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RESUME

Les phospholipides sont des constituants importants de la membrane cellulaire. Ce
sont des lipides qui regroupent deux acides gras, du glycérol et du phosphate, liés de
fagon covalente. Ce projet de recherche vise a synthétiser de nouveaux composés
phospholipides avec deux appendices greffés sur la téte phosphate: un groupe
ferrocéne (sonde électrochimique) ainsi qu'un groupe dansyle (unité fluorescente).
Ces biomolécules modifiées pourraient étre incorporées dans des liposomes et des
membranes biologiques, permettant d’étudier ces superstructures par microscopie de
fluorescence et électrochimique, cette derniére utilisant des ultra-microélectrodes. Le
microscope pourrait servir a la détection des cellules particuliéres sécrétant des
espéces électroactives a un potentiel donné. Donc, ces molécules ont un intérét tant
en électrochimie, en biochimie qu'en chimie organique. Le défi dans cette recherche
est qu’il n’y a aucun phospholipide dans la littérature comportant a la fois les deux
fonctions de visualisation : fluorescence et potentiel redox.

La premiére étape du projet, qui consiste en la production du composé 1,2-
dioléoylglycérol, a bien été réalisée en trois étapes seulement et avec un rendement
global de 34 % via une mono-protection du glycérol. Le choix de la sonde
fluorescente a été porté sur le groupe dansyle pour des raisons de stabilité, de facilité
de couplage et de disponibilité. Le chlorure de dansyle a réagi avec 1’éthanolamine
pour fabriquer 1’alcool a coupler, soit le N-dansyl-2-aminoéthanol, le phospholipide
marqué avec le dansyle a été préparé avec succés avec un bon rendement de 85%.
Pour le demier groupe, soit la sonde électrochimique de cette synthése, le ferrocéne a
été choisi selon les prérogatives des collégues électrochimistes, pour son potentiel
redox compatible avec les milieux biologiques. Le composé ferrocéneéthanol,
préparé par le groupe de Prof. Mauzeroll, a ét¢ utilisé comme alcool de couplage.
Ensuite, en vue d’obtenir un phospholipide fluorescent et électroactif, deux types de
structures ont été visées. Le premier type est un phosphate trisubstitué combinant le
1,2-dioléoylglycérol et les deux alcools sondes, soit le N-dansyl-2-aminoéthanol et le
ferrocéneéthanol. Malheureusement cette synthése, tentée via divers protocoles
connus, n’a pas fonctionné, particuliérement lors du couplage du partenaire
ferrocéne. Un deuxiéme type de composé comprend un phosphate dialkylé cette fois,
combinant toujours le 1,2-dioléoylglycérol avec un autre alcool comportant a la fois
le groupe dansyle et le ferrocéne, en 1’occurrence le (N-dansyl, N-ferrocényléthyl)-2-
aminoéthanol. Malheureusement encore, cet alcool bifonctionnalisé n’a pas pu étre
obtenu par des méthodes usuelles.

Mots clés: Phospholipides, sonde électrochimique, unité fluorescente, ultra-
microélectrodes, 1,2-dioléoylglycérol, ferrocéneéthanol, dansyle.




INTRODUCTION

La chimie, science expérimentale, a pour but d’essayer de répondre a des
questions, en faisant appel a des modéles expérimentaux crédibles et applicables
dans la pratique. La connaissance des roles joués par les différents types des
phospholipides ainsi que des mécanismes permettant d’accomplir toutes les
fonctions de la membrane cellulaire constitue un des enjeux majeurs de la biochimie
des membranes. A ce propos, ’approche visée dans ce mémoire contribue au
développement de nouvelles méthodes de détection par microscopie pour 1’étude de
la morphologie cellulaire, ce qui peut avoir des implications importantes en

médecine, en sciences des matériaux, etc.

D’abord, il y a eu de nombreuses avancées technologiques qui ont permis au
microscope de devenir ce qu'il est a présent. Par exemple, en plus de la microscopie
optique qui utilise la lumiére du spectre visible et qui est encore aujourd’hui
largement utilisée, 1’avénement de la microscopie a fluorescence, qui est aujourd'hui
couramment utilisée en recherche en biologie et dans le milieu médical, a permis
d’observer la localisation des molécules particuliéres qui ont été modifiées par le
greffage d’une partie fluorescente. Cette technique permet de visualiser la
fluorescence émise par les marqueurs fluorescents introduits dans 1'échantillon,
particulicrement adaptée pour I'étude d'échantillons qui requiérent une grande

sensibilité et sélectivité de détection, dans les cellules vivantes par exemple.'




Les recherches pour d’autres méthodes de microscopie sélective sont en
cours en utilisant différents principes de détection. Entre outre, le nouveau concept
du microscope électrochimique, dont la sonde est constituée par une
ultramicroélectrode, nous permettrait de détecter sélectivement, en temps réel des
analytes électroactifs et méme de les quantifier. C’est ce qu’on appelle la
microscopie électrochimique a balayage, SECM (pour Scanning ElectroChemical

Microscopy).

Une nouvelle génération de microscopes pourrait résulter d’un amalgame de
la microscopie a fluorescence et de la microscopie électrochimique, donc, un
microscope qui couple deux fonctions pour une double détection. Ce nouveau
concept est présentement a 1’étude dans le groupe de Mauzeroll, sous I’appellation
Bio-SECM.

La préparation de biomolécules marquées est indispensable pour la détection
avec le Bio-SECM. En outre, I’étude de la morphologie des membranes cellulaires

serait possible grice au marquage de phospholipides qui vont s’y insérer.

11 existe de nombreux marqueurs cellulaires : teintures, composés radioactifs,
fluorescents, etc. Tous présentent des avantages et des inconvénients; le choix du
marqueur le plus approprié est en fonction de 1’étude menée. Afin de pouvoir suivre
avec fiabilité les marqueurs greffés, il apparait indispensable que le marqueur
sélectionné présente un certain nombre de caractéristiques, comme 1’affinité pour

une (ou des) organelles ainsi que la sélectivité et la sensibilité de détection.

Le premier chapitre présente quelques généralités concernant I’étude de la
morphologie des membranes afin de mieux comprendre les intéréts en jeu, puis nous

montrerons la nécessité de I’utilisation des marqueurs membranaires. Parmi les




différents types de marqueurs connus, on arrétera notre choix sur le dansyle comme

unité fluorescente et le ferrocéne comme sonde électroactive.

Les résultats de notre recherche seront décrits dans le deuxiéme chapitre de
ce mémoire. Le premier volet du travail porte sur la préparation du 1,2-
dioléoylglycérol. Le second volet porte sur le marquage des phospholipides dérivés
de ce glycérol. Les résultats obtenus ainsi que les défis rencontrés pour chacun des

deux volets seront présentés et analysés.




CHAPITRE I

LES COMPOSANTES DE LA MEMBRANE CELLULAIRE ET LES
MARQUEURS FLUORESCENTS ET ELECTROACTIFS

1.1 La membrane cellulaire

La membrane cellulaire est composée d’un ensemble de molécules telles que
les protéines et les phospholipides pour former le modele en mosaique fluide. Elle
protege la cellule de son environnement, aide a sa croissance, a son développement
et finalement & I’organisation et la compartimentation intracellulaire. La membrane

est formée d’un ensemble complexe de lipides regroupés en domaines.” (Figure 1.1)

Protémes mtramembranaires

Figure 1.1 Modéle de mosaique fluide pour décrire les structures
membranaires’



1.2 Les liposomes

1.3.1 Définition des liposomes

Liposome est un mot qui provient du grecs: "Lipos" désigne graisse et
"Soma" qui désigne le corps. Les liposomes ont ét€ décrits pour la premiére fois par
Bangham et Horne en 1961. Ils ont la forme d’une petite sphére, constituée de
phospholipides rassemblés en une couche unique (uni-lamellaires) ou en deux
couches (bi-lamellaires). IIs constituent de bons modéles membranaires car ils
reproduisent artificiellement des propriétés essentielles des membranes biologiques.
En effet, I’étude des liposomes représente un volet important convoité dans
I’industrie pharmaceutique, soit d’augmenter la biodisponibilité des médicaments en
diminuant leurs toxicités en permettant une livraison ciblée des médicaments au
niveau des sites affectés. Par ailleurs, ils sont de plus en plus utilisés en
cosmétologie pour atténuer le caractere irritant de certaines crémes pour la peau.
(Figure 1.2)*

Sous-couche phospholipide externe

Sous-couche phospholipide interne

Figure 1.2 Structure générale d’un liposome bi-lamellaire’



Pour étudier ce qui se déroule au niveau membranaire, les liposomes
représentent une matrice lipidique modéle s’approchant de celle des membranes
biologiques.

Les liposomes marqués pourraient étre introduits dans la membrane
cellulaire biologique grice a une protéine d’échange de phospholipides.” Cette
protéine effectuerait un échange entre les phospholipides de la membrane externe et
ceux des liposomes. Par la suite, les phospholipides marqués migreraient de la
membrane externe vers la membrane interne. Ce marquage permettrait d’observer le
fonctionnement de la membrane par technique de microscopie sélective au marqueur

en question : fluorescence, radioactivité, potentiel redox, etc.

1.3.2 Préparation des liposomes

Les liposomes sont préparés avec de phospholipides naturels ou synthétiques.
Les phospholipides s’organisent de maniére a exposer la téte polaire en contact avec
le milieu extérieur ou le cytoplasme et les queues apolaires 4 I’intérieur de la

bicouche. Ainsi, ils peuvent former des micelles uni-lamellaires ou bi-lamellatres.

1.3 Les lipides

Les lipides sont des macromolécules qu’on retrouve aussi bien dans le
régne végétal qu’amimal. Ils sont peu solubles dans I’eau, mais solubles dans les
solvants organiques. Les cellules vivantes produisent un grand nombre de ces
composés, dont la plupart contiennent des acides gras ou des dérivés d'acides gras.
Les lipides remplissent des rdles trés importants. D’abord, ils entrent dans la
composition de la membrane cellulaire sous forme de phospholipides ou de
cholestérol, par exemple. Ils constituent également une source d’énergie importante

stockée sous forme de triglycérides dans les cellules adipeuses. Enfin, ils ont un réle




dans la signalisation cellulaire parce qu’ils sont considérés comme un des

constituants principaux des hormones.’

1.3.1 Les acides gras

Les acides gras sont des acides carboxyliques et sont les constituants de
nombreux types de lipides dont, les triglycérides et les phospholipides. On les
retrouve dans les graisses animales, les huiles végétales et dans la composition des
membranes. 1l existe différents acides gras qui se différencient par la longueur de
leur chaine hydrocarbonée, leur degré d’insaturation, la localisation de celle-ci et

finalement par la conformation des doubles liaisons carbone-carbone (cis, trans).”

1.3.1.1 Longueur de la chaine

La longueur d’une chaine d’acides gras naturels est de 4 a 36 atomes de
carbones. On les subdivise souvent en deux classes : Les acides gras a longues
chaines sont constitués de 14 a 24 carbones et les acides gras a trés longue chaines
sont constitués de plus de 24 carbones. Le tableau 1.1 montre la longueur de chaines

des acides gras naturels.




Tableau 1.1 Longueur des chaines des acides gras naturels

Acide Gras Structure

Saturés C4-C14 )

C16 (Acide palmitique) /\/\/\/\/\/\/\/ﬁ\
oH

C18 (Acide stéarique) /\/\/\/\/\/\/\/\/ﬁ\
o

Insaturés | Monoinsaturés Oméga-9 (Acide \/\/\/\/_\/\/\/\/U\
— OH

oléique)
Polyinsaturés | Oméga-3 (Acide alpha — @
linolénique) e -
Oméga-6 (Acide /\/\W/\/\/ﬁ\
linoléique) - =

1.3.1.2 Degré d’insaturation

Acides gras saturés

Un acide gras saturé est constitué d’une chaine d’atomes de carbones
saturés en hydrogéne. Donc, toutes les liaisons dans la molécule sont simples, aucun
lien double ou triple dans la chaine de carbones. Les acides gras saturés
proviennent :

¢ Des graisses animales (beurre, créme, graisse de beeuf, etc.)
e Des graisses végétales (huile de noix de coco, huile de palme, etc.)

