillon précipite, la formation
d’hélices est observée en microscopie (Figure V)32C
» Au-dela de 1,25 I'échantillon présente un précipité tres demss. hélices laissent la
place a la formation de longues fibres sans cléralicroscopique apparente (Figure V-32D).
De cette facon, il est possible de contréler lanfation d’hélices micrométriques

précisément.

Un des avantages de ce systeme réside dafacilaé de manipulation d’objets
micrométriques. Différentes techniques permettéatadocher des objets de cette échelle de
tailles ont été développées a ce jour, permettamtrhanipulation sous un microscope optique.

Dans ce contexte, nous avons voulu déterminerégiit possible d’accrocher nos hélices
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nucléo-amphiphiles, puis de les manipuler. Un dejgux de cette étude réside dans le
caractére dynamique de ces objets dont I'architecivest maintenue par aucune liaison
covalente et résulte principalement de I'effet logdirobe.

Les expériences présentées dans le dernier pahegdapce chapitre ont été possibles
grace a Damien Van Effenterre, chercheur au Catdgr®echerche Paul Pascal (CRPP) a
Bordeaux, qui nous a assuré un acces aux disgositdptés et nous a permis d’aborder dans

les meilleures conditions la micromanipulation.

4 Micromanipulation d’hélices nucléo-amphiphiles
4.1 Les mesures de forces en biologie.

Depuis les vingt derniéres années, les mesuregrde & I'échelle du piconewton (de
I'ordre des forces d’interaction entre deux molésylont été révolutionnées par I'apparition
de nouveaux instruments issus pour la plupart geyasique. De nombreuses techniques ont
été développées, parmi lesquelles nous pouvonslegepinces optiques et magnétiques, la
machine de force, la microscopie a force atomi@irgsi que la micromanipulation utilisant
un systeme de micropipettes. Les mesures de fatitssint des micropipettes reposent sur le
méme principe que la microscopie a force atomigaedéflexion d’'un objet de constante de
ressort connue est mesurée. Cette technique peéglisieurs avantages puisqu’elle permet
d’ajuster les constantes de ressort des pipett@smesurer des gammes de forces variables,
de fonctionnaliser les pipettes, ainsi que d’adafdaeilement le montage aux besoins de

I'expérience. Enfin, cette technique est relativetrsemple et peu onéreuse a mettre en place.

La micromanipulation utilisant un systeme de migoefies s’est révélée
particulierement adaptée a I'étude de matérielogigue. Par exemple, la structure des
chromosomes a différentes étapes de la mitose a@tathée dans le but d’obtenir des

informations quantitatives sur leur élasticité eurl déformabilite™ - *2.

Des études
supplémentaires ont par la suite permis d’évaleemémbre de protéines histones en
interaction avec les chromosomes, ainsi que laefafinteraction entre ces partenafres
Dans le domaine des colloides, la technique daspir utilisant des micropipettes

développée par Evaffsa été exploitée pour I'étude des interactionsléasitau sein des
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membranes, dans le contexte de vésicules. Les i@t@prmécaniques de ces membranes
modeles, notamment leur élasticité et leur rigiditd été testées en présence de différents
partenaires, tels que I'ion calcidfrou la molécule amphiphile salicyldte

Dans un contexte différent, Pincet a mesuré legy@ed’adhésion entre une vésicule
lipidique et une bille de polymeére fonctionnalis€haque partenaire est coiffé de nucléosides
(adénosine ou thymine). L’étude des différentedigarations bille - vésicule (A — A; T —
T; A -T) a ainsi permis d’évaluer les contribusospécifiques et non spécifiques dans les
phénoménes d'adhésion obserés Enfin, la transiton de morphologies induite
mécaniquement a également été reportée au seystdengs composés de tensioactifs s’auto-

assemblant en fibres hélicoiddfes

4.2 Matériel et méthode

4.2.1 Montage expérimental

Sous un microscope optique inversé est disposéechiambre en verre contenant
I'échantillon. Deux micromanipulateurs fixés surplatine sont disposés de chaque c6té du
microscope. Chaque micromanipulateur tient une opipette qui pénétre dans la chambre
(Figure V-33). Les micropipettes permettent deisaia objet par aspiration grace a un
dispositif de régulation de pression équipé dengers, connecté avec l'intérieur de chaque

micropipette.

Source
lumineuse

Micropipette -~~~

Platine du - Chambre
microscope

Objectif

Caméra
CcCD

Figure V-33 : Représentation schématique du montagexpérimental utilisé pour les expériences de

micromanipulation utilisant des micropipettes.
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4.2.2 Fabrication des micropipettes

La fabrication des micropipettes nécessite I'sdifion d’une étireuse de pipette. Un
capillaire en verre de diametre 1 mm est fixé axdails indépendants. Chaque rail exerce
une force dans le sens opposé a celui de l'auttedaas le but d’étirer le capillaire. La
présence d'un filament métallique, parcouru parcaarant provoquant son échauffement,
permet la fonte du capillaire. Les deux rails tireur le capillaire devenu malléable entrainant
son allongement et son affinement jusqu’a rupturecapillaire en deux parties : les deux
micropipettes.

La fabrication des micropipettes représente ungegtaimordiale pour ces expériences,
tant d'un point de vue de la géométrie des micreipgs que de leur reproductibilité en terme
de propriétés mécaniques. Classiquement, deux pipaties différentes sont fabriquées et
utilisées conjointement :

. une pipette dite « dure » : cette pipette va séadépau cours de I'expérience et ainsi
contraindre I'objet isolé. De par sa constante afsart élevée, elle ne déflechira quasiment
pas au cours de I'étirement.

. une pipette dite « souple » : aucun mouvement nesluappliqué par I'opérateur au
cours de I'étirement. Seule la force appliquéel'sinjet isolé impose sa déflexion (d’autant

plus importante que la micropipette est souple).

4.3 Reésultats

Suite a I'étude du contréle cinétique de la formatd’hélices, nous nous sommes
concentrés sur la micromanipulation des hélicesral#s avec le systémes&c (15 mM) +
AMP (15 mM). En effet, la densité d’hélices étanhitblée et supérieure a celle obtenue a
partir de 'amphiphile &AMP, cet échantillon apparait mieux adapté a cHtide.

Dans un premier temps, nous avons cherché a ssilodtait possible de manipuler
nos objets. Etant donné la nature des liaisonsefaiaissurant I'auto-assemblage des hélices

micrométriques, il est essentiel de tester leuésn sous une contrainte mécanique.
Dans ces expériences, les micropipettes ne sonttpiages comme sondes calibrées

pour des mesures quantitatives, mais permetterglesn@nt la manipulation des objets. Au

cours des expériences réalisées, les hélices saimtemues par une extrémité contre le
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plancher de la chambre. De cette facon, il estiplessg’insérer la seconde micropipette a
différents endroits de I'hélice et d’'étirer I'hédi@insi fixée. Ce résultat montre la possibilité
d’étirer des objets en plusieurs points, ces obggsltant de I'auto-assemblage de complexes
électrostatiques maintenus principalement par dtefhydrophobe. Aucune interaction
covalente entre les nucléo-amphiphiles n’intervigams la formation de telles structures. Ces
expériences montrent difféerents comportements.

. S’il est possible d’étirer relativement facilemdat majorité des hélices, certaines
présentent une rigidité importante et ne peuvestréanipulées.

. Cependant, toutes permettent I'insertion de la opigette quel que soit I'endroit
choisi au sein de I'hélice : une distorsion s’opéréhélice s’enroule a nouveau autour de la
pipette apres insertion entre 2 tours d’hélice.

. Toutes les hélices étirables procédent en un dérmnit séquentiel, soit par
déroulement successif de chacun des anneaux agartiextrémité de I'hélice, soit en deux

étapes : déchaussement anneau par anneau puiat@or(§igure V-34).

1 — ’/'S LR [ ,
\ \:.__-’:.__ = J
N ] > {4 N \ : ~ ;
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Figure V-34 : Clichés de microscopie optique préséant une séquence d’'étirement d’'une hélice obtenue

avec le systeme GAc (15 mM) + AMP (15 mM). L'échelle est commune auguatre photos.