Ils sont généralement moins fragiles que les acides gras insaturés,

supportent mieux la chaleur.




Acides gras insaturés

Un acide gras insaturé est constitué d’une ou de plusieurs doubles liaisons
carbone-carbone. Ces acides gras se divisent en deux groupes :

e Monoinsaturés (par exemple les Oméga-9) : proviennent de 1’huile
d’olive, d’arachides et d’avocat. Ils ne comportent qu’une liaison
double C-C par chaine.

e Polyinsaturés (par exemple les Oméga-6 et Oméga-3) : proviennent
de I’huile de soya, de mais, de tournesol, de lin et de chanvre. Ils

comportent deux liaisons double C-C ou plus.

1.3.1.3 Configuration des acides gras

Configuration Cis (Z)

La notation cis ou Z indique que les hydrogénes sur une liaison double
carbone-carbone d’une molécule sont du méme c6té. La double liaison cis crée un
coude dans la chaine carbonée. Les gras naturels insaturés sont tous de configuration

cis.

cis (Z)

Figure 1.3 L’acide ol¢ique, un acide gras cis.
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Configuration Trans (E)

La notation trans ou E indique que les hydrogénes sur une liaison double
carbone-carbone de la molécule sont de part et d’autre. La double liaison trans a une
structure étendue. La configuration géométrique trans de la double liaison conserve
la linéarité des acides gras saturés, provoque une chaine plus rigide, augmente le
pomt de fusion des acides gras insaturés et change la polarité globale et les
propriétés spectrométriques. Les gras trans proviennent surtout des produits
industriels d’hydrogénation partielle des acides polyinsaturés (margarines,

shortenings).

Une alimentation riche en acides gras trans augmente le taux de mauvais
cholestérol et diminue le taux de bon cholestérol dans le sang. Car les acides gras
trans sont stables, moins bien métabolisés dans I’organisme, s’accumulent et causent

des obstructions d’artéres et de veines, causant ainsi les troubles cardiovasculaires.®

trans (E) o

/\/\/\/\@/\A/\)\oﬂ

Figure 1.4 L’acide élaidique, un acide gras trans.
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1.3.2 Les phospholipides

1.3.2.1 Définition des phospholipides

Les phospholipides sont les composants principaux de la membrane
cellulaire. Ils s'auto-organisent en un double feuillet, ils possédent une téte polaire
hydrophile dirigée vers le milieu extérieur aqueux. Aussi, les phospholipides sont
dotés d’une queue constituée de deux chaines hydrocarbonées hydrophobes, pointant
a l'intérieur de la membrane. La bicouche membranaire est organisée principalement

sous I’effet des forces hydrophobes. (Figure 1.5)

((jroupement phosphate —>

Hydrophile | -» ©
( ! ’  4 R e Glyce’rol/
Hydrophobe! Chege s ™ w Pa
Acide gras

Figure 1.5 Structure d’un phospholipide, ici la choline.

¥
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1.3.2.2 Le rdle biologique des phospholipides

Les phospholipides jouent un rdle trés important au sein de la cellule.
IIs constituent une interface ou une barriére entre les milieux intra et
extracellulaires.

Ils aident la cellule a conserver son intégrité lors des changements morphologiques.

1.3.2.3 La structure des phospholipides

Les phospholipides sont composés d’un glycérol possédant trois fonctions
alcools. Les deux de ces fonctions alcools du glycérol sont estérifiées avec des
acides gras a longues chaines (14 a 24 carbones). La troisiéme fonction alcool
primaire est phosphorylée avec une chaine possédant une fonction amine comme

I’éthanolamine ou la choline, par exemple.’

1.3.2.4 Les phosphatides

L’acide phosphorique du phospholipide est couplé a4 un composé azoté. Ce
dernier peut étre soit une éthanolamine, une sérine ou alors une choline. La partie
aminée joue un réle essentiel dans la signalisation intracellulaire. Elle sert de site de
reconnaissance et de fixation pour certaines enzymes et protéines

transmembranaires. (Figure 1.6)"°
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0 i éthanolamine
(1] ?_o i'CHz’CHz'NH3+

o .
I sérine
g H
——:cnz-g—coo-
! NH;"
]
 choline cH,

~LcH,-CH,-N'-CH
2 R TNCR S

Figure 1.6 Les principaux glycérophospholipides
1.3.2.5 Synthése des phospholipides

La synthése d’un phospholipide en laboratoire s’effectue principalement en
trois étapes. Dans un premier temps, il s’agit de faire la synthése des acides gras. En
deuxiéme lieu, il s’agit de phosphoryler ’une des fonctions hydroxyle primaires.
Finalement, le couplage de la fonction amino alcool représente la derniére étape de
la synthése. La méthode la plus couramment utilisée fait usage de POCl; comme

source de phosphate activé. (Schéma 1.1)
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' ~ 1
o:< R, o/ \G R“
/_<, POCl; Et;N  © 0 Et3N THF /\\ \[(
o CH)Cl, - °‘< °
= |

Schéma 1.1 Synthése d’un phospholipide selon la méthode de Eibl®

1.3.3 Le glycérol

On doit la découverte du glycérol au chimiste suédois, Carl W. Scheele
(1779). Le glycérol est un triol dénommé propane-1,2,3-triol selon IUPAC. Il entre
de maniére principale dans la composition des graisses et huiles sous la forme

d’esters appelés glycérides.11

Actuellement, le glycérol (aussi appelé glycérine) est largement utilisé dans

I’environnement domestique et industriel : savons, dentifrices, lubrifiants, etc.
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1.34  Les glycérides

Une mono-estérification sur une fonction alcool du glycérol donne un
monoglycéride. Un diglycéride est obtenu par I’estérification de deux des fonctions
alcools. De méme, un triglycéride est le résultat d’une triésterification sur les trois

fonctions hydroxyles.

1.4 Autoassemblages de phospholipides

Les phospholipides se rassemblent en sphéres minuscules naturellement
lors de leur perturbation. Deux formes sont possibles lors de ce réassemblage, une
monocouche qu’on appelle micelles ou une bicouche appelée liposomes. (Figure
1.7)

e Les monocouches sont des couches mono-moléculaires avec une
téte hydrophile dirigée vers le milieu extérieur aqueux et une queue
hydrophobe dirigée vers le milieu lipidique.

e Les micelles sont des petites sphéres, ot dans un milieu aqueux la
partic hydrophile va venir au contact de l’eau, et la partie
hydrophobe va la fuir.

Les bicouches se referment sur elles-mémes pour former des

vésicules sphériques appelées liposomes. '
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Figure 1.7 Structure des différentes formes de rassemblement
des phospholipides”

1.5 Intérét des phospholipides marqués

Les phospholipides marqués par une sonde (un marqueur chimique coloré,
fluorescent ou radioactif), peuvent étre transformés en liposomes qui peuvent &tre
ensuite intégrés dans la membrane biologique pour 1’étude de celle-ci. Les composés
fluorescents, comme le dansyle, sont des traceurs hydrosolubles de I’espace aqueux
du liposome et permettent 1’étude sur la perméabilité et le transport de composés
hydrosolubles des liposomes. La figure 1.6 montre la structure de plusieurs
composés fluorescents utilisés en microscopie. Dansyl-DPPE (N-(5-diméthylamino-
1-naphthalénesulfonyl-1,2-dipalmitoyl-sn-glycéro-3-phosphoéthanolamine, sel de
triéthylammonium), NBD-PE (N~(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-1,2-
dihexadécanoyl-sn-glycéro-3-phosphoéthanolamine, sel de tn'éthylammonium)“;
Biotin-DHPE (N-(biotinoyl)-1,2-dihexadécanoyl-sn-glycéro-3-
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phosphoéthanolamine, sel de h*iéthylammonium)ls; Fluorescéine-DHPE (N-
(fluorescein-5-thiocarbamoyl)-1,2-dihexadécanoyl-sn-glycéro-3-

phosphoéthanolamine, sel de triéthylammonium)'®.

i
CH
N
R—C—O0—CH O CH,

fi | 1
(o] CH, 0“7—0—CH20|42'—NH"'302
O CoHs Dansyl-DPPE
S CeHg—Ar—CaHy

H

(CH3CH,)3N*H

NO,
1] /N\
CHa{CH2)14—C—~0CH, .
CH3(CH,)q4=C~=0OCH 0 N NBD-PE
3 214 1 1 il
o CHZO—S"OCHZCHQ-NH
q (CH3CHzlaN*H
C."‘.a(CHz}“"‘C“‘O?Hz o
CH3(CH2)u—G-OGH  © >’= o
0 C420—5-OCH2(1H2-NH—L‘(CPQL, = Biotin-DHPE

O-

HO 0 0
(CH3CH,)sN*H O O
i

0 COzH e
it
CHy(CHz1—C~0GH, O Fluorescéine-DHPE
CH3(CH2)14—C—OCH Q
O CH20~P—0CH,CH-NH—C—NH
o S

Figure 1.8 Structure de composés fluorescents utilisés en microscopie
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Les sondes chimiques utilisées correspondent essentiellement a des
marqueurs de la fonction amine capables de réagir avec des phospholipides aminés,
c'est 4 dire la phosphatidyléthanolamine (PE). La microscopie de fluorescence
permet d’examiner les interactions entre les liposomes et les cellules, sans détruire

I’échantillon ou avoir a fixer les cellules.

1.6 Le Bio-SECM: un appareil qui combine le microscope électrochimique et le
microscope a fluorescence

Au sein du laboratoire du professeur Janine Mauzeroll, le couplage
électrochimie-fluorescence sous microscope nous permettra d’étudier des
membranes cellulaires selon le potentiel redox appliqué a I’ultra-microélectrode
simultanément avec la fluorescence.'”

Le Bio-SECM est un nouveau systéme apparu dans les années 2000'%,
Fabriqué par HEKA (Allemagne), cet appareil combine deux types de microscopes,
soit la SECM (microscopie ¢électrochimique) et le microscope inversé a
fluorescence. Ce systéme utilise un microscope inversé comprenant une optique
adaptée pour I’imagerie cellulaire qui permet d’observer les changements
morphologiques de la cellule et identifier rapidement des cellules avant de faire les

analyses électrochimiques. (Figure 1.9)".

Figure 1.9 Microscope Bio-SECM
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Le déplacement de I'électrode est contrlé par un moteur qui permet la
correction de la pente du substrat dans les axes x et y et un autre qui assure le
mouvement dans l'axe des z. La distance constante est maintenue grice a un
mécanisme de rétroaction basé sur des forces de cisaillements (shear forces). Cette
composante donne la possibilit¢ de s'approcher d'une cellule vivante sans
I'endommager. Ce nouveau mode d'analyse donne naissance a la Bio-SECM, qui

combine la SECM avec un microscope inversé a fluorescence. (Figure 1.10)%°

A : Module de fluorescence

B : Caméra
C : Pile électrochimique

D : Ultramicroélectrode

Figure 1.10 Schéma sommaire d’un microscope Bio-SECM
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1.7 La fluorescence, l1a phosphorescence et les fluorophores

La fluorescence permet I’étude de I’environnement proche des molécules
fluorescentes. Elle permet I’analyse de la structure tridimensionnelle ou du
mécanisme catalytique. La molécule fluorescente est excitée par une lumicre
incidente correspondant a la longueur d'onde ou elle absorbe ce rayonnement. Cette
molécule va émettre rapidement 1’énergie absorbée sous forme d’émission de
lumiére. La longueur d'onde d’émission est toujours plus grande que la longueur
d’onde d’absorption. L’une des nombreuses applications de la fluorescence et la
phosphorescence est la fluorimétrie, elle constitue une méthode de dosage trés
couramment utilisé en biochimie.

Le diagramme énergétique de Jablonski décrit le phénoméne de fluorescence
et phosphorescence. La molécule est initialement excitée par I’absorption d’un
photon, par la suite elle retourne a niveau d’énergie plus bas que celui de 1’état
excité par le phénomene de relaxation. La durée de vie de cette relaxation est trés
bréve. La molécule revient a 1’état fondamental par collision avec d’autres molécules
ou par émission de lumiére. Cette émission correspond & la fluorescence. Le
phénoméne de phosphorescence correspond au retournement de spin avec passage a
un état triplet ou état excité. L’émission de photons et un nouveau retournement de

spin permettent le retour & I’état fondamental. (Figure 1.11)*!
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Figure 1.11 Le diagramme de Jablonski

Il existe deux catégories de fluorophores organiques. La premiére catégorie
comprend les molécules ayant une émission inférieure ou égale 4 500 nm. Les
molécules contenant de 1’azote, du soufre, de I’oxygéne et du naphtaléne
fluorophores en font partie. (Figure 1.12)* La deuxiéme catégorie de molécules

possede une émission plus grande que 500 nm.

N(CHa),
N 0 O cooH

Ny QVV% N {."—\)\NH:
0-8-0 ) X
‘ HON > HON S

Chlorure de dansyle PRODAN DANA

Figure 1.12 Différentes classes de naphtaléne contenant des fluorophores
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Le rendement quantique de fluorescence (¢) détermine [I’efficacité de
I’émission de lumiére fluorescente pour une molécule donnée. Le rendement
quantique (¢) s’exprime par le rapport du nombre de photons émis sur le nombre de
photons absorbés par la molécule. Les fluorochromes ont des rendements quantiques

normalement compris entre 0,1 et 1. Le dansyle posséde un ¢ d’environ 0,5.

Le rendement quantique est influencé par les conditions environnementales
des fluorochromes comme la force ionique, le pH, la concentration, etc. La valeur
maximale du rendement quantique est de 1. La présence d’autres fluorochromes fait

diminuer I’efficacité d’émission par le phénoméne appelé quenching.

11 existe deux types de quenching, le quenching dynamique et le quenching
statique. Le quenching dynamique survient lors des collisions intermoléculaires la
ou I’énergie électronique sera convertie en énergie cinétique et de vibrations. Le
quenching statique est observé lorsque le fluorophore établit un complexe stable et
non fluorescent avec une deuxieme molécule. Dans les deux cas, la valeur du
rendement quantique va décroitre et la fluorescence sera faible, voire non
détectable ”

Le dérivé dansyl-DPPE est utilisé comme un marqueur fluorescent dans les
méthodes d'immunofluorescence.

Le chlorure de dansyle est un réactif de détection fluorimétrique activé par la
lumiere UV sur des longueurs d'onde comprise entre 200-800 nm (excitation et
émission). Plus précisément le Amax €n absorbance du dansyle est de 336 nm et celui-
ci émet ensuite lors de sa relaxation du rayonnement a une longueur d’onde (A) de
511 nm. (Figure 1.13)**
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Figure 1.13 Graphique montrant I’excitation et I’émission du
dansyl-DPPE

1.8 Molécules électroactives et ultra-microélectrode

Les complexes métalliques sont  particulicrement  sensibles
électrochimiquement et possedent donc un potentiel d'oxydoréduction. Ils sont

facilement oxydés ou réduits dans les approches classiques électrochimiques.

Une attention particuliére a été portée au ferrocéne et a ses dérivés. Ils
possédent un grand potentiel d’utilisation dans la chimie organométallique et la
science des matériaux. Cet intérét provient du fait que le ferrocéne est composé
aromatique avec des particularités électroniques et géométriques.” Au-dela de ses
propriétés rédox trés attractives, le ferrocéne peut €tre incorporé dans des molécules

pour la détection électrochimique de cations, d’anions ou de molécules neutres.

Le ferrocéne présente un atome de fer(II) complexé entre deux carbanions
cyclopentadiényles (CsHs noté Cp) qui tournent librement autour du centre

métallique.”® L'atome de fer dans le ferrocéne est 4 I'état d'oxydation +2 [Fe (II)]. Par

contre, I’ion ferrocénium [Fe(n’-Cp)]'est un composé Fe(Ill). Les complexes qui
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respectent la régle des 18 électrons (comme le ferrocéne lui-méme) sont les plus
stables. La stabilité est suggérée par la longueur de la liaison et les réactions rédox
du complexe.?’ Le ferrocéne est utilisé pour introduire une activité électrochimique
dans la fonctionnalité de la molécule phospholipide marquée qui est ’objet du

mémoire. (Figure 1.14)®
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Figure 1.14 A la surface d’une ultra-microélectrode, I’activité du ferrocéne
est stimulée par I’établissement d’un potentiel rédox

1.9 Les objectifs et le plan de synthése d’un phospholipide bifonctionnalisé

Ce projet de recherche vise a synthétiser de nouveaux composés
phospholipides, avec deux appendices greffés sur la téte phosphate : un groupe
ferrocéne (sonde électrochimique), ainsi qu'un groupe dansyle (unité fluorescente).
Si le temps le permet, ces biomolécules modifiées seront incorporées dans des
liposomes et étudiées par microscopie de fluorescence et électrochimique (Bio-
SECM) utilisant des ultra-microélectrodes. (Figure 1.15)*
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Liposome non marqué Phospholipide marqué Liposome marqué

Figure 1.15 Membrane biologique marquée

La premiere étape de cet objectif est la préparation du substrat de départ, soit
le 1,2-dioléolylglycérol qui sera ensuite phosphorylé et marqué par les deux
groupements (sonde électrochimique et unité fluorescente). Le défi de cette synthése
est de préparer un trialkylphosphate avec trois groupements R différents sans isoler

I’intermédiaire en une seule étape.

Ro—i%—OR"
OR'

Trialkylphosphate




CHAPITRE I

SYNTHESE D’UN PHOSPHOLIPIDE COMPORTANT UN APPENDICE
FLUORESCENT ET UN APPENDICE ELECTROACTIF
Ce chapitre consiste en la préparation du 1,2-dioléoylglycérol 6 afin de poursuivre la
synthése par phosphorylation et greffage des deux groupements marqueurs (I’un
fluorescent et 1’autre électroactif). Des voies alternatives seront présentées, par
exemple en utilisant le DOPE commercialement disponible, qui est déja phosphorylé

et qu’on a tenté de coupler avec les groupes marqueurs.

2.1 Préparation du 1,2-dioléolylglycérol 6

La premiére étape de la synthése envisagée consiste dans la préparation du
diglycéride 1,2-dioléolylglycérol. Trois approches ont été évaluées; comportent

Sétapes, 3 étapes et 2 étapes respectivement.

2.1.1 Approche de synthése du 1,2-dioléolylglycérol 6 a partir du glycérol en cing
étapes

La premiére méthode tentée pour préparer le 1,2-dioléoylglycérol 6 débuterait avec
le glycérol commercial 1. Dans un premier temps, certaines fonctions hydroxyles du
produit de départ, soit le glycérol 1, ont été protégées par des groupements
protecteurs spécifiques. La premiére protection a été réalisée avec le 2,2-
diméthoxypropane, pour former I’acétonide 2 avec un rendement de 49%. Par la
suite, I’hydroxyle primaire restant a été protégé a 1’aide du chlorure de p-
méthoxybenzyle (PMBCI) et de I’hydrure de sodium (NaH) afin d’obtenir I’acétal 3
avec un rendement de 84%. Ensuite, la déprotection de I’acétal 3 a été effectuée a
I’aide de I’acide acétique en chauffant, pour former le diol 4 avec un rendement de
87%. Par la suite, I’étape de ’estérification a été effectuée dans des conditions
douces (pour éviter la répartition des acides gras sur les différentes fonctions

hydroxyles), ce qui a permis I’obtention de 1’acide gras 5 avec un trés bon
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rendement de 94%. Finalement, la derniére réaction, soit la déprotection de 1’alcool
primaire, a été effectuée dans des conditions oxydantes avec le DDQ, pour obtenir le

produit désiré, soit le 1,2-dioléoylglycérol 6, avec un rendement 61%. (Schéma 2.1)

HO OH Mo, oMe Q P 0><0
PMBCI
NaH(60%),

TsOH, acétone, T.P: 4h TBAI, DMF,
49% 80°C, 3h
HO HO 84%
PMBO
1 2 3
AcOH, H,0,
60°C, 2h
87%
R R
HO OH
R 0 R 0
. 0 O Acide oléique, DCC
0 RS U DMAP, DCM: T.P, 12h
T.P, 24h et el e drilleet
o = o
61% 94% PMBO
6 ) 4
HO PMBO
R = Oléyl R = Oléyl

Schéma 2.1 Synthése du 1,2-dioléoylglycérol 6 via le 1,2-diisopropylidéneglycérol 2

La réaction utilisée pour cette synthése est une estérification par couplage
entre un acide carboxylique et un alcool. Le mécanisme proposé est décrit ci-
dessous. La premiére étape de ce mécanisme propose la formation d’un
intermédiaire actif appelé le O-acylisourée. Ce dernier résulte de la réaction entre le
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et I’acide carboxylique. Par la suite, le O-
acylisourée 1 va réagir avec 1’alcool 2 pour former le dicyclohexylurée (DCU), ainsi

que le produit final, & savoir, I’ester 3. (Schéma 2.2)
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Schéma 2.2 Mécanisme d’estérification entre un alcool et un acide carboxylique
favorisée par le DCC
Cette voie de synthése du 1,2-dioléoylglycérol 6, qui est assez longue (5
étapes) et pour laquelle le rendement global est plutot faible (20%), n’a pas été
choisie pour la préparation de grandes quantités de 1,2-dioléoylglycérol 6. Nous
avons cherché a mettre au point une méthode plus efficace qui comporterait moins

d’étapes et un meilleur rendement global.
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2.1.2 Approche de synthése du 1,2-dioléolylglycérol 6 a partir du glycérol en trois
étapes

Une deuxiéme approche proposée pour préparer le 1,2-dioléoylglycérol 6 débute
toujours avec le glycérol 1. Dans un premier temps, une réaction de monoprotection
sélective a été effectuée sur I’une des fonctions hydroxyles primaire du glycérol 1 en
utilisant du chlorure de p-méthoxybenzyle (PMBCI), qui a donné le diol 4 avec un
rendement de 59%, suivie d’une bis-estérification en excellent rendement des
hydroxyles restants avec I’acide oléique. Cette méthode a permis de réduire le
nombre d’étapes ainsi que d’augmenter le rendement global de la préparation du 1,2-
dioléoylglycérol 6 a 34%. La réaction de monoprotection du triol fonctionne bien
puisqu’on a démarré la réaction avec 10 équivalents du glycérol, peu coiiteux, et
seulement un équivalent de PMBCI. (Schéma 2.3)

R
R 0
HO OH HO OH
PMBCI, Acide oléique, DCC, 9 &
NaH - DMAP, DCM: T.P., 12h o
TBAI, DMF 94%
100°C, 3h 5
HO 599, PMBO PMBO
1 4
R
DDQ, DCM/H,0(20:1)
R o 0°C, 24h
61%
0 0
()
6
HO
R = Oléyl

Schéma 2.3 Synthése du dioléoylglycérol via le glycérol monoprotégé
avec un éther de p-méthoxybenzyle
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2.1.3 Approche de synthése du 1,2-dioléolylglycérol 6 a partir du glycérol 1 en
deux étapes

Une troisiéme approche pour préparer le 1,2-dioléoylglycérol 6 qui débuterait aussi

avec le glycérol 1, toujours avec 1’objectif de diminuer le nombre d’étapes ainsi que

d’augmenter le rendement global. Dans un premier temps, une réaction de tri-

estérification des hydroxyles du glycérol 1, avec 1’acide oléique, a été effectuée. La

méthode d’estérification par I’activation avec un agent de couplage carbodiimide, a

donné le triglycéride 19 avec un bon rendement de 81%. (Schéma 2.4)

R R
R 0% R 0=—x
HO OH o]
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Schéma 2.4 Synthése du dioléoylglycérol par estérification formant avec le glycérol
les triglycérides

Dans un deuxiéme temps, une réaction de monohydrolyse sélective a été tentée pour
libérer la position 1 du triglycéride a I’aide de différentes méthodes décrites dans le
tableau 2.1. Malheureusement, les conditions de la littérature n’ont pas fonctionné
avec notre composé, aucun produit désiré 6 n’a été obtenu et seulement des produit

de dégradation ont pu étre observés. (Tableau 2.1).
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Tableau 2.1 Résultats de la réaction de formation du dioléoylglycérol 6
via monohydrolyse du triglycéride 19

) ) Temps/
Réaction Réactifs Solvant Rendement 6 (%)
Température
1 K,COs MeOH 48 h/T.P. 0
2 NaOH H,O 24h/T.P. 0
=)
3 K,COs MeOH 3 h/reflux 0
=
4 ¢ NaOH H,0/MeOH  48h/TP. 0
&b
5 & NaOH  H,O/MeOH/THF 24h/T.P. 0
HzN-NHz‘
6 EtOH/Tol 48 h / 60°C 0
CH;COH

En raison de la difficulté rencontrée pour hydrolyser 1’oléoate excédentaire, la voie
de synthése en deux étapes du 1,2-dioléoylglycérol 6 via le glycérol a été
abandonnée. La méthode en 3 étapes, consistant en la monoprotection avec PMB, a

été utilisée pour préparer 6 en bonne quantité, de I’ordre de quelques grammes.