. Cette élongation est réversible. Si I'on diminueckantrainte exercée, I'hélice se
rembobine sur elle-méme. Cependant, au-dela d'utaiceseuil qu’il reste a déterminer,
I’hélice rompt.

. Enfin, si I'on exerce une force de compression I$élice, aucune déstructuration
irréversible n'est observée : I'hélice est compenpiis récupére sa forme initiale lorsque

cesse la force exercée, tel un ressort.
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En vue de pouvoir a moyen terme mesurer les prggri@écaniques de nos systemes,
nous avons mené en parallele, une étude d’optilmisae la fabrication des micropipettes.
Cette étude, reportée en Annexe V-3, présentergggmmes que nous avons mis en place
pour I'obtention de micropipettes droites et repaibles. Cependant, I'approfondissement

de ce travail est nécessaire afin d’optimiser éarditre des pipettes.

Ce travail, démarré récemment, ne permet pas aurBheactuelle de donner
d’'informations quantitatives quant aux propriétécamiques des hélices nucléo-amphiphiles.
Cependant, il ouvre de nombreuses perspectivesadademaine, peu développé au sein de
notre laboratoire. Dans un premier temps, la midagion d’expériences permettra d’obtenir
des informations précises sur le comportement digdton de ces objets. Par la suite, aprés
I'approfondissement du travail de fabrication desropipettes, des mesures quantitatives
pourront étre réalisées a partir de la constantesknrt des micropipettes et de la mesure de

leur déplacement.

Enfin, il semble également intéressant de modifiestratégie de fixation des hélices
en vue d’empécher le glissement des objets et parsnettre une mesure de la raideur des
hélices. L'utilisation de l'interaction forte et éxgfique streptavidine — biotine peut étre

exploitée dans ce but.
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Conclusion et perspectives

La diversité des systemes nucléo-amphiphiles dppé® au sein de notre laboratoire
permet d’explorer différents aspects des auto-asisgy@s obtenus a partir de nucléotides :
d'une part les interactions moléculaires mises @m yésultant a la fois des propriétés
moléculaires de 'amphiphile, des nucléotides cax@$, ainsi que des nucléosides présents
dans I'échantillon. D’autre part, les propriétés decune des entités de ces molécules
hybrides ont pu étre exploitées pour la conceptien morphologies supramoléculaires
originales. De plus, nous avons montré qu’il essksiile de contrbéler finement les
morphologies d’auto-assemblage en jouant sur létigme de complexation du tensioactif

cationique avec son contre anion nucléotidique.

En ce qui concerne les interactions moléculairesemen jeu au sein de ces systemes,
il apparait clairement qu’elles résultent de phéaioes coopératifs complexes mettant en jeu
les proprietés moléculaires de [I'amphiphile choigffet hydrophobe, répulsion
électrostatique). Le phénoméne d’auto-assemblagghighile, dont la principale force
motrice est I'effet hydrophobe, permet de confilesrnucléotides a la surface des membranes
cationiques pour induire des interactions entredamicléiques, telles qu’'observées au sein
des acides nucléiques. Ces interactions résultefd dapacité des nucléotides et nucléosides
a interagir par des liaisons faibles (empilemerdneatique, liaisons hydrogene), et des
propriétés propres de chaque entité (hydrophobiiexzmple).

De par son fort caractére hydrophobe, la guanasinteragit pas avec les nucléotides
complexés et semble intervenir dans les phénom#ae-assemblage par des interactions
avec les chaines hydrophobes de la partie ampéigRigure V-35). A linverse, la forte
solubilité de l'uridine est responsable de I'abgeddnteraction observée, quel que soit le
nucléo-amphiphile.

En présence de nucléosides présentant des sdshbilitermédiaires dans I'eau, tels
que l'adénosine et la cytidine, il est possiblevdléer les contributions d’empilement
aromatique et de liaisons hydrogene. L'adénosingbbe ainsi interagir majoritairement par
empilement aromatique, et ce d’autant plus queuldéotide complexé possede une base

purique. En revanche, la cytidine semble interpgiférentiellement par liaisons hydrogene,
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d’autant plus fortement que le nucléotide complpréséde une base présentant une forte
affinité de liaisons hydrogéne avec C.

+ + &

Effet hydrophobe
_

& Interactions inter nucléctides

O @@

Figure V-35 : Représentation schématique des phén@mes coopératifs responsables des interactions

intermoléculaires observées précédemment et de I'miassemblage des nucléo-amphiphiles étudiés.

D’un point de vue morphologique, nous avons obs&férmation d’hélices nano et
micrométriques a partir de tensioactifs complexés & GMP, soit a AMP. Partant d’'un
amphiphile achiral, ceci représente deux nouveawmeles de transfert de chiraliwé le
contre ion, de I'échelle moléculaire a I'échell@samoléculaire. La chiralité du ribose porté
par le nucléotide s’exprime aux échelles nano eramétriques. De plus, I'obtention de
telles structures d’une taille de I'ordre du micéire ouvre la voie vers de nouvelles
caractérisations et de nouvelles applications. fdwail important reste a mener en ce qui
concerne la micromanipulation de ces objets, catg'évélée particulierement stimulante et

fructueuse lors des expériences préliminaires.

Cependant, d'un point de vue de la reconnaissaraiéculaire, il semble ici que le
confinement des nucléotides a la surface des agréua représente pas une contrainte
suffisamment forte pour mimer la structure polymée des acides nucléiques naturels. En
effet, les résultats présentés dans ce chapitretreminune spécificité dépendante du
nucléoside ajouté, et non du nucléo-amphiphile.sDanbut d’induire des interactions plus

spécifiques (c'est-a-dire également dépendantemicléotide complexé), nous avons élaboré
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un nouveau systeme nucléo-amphiphile. La stratdgigtimisation que nous avons adoptée
consiste en la complexation non plus de monomeees de petits oligomeres. De cette facon,
nous visons a fixer de facon plus rigide I'oriematdes nucléotides complexés (Figure V-36).
Dans ce cadre, nous avons synthétisé des gemaaitihiques) complexés a des trimeres de

nucléotides.

ngo TXIXX:

moonn

Figure V-36 : Représentation schématique des systesigemini-monomere (A) et gemini-trimére (B)
illustrant 'augmentation de contraintes conformationnelles par I'utilisation de triméres, permettantde

fixer I'orientation des nucléotides a la surface deagrégats amphiphiles.

Au sein de ce trimere, les monomeéres sont reli@gsdea liaisons phosphodiester

identiques a celles des acides nucléiques natudzistrimere de nucléotide porte deux

charges anioniques sur les phosphates des desonisaphosphodiester.

Résultats préliminaires

La synthese des triméres de nucléotides a étésééalpar la méthode a la
phosphoramidite en phase liquiddans notre laboratoire par Jin Nishida au coursate
stage postdoctoral. Les monomeéres utilisés poursyathése des trimeres sont des
désoxyribonucléotides. lls permettent une synthdssdrimeres plus aisée que dans le cas
d’équivalents ribonucléiques, étant donné l'absedaesn groupement réactif (-OH) en
position 2’ du sucre (le protocole de synthesegnst un groupement de moins a protéger).
Les nucléotides utilisés pour la synthese de tesméont les quatre désoxyribonucléotides
dAMP, dCMP, dGMP et dTMP (Figure V-41).

A lissue de la synthése, I'analyse du spectre RMNFigure V-37) de chacun des triméres a
montré la présence d’'impureteés:
- signaux, notamment dans la région des protonia tese (fleches dans la zone comprise

entre 7,5 et 8,5 ppm)

- pics a 2,8 et 3,2 ppm dont l'attribution n’a gre&aite.
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Plusieurs lavages dans différents solvants n’ostpgeamis d’éliminer ces impuretés présentes

en quantités significatives.
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Figure V-37 : Spectre’H 400 MHz du trimére de désoxyadénosine (tridAMP) prés synthése.