2.2 Préparation du N-dansylaminoéthanol

La préparation de la section fluorescente a été effectuée par une réaction de
substitution nucléophile (Sn2), & partir du chlorure de dansyle 7 commercial et de
I’éthanolamine 8 commercial dans un milieu basique®, pour donner I’agent de
dérivation fluorescent N-dansylaminoéthanol 9 avec un rendement de 88%. (Schéma
2.5)
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Schéma 2.5 Synthése du N-dansylaminoéthanol
2.3 Phosphorylation du 1,2-dioléoylglycérol 6

La phosphorylation consiste en I’assemblage autour d’un phosphate, des trois
molécules suivantes : le 1,2-dioléoylglycérol 6, le dansylaminoéthanol 9 et le
ferrocéneéthanol 10. Pour la réaction de phosphorylation, plusieurs approches tirées
de la littérature ont été envisagées pour former le phospholipide marqué 11.
(Schéma 2.6)

R 0:<
R 0
%0 0 "H3PO4"
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pNs—n” \—CH 0
OH
6 HO Fc/\/
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Schéma 2.6 Synthése du phospholipide 11
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Comme il vient d’étre présenté, le 1,2-dioléoylglycérol 6 et le dansylaminoéthanol 9
ont été synthétisés au sein du laboratoire du Prof. Chapdelaine. Le ferrocéneéthanol
10, quant a lui, a été préparé au laboratoire du Pr. Janine Mauzeroll a partir de
’acide ferrocéneacétique 33, du borane (BH;) et du THF. Le mélange a été porté a
reflux pour donner le ferrocéneéthanol 10 avec un excellent rendement de 97%.
(Schéma 2.7)

(0]
OH

@\)LOH D~
Fe BH3, THF Fe on

Reflux, 24h — Fc/\/

97%
33 10

Schéma 2.7 Synthése du ferrocéneéthanol 10

2.3.1 Phosphorylation utilisant du trichlorure de phosphoryle

A partir du 1,2-dioléoylglycérol 6, une phosphorylation avec le trichlorure de
phosphoryle suivie de I’ajout d’éthanolamine 8 en milieu basique, a été envisagée
pour obtenir 1’intermédiaire cyclique 12. Ensuite 1’ajout du ferrocéneéthanol 10 et du
chlorure de dansyle 7 pourrait former la molécule finale 11°'. Cette méthode a
échoué mais il est ardu de savoir a quelle étape, vu que la séquence des réactions
impliquées s’effectue sans que I’on puisse isoler I’intermédiaire réactionnel 34. 11 est
certain en tout cas que le composé 12, qui devrait étre isolable (Eibl)*! n’a pas été
formé. (Schéma 2.8)
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Schéma 2.8 Préparation du composé 11 via la triestérification du trichlorure de
phosphoryle avec intermédiaire isolable

Une autre tentative de phosphorylation du 1,2-dioléoylglycérol 6 par le POCI;,
suivie par la dialkylation successive du phosphate résultant (sans isolation
d’intermédiaires), a été testée. A partir du trichlorure de phosphoryle en milieu
basique, on pi¢ge I’intermédiaire 34 (présumément formé) en passant directement a
I’étape suivante en ajoutant le dansylaminoéthanol 9 suivi du ferrocéneéthanol 10.
L’intermédiaire 34 de cette étape serait sensible a ’hydrolyse et ne pourrait pas étre
isolé. La réaction n’a pas fonctionné car on n’a retrouvé aucune trace de 11. I était
connu qu’il est difficile de préparer des phospholipides, particuliérement trialkylés,
ce qui implique trois étapes comportant des intermédiaires non-isolables.*? (Schéma
2.9)
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Schéma 2.9 Préparation du composé 11 via une triestérification successive
du trichlorure de phosphoryle sans intermédiaire isolable

2.3.2 Phosphorylation utilisant du chlorophosphate diphénylique

Aprés avoir échoué avec la méthode précédente, on a procédé avec une nouvelle
stratégie qui pouvait nous permettre d’isoler I’intermédiaire aprés phosphorylation.
A cet effet, on a utilisé du chlorophosphate de diphényle pour phosphoryler le 1,2-
dioléoylglycérol 6, ce qui nous a donné le phosphate 13 avec un trés bon rendement
de 91%. Mais 1’étape qui suit, qui consiste dans le remplacement des deux groupes
phénoxyles par les deux groupements marqueurs (dansylaminoéthanol et
ferrocéneéthanol) pour former le produit attendu, a échoué. En effet, substituer les
groupements OPh était une autre problématique, puisque ce composé 13 est trés
stable. (Schéma 2.10)
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Schéma 2.10 Trialkylation du phosphore via le chlorophosphate diphénylique

2.4 Phosphorylation du (rac.)-1,2-di-O-isopropylideneglycérol 2

2.4.1 Phosphorylation utilisant du trichlorure de phosphoryle

Préparer le trialkylphosphate 11 représente un défi de taille que I’on n’a pas pu
relever, comme I’indiquent les plusieurs essais de phosphorylation de la section
précédente. 1l a été supposé que I’encombrement du groupement 1,2-
dioléoylglycérol 6 pourrait étre la cause de cet échec. C’est pour cette raison que la
phosphorylation a été tentée plus t6t dans la synthése, soit sur le 1,2-di-O-
isopropylidéneglycérol 2, qui apparait moins encombré comme substrat. Par la suite,
le produit pourrait &tre transformé en phospholipide marqué en derniére étape par

I’ajout des acides gras.

La méthode de phosphorylation avec le trichlorure de phosphoryle en milieu basique
a été testée®®. Aucun produit désiré n’a été isolé, donc on ne peut conclure que
I’explication de I’encombrement causé par les acides gras est juste puisque celle-ci
n’a pas été prouvée avec cette méthode et qu’on n’a toujours pas d’explication juste

pour laquelle aucune trialkylation sur le phosphore n’a été réussie jusqu'a maintenant
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dans notre projet. La seule hypothése envisagée est qu’il est difficile de préparer des
phospholipides, particuliérement trialkylés, qui implique de nombreuses étapes

comportant des intermédiaires non-isolables. (Schéma 2.11)
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Schéma 2.11 Préparation du phosphate trialkylé 14 via phosphorylation
du 1,2-di-O-isopropylidéneglycérol 2

2.4.2 Phosphorylation avec du 2-cyanoéthyldiisopropylchlorophosphoramidite

On a ensuite tent¢ la  phosphorylation avec le  2-
cyanoéthyldiisopropylchlorophosphoramidite en milieu basique® sur le 1,2-di-O-
isopropylidéneglycérol 2, avec la méme stratégie que la méthode ci-haut, la
différence est qu’on est censé pouvoir isoler 1’intermédiaire qui serait une molécule

stable. Pourtant, aucune trace du produit désiré 15 n’a été détectée. (Schéma 2.12)
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Schéma 2.12 Phosphorylation du 1,2-di-O-isopropylidéneglycérol 2 en utilisant
le 2-cyanoéthyldiisopropylchlorophosphoramidite en milieu basique

2.5 Synthése d’un phospholipide marqué avec un groupement fluorescent a partir
du 1,2-dioléoyl-sn-glycéro-3-phoshoéthanolamine (DOPE) 17

Ayant tenté sans succés la phosphorylation du 1,2-dioléoylglycérol 6, nous
sommes passés a une autre stratégie, soit I’utilisation d’un produit disponible
commercialement, le
DOPE 17. Ce composé étant déja phosphorylé (c’est un phospholipide ayant un lien
phosphate libre), nous évitons la problématique de la réaction de phosphorylation.
Comme inconvénient avec cette stratégie, on note le prix élevé du DOPE et le fait
qu’il était intéressant de développer notre propre synthése de phospholipides pour
avoir accés a une grande diversité de ceux-ci. Néanmoins, il est important a ce
niveau-ci de tester le principe du double marquage sur un phospholipide, en
I’occurrence le dioléoylglycérophosphate. Pour ce faire on a utilisé le chlorure de
dansyle 7 pour réagir avec le groupement amino terminal du DOPE 17°°, ce qui a
permis de marquer le phospholipide avec un groupement fluorescent 18 avec un
rendement de 77%. Il est intéressant de noter que cette molécule pourrait déja étre
utilisée dans la détection des membranes biologiques par microscopie a

fluorescence. (Schéma 2.13)




39

R
R R ()=<
R o:< >/~‘o o
o 0 o
o DNSC, Et;N, DCM
48°C, 6h 0\
o H =0
o 1% DNS—N. ¥
\ /O \/\0/ \
/P\ OH
HZN\/\O OH
: 18
R=Oléyl
17

Schéma 2.13 Synthése d’un phospholipide marqué avec un groupement
fluorescent 18

2.6 Tentative de couplage avec le ferrocéneéthanol 10

La derniére étape de cette synthése est le marquage du phospholipide
fluorescent obtenu précédemment 18, avec le ferrocéneéthanol 10 comme unité

électrochimique dans la molécule 11. (Schéma 2.14)
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Schéma 2.14 Synthése de 11 par couplage du phospholipide 18 avec le
ferrocéneéthanol 10
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Plusieurs méthodes d’estérification via une réaction de substitution
nucléophile Sy2, utilisant le ferrocéneéthanol activé comme un électrophile, ont été
testées. (Tableau 2.2) L’activation de 1’alcool 10 a été tentée aussi via tosylation
(avec le chlorure de tosyle, ligne 1).>” Le composé tosylate a été formé mais non
isolé, le phosphate 18 a été ajouté pour agir en nucléophile. Malgré 3 jours de

réaction, aucun produit de couplage 11 n’a été observé.