Les pics présents a 2,8 et 3,2 ppm ont été obsaemeEstous les trimeres synthétisés.
Nous avons choisi de caractériser cette impuraté tiacas du trimere de désoxyadénosine,
que I'on notera tridAMP. Deux hypothéses peuverdg énhvisagées concernant leur nature : il
peut s'agir de contaminations extérieures, ou daus-produit des étapes précédentes (suite a
une déprotection partielle par exemple). Etant dogoe les spectres de chaque trimére
présentent ces pics, il est probable que ces mek@roviennent des étapes de synthése
précédentes. Différentes expériences de RMN onefé¢étuées, dont la RMN du carbone
(**C). La symétrie, la multiplicité et les déplacenseohimiques des deux pics & 2,8 et 3,2
ppm en RMN'H et des pics & 16,1, 35,7 et 118,0 ppm en R¥MNindiquent la présence
d’'une structure de type CN-(GJF-R (Figure V-38A). Cette hypothese est confortée lpa

présence de tels groupements lors de I'étape degpiemn du trimere (Figure V-38B).
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Figure V-38 : Spectre™*C 400 MHz du trimére de désoxyadénosine (tridAMP) prés synthése (A) et

structure moléculaire du groupement phosphate protgé au cours de la synthese des triméres (B).

Dans un premier temps, il est nécessaire de déterrsi cette molécule est liee de
facon covalente au trimere (trimére protégé) oellsi résulte de la présence du groupement
protecteur suite a son clivage. Pour cela, noussetfectué des mesures en spectrométrie de
masse. Le spectre obtenu présente un pic correappada masse moléculaire du tridAMP
(877,22 g.mol) ; aucun pic correspondant a la masse molécuthiraimére protégé (pics
attendus & 929,29 et 982,36 g.thelivant que le groupement protecteur est présentrsou
deux phosphates respectivement) n’est observé&irhére apparait donc intact et majoritaire
sous forme déprotégée. La molécule associée asgxspjgplémentaires a 2,8 et 3,2 ppm en
RMN du proton n’est pas liée covalemment au trim€ette molécule a un poids moléculaire
trop faible pour étre identifiée par spectrométidiemasse. Il reste a déterminer sa nature et a

l'isoler en vue de purifier le trimere.

Etude de la nature des impuretés

Suite a la déprotection du trimére portant le gemnpnt NC-(CH),-, les structures
moléculaires résultantes possibles sont notammet(QH,),-OH et NC-(CH),-NHo,

(Figure V-39) de poids moléculaires respectifs 8.£070,09 g.mdl.
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Figure V-39 : Structure moléculaire des fragments botenus aprés déprotection du trimere.

L’étude de ces fragments par RMN montre que les agsociés a ces molécules ne
correspondent pas aux pics supplémentaires obdergéde I'analyse du tridAMP. La nature
de ces impuretés est a I'heure actuelle en coédtside. Cependant, en paralléle, nous avons

mis en place un protocole de purification du trieér

Purification du trimére

Plusieurs lavages du trimere ont été effectuésanil des solvants de nature variée.
La séparation infructueuse de ces impuretés mapteeces deux especes ont des solubilités
similaires. Nous avons donc inversé la solubilitérimére, par complexation directe avec un
gemini possédant une longueur de chaines alipleticguffisamment importante pour
conférer un caractére hydrophobe au gemini trimé&saltant. Ainsi, il est possible de séparer
les deux especes par centrifugation dans I'eade @etthode s’est révélée efficace puisqu’un
gemini trimére est obtenu, dont les spectres Ri#Net °C ne présentent pas de pics
additionnels.

Dans le but de complexer des trimeres a des getailingueur de chaines plus courte
et de généraliser la purification du trimere, nausns utilisé et étendu la stratégie précédente.
Apres complexation du trimére a un gemini possedastchaines aliphatiques de longueur
importante, I'impureté peut étre éliminée. Un uktiéchange d’ion utilisant un contre ion plus
affin pour le gemini que le trimére, permet aloes décomplexer le trimére et de l'isoler.
Nous utilisons I'acide trifluoroacétique (TFA), gobssede un pKa (0,3) inférieur a celui des
nucléotides. Lors de cet échange, la stoechiomdtieétre respectée de facon rigoureuse
afin d’éviter le mélange du TFA et du trimere (FiglW-40).
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= = TFA" TFA™
v N Complexation Echange d’ions +
+ impuretés . ; . /
impuretes TFA
Soluble dans H,O Insoluble dans H,O Insoluble dans H,O Soluble dans H,0

Figure V-40 : Représentation schématique de la sttégie de purification du trimére par complexation &
échanges d’ions mettant en jeu I'acide trifluoroacéque.
L'utilisation de cette méthode de purification dimere nous a ainsi permis de synthétiser
différents gemini trimére, par échanges d’ions, rpbétude de ces nouveaux nucléo-

amphiphiles a I'interface air-eau et en solution.

Structure des gemini triméres

Les gemini synthétisés pour la complexation dawmeres possédent une longueur
d’espaceur du gemini plus importante que dans sedes gemini monomeres présentés en
Annexe V-1, étant donné la distance plus importanitee les charges négatives portées par
les groupements phosphate. La taille d’espacelisadiici est de quatre carbones et ne sera

pas variée au cours de I'étude (Figure V-41).

Base \ NH> NH,

Base O Base= ¢ f,N N
ase T NJ N’J*O

|

g ] o 0
O/P\’O O\,P\o O _Base A c
(o) 0

OH HO 0 0
<’NfL\I\H e
Ny Ny NN""NH, N)*o

/N\/\/\N\ | |

| s T

Crbans1 CrHon+1

Figure V-41 : Structure moléculaire d’'un gemini conplexé a un trimére de nucléotides.

Dans un premier temps, nous avons étudié les atiens inter moléculaires mises en

jeu a l'interface air-eau par la technique du fdenLangmuir.

Cette étude a débuté par la mesure d’'isothermasiprede surface—aire par molécule
du gemini 14-4-14tridTMP (Figure V-42A). Ce gemasiest révélé trop soluble dans I'eau
pour former une monocouche stable sur une surfaeel diltra pure. Néanmoins, en présence

du nucléoside G, on observe la stabilisation dedmocouche de tensioactif : un isotherme
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typique est obtenu dans ces conditions. Ceci dgx@la nouveau par la tendance de la
guanosine a se placer a linterface air-eau de g@amature hydrophobe. Aucun autre
nucléoside ne permet une telle stabilisation. Pasguite de cette étude, nous avons augmenté
la longueur des chaines aliphatiques du geminn dfaugmenter son hydrophobie. Les
gemini 16-4-16tridTMP (Figure V-42B) et 18-4-18ffdP (Figure V-42C) ont ainsi été

synthétisés.
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Figure V-42 : Isothermes de Langmuir pression de stace-aire par molécule obtenus avec les gemini
triméres 14-4-14tridTMP (A), 16-4-16tridTMP (B) et 18-4-18tridTMP (C) de concentrations 0,5 mM sur

des sous phases d'eau et de nucléosides de conaitns 1 mM.

Ces deux gemini forment une monocouche stablentetface air-eau. La présence de
guanosine en sous phase provoque une diminutiohade par molécule au sein de la
monocouche del6-4-16tridTMP. A linverse, la présence d'uridine induit une biai
expansion. Les nucléosides A et C ne semblentrpasagir avec les gemini trimeres du film.
En ce qui concerne le gemifB-4-18tridTMP, la monocouche subit également une forte
diminution d’aire par molécule en présence de Gcule variation significative n’est

observée dans les trois autres cas.

Les résultats obtenus sur une sous phase de gnara&c les gemini triméres sont a
l'inverse de ceux obtenus précédemment. En présgemini tridTMP, G ne se positionne
pas a linterface. Ce nucléoside interagit avemigdéotides de la monocouche, provoquant
sa compaction. Etant donné sa capacité importantmteéragir par des interactions
d’empilement, il est probable que de telles inteoas soient responsables de la compaction

du film.
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S’il semble que la complexation d’'un trimére pemmdirganisation de la guanosine
au-dela de son fort caractere hydrophobe et fadeis interactions d’empilement (Figure V-
42), aucun effet n'est observé avec les trois audmeis phases. La mesure d’isothermes de
Langmuir ne semble pas étre la méthode la plustéeapcette étude. Par conséquent, nous
avons décidé, dans un avenir proche, de nous ss&rau comportement d’agrégation de ces

nucléo-amphiphiles en solution.

Si de nombreux nucléo-amphiphiles restent a étuaipartir des monomeres, tant
d’un point de vue des interactions inter molécekigque d’'un point de vue morphologique, la
complexation de trinucléotides reste un axe puyééle notre stratégie. Ainsi, en augmentant
la contrainte de confinement des nucléotides (os geulement par I'effet hydrophobe, mais
par la combinaison de I'effet hydrophobe et destias phosphodiester), nous visons a mimer
de plus prés la structure polymérique des acidetéigques. L'élaboration d’'un nouveau
systtme mettant en jeu non plus un gemini dicajiomi mais deux amphiphiles

monocationiques pourrait également aboutir & lam&ion de nouvelles structures

supramoléculaires chirales douées de reconnaisgaigtee V-43).

L]

| \ 7

Etude des interactions Etude morphologigue
inter moléculaires et micromanipulation d’hélices
dans un systémes contraint
09 0 —MVW.—

Figure V-43 : Représentation schématique de quelgeaines des perspectives concernant les systemes

nucléo-amphiphiles développés jusqu’alors (A et Byt a développer (C).
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5 Partie expérimentale

5.1 Synthése

Les nucléo-amphiphiles sont obtenuia deux échanges d’ions dans le méthanol. Le preméts en jeu le
tensioactif complexé au contre ion bromure (1 a1. gharge positive) et permet la synthése d’unidansf
complexé au contre ion acétate (1 eq. par chargigiy®) (cf. partie expérimentale du chapitre LI deuxieme
échange d’'ion permet le remplacement du contradétate par le nucléotide désiré (1 eq. par chzogitive).

Dans le cas des gemini, le tensioactif de dépariptexé au contre ion bromure est synthétisé arpdeti
bromoalcane (cf. partie expérimentale du chapl)teTbus les autres réactifs sont obtenus commeroent et
utilisés sans purification supplémentaire. Les pssbnt réalisées avec une balance de précisiderMetiedo
d’une précision de 0,01 mg. Ces pesées sont effestdans une piéce climatisée a 22°C. L'eau ulteafi8,2
MQ.cm) est issue d’un systéme Purelab ultra ELGA.

Synthése des tensioactifs NMP par échange d'ion

Le contre ion acétate est remplacé par I'ajout d&guivalent par charge positive de nucléotide
monophosphate (NMP) dans le méthanol. L'acide quétformé est ensuite éliminé par évaporation diemi
réactionnel. Le produit est recristallisé par sdisétion dans un minimum de CH@CH;OH (9/1, v :v) et
précipitation dans I'acétone. Le solide blanc obtest filtré et séché sous vide.

C1,.GMP *H NMR (400 MHz, CROD, 25 °C,5 ppm): 8,08 (1H, s); 5,85 (1H, d) = 6.36 Hz); 4,76
(1H, dd,%J = 5,14 Hz3J = 6,36 Hz); 4,38 (1H, ddJ = 2,45 Hz ) = 5,14 Hz); 4,18 (1H, m); 4,14 (1H, m); 4,07
(1H, m); 3,28 (4H, m); 3,05 (6H, s); 1,74 (4H, )38 (4H, m); 1,29 (32H, m); 0,90 (6H,%5,= 6,85 Hz),°C
NMR (400 MHz, CROD, 25 °C,5 ppm): 138,45; 89,25; 75,05; 72,36; 65,85; 65,2226; 49,64; 49,42; 49,21;
48,99; 48,79; 48,57; 48,36; 48,27; 48,11; 48,0698747,92; 47,88; 33,08; 30,75; 30,63; 30,52; 803D,20;
27,37; 23,74; 23,49; 14,43;

C1,AMP *H NMR (400 MHz, CRROD, 25 °C,5 ppm): 8,56 (1H, s); 8,21 (1H, s); 6,09 (1H33= 6,11
Hz); 4,67 (1H, m); 4,41 (1H, dd) = 3,11 Hz3J = 4,76 Hz); 4,24 (1H, m); 4,12 (2H, m); 3,28 (4H); 3,05
(6H, s); 1,73 (4H, m); 1,38 (4H, m); 1,29 (40H, 1@)89 (6H, t3J = 13,36 Hz)*C NMR (400 MHz, CROD,
25 °C, s ppm): 152,76; 141,46; 141,43; 123,10; 123,08; 021107,86; 88,89; 86,14; 86,10; 86,06; 76,35;
72,44; 65,96; 65,91; 65,86; 65,20; 51,21; 49,6442949,32; 49,21; 48,99; 48,79; 48,57; 48,36; B348,08;
48,00; 47,95; 47,90; 47,84; 47,80; 47,76; 47,7Q64747,59; 33,09; 30,77; 30,63; 30,49; 30,18; 87%5,62;
23,74; 23,48; 14,44,

Dans cette étude, les nucléo-amphiphiles présedentvaleurs de pH indiquant la charge mono aniendy
nucléotide ainsi que I'absence de dépurinationi Egtcégalement confirmé par I'attribution des $gE=cRMN.

5.2 Conductimétrie

La conductivité de nos échantillons est mésurémidel d'un conductimétre Consort (Belgique) équipé
d'une électrode de platine SK10T entourée de vétuecours de ces expériences, la température astbide
grace a un dispositif de circulation d’eau.

5.2.1 Détermination de la cmc

Pour la mesure des cmc, une solution mere de smig®ode concentration environ dix fois supérieaiia
cmc attendue est successivement ajoutée a 4 mlu ddteapure ou d'une solution de nucléosides de
concentration 2 mM. La mesure est relevée aprédistdion de la conductivité (environ 1 minute).
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5.2.2 Détermination de la T

Les températures de Krafft ont également été dé@éem par conductimétfie?’, ainsi que par observation
visuelle. Le tensioactif est tout d’abord soluldilidans I'eau puis lyophilisé, de fagon a s’assquerle solide est
sous forme hydratée. La poudre ainsi obtenue egtediée dans I'eau a une concentration de 3 mhh (bie
supérieure a la cmc des tensioactifs étudiés)éthantillons sont congelés dans I'azote liquider pdadenir un
précipité hydraté qui sera maintenu a 2 °C penglaisieurs heures avant la mesure. La conductisiténesurée
a des températures croissantes comprises entr@02°€t (1 °C toutes les 10 minutes).

5.3 Colorimétrie

L'étude par colorimétrie nécessite I'enregistremdat spectres d'absorption UV. Nous avons utilisé un
spectrophotometre Cary 300 UV-Vis. Une solution ende tensioactifs de concentration environ dix fois
supérieure la cmc attendue est successivemengajau mL d’eau ultrapure ou d’une solution de énmibes
de concentration 2 mM. Chaque solution contientalorant d’orange de méthyle (10 pmat)LLa quantité de
colorant doit étre faible pour éviter de perturlbeemicellisation du tensioactif étudié. Cette maoléca une
longueur d’onde maximale d’absorption sensible diemet comportement d’agrégation du tensioaélife est
ainsi utilisée comme molécule repoftér

5.4 Mesures de pression de surface

Les mesures de pression de surface ont été efeectu€aide d’une cuve de Langmuir (Nima Technology
Coventry, Royaume-Uni) contrblée par ordinateur; [@a méthode Wilhelmy utilisant un papier filtre de
dimensions 10 x 23,5 mm. La cuve en téflon utiliaéme dimension de 5 x 70 = 350 cm? et est équipéux
barrieres amovibles contrélées par ordinateur.itesse des barriéres est fixée de telle sorteajgerhpression
se fait & une vitesse de 5 cmz.thiLes points expérimentaux sont enregistrés tos0185 X environ. Le
tensioactif doit étre complétement soluble afin admtrdler la densité de molécules déposées a rfate.
Typiguement, les amphiphiles ont été solubilisémeé concentration de 0,5 mM dans un mélange cldore :
méthanol (9 : 1). Un volume de l'ordre de 50 pLassuite déposé délicatement a la surface d’esapulte ou
d’une solution de nucléosides de concentration 1, @Naide d’'une seringue Hamilton. La compressilenla
monocouche débute 10 minutes apres dépdt de ltasplde tensioactifs afin de permettre I'évaponatau
mélange de solvants. Chaque isotherme est répétdiag trois fois pour assurer une bonne reprobilicdi. La
déviation standard de I'aire par molécule est typigent inférieure a 5 A2 par molécule et celleaderession de
surface au point de rupture & 5 mN.m

5.5 Microscopie optique par contraste différentiel dnterférence

L'observation en microscopie optique des nucléofaipiples se fait aprés avoir isolé I'échantillontren
une lame et une lamelle de verre afin d’assurer étaachéité maximale, a I'aide d’'un microscope NNKO
Eclipse PhysioStation E600FN équipé d'un condensgud’un prisme adéquates pour |'observation par
contraste d'interférence différentielle (DIC).