Tableau 2.2 Couplage du phosphate (18) électrophile avec le ferrocéneéthanol 10

nucléophile
Réaction Réactifs Solvant Temps/T° Rendement
composé 11(%)
1 p-TsCl Pyr  1-méthylimidazole 3 jours/T.P. 0
2 CI3,CCN  Pyr DCE 4h /100°C 0
3 ChbCCN  Tol DMF 16h / 60°C 0
4 DEAD  PPh; THF 3 jours / T.P. 0

Par la suite, du trichloroacétonitrile a été utilisé pour transformer I’hydroxyle
libre du ferrocénéthanol 10 en un acétimidate protoné (bon électrophile) pour qu’il
soit substitué par P’hydroxyle libre de Yacide phosphorique 18. * *
Malheureusement, le composé 11 n’a pas été observé, donc le couplage n’a pas

fonctionné. (Lignes 2 et 3)
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Schéma 2.15 Mécanisme de la réaction d’estérification via formation
de trichloroacédimidate

Enfin, la réaction de Mitsunobu a été envisagée. Cette réaction permet de
remplacer le groupement hydroxyle par divers nucléophiles, en utilisant
I’azodicarboxylate de diéthyle (DEAD) et la triphénylphosphine (TPP). Les
nucléphiles peuvent étre, soit des acides carboxyliques, des phénols, des ions
halogénures, etc. ** Trois étapes décrivent le mécanisme de la réaction de
Mitsunobu. La premiére étape consiste en I’activation du TPP par le DEAD pour
former un adduit P-N zwitterionique, appelé la bétaine de Mitsunobu. Cette derniére
est protonée en présence d’acide pour former un sel de phosphonium. En second
lieu, I’alcool est activé pour former un sel d’oxyphosphonium et subit une
substitution nucléphile par le phosphate 18 et. Finalement, il s’en suit une réaction
Sn2 pour donner le produit final phosphate, I’oxyde de triphénylphosphine, et
’hydrazine réduite.* La encore, avec des conditions usuelles de réaction de

Mitsunobu, il n’a pas été permis d’observer la formation du composé 11. (Ligne 4)*
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Schéma 2.16 Mécanisme de la réaction de Mitsunobu

2.7 Formation de phosphates trialkylés modeles a partir du 2-phényléthanol 27 et
du trichlorure de phosphoryle

Etant donné la difficulté & synthétiser le phospholipide 11, qui est un phosphate
trialkylé, il était nécessaire de valider notre méthode de phosphorylation. Pour ce
faire on a utilisé des alcools beaucoup moins encombrés que le 1,2-dioléoylglycérol

6, cela permettrait aussi d’optimiser nos conditions de phosphorylation. En premier
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lieu un phosphate trialkylé symétrique a été préparé a partir du 2-phényléthanol 27
en excés comme substrat de départ et du trichlorure de phosphoryle. (Schéma 2.17).
Le produit trialkylé 23 a été obtenu avec un rendement de 32% aprés seulement 1h

de réaction.

D——P——=0
OH l
POCI;, EtzN, DCM o
T.P., 1h
27 — 23

Schéma 2.17 Synthése du phosphate trialkylé symétrique 23 a
partir du 2-phényléthanol 27

Par la suite, nous avons voulu vérifier si nos conditions permettraient la synthése
d’un phosphate trialkylé, mais comportant des groupes alcoxyles différents par une
réaction de phosphorylation avec le trichlorure de phosphoryle. La réaction a été
effectuée a partir du 2-phényléthanol 27 pour donner un intermédiaire non isolable
qui sera piégé par deux autres alcools. En utilisant I’éthyléneglycol, le composé 24 a
été isolé, quoiqu’avec un tres faible rendement de 13%. (Schéma 2.18) Noter que le
composé cyclique, intégrant une seule molécule d’éthyléneglycol normalement

favorisé par des facteurs entropiques, n’a pas été observé.
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Schéma 2.18 Synthése du phosphate trialkylé non symétrique 24 a partir
du 2-phényléthanol 27

On peut conclure ici que les phosphates trialkylés peuvent €tre obtenus avec le
POCl;, mais en faible rendement. On peut penser que I’objectif de départ, qui était
de préparer un phospholipide doublement marqué, sous forme de phosphate
trialkylé, était peut-étre trop ambitieux vu 1’encombrement, mais peut-étre aussi la
stabilité inconnue, du dioléoylglycérol ainsi que des marqueurs utilisés dérivés du
ferrocéne et du dansyle. Il serait probablement plus facile de générer des

phospholipides marqués, mais sous forme de phosphate dialkylés.

2.8 Tentative de greffage des deux groupements marqueurs sur I’amine terminale
du DOPE

Comme les phosphates trialkylés dérivés du DOPE n’ont pas pu étre préparés, il est
intéressant d’envisager des phosphates dialkylés a la place, mais qui contiendraient
quand méme 4 la fois les marqueurs dansyle et ferrocéne. Les phosphates dialkylés
sont moins encombrés d’une part, mais d’autre part, le fait qu’un des oxygénes sur le
phosphate reste libre et anionique ferait que ces dérivés auraient probablement
mieux tendance a4 se comporter comme un phospholipide au point de wvue
biophysique, que des phosphates trialkylés. L’idée est de greffer les 2 groupes

marqueurs sur I’azote terminal du DOPE.
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Premiérement, on a activé le ferrocéneéthanol 10 en le tosylant pour le greffer sur le
DOPE, modifié ou non. La réaction a été effectuée selon les conditions suivantes : le
ferrocéneethanol 10 a été mis en présence de chlorure p- toluénesulfonique et de
DMAP pour donner le produit désiré 25 avec un rendement moyen de 63%.
(Schéma 2.19)
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Schéma 2.19 Tosylation du ferrocéneéthanol 10

2.8.1 Tentative de couplage du ferrocéneéthanol tosylé avec le phospholipide
fluorescent 18

On a essayé de faire réagir le composé 18 au niveau de ’amine secondaire, qui
devrait étre normalement un bon nucléophile, en ajoutant le ferrocéneéthanol tosylé
25 pour former le composé 28. Malheureusement, aucun produit désiré n’a été
récupéré, méme que le produit de départ est demeuré intouché. (Schéma 2.20) Peut-
étre que la réaction ne s’est pas effectuée parce que I’atome d’azote n’est pas aussi
nucléophile que prévu, étant donné qu’il est inclus dans un sulfonamide. En effet,
dans la sulfonamide 18, le doublet d’électrons libres de 1’azote est délocalisé par

résonance vers la sulfone, qui est un groupe électroattracteur.
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Schéma 2.20 Synthése du phospholipide marqué 28 via la N-alkylation
de la sulfonamide 18 avec le ferrocéneéthanol tosylé

2.82 Tentative de couplage du ferrocéneéthanol tosylé avec le DOPE 17

On a vu jusqu’ici que le couplage du ferrocéneéthanol, que ce soit au niveau du
phosphate (section 2.6) ou au niveau de la sulfonamide 18 (sous-section précédente)
s’est avéré problématique. Il fallait savoir dans ce dernier cas si le couplage du
ferrocéneéthanol tosylé 25 a une amine libre, comme dans le DOPE, pouvait
fonctionner. En effet ’amine primaire devrait étre plus réactive que la sulfonamide
correspondante. Dans un premier lieu, une réaction de substitution nucléophile a été
effectuée pour former le phospholipide électroactif 29, a partir du DOPE 17 et du
composé tosylé 25. Malheureusement, le produit désiré 29 n’a pas été obtenu.
(Schéma 2.21)
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Schéma 2.21 Synthése du phospholipide électroactif 29 via le DOPE 17

2.8.3 Tentative de couplage du ferrocénealdéhyde avec le DOPE 17 par amination
réductrice

Ayant essuyé des revers avec les réactions de couplage du ferrocéneéthanol par
alkylation, un autre voie a été envisagée pour brancher le ferrocéne au DOPE qui
contient une amine libre : I’amination réductrice a partir du ferrocénealdéhyde.
(Schéma 2.22) Premiérement, la réaction a été effectuée entre le ferrocénealdéhyde
32, le DOPE 17 et I’acide borique (H3;BO3). Le mécanisme procede par I’attaque
nucléophile de ’amine sur 1’aldéhyde puis une réduction in situ de I’imine formé
sera réalisée a 1’aide du borohydrure de sodium (NaBH,) qui est supposé donner le
composé amine secondaire 31. Dans ces conditions, 1’acide borique sert & protoner
I’imine, le rendant ainsi plus réactif face au borohydrure. L’amine 31 n’a pas été
obtenue. (Tableau 2.3, ligne 1) Vu que dans un phospholipide comme le DOPE
17, il y a déja une fonction acide phosphorique, le proton, qui se loge principalement
sur I’amine, rend celle-ci beaucoup moins nucléophile. On aurait donc intérét a

neutraliser le proton acide du DOPE pour réaliser I’amination réductrice. Un
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deuxiéme essai a donc été tenté avec une base (K,CO;) a la place d’un acide.

Malheureusement, le produit désiré 31 n’a toujours pas été obtenu. (Ligne 2)

" o=<R >¥ o~

0 32
Voir tableau 2.3

0
0
d H \ A
BN N P\ OH
OH F¢
R = Oléyl

Schéma 2.22 Synthése du phospholipide électroactif 31 via le DOPE 17
et le ferrocénealdéhyde 32

Tableau 2.3 Résultats de la réaction de couplage du DOPE 17
avec le ferrocénealdhyde 32

Réaction Réactifs Solvant Temps/T°® Rendement (%)

1 H;BO; NaBH, THF 4h /TP 0

K,CO; NaBH, THF/H,O (glace) 24h/T.P 0

Ferrocénealdéhyde
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Finalement, la formation de phosphates trialkylés & partir du trichlorure de
phosphoryle (POCl;) n’a pas donné les résultats escomptés. Tel que décrit dans la
littérature®, il est relativement facile de préparer des phosphates mono- et dialkylés,
mais les exemples de trialkylation sont bien plus rares. En conclusion partielle, il a
été impossible de greffer le ferrocéne a un phospholipide, en dépit des nombreux

essais tentés.



CONCLUSION

Le présent projet a consisté en la synthése de nouveaux phospholipides,
marqués par deux groupements, soit une sonde électrochimique et une unité
fluorescente, ce type de molécule pouvant s’avérer utile pour I’étude des membranes
biologiques par microscopie.

La premiére partie de ce projet consistait dans la préparation du 1,2-
dioléoylglycérol 6, qui a été réalisée en seulement trois étapes avec un rendement de
34%. Cette synthése peut étre applicable a d’autres acides gras quoique, pour le
moment, cela n’ait pas été effectué dans notre laboratoire.

En second lieu, la préparation de I’unité fluorescente (N-dansylaminoéthanol
9) a été effectuée avec un bon rendement de 88%.

Troisiémement, le 1,2-dioléoylglycérol 6 a été phosphorylé avec le
chlorophosphate de diphényle avec un trés bon rendement de 91%, mais la
phosphorylation en utilisant soit le trichlorure de phosphoryle, soit le 2-

cyanoéthyldiisopropylchlorophosphoramidite, a échoué.

Une différente méthode a été envisagée pour éviter le probléme de la
phosphorylation. En procédant & partir du dioléoylphosphatidyléthanolamine (DOPE
17) disponible commercialement comme substrat, on évitait 1’étape de la
phosphorylation et, en plus, un groupe amino primaire du dope peut réagir avec
divers électrophiles. L’ajout du chlorure de dansyle sur 1’amine terminale du DOPE
17 a fonctionné avec un rendement de 77% 18, mais pour I’ajout du
ferrocéneéthanol 10 aprés plusieurs méthodes (Mitsunobu, via tosylate, etc.), on n’a
pas réussi a avoir la molécule d’intérét. On suppose que le groupe phosphate du
DOPE 17 modifié n’est pas assez nucléophile pour participer a une réaction de type

Snx2 avec le ferrocéneéthanol 10 activé. L’intermédiaire obtenu 18, phospholipide
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fluorescent, pourrait étre utile pour la détection des membranes biologiques par

microscopie a fluorescence, méme si cela n’a pas été testé dans notre laboratoire.

Comme travaux futurs, plusieurs idées pourraient étre envisagées, par
exemple d’autres réactifs phosphorés pourraient étre utilisés, comme la formation de
trialkylphosphites et ensuite leur transformation en trialkylphosphates, greffage des
deux groupes marqueurs (fluorescent et électrochimique) & différents endroits sur la

molécule de phospholipide et plus encore.

Finalement, 1’objectif ultime de ce projet n’a pas été réalisé vu la préparation
difficile des phospholipides, particuliérement trialkylés, qui implique de nombreuses

étapes comportant des intermédiaires non isolables.




ANNEXE: PARTIE EXPERIMENTALE

Généralités

Les réactions se sont déroulées dans des ballons secs sous atmosphére
d’azote (Liquid Carbonic, grade 4,8). Tous les réactifs chimiques et solvants
employés lors des expériences étaient de grade ACS reagent ou HPLC. Les réactifs
commerciaux ont ét¢ généralement achetés chez Sigma-Aldrich, Avanti Polar Lipids
et chez Alfa Aesar.