5.6 Cryofracture, microscopie électronique, en tranmission et a balayage

5.6.1 Cryofracture

Ces expériences ont été réalisées dans une chamimevide Balzers BAF 300 (Balzers, Liechtenstdin).
préparation des échantillons consiste a déposergoutte de suspension entre deux supports de cuivre
préalablement nettoyés et scarifiés pour s’asslgda fixation de I'échantillon. Le tout est ensuibngelé dans
le propane liquide, lui-méme refroidi a l'aide dd&e liquide. L’échantillon est ensuite transférésia chambre
pour la fracture et la métallisation. Le vide ainske la chambre doit atteindre une valeur infégeu 10 mbar,

a une température de -145 °C. Apres fracture addistillon, la réplication se fait par évaporatdmplatine (a
un angle de 45 °) puis de carbone (a un angle dg ®hfin, les échantillons sont extraits de lamre et lavés,
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une fois revenus a température ambiante, dans lenge eau-éthanol. Les répliques sont disposéedesur
grilles de cuivre (200-mesh) pour I'observation pacroscopie électronique.

5.6.2  Microscopie électronique en transmission (MET)

Les observation de MET ont été faites a l'aide dmitroscope FEI EM120 (120 kV) et les images
enregistrées grace a une caméra 2k x 2k Gatan sslG&Déchantillons non cryofracturés sont préatable
déposés sur une grille carbone - cuivre (400-mesfixés par évaporation de platine, utilisant me chambre
sous vide que pour la cryofracture (Balzers), angie de 11 °.

5.6.3  Microscopie électronique a balayage (MEB)

Pour I'observation en MEB, les échantillons hydsagént préalablement congelés dans du propaneldiqui
pour éviter la cristallisation de I'eau puis lyoldés avant évaporation d'or et de platine sous.vides
échantillons ont été métallisés et observés aur€eet Ressources en Microscopie Electronique etddialyse
(CREMEM) par Elisabeth Sellier sur un microscop®UIEsSM 840A (15 kV).

5.7 SAXS

Pour ces expériences, un générateur Rigaku Nanewislicrosource, MicroMax 007 a été utilisé, équipé
d’'une anode tournante 800 W couplée a un mirroif@mal Maxflux. Les échantillons, sous forme desgal de
suspensions sont introduits dans un capillairessieevde diameétre 1,5 mm.

5.8 RMN

Les différents spectres présentés dans ce chapitrété obtenus a I'aide de spectrométres Brukembe
300 et 400 MHz équipés de sondes adaptées a I'étédbantillons liquides. Les mesures effectuéasles
agrégats utilisent un spectrométre Bruker Avance &férant a 500,13 MHz équipé d’'une sonde HR-MAS
adaptée a I'étude d’échantillons fluides non ligsidLes échantillons sont introduits dans un rdiaonia de 4
mm de diamétre et de volume interne 50 uL. Les rompées ont été réalisées en rotation a I'angleigqoaga
une vitesse de 8kHz. Les signaux sont fixés saigieal du DO. La température est maintenue constante a une
valeur de 290 K (tenant compte de l'augmentatiofadempérature due a la rotation). La séquenagepuse »
utilisée permet une présaturation du signal deaul'@hintensité PL9 = 50 dB) avec une fenétre spdetde 5
kHz. Typiqguement, 32 scans sont enregistrés poaqud spectre, avec une période de répétition delL8ss
spectres sont obtenus par transformée de Fourdgpditation d’'une fonction Lorentzian de 1 Hz.

59 IR

Les mesures d'absorbance infrarouge sont effectsidrean spectrophotométre ThermoNicolet Nexus 670
FTIR. Les échantillons sont introduits sous forneesdspension dans une cellule démontable équipéelde
faces de Cafet d’'un espaceur en téflon de 50 um de largelg.spectres sont enregistrés pendant 1,5 minutes
(50 scans) avec une résolution de 4'ciifs sont ensuite traités par soustractions ssives du spectre de la
vapeur d’eau et du spectre de I'eau lourde. Leelige base est systématiquement corrigée.
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- Annexe 1 -

Etude de gemini complexés a des nucléotides monguoesr

Au sein de notre laboratoire, I'étude de nucléodaipiniles a débuté avec des
systémes constitués de gemini dicationiques corgpleéx des monomeres de nucléotides
(deux monomeres par gemini). De nombreuses mocuieété synthétisées afin d’explorer
des gemini de longueurs de chaines variables, ex@pla chacun des ribonucléotides AMP,
CMP, GMP et UMP (Figure V-44). Dans cette étuddptegueur de I'espaceur séparant les
deux tétes cationiques est de deux carbones eterge pas variée. Dans un souci de
simplification, nous utiliserons la notati@NMP pour un geminR0-2-20NMP possédant
deux chaines aliphatiques a 20 carbones reliéasnpespaceur éthylénique, et complexé a un
nucléotide monophosphate NMP. Etant donné que é&mirg utilisés dans cette étude
possédent des chaines symétriques et ont une langlespaceur fixe, aucune ambiguité

n’est possible avec cette notation.

Base OH Base NH> NH,
i I i I Base = N f ﬁ\
0 0
Q=P-OH P H

b
(@]

(o} o
,./\—NJr +/ 2 i
~_ " <,NfLNH f*NH
‘ T N” NH, N’j*o
|
CnH2n+1 CnH2n+1

G
n=12, 14, 16, 18, 20, 22
Figure V-44 : Structure moléculaire de gemini commxés aux monomeres de nucléotides (AMP, CMP,

GMP et UMP). Dans ces expériences, la longueur delsaines aliphatiques est également variée (n = 12)2

Dans le but d’obtenir des informations préliminaiseir le comportement d’agrégation
de ces molécules et leur caractere plus ou moidsopiiobe, les températures de Krafft ont
été mesurées. L'étude morphologique de ces systdares différentes conditions a ensuite

été meneée, suivie de I'investigation des interastimtermoléculaires a l'interface air-eau.
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Etude en solution

Détermination des températures de Krafft (T)

La T est la température a laquelle un solide hydratissout dans I'eau. Nous avons
dans un premier temps cherché a déterminer l'inflteede la longueur des chaines

aliphatiques et de la nature de la base nucléigumdtre ion sur la{Figure V-45).

80 .
—-&-UMP
70 | = AMP
—-CMP
60 —i- GMP

50 -
40+ m
30 -
20 +
10 +

Température (°C)

-

0 s ‘ i : .
10 12 14 16 18 20 22 24

Longueur de chaines

Figure V-45 : Températures de Krafft des nucléo-gemi synthétisés.

Ce graphique présente un résultat prévisible : augmentation de la longueur des
chaines aliphatiques est associée a une augmendatithydrophobie des molécules et donc
de la k. Il souligne également I'importance de la natuedalbase nucléique puisqu’elle peut
faire varier la T d’une cinquantaine de degrés pour un méme geariexemple, laTdu
gemini 16UMP est inférieure a 4 °C, alors qu’ekt @e 50 °C pour le gemini 16GMP. Pour
une méme longueur de chaines, laest croissante avec I'ordre des contre ions stiivan
UMP < CMP < AMP < GMP.

Les comportements observés au travers des mesarésrdsultent de phénoménes
complexes et coopératifs, qui impliquent notammimst interactions d’empilement, les
liaisons hydrogéne et I'effet hydrophobe. Les geroamplexés a des nucléotides portant des
bases pyrimidiqgues (U et C) présentent desplls faibles que ceux complexés a des
nucléotides portant des bases puriques (A et G)cdmacité de ces bases bi cycliques a
intervenir dans des interactions d’empilement endyeles aromatiques contribue a la
formation d’agrégats stables, difficiles & solgah, et est illustrée par deg plus élevées.
Cette propriété est particulierement prononcée tkaas de la guanosine qui s’agrégent de

multiples fagons dans I'eau.
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Comportement d’agrégation en solution

Au cours de ces expériences, les échantillons solbilisés (a une température
supérieure a leuryJ et les comportements macroscopiques d’agrégétialiés aprés retour a
la température ambiante (~ 22 °C). Nous observars din premier temps l'aspect des
échantillons suivant le gemini étudié et son emnement. Plusieurs parameétres ont été
testés : la concentration, la température, la piEsd’un autre nucléoside, complémentaire ou

non (Figure V-46A), ou d’'un autre gemini nucléot{égure V-46B).

¢ 20 00
+ = +

A B

Figure V-46 : Représentation schématique des expérices menées pour I'étude du comportement
d’agrégation des gemini nucléotides dans I'eau : gorésence d’un nucléoside (A) ou d’'un autre gemini

nucléotide (B).

Parmi les différents échantillons étudiés, troismportements sont distingués :
I'obtention d’'une solution, la formation d’'un prpié et d'un gel. Le Tableau V-2 présente
les comportements observés pour une série de ngetdmi dans I'eau en présence ou pas de
nucléosides (Figure V-46A). Ces observations réatlégalement des travaux de Yugie
Wang, en stage post-doctoral au sein de notre égaipde Sabine Manet. Le Tableau V-3
présente une sélection de comportements observés ldacas de mélanges de gemini
nucléotides (Figure V-46B).

n H,O A T U C G
AMP 14 p s/p s/p s/p s/p p
16 gel/p p p p p p
18 gellp
20-22 p
UMP 14-16 S
18 S gel S S
20 s/gel a 70 mM gel g sl/g p
22 s/gel & 20 mM gel s/g gel p
CMP 14-16 s p
18-22 p P P p p p
GMP 12-22 p p p p p

Tableau V-2 : Comportement des gemini nucléotidesashs I'eau en présence de nucléosides

(s = solution, p = précipité, g = gel).
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n 14UMP 16UMP 18UMP 20UMP 22UMP 18CMP 20CMP

AMP 14-16 p p p p
18 p p gel gel
20 p Y p gel gel Y p
22 p p gel gel gel p

UMP 22 p alp

Tableau V-3 : Comportement de gemini nucléotides de I'eau en présence d’autres gemini nucléotides

(p = précipité, g = gel).

L’addition de nucléosides aux échantillons de gerAMP, CMP et GMP ne semble
pas affecter le comportement d’assemblage des gem@ependant, ces résultats sont
complexes a interpréter étant donné la diversig adenportements observes (précipité plus
ou moins fluide ou visqueux, gel plus ou moins lidgou opaque...), et la diversité des
parametres testés (nucléotides complexés, longdesirchaines aliphatiques, nucléosides
présents en solution, concentrations de chacunnt&senants, température). S’est ajouté a
cela le comportement des systemes ayant dgwdches de la température ambiante : des
transitions de phases (de précipité a solutionep@mple) ont été observées pour de trés
faibles variations de température. Ceci expliquedtation « s/p » (notamment) reportée dans
certaines cases du tableau.

Pour ces raisons, et dans un souci de simplificatious nous limiterons a développer
'exemple d’un systeme (parties grisées dans lédedax V-1 et V-2). Nous considérerons
ainsi le gemini UMP seul, en présence d’adénosttesn présence de gemini AMP. Ce
systéme est choisi pour présenter les travaux dgpéb au sein de notre équipe avec les

systémes de gemini nucléotides. Ce travail a’tafdt d’'une publicatiofi.

Ce systéme est constitué de bases nucléiques coentigres : I'uracile de 'UMP
complexé au gemini, et I'adénine porté soit pardeléoside (adénosine présent en solution),
soit par le nucléotide (AMP) complexé a un autrenipe Au sein de ce systeme, les
interactions entre bases nucléiques provoquentransition de phase : la solution fluide de
gemini UMP est transformée en gel lors de I'addititadénosine ou de gemini AMP (Figure
V-47). La formation du gel est caractérisée en osicopie électronique par un réseau
tridimensionnel de fibres nanométriques enchevétré&xe réseau permet de piéger les
molécules de solvant (ici I'eau) et est ainsi resadle des propriétés de non écoulement du
gel. Cette transition n’est observée que dansinegaonditions et dépend de paramétres tels

que la nature des nucléosides présents et la langieés chaines aliphatiques du gemini. Par
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Chapitre 5. Etude de nucléo-amphiphiles en solution

exemple, un gel est obtenu en présence d'adéngsiue des longueurs de chaines
aliphatiques du gemini UMP supérieures ou égal® @arbones (Tableau V-1). En revanche,
en présence d'uridine, la formation d’'un gel njeas$ observée.

Si un gel est également formé dans le cas des g@&@iet 22UMP a 10 mM dans
l'eau, la cinétigue de formation du gel est fortemnealentie en absence d’adénosine

(quelgues mois contre quelques jours en présemckElosine).

20UMP 10 mM + A 10 mM
20UMP 10 mM + U 10 mM

22UMP 10 mM + 22AMP 1,7 mM

\ , (’ ‘f" ‘f?f“(/ ]
f

”/ zﬂ’f

Solution Gel

Figure V-47 : Transition de phase (solution/gel) akervée avec les systemes 20UMP+A et 22UMP+22AMP.
A I'échelle nanométrique, le gel est caractérisé pda formation d’un réseau de fibres tridimensionné

(cryo fracture et cliché MET, réalisés par T. Labrd).

De la méme facon, la formation d’'un gel est obseragec le mélange des gemini
AMP et UMP (Figure V-47). Cette transition de phast notamment dépendante de la
concentration du gemini AMP ajouté. Dans le casnélange des gemini 22UMP (10 mM) et
22 AMP, une augmentation importante de la cinétidagformation du gel est observée a
partir d’'une concentration de gemini 22AMP d’'1,7 mBihfin, au-dela de 10 mM, le gel

devient opaque puis un précipité se forme.

Cette transition de phase observée en présencebateEs complémentaires U-A
n'apparait pas en présence des bases non comp&reent-U et U-G. Cependant, la
formation d’'un gel est également observée en poésdas bases non complémentaires U-C.
Si la complémentarité de type Watson-Crick (WC)sh’pas respectée dans ce cas, cette
transition reste spécifique des bases en présgémceffet, cette transition a lieu en présence
des nucléosides A et C. Pour comprendre la nateireette spécificité d’interactions, nous

avons étudié ces systemes a l'interface air-eau.
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Chapitre 5. Etude de nucléo-amphiphiles en solution

Etude des interactions inter moléculaires a I'interdce air-eau

Différents gemini ont été étudiés sur une sous@lasau ultra pure, puis en présence
de nucléosides en sous-phase. Cette étude a é&emeriacon systématique, en présence de
chacun des nucléosides A, C, G et U. Les concamgatespectives des gemini nucléotides et
des nucléosides utilisées sont telles qu’il y a B@décules de nucléosides pour une molécule
de gemini. Ainsi, les nucléosides en sous phasé sonlarge excés. Pour satisfaire les
contraintes de solubilité, les gemini étudiés pdesedes longueurs de chaines de 18, 20 et
22 carbones (en raison de problémes de synthésgeteini 20GMP et 22CMP n’ont pas été

étudiés).

Etude systématique de gemini 18NMP

Les gemini 18AMP, 18CMP, 18GMP et 18UMP ont étéliés successivement sur
une sous phase d’eau ultra pure et sur une sog® pleanucléosides. Les interactions entre
nucléotides et nucléosides sont observées sousefalenvariations d’aire par molécule
(expansion ou diminution) a une pression de surdaceéférence que I'on choisit au sein de la

phase liquide, par exemple 15 mN/m.

Dans le cas du gemidiBAMP (Figure V-48A), des isothermes superposables sont
obtenus sur les sous phases d’eau et contenanudésosides A ou C. Aucune interaction
n'est détectable en présence de ces nucléosidesvanche, la présence de G en sous phase
provogue une expansion de l'isotherme, alors quedaence du nucléoside U provoque une
diminution. Malgré de nombreuses controverses gadiriterprétation de telles variations, il
est souvent admis qu’une diminution d’aire par roolé résulterait d’'une augmentation des
interactions d’empilement entre les bases nucléigoepactant la monocouche. A l'inverse,
une expansion résulterait d’'une diminution des radions d’empilement, qui pourrait
s’expliquer par I'implication des résidus mis en @ans les interactions d’empilement dans
de nouvelles interactions, telles que des liaisyusogené?°
La monocouche de gemih8CMP présente également une diminution d’aire par nubdéen
présence du nucléoside U et une expansion en peskenG (Figure V-48B). Dans ce cas,
une expansion (plus faible qu’en présence de Gggalement observée sur une sous phase
contenant le nucléoside A. A nouveau, aucune iotieran’est décelée en présence de C.