Le tétrahydrofurane (THF) a été purifié par passage a travers une colonne
d’alumine anhydre (systéme MB-SPS) tandis que I’acétonitrile (MeCN) a été séché
avec du CaHj et ensuite distillé sous atmosphére d’azote.

Les réactions ont été suivies par chromatographie sur couche mince (CCM)
utilisant des plaques de gel de silice sur aluminium (gel de silice 60 F,s4, Merck
KGaA, 0,25 mm d’épaisseur sur support d’aluminium). Les plaques de
chromatographie ont été visualisées avec deux méthodes. La premiére est d’exposer
la plaque sous une lampe ultraviolette de 254 nm (Modele UVG-11, Mineralight).
La deuxi¢éme méthode est I'utilisation d’un révélateur chimique adéquat suivi de
chauffage avec un séchoir. Pour la plupart des molécules étudiées dans ce projet, le
révélateur KMNQ, alcalin, préparé en mélangeant 1,0 g de permanganate de
potassium, 2,0 g carbonate de potassium et 100 ml d’eau, a été utilisé. Certaines
molécules difficilement visibles avec le KMnO, ont plut6t été visualisées avec un
révélateur de CAM préparé en mélangeant 2,6 g de molybdate d’ammonium, 1,0 g
de sulfate cérique, 90 ml d’eau et 10 ml d’acide sulfurique concentré.

Les produits bruts ont été purifiés par chromatographie éclair sur colonne de
gel de silice (gel de silice 60, granulométrie : 40-63 pum). Les solvants employés
pour la chromatographie étaient de qualité ACS ou HPLC et n’ont pas été distillés
avant leur utilisation. Ces solvants ont été évaporés a 1’aide d’un évaporateur rotatif

Heidolph Laborota 4000 utilisé sous pression réduite, produite par une pompe.
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Les spectres de résonance magnétique nucléaire, RMN 'H et RMN C, ont
été enregistrés avec un appareil Varian, modéle Gemini 300BB (ceux du proton on
été enregistrés a une fréquence de 300 MHz et ceux du carbone-13, a 75 MHz). Les
déplacements chimiques des protons se référent au signal résiduel (di a la
deutération incompléte) du solvant comme standard interne : le CHCl; résiduel a
7,27 ppm dans le chloroforme deutéré (CDCl3) et a4 2,49 ppm dans le
diméthylsulfoxyde deutéré. Les déplacements chimiques des carbones se référent au
signal du solvant comme standard interne : le chloroforme deutéré (CDCl;) a 77,0
ppm et du diméthylsulfoxyde deutéré a 39,52 ppm.

Les codes suivants ont été utilisés pour les données spectrales: en RMN 'H : s
= singulet, sl = singulet large, d = doublet, t = triplet, ¢ = quadruplet, quin =
quintuplet, sex = sextuplet, m = multiplet, dd = doublet de doublets, dq = doublet de
quadruplet, dqd = doublet de quadruplets de doublets, dt = doublet de triplets, dtd =
doublet de triplets de doublet, J = constante de couplage, 6 = déplacement chimique
(en ppm); en RMN'*C: CH = groupement méthyne, CH; = groupement méthyléne,
CH; = groupement méthyle, C = carbone quaternaire;

Les spectres de masse ont été obtenus sur un appareil ESI-TOF (Agilent) en
mode d’ionisation positif avec 1’acide trifluoroacétique comme agent de protonation.

Les spectres infrarouges a transformée de Fourier (IRTF) ont été enregistrés
sur un appareil Raman Nicolet 6700 FTIR / NXR 967 FT Raman. En IRTF : (fo) =
bande de forte intensité, (m) = bande de moyenne intensité et (f) = bande de faible
intensité, (1) = bande large, (t) = bande trés large.

Les points de fusion ont été enregistrés avec un appareil Electrothermal
(Barnstead International, model 12010).
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Modes opératoires et caractérisations

Préparation du (Rac.)-1,2-di-O-isopropylidéneglycérol (2)

A TP, sous azote, une solution de glycérol 1 (250 mg, 2,72 mmol) a été dissous
dans de l’acétone (12,5 mL) suivi par I’ajout de l'acide paratoluénesulfonique
(APTS) (20 mg, 0,12 mmol), une solution de 2,2-diméthoxypropane (0,60 mL., 4,9
mmol) a été ajoutée et le mélange a été agité pendant 4h.

Apres, une solution d’hydrogénocarbonate de sodium NaHCO; saturée (1 mL) a été
ajoutée et le mélange a été extrait avec AcOEt. La phase organique combinée a été
séchée avec du MgSQ,, filtrée et évaporée sous vide. Le produit brut a été purifié
par chromatographie éclair (silice, MeOH : AcOEt (2 : 98) gradient a (10: 90)
comme éluant). Aprés évaporation des solvants, le composé 2 (176,2 mg, 49 %) a
été obtenu sous la forme d’une huile jaune, dont la pureté a été confirmée par
spectroscopie RMN et par CCM.

Formule moléculaire : CsH;203
Masse moléculaire : 132,16 g/mole
R¢=0,12 (Silice, Hex: AcOEt (80 : 20))
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Caractérisation du composé (rac.)-1,2-di-O-isopropylidéneglycérol
IRTF (cm™): 3450 (1, OH); 1050 (fo, C-O).
RMN 'H (300 MHz, CDCh): 6 4,25 (m, 1H, H-2); 4,05-3,75 (dt, 2H, J= 18,1 Hz

et J= 6,7 Hz, 2 H-1); 3,75-3,55 (dd, 2H, J= 19,3 Hz et J= 7,2 Hz, 2 H-3); 2,45 (s,
1H, OH); 1,41 (s, 3H, CH,-5); 1,33 (s, 3H, CH3-6).

RMN C (75 MHz, CDCL): 8 109,8 (C, Cy); 75,4 (CH, Cy); 67,5 (CH,, Cy); 64,5
(CH, Cs); 27,2 (CH3, Cs); 25,8 (CH;, C).

SMHR : ESI-TOF (Mode d’acquisition positif),; masse calculée pour CgH;305"
(M+H)*: 133,0820; trouvée: 133,0786 (déviation: 0,951 ppm).

Préparation du (R)(—)-2,2-Diméthyl-1,3-dioxolan-4-ylméthyl p-

toluénesulfonate (3)
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A T.P,, sous azote, le rac.-1,2-di-O-isopropylidéneglycérol 2 (30 mg, 0,23 mmol) a
été dissous dans du DMF distillé (1,15 mL) suivi par I’ajout du NaH 60% (11 mg,
0,46 mmol). Aprés 15 min, le chlorure de p-méthoxybenzyle (37uL, 0,28 mmol) et
du Bu,N'T (5mg) ont été ajoutés.

Apres 24h, une solution d*hydrogénocarbonate de sodium NaHCO; saturée (1 mL) a
été ajoutée et le mélange a été extrait avec AcOEt. La phase organique combinée a
été séchée avec du MgSO,, filtrée et évaporée sous vide. Le produit brut a été purifié
par chromatographie éclair (silice, Hex : AcOEt (90 : 10) gradient 4 (70 : 30) comme
éluant). Aprés évaporation des solvants, le composé 3 (48,8 mg, 84 %) a été obtenu
respectivement sous la forme d’un liquide coloré, dont la pureté a été confirmée par

spectroscopie RMN et par CCM.

Formule moléculaire : C;4H;00,4
Masse moléculaire : 252,31 g/mole
R¢=0,56 (Silice, Hex: AcOEt (80 : 20))

Caractérisation du (R)-(-)-2,2-diméthyl-1,3-dioxelan-4-ylméthyl p-
toluénesulfonate (3)

IRTF (cm™) : 1360 (m, O-PMB); 1170 (fo, OMe); 1050 (f, C-O).

RMN 'H (300 MHz, CDCl3): 8 7,25 (d, 2H, J= 2,7 Hz, Haro 9-10); 6,82 (d, 2H, J=2,7
Hz, Haro 11-12); 4,44 (s, 2H, PMB-OCH; 7); 4,21 (m, 1H, CH , ); 3,97 (dd, 2H, J=7,2
Hz et J= 18,7 Hz, CH, 1); 3,73 (s, 3H, OCHj 14); 3,39 (dd, 2H, J= 172 Hz, J= 6,7
Hz, H; 3); 1,34 (s, 3H, CH335); 1,29 (s, 3H, CHjg).

RMN “C (75 MHz, CDCl3): & 159,7 (Caro, C13); 130,4 (Caro, Cs); 129,8 (Caros
Co0); 114,2 (Caro, Ci1.12); 109,8 (C, Ca); 75,1 (CHa, Co); 73,6 (CHa, C); 71,2 (CH,
Cs); 67,3 (CH, C,); 55,7 (CHs, Cy4); 27,2 (CH3, Cs); 25,8 (CH;s, Cs).
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SMHR : ESI-TOF (Mode d’acquisition positif); masse calculée pour Ci4H; 04"
(M+H)": 253,1395; trouvée: 253,1362 (déviation: 1,352 ppm).

Préparation du 1-(4-Méthoxybenzyl)glycérol (4)

OH

HO

Méthode 1 : Par hydrolyse du groupe acétonide

A TP, sous azote, le p-toluénesulfonate de (R)-(—)-2,2-diméthyl-1,3-dioxolan-4-
ylméthyl p-toluenesulfonate 3 (25 mg, 0,10 mmol) a été dissous dans de I’acide
acétique (12 pL, 0,20 mmol) suivi par I’ajout de I’eau (0,5 mL) et le mélange a été
chauffé a 60 °C.

Apres 6 h, une solution d’hydrogénocarbonate de sodium NaHCO; saturée (1 mL) a
¢té ajoutée et le mélange a été extrait avec AcOEt. La phase organique combinée a
été séchée avec du MgSO,, filtrée et évaporée sous vide. Le produit brut a été purifié
par chromatographie éclair (silice, MeOH: DCM (95 : 5) gradient a (70 : 30)
comme éluant). Aprés évaporation des solvants, le composé 4 (18,5 mg, 87 %) a été
obtenu respectivement sous la forme d’huile, dont la pureté a été confirmée par
spectroscopie RMN et par CCM.
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Méthode 2 : Mono-protection du Glycérol

A T.P., sous azote, le glycérol 1 (1,36 g, 14,8 mmol) a été dissous dans du DMF
distillé (SmL) suivi par I’ajout du PMBCI (0,200 mL, 1,48 mmol) et I’ajout du TBAI
(20 mg) et le mélange a été chauffé 4 60 °C.

Aprés 30 min, une solution de chlorure d’ammonium NH,CI saturée (1 mL) et de
Peau ont été ajoutés et le mélange a été extrait avec AcOEt. La phase organique
combinée a ét¢ séchée avec du MgSO;, filtrée et évaporée sous vide. Le produit brut
a été purifié par chromatographie éclair (silice, ACOEt : Hexane (20 : 80) gradient a
(60 : 40) comme ¢luant). Aprés évaporation des solvants, le composé 4 (168 mg, 59
%) a été obtenu respectivement sous la forme d’huile, dont la pureté a été confirmée

par spectroscopie RMN et par CCM.

Formule moléculaire : CyHi604

Masse moléculaire : 212,24 g/mole

R¢=0,21 (Silice, MeOH : DCM (10 : 90))
Caractérisation du 1-(4-Méthoxybenzyl)glycérol (4)

IRTF (cm™) : 3500 (fo, OH); 1360 (m, O-PMB); 1170 (fo, OMe).

RMN 'H (300 MHz, CDCls): 57,28 (d, 2H, J= 8,7 Hz, Haro 6.7); 6,91 (d, 2H, J=8,7
Hz, Hyr 89); 4,51 (s, 2H, PMB-OCH, 4); 3,89 (m, 2H, CH; 1); 3,84 (s, 3H, OCH,
1); 3,67 (m, 2H, CH; 5);3,56 (m, 1H, CH ,); 3,24 (s, 1H, CHOH); 2,54 (s, 1H,
CH,OH).

RMN “C (75 MHz, CDCL): § 159,5 (Caro, Ci0); 129,9 (Caro, Cs); 129,6 (Caro,
Cs7); 114,1 (Caro, Cs); 73,4 (PMB-OCHj, Cy); 71,6 (CH;0, C3); 70,8 (CHOH, Cy);
64,2 (OCH;3, Cy); 55,4 (CH,0H, Cpy).
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SMHR : ESI-TOF (Mode d’acquisition positif); masse calculée pour C;{H;704 *
(M+H)": 213,1082; trouvée: 213,1049 (déviation: 0,853 ppm).

Préparation du composé (5)

18'

18"

13"

11"

17"

10’
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A TP, sous azote, le 1-(4-méthoxybenzyl)glycérol 4 (16,8 mg, 0,0800 mmol) a été
dissous dans du DCM distillé (2 mL) suivi par I’ajout de I’acide oléique (58 uL, 0,18
mmol). Aprés quoi, le DCC (40 mg, 0,19 mmol) a été ajouté et du DMAP (22 mg,
0,18 mmol).

Aprés 2 h, le mélange a été extrait avec DCM et du H,0. La phase organique
combinée a été séchée avec du MgSQ,, filtrée et évaporée sous vide. Le produit brut
a été purifié par chromatographie éclair (silice, Hex : AcOEt (95 : 5) gradient & (75 :
25) comme éluant). Aprés évaporation des solvants, le composé 5 (55,9 mg, 94 %) a
été obtenu sous la forme d’une huile jaune, dont la pureté a été confirmée par

spectroscopie RMN et par CCM.

Formule moléculaire : C47HggOs
Masse moléculaire : 741,13 g/mole
R¢= 0,43 (Silice, AcOEt (100))

Caractérisation du composé (5)

IRTF (em™): 675 (m, C=Cas); 1050(fo, C-0); 1170 (fo, O-PMB); 1200 (fo, C-O);
1600-1500 (m, C=C); 1750 (fo, C=0).

RMN 'H (300 MHz, CDCL): 7,28 (d, 2H, J= 8,5 Hz, Haro67); 6,91 (d, 2H, J=3,0
Hz, Haro 89); 5,42 (m, 4H, CH o, 10, 9, 10"); 4,98 (m, 1H, CH »); 4,87 (s, 2H, PMB-
OCH, 4); 4,74 (d, 2H, J=6,9 Hz, CH; 1); 4,51 (d, 2H, J= 7,2 Hz, CH; 3); 3,84 (s, 3H,
OCHj; 13); 2,4 (m, 4H, CHz 2, 2~); 2,1 (m, 8H, CHz g11°, 8, 11~); 1,65 (m, 4H, CHz 3,
); 1,29 (m, 40H, CH; 37, 1216, 377, 12-167); 0,96 (t, 6H, J= 6,7 Hz, CH3 18", 18)-
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RMN C (75 MHz, CDCly): & 173,5 (OC=0, Cy, 1); 160,1 (Caro, Cio); 130,8
(C=C, Co, 10, 9, 10"); 129.9 (Curo, 5); 128,6 (Caro, C6,7); 115,0 (Caro, Csp); 73,4
(PMB-OCH; , Cy); 71,6 (CH;O, Cs);, 70,8 (CHO, Cy); 64,2 (CH,0, C,); 55,4
(OCH;, Cu); 43,1 (CH.C=0, Cz); 39,4 (CHy, Cy); 31,9 (CH,, Cr, 12,7, 12); 30,1
(CHy, Ce¢, 13, 14, 67, 137, 14); 29,5 (CH;, Cs, 5»); 29,4 (CHy, Cis',15»); 29,1 (CHy,
Ce,4); 21,7 (CHy, Co, 11, 87, 117); 25,1 (CHy, C3,3+); 22,8 (CHz, Cip, 17); 14,8
(CH;, Cig,187).

SMHR : ESI-TOF (Mode d’acquisition positif); masse calculée pour C47Hg O *
(M+H)": 742,6022; trouvée: 742,5955 (déviation: 0,545 ppm).
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Préparation du 1,2-Dioléoylglycérol (6)

18'

1 8"

‘l 1 H 1 3" 15“

10

OH

6
A 0°C, sous azote, le 5 (20,0 mg, 0,0300 mmol) a été dissous dans du DCM/H,0 (20
: 1) suivi par I’ajout du DDQ, 2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone, (9,2 mg,
0,040 mmol).
Aprés 24 h, une solution d’hydrogénocarbonate de sodium NaHCO; saturée (1 mL)
a été ajoutée et le mélange a été extrait avec DCM. La phase organique combinée a

et séchée avec du MgSQ,, filtrée et évaporée sous vide. Le produit brut a été purifié
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par chromatographie éclair (silice, Hex : AcOEt (95 : 5) gradient a (70 : 30) comme
¢luant). Aprés évaporation des solvants, le composé 6 (11,4 mg, 61 %) a été obtenu

sous la forme d’une huile jaune, dont la pureté a été confirmée par spectroscopie
RMN et par CCM.

Formule moléculaire : C3sH7,05
Masse moléculaire : 620,99 g/mole
R¢=0,24 (Silice, Hex: AcOEt (80 : 20))

Caractérisation du 1,2-dioléoylglycérol (6)
IRTF (cm™): 675 (m, C=Cys); 1320 (fo, C-0); 1735 (fo, C=0), 3100 (1, OH).

RMN 'H (300 MHz, CDCL): 5,42 (m, 4H, CH o, 10-, 9, 10); 5,1 (m, 1H, CH );
4,34 (d, 2H, J=6,9 Hz, CH, 1); 3,75 (d, 2H, J=7,2 Hz, CH3 3); 2,4 (m, 4H, CHa 2, 2);
2,1 (m, 8H, CH; & 11*, 3, 11); 1,65 (m, 4H, CH; 3 3»); 1,29 (m, 40H, CH; 3.7, 1216,
3w, 127167); 0,96 (t, 6H, J= 6,7 Hz, CH3 15", 18”).

RMN C (75 MHz, CDCL): 5 1735 (OC=0, Cy 1-); 130,8 (C=C, Cs, 10,9, 10);
71,6 (CH,0, Cj3); 70,8 (CHO, C,); 64,2 (CH;0, C,); 43,1 (CH,C=0, Cy»); 39,4
(CHy, C2); 31,9 (CHy, Cr,12,77,12°); 30,1 (CHz, Ce, 13,14, 6, 137, 147); 29,5 (CHa,
Cs, 5»); 29,4 (CHy, Cis,157); 29,1 (CHy, Cy, ¢+); 27,7 (CHy, C, 11, 8, 117); 25,1
(CHz, C3,3~); 22,8 (CHy, Ci7,17); 14,8 (CHs, Cig,18").

SMHR : ESI-TOF (Mode d’acquisition positif); masse calculée pour CioHy305
(M+H)": 621,5413; trouvée: 621,5380 (déviation: 0,256 ppm).
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Préparation du Dansylaminoéthanol (9)

A T.P,, le chlorure de dansyle 7 (500 mg, 1,85 mmol) a été dissous dans du DCM ©
mL) suivi par P’ajout de la Et;N (0,52 mL, 3,7 mmol) et finalement ’ajout de
I’éthanolamine 8 (0,17 mL, 2,9 mmol).

Apreés 30 min, le mélange a été extrait avec DCM et du H;O. La phase organique
combinée a été séchée avec du MgSQ,, filtrée et évaporée sous vide. Le produit brut
a été purifié par chromatographie éclair (silice, Hex : AcOEt (70 : 30) gradient &
(20 : 80) comme éluant). Aprés évaporation des solvants, le composé 9 (480 mg, 88
%) a été obtenu sous la forme d’une poudre verte, dont la pureté a été confirmée

par spectroscopie RMN et par CCM.

Formule moléculaire : C;4H;sN,05S
Masse moléculaire : 294,37 g/mole
R¢= 0,36 (Silice, MeOH: DCM (5 : 95))
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Caractérisation du dansylaminoéthanol (9)

IRTF (cm™): 1000 (m, C-N); 1050(fo, C-O); 1300-1120 (fo, S=0); 1500 (m, N-H);
3500 (1, OH).

RMN 'H (300 MHz, CDCly): 8,51 (d, 1H, J= 6,4 Hz, Haro4); 8,25 (t, 2H, J=3 Hz,
Haro 5); 7,64 (m, 2H, Hao 6); 7,21 (d, 1H, J= 14Hz, Haps); 5,11 (s, 1H, NH ou
OH); 3,65 (m, 2H, OHCHy,); 3,14 (m, 2H, NHCH; »); 2,89 (s, 6H, NCH; 13.14).

RMN C (75 MHz, CDCls): 8 151,9 (Caro, C12); 134,3 (Care; C3); 130,6 (Caro, Cs);
129,7 (Caro» C); 129,4 (Care, Cs); 129,2 (Caro, Ci0); 128,5 (Caro, Cs); 123,1 (Careo,
C4); 118,5 (Care, Cs); 115,2 (Care, Ci1); 68,1 (CH,0H, C)); 45,2 (CHNH, C,); 37,0
(CH3N, Cy3.14).

SMHR : ESI-TOF (Mode d’acquisition positif); masse calculée pour C;4H;oN,03S ™
(M+H)": 295,1072; trouvée: 295,1038 (déviation: 0,524 ppm).



Préparation du composé (13)
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ATP., le 1,2-dioléoylglycérol 6 (20,0 mg, 0,0300 mmol) a été dissous dans de la
pyridine (0,20 mL) suivi par I’ajout de DMAP (5 mg) et PO(OPh),Cl (15 uL, 0,070
mmol) a été ajoutée.

Aprés 1 h, le mélange a été extrait avec DCM, lavé avec du HCl (1M) puis avec du
H,0. La phase organique combinée a été séchée avec du MgSO,, filtrée et évaporée
sous vide. Le produit brut a été purifié par chromatographie éclair (silice, Hex :
AcOEt (90 : 10) gradient a (70 : 30) comme éluant). Aprés évaporation des solvants,
le composé 13 (23,3 mg, 91 %) a été obtenu sous la forme d’une huile, dont la pureté

a été confirmée par spectroscopie RMN et par CCM.

Formule moléculaire : Cs;Hg;OsP
Masse moléculaire : 853,16 g/mole

R¢=0,32 (Silice, Hex: AcOEt (80 : 20))
Caractérisation du composé (13)

IRTF (cm™): 675 (m, C=C.is); 900 (fo, P-OR); 1050(fo, C-O); 1300 (fo, O-CsHs);
1200 (fo, C-0); 1600-1500 (m, C=C); 1735 (fo, C=0).

RMN *H (300 MHz, CDCl,): 57,20 (m, 4H, H ¢3); 6,82 (m, 2H, H ); 6,75 (m, 4H,
H s9); 5,42 (m, 4H, CH o, 1009~ 10); 5,1 (m, 1H, CH 5); 4,34 (d, 2H, J=6,9 Hz, CH,
0; 3,75 (d, 2H, J= 72 Hz, CH, 3); 2.4 (m, 4H, CHy 2. 2-); 2,1 (m, 8H, CHy g.11- 87,
11»); 1,65 (m, 4H, CH; 3, 3»); 1,29 (m, 40H, CH; 3.7, 116", 377", 127-16"); 0,96 (t, 6H,
J=6,7 Hz, CH3 5, 18").
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RMN “C (75 MHz, CDCL): & 173,5 (OC=0, Cy, 1»); 159,5 (Coenzéne-0 2Caro 4);
130,8 (C=C, Cy', 10,9", 10); 129,9 (Chenzéne; 4Caro 6, 8); 125,6 (Coenzones 2 Caro 7);
114,1 (Cpenzane; 4 Caro s, 9); 71,6 (CH,0, C3); 70,8 (CHO, C,); 64,2 (CH,0, Cy);
43,1 (CH,C=0, C;»); 39,4 (CHz, C2); 31,9 (CHa, C, 12,7, 12+); 30,1 (CH,, Ce, 12,
w, ¢, 13, 1); 29,5 (CH,, Cs, 5»); 29,4 (CH;, Cis, 15); 29,1 (CHy, Ce, 4»); 27,7
(CH, Ce, 11,8, 117); 25,1 (CHy, C3,3+); 22,8 (CHy, Cy7,17); 14,8 (CHs, Cig,187)-

SMHR : ESI-TOF (Mode d’acquisition positif); masse calculée pour Cs;Hg,OgP *
(M+H)": 854,5669; trouvée: 854,5736 (déviation: 0,691 ppm).
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Préparation du composé (18)
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A T.P., le DOPE (1,2-dioléoyl-sn-glycéro-3-phoshoéthanolamine) 17 (82 mg, 0,10
mmol) a ét¢ dissous dans du DCM (1 mL) suivi par 1’ajout de Et;N (42 uL, 0,30
mmol) et Chlorure de dansyle (33 mg, 0,12 mmol) a été ajoutée et le mélange a été
chauffé a 40°C.