188



Chapitre 5. Etude de nucléo-amphiphiles en solution

En ce qui concerne le gemit8GMP (Figure V-48C), une forte expansion en présencé de
est observée, et une plus faible avec le nucléo8idé&ucune interaction n’apparait en
présence des nucléosides C et U.

Enfin, les isothermes obtenus avec le gemiBUMP (Figure V-48D) présentent une
expansion en présence de G et une diminution esepcé de C. Aucune variation n'est a

noter en présence des nucléosides A et U.
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Figure V-48 : Isothermes de Langmuir pression de stace-aire par molécule obtenus avec les gemini
nucléotides 18AMP (A), 18CMP (B), 18GMP (C) et 18UM (D) de concentrations 0,5 mM sur des sous

phases d’eau et de nucléosides de concentrationsid.

D’une maniere générale, les variations observéetsretativement faibles (excepté en
présence de guanosine en sous phases). Cepeniiesitrestent fiables étant donné leur
reproductibilité et leurs intensités supérieuresx agcarts types calculés (cf partie
expérimentale). De plus, une tendance se dégagettieétude : G induit une expansion de
l'isotherme au cours de la phase liquide quel quiels nucléotide complexé au gemini. Les
autres nucléosides ont des effets plus faiblesndutre une tendance a diminuer I'aire par
molécule, contrairement a A qui semble 'augmefégeérement (Figure V-49A). Il apparait
ainsi que les variations observées sont dépendaletda sous phase utilisée plus que du

nucléotide complexé au gemini.

189



Chapitre 5. Etude de nucléo-amphiphiles en solution

Etude des gemini 20NMP et 22NMP

Dans la suite de cette étude, en ce qui concesngel@ini 20NMP et 22NMP étudiés,
nous ne détaillerons pas les cing isothermes obtpaur chaque gemini nucléotides, et nous
nous limiterons a présenter le bilan des variatiolbservées pour chaque gemini NMP en

fonction des quatre différentes sous phases (Figute).
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Figure V-49 : Variations d’aire par molécule mesur@s a partir d’'isothermes de Langmuir pression de
surface—aire par molécule pour les gemini nucléoties 18NMP (A), 20NMP (B) et 22NMP (C) de

concentration 0,5 mM sur des sous phases d’eau &t ducléosides de concentrations 1 mM.

La comparaison des variations d’aire par molécuksurées pour chaque systéme
présentée sur la Figure V-49 confirme les tendanbservées précédemment. G induit une
forte expansion de l'aire par molécule contrairet@el) qui provoque une diminution. Dans
le cas des gemini 20NMP et particulierement desigeR2NMP, cette diminution est plus
importante que celle mesurée avec les gemini 18NBAfn, la présence d’adénosine induit
une augmentation de l'aire par molécule alors queytidine ne semble pas interagir avec les
gemini NMP de la monocouche. Il apparait ainsirefaient que les interactions mesurées sont

dépendantes du nucléoside en sous phase plus queléotide complexé.

Comme observé précédemment dans le cas des nucfdophiles monocationiques,
ces interactions s’expliquent par la nature etr@ension des nucléosides a intervenir dans
des interactions de type empilement aromatiqui@isbh hydrogéne.

Les expansions observées en présence des nuckdSidet A ne peuvent pas
s’expliquer par leur intervention, en tant que Bgsariques bi cycliques dans des interactions
d’empilement. En effet, la compaction attendue demlonocouche n’est pas observée.

Cependant, ces deux bases sont trés hydrophobegregent facilement dans I'eau
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Chapitre 5. Etude de nucléo-amphiphiles en solution

(particulierement dans le cas de G) et ont tendaramopter un positionnement préférentiel a
l'interface air-eau, augmentant ainsi l'aire parlécale. L'absence d’interaction en présence
de C peut s’expliquer par 'instabilité des liaisdrnydrogéne dans lesquelles il est impliqué et
sa faible capacité a interagir par empilement atmme. Dans de telles conditions, il semble

cohérent qu’aucune interaction ne soit détectégefaant, les diminutions observées en
présence d'uridine sont surprenantes étant donmeécgunucléoside posséde les mémes
caractéristiques que la cytidine en termes deldgéde liaisons hydrogene et d’interactions

d’empilement aromatique. U est le nucléoside |s ghiuble dans I'eau et ne devrait ainsi pas

interagir dans le contexte de cette étude.

A partir de gemini dicationiques, nous avons obsedifférentes transitions de
morphologies spécifiques des nucléotides completédes nucléosides présents dans le
milieu. Par exemple, nous avons montré précédemladransition de solution a gel au sein

des systéemes constitués de gemini 22UMP en préséamb@&nosine ou de gemini 22AMP.

D’'un point de vue morphologique, nous avons moetmédébut de ce chapitre que
l'utilisation de tensioactifs monocationiques petrmia formation d’hélices chirales
micrométriques. Ces structures résultent de ladtion de liaisons hydrogene entre les bases
nucléiques confinées a la surface des membranésnigaies. A linverse, au sein des
systemes dicationiques de gemini nucléotides, lephologies observées ne présentent pas
de chiralité a I'échelle du micrometre.
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- Annexe 2 -

Mesures des pH de différents échantillons de neaigphiphiles

Les valeurs de pH obtenues avec les échantilleasndcléo-amphiphiles;&SMP et
C1,AMP indiquent que le nucléotide complexé est mamoraque (Tableau V-4). En effet, a
ces pH, le groupement phosphate ne porte qu'ungeheggative (la deuxieme ionisation se
produisant aux alentours de pH 6,7). De plus, &&seb des nucléotides complexés (adénosine
et guanosine) ne sont pas chargées dans ces oasdities nucléosides ajoutés dans ces

expériences ne portent pas non plus de charge.

Echantillon pH
C1,GMP 20 mM H-O 2,84
+A 2 mM 3,05
+C 2 mM 3,21
+G 2 mM 2,94
+U 2mM 3,00
C1,AMP 10 mM H.O 4,30
+A 2 mM 4,60
+C 2 mM 4,73
+G 2mM 4,50
+U 2mM 4,55
C1.GMP 0,4 mM H-O 4,54
+A 2 mM 5,16
+C 2 mM 5,45
+G 2 mM 4,53
+U 2mM 4,61
Ci/AMP 0,4 mM H.0 5,07
+A 2 mM 5,36
+C 2 mM 6,01
+G 2mM 5,05
+U 2mM 5,16

Tableau V-4 : Mesures des pH de différents échanliiins de nucléo-amphiphiles.
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- Annexe 3 -

Fabrication de micropipettes

Les contraintes liées a la fabrication des micreipgs sont doubles. Les pipettes
doivent avoir un diamétre, une longueur et une taos de ressort adaptés a I'objet d’intérét
ainsi qu’a leur fonction de pipette « dure » owume ». De plus, elles doivent présenter une
reproductibilité excellente puisqu’a partir de lexomportement vont étre déterminées les
propriétés mécaniques des systemes étudiés. Papteada géométrie de la micropipette a
I'expérience, cing parameétres sont ajustables aeani de I'étireuse de pipettes :

. «Heat» : quantité d’énergie appliquée a la micropipe@iette grandeur contréle de
facon directe la taille et le diametre de la migpefte : plus sa valeur est importante, plus la
pipette sera longue et fine.

. « Filament » (Fil) : 0-15 ; profils préprogrammeés établissant la fagont est

appliguée la chaleur sur le verre (distributiorlalehaleur).

. « Velocity » (Vel) 0-255 ; vitesse de déplacement du support (goajti
. « Delay »(Del) 0-255 ; laps de temps entre la désactivatioraderlet I'étirement.
. « Pull » (Pul): 0-255 ; force de I'étirement

Deux programmes adaptés a chaque type de pipeitentétre mis en place.

Micropipettes dures: couramment utilisé au CRPP, ce programme peranfatbrication de
micropipettes courtes (1 cm de section fine) d’iammtre |€gérement supérieur a 2,5 um :
« Heat » 400 :« Fil »: 4 :« Vel »: 50 ;:« Del »: 225 :« Pul »: 150.

Micropipettes souples : plus longues que les premieres (2 cm de sectioe),fielles
possédent un diametre inférieur a 2,5 pm :

« Heat » 500 ;« Fil »: 4 ; « Vel »: 50 ;« Del »: 200 ;« Pul »: 150.

Ces programmes permettent la formation de micréf@pedroites et reproductibles.
Cependant, de nouvelles mises au point sont néeessparticulierement pour adapter le

diameétre des pipettes au diametre des hélicesgtant difficiles a maintenir par aspiration.
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- Conclusions générales -

Le travail présenté dans ce manuscrit illustre agest des enjeux de la
fonctionnalisation et du biomimétisme. Nous nousns@s particulierement appliqués a
comprendre et a reproduire de facon synthétiqugdinisation d’édifices biologiques auto-
assemblés. En particulier, nous nous sommes ist&gesux édifices exprimant une chiralité
supramoléculaire, dont un exemple modéle résids tlaformation spontanée de la double
hélice d’ADN.

La stratégie choisie au sein de notre groupe deerelbe consiste en l'utilisation de
molécules amphiphiles, intrinsequement douées deprigtés d’auto-assemblage.
L’originalité de nos systemes repose sur la fometédisation de ces motifs par complexation
électrostatique avec des contre ions de naturasegarAinsi, les effets spécifiques d’'ions
nécessitent d'étre étudiés dans le but de concewo@& approche rationnelle pour la

conception d’auto-assemblages définis et controlés.

La stratégie utilisée dans le chapitre 2 permeéudié en phase gaz de ces interactions
et ainsi de se concentrer exclusivement sur I'asglectrostatique du complexe. Nous avons
montré dans ce chapitre que le complexe geminbmgtie — contre ion est particulierement
stable et ne peut pas étre dissocié. L'activatiocamplexe par augmentation de son énergie
interne induit alors sa fragmentation par substitubu élimination. Nous avons montré au
cours de ce travail que la stabilité de ce compttxa voie de fragmentation dépendent a la
fois de la nature du contre ion et de la structdeela molécule amphiphile. De plus,
I'enthalpie d’activation de substitution nucléoghiie varie que faiblement avec la nature du
contre ion et la longueur de I'espaceur du gemfidiinverse, il apparait que la fragmentation
par élimination est contrbélée par ces deux parasétoléculaires. Cependant, ces complexes
se comportent de facon trés différente en solwttoen phase gaz. Ces études nécessitent par
conséquent un travail complémentaire en solutiooy fa compréhension des contributions
des différentes forces impliquées dans les phénesnélauto-assemblage de molécules

amphiphiles ioniques.
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D’'un point de vue des morphologies d’auto-assem@dagious nous sommes
particuliérement intéressés aux architectures sugegulaires chirales. Dans ce cadre, nous
avons montré dans le chapitre 3 que la stratégeuplexation de petites molécules chirales
a un tensioactif non chiral permet I'obtention d@assemblages chiraux. De cette fagon, il
est possible de générer de nombreuses structuliesleshnanométriques extrémement
modulables. Le transfert de la chiralité de I'étheholéculaire a I'échelle supramoléculaire
peut ainsi étre contrélé subtilement simplement quanplexation de contre anions chiraux
tartrate. En outre ces systemes sont apparus dlexisesupports a la réplication inorganique
par transcription sol-gel. Nous avons ainsi moqtrél était possible de répliquer I'ensemble
de la diversité des architectures organiques. @amux ouvrent ainsi la voie a diverses
caractérisations physico-chimiques et permetteehvdsager de nombreuses applications

telles que I'encapsulation ou la conception deags@anométriques inorganiques.

Nous nous sommes par la suite intéressés a laitdis de nouveaux contre ions. Des
biomolécules dotées de fonctions particulieres @iéds de reconnaissance moléculaire
spécifiqgue ont ainsi été utilisées. Dans ce comtelds amphiphiles cationiques ont été
complexés a des nucléotides. Nous avons montréldatspitre 5 que I'élaboration de tels
tensioactifs permet également le transfert de li@rde I'échelle moléculaire a I'échelle
supramoléculaire. Les effets structurants coogdérati réciproques ont permis la formation
d’hélices micrométrigues par le confinement de @oiilles monoanioniques sur des
membranes cationiques. Dans ce cas, la spécifinitéontre anion utilisé permet I'obtention
d’agrégats de dimensions beaucoup plus élevéedansele cas des gemini tartrate.

De plus, les systemes nucléo-amphiphiles ont pedmisontréler les morphologies
d’auto-assemblages par addition de nucléosidescplts. Ceci résulte de phénomeénes
coopératifs complexes. En effet, ces interactionat scontrblées par la capacité des
nucléotides et nucléosides a interagir par desdies faibles (empilement aromatique, liaisons
hydrogene), ainsi que par les propriétés propreshdque entité (hydrophobie par exemple).
Les systemes présentés dans ce manuscrit ouvreoiela I'élaboration de systemes nucléo-
amphiphiles dérivés. L'utilisation de contre iongonucléotidiques pourrait ainsi constituer
une stratégie permettant la fonctionnalisation Wieassemblages supramoléculaires doués de

propriétés de reconnaissance spécifique.
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Du fait de leur structure ambivalente, les molésubamphiphiles s’auto-assemblent en solution,
permettant ainsi la formation d’'édifices supramaolétes d’architectures variées. Nous nous intéressn
particulier a I'étude du comportement de molécalephiphiles cationiques.

Pour comprendre les effets spécifiques d'ions, nawmns développé une approche en phase gaz,
utilisant les techniques de spectrométrie de mesde calculsb initio. Nous avons ainsi déterminé la stabilité
de différents complexes amphiphile géminé— cormne i

Par la suite, nous nous sommes intéressés a leiomt et a la caractérisation d’auto-assemblages d
morphologies chirales. En particulier, nous étudienconfinement de contre anions tartrate. Nosemons la
formation de rubans nanométriques chiraux dont daphmologie est modulable par de nombreux paramétres
Ainsi, il est possible de contrdler I'auto-assengiel@our obtenir des rubans torsadés, hélicoidauges tubules.
Ce comportement a également été exploité dansraitie de la polymérisation sol-gel pour I'élabaratie
structures chirales inorganiques.

Enfin, nous nous sommes intéressés a l'utilisatiennucléotides monoanioniques dans le but de
fonctionnaliser des molécules amphiphiles catioesqu_es effets structurants coopératifs et récipesgont
permis la formation d’hélices micrométriques. Ceaciures présentent des propriétés mécaniques|isires
permettant leur élongation, et la formation réJsesiet spontanée de rubans hélicoidaux. Le mécandanm
formation des hélices et I'effet de I'ajout de raadides sur le comportement d’auto-assemblagetéritédiés

par différentes techniques.
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nucléo-amphiphiles

Amphiphilic molecules, also called surfactants,f ssfsemble in water into a broad diversity of
structures. We are particularly interested in stuglyhe self-assembling behaviour of cationic sutefats.

In order to understand ionic specific effects, vewe developed a method in the gas phase, using mas
spectrometry andb initio calculations. This way, we have determined thkil#typof various gemini — couterion
complexes.

We have then focused on the design of chiral ssdémblies. In particular, we investigate the
confinement of tartrate counterions. With sucheayst, we have observed the formation of differenbnzetric
chiral ribbons, exhibiting tunable morphologiesotimgh different and independent parameters. Th@avallto
selectively creating twisted, helical or tubularustures. We take advantage of these propertigerdduce
inorganic silica structures through sol-gel polyin&tion process.

Finally, we have used monoanionic nucleotides t&fionalize cationic amphiphiles. Cooperative and
reciprocal effects induced the formation of micrdmeehelices. Moreover, these nucleolipidic heliagibit
particular mechanical properties allowing elongatand reversible rolling of the helices. Nucleosi@dfects

and the mechanism of helix formation have beenstigated using different techniques.
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