Aprés 24 h, une solution d’hydrogénocarbonate de sodium NaHCO; saturée (0,5
mL) a été ajoutée et le mélange a été extrait avec DCM. La phase organique
combinée a été séchée avec du MgSQOy, filtrée et évaporée sous vide. Le produit brut
a été purifié par chromatographie éclair (silice, MeOH : DCM (5 : 95) gradient a
(20 : 80) comme éluant). Aprés évaporation des solvants, le composé 18 (75,7 mg,
77 %) a été obtenu sous la forme d’une huile, dont la pureté a été confirmée par
spectroscopie RMN et par CCM.

Formule moléculaire : Cs3HgsN,0,0PS
Masse moléculaire : 977,32 g/mole
Re¢= 0,43 (Silice, MeOH: DCM (10 : 90))

Caractérisation du composé (18)

IRTF (em™): 675 (m, C=Cs); 900 (fo, P-OR); 1000 (m, C-N); 1300-1120 (fo,
$=0); 1320 (fo, C-0); 1500 (m, N-H); 1735 (fo, C=0).

RMN 'H (300 MHz, CDCL): 5 8,51 (d, 1H, J= 6,4 Hz, Haro); 8,25 (t, 2H, J= 3 Hz,
Haro 8); 7,64 (m, 2H, Hyy 0); 7,21 (d, 1H, J= 14Hz, Hyp 12); 5,42 (m, 4H, CH o, 10,
o, 107); 5,1 (m, 1H, CH 3); 4,34 (d, 2H, J=6,9 Hz, CHj; 4); 3,75 (d, 2H, J= 7,2 Hz,
CHa 3); 3,65 (m, 2H, OCH, ); 3,14 (m, 2H, NHCH; s); 2,89 (s, 6H, NCH 16, 17). 2.4
(m, 4H, CH; 2, 2»); 2,1 (m, 8H, CH g11", 8, 11»); 1,65 (m, 4H, CH; 3, 3+); 1,29 (m,
40H, CH; 3.7, 1216, 3.7, 127-167); 0,96 (t, 6H, J= 6,7 Hz, CHj 18,18").
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RMN 2C (75 MHz, CDCl): 3 173,5 (OC=0, Cy’, 1»); 151,9 (Care, Cis); 134,3
(Caro, Ce); 130,8 (C=C, Cy, 10, 9, 10"); 130,6 (Caro, C11); 129,7 (Care, Cio); 1294
(Caros Co); 129,2 (Caro, Ci3); 128,5 (Caro, Cs); 123,1 (Caro, Cy); 118,5 (Caro, C12);
115,2 (Caro, C14); 71,6 (CH;0, C3); 70,8 (CHO, C3); 68,9 (CH;0, C,); 68,1 (CH;,0,
C4); 45,2 (CHyNH, Cs); 43,1 (CH,C=0, C;»); 39,4 (CH,, C2); 37,0 (CH:N, Cy6.17);
319 (CHy, Cr, 12,7, 12); 30,1 (CHy, Ce, 13,14, 6, 13", 14°); 29,5 (CH, Cs:, sv);
294 (CHy, Cis,157); 29,1 (CHy, Cy, 4»); 27,7 (CHg, Cg, 11, 8", 117); 25,1 (CH, Cs,
3); 22,8 (CHy, Cip,17); 14,8 (CHs, Cig,15+).

SMHR : ESI-TOF (Mode d’acquisition positif); masse calculée pour
Cs3HyoN2010PS * (M+H)": 978,6043; trouvée: 978,5976 (déviation: 0,273 ppm).
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Préparation du trioléoylglycérol (19)

19
A TP., sous azote, le glycérol 1 (50 mg, 0,54 mmol) a été dissous dans du DCM
distillé (3 mL) suivi par 1’ajout de I’acide oléique (0,60 mL, 1,87 mmol). Aprés quoi,
le DCC (404 mg, 1,96 mmol) et du DMAP (229 mg, 1,87 mmol) ont été ajoutés.
Aprés 24 h le mélange a été extrait avec DCM et du H,O. La phase organique

combinée a ét¢ séchée avec du MgSO,, filtrée et &vaporée sous vide. Le produit brut
a été purifié par chromatographie éclair (silice, Hex : AcOEt (90 : 10) gradient a
(70 : 30) comme éluant). Aprés évaporation des solvants, le composé 19 (388 mg, 81
%) a été obtenu sous la forme d’une huile jaune, dont la pureté a été confirmée par
spectroscopie RMN et par CCM.
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Formule moléculaire : Cs7H;040s
Masse moléculaire : 885,43 g/mole
Re= 0,54 (Silice, MeOH: AcOEt (10 : 90))

Caractérisation du composé (19)
IRTF (em™): 1735 (fo, C=0); 1600 (fo, C=C), 1202 (fo, C-O)

RMN 'H (300 MHz, CDCl): 8542 (m, 12H, CH s, 1¢); 5,1 (m, 1H, CH »);
4,34 (d, 2H, J=6,9 Hz, CH, 1); 3,75 (d, 2H, J= 7,2 Hz, CH; 3); 2,4 (m, 12H, CH, »);
2,1 (m, 24H, CHz ¢11°); 1,65 (m, 12H, CH; 37); 1,29 (m, 120H, CHy 3.7, 12-16); 0,96
(t, 18H, J= 6,7 Hz, CH; 1s).

RMN °C (75 MHz, CDCk): § 173,5 (OC=0, Cy.); 130,8 (C=C, Cs, 10"); 71,6
(CH;0, C3); 70,8 (CHO, Cy); 64,2 (CH0, Cy); 43,1 (CH,C=0, Cz»); 39,4 (CH,
C2); 31,9 (CHy, Cr, 12); 30,1 (CHy, Ce 13, 14); 29,5 (CHa, Cs); 29,4 (CHy, Cys):
29,1 (CHy, Ca); 27,7 (CHy, Cy, 11); 25,1 (CHy, C3); 22,8 (CHy, C17); 14,8 (CH,
Cis).

SMHR : ESI-TOF (Mode d’acquisition positif); masse calculée pour Cs7H;0sOs *
(M+H)": 886,7900; trouvée: 886,7833 (déviation: 0,551 ppm).
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Préparation du composé (20)
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A TP, sous azote, le diol 4 (30,1 mg, 0,165 mmol) a été dissous dans du DCM
distillé (1 mL) suivi par I’ajout de 1’acide oléique (0,12 mL, 0,363 mmol). Aprés
quoi, du DCC (75 mg, 0,363 mmol) et du DMAP (44.4 mg, 0,363 mmol) ont été
ajoutés.



ic)

Aprés 12 h, le mélange a été extrait avec AcOEt et lavé avec du H,0. La phase
organique combinée a été séchée avec du MgSO, filtrée et évaporée sous vide. Le
produit brut a été purifié par chromatographie éclair (silice, Hex : AcOEt (95 : 5)
gradient a (75 : 25) comme éluant). Aprés évaporation des solvants, le composé 20
(109,7 mg, 94 %) a été obtenu sous la forme d’une huile jaune, dont la pureté a été

confirmée par spectroscopie RMN et par CCM.

Formule moléculaire : C46H7505
Masse moléculaire : 711,11 g/mole
Re= 0,24 (Silice, Hex: AcOEt (80 : 20))

Caractérisation du composé (20)

IRTF (cm™): 675 (m, C=Cqs); 1050 (fo, C-O); 1300 (fo, O-CsHs); 1200 (fo, C-O);
1600-1500 (m, C=C); 1735 (fo, C=0).

RMN 'H (300 MHz, CDCly): 7,28 (d, 2H, J= 8,5 Hz, Haro 67); 6,91 (d, 2H, J= 3,0
Hz, Haro 89); 5,42 (m, 4H, CH o', 10", 9, 107); 4,98 (m, 1H, CH »); 4,87 (s, 2H, OCH,
4); 4,74 (d, 2H, J=6,9 Hz, CH; ); 4,51 (d, 2H, J= 7,2 Hz, CH;3); 2,4 (m, 4H, CH; »,,
27); 2,1 (m, 8H, CHz2811,87,117); 1,65 (m, 4H, CHz 3, 3); 1,29 (m, 40H, CHz 3.7, 12-
16,3777, 127167); 0,96 (£, 6H, J= 6,7 Hz, CH3 3¢, 18~).

RMN PC (75 MHz, CDCls): & 173,5 (OC=0, Cy:, 1»); 160,1 (Cyro, Cio); 130,8
(C=C, Co, 10, 9, 107); 129,9 (Car, 35); 128,6 (Curo, Cg,7); 115,0 (Caro, Csy); 73,4
(OCH;, Cy); 71,6 (CH,O, Cj); 70,8 (CHO, Cy); 64,2 (CH,0, C)); 43,1 (CH,C=0,
Cz»); 39,4 (CH,, Cy); 31,9 (CHa, Co, 12,77, 12); 30,1 (CHy, Ce, 13, 14", 6, 13, 147);
29,5 (CHz, Cs, s+); 29,4 (CHy, Cis,157); 29,1 (CHa, Cy, 4»); 27,7 (CHa, Co, 110, 8",
u); 25,1 (CHa, C3' 3); 22,8 (CH;, Cyr,17); 14,8 (CH3, Cis',187).
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SMHR : ESI-TOF (Mode d’acquisition positif); masse calculée pour CssH70s *
(M+H)": 712,5916; trouvée: 712,3849 (déviation: 1.17 ppm).

Préparation du composé (21)

21
A TP, le chlorure de naphtaléne sulfonyle (2,000 g, 8,823 mmol) a été dissous dans
du DCM (44 mL) suivi par I’ajout de la Et;N (2,50 mL, 17,6 mmol) et finalement
I’ajout de I’éthanolamine 8 (0,800 mL, 13,2 mmol).
Apres 30 min, le mélange a été extrait avec DCM et du H,O. La phase organique

combinée a été séchée avec du MgSQy, filtrée et évaporée sous vide. Le produit brut
a été purifié par chromatographie éclair (silice, MeOH : CHCI; (5 : 95) gradient a
(20 : 80) comme éluant). Aprés évaporation des solvants, le composé 21 (1,96g, 94
%) a été obtenu sous la forme d’une poudre blanche, dont la pureté a été confirmée

par spectroscopie RMN et par CCM.

Formule moléculaire : C;,H;3NO;S
Masse moléculaire : 251,3 g/mole
Re=0,54 (Silice, Hex: AcOEt (80 : 20))
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Caractérisation du composé (21)

IRTF (em™): 1050(fo, C-0); 1250 (m, C-N); 1300-1120 (fo, S=O); 1500 (m, N-H);
3500 (1, OH).

RMN 'H (300 MHz, CDCLy): § 8,57 (d, 1H, J= 6,4 Hz, Haro 4); 8,28 (t, 2H, J=3 Hz,
Haro 5); 7,64 (m, 2H, Haro 6); 7,21 (d, 1H, J= 14Hz, H,ws); 5,11 (s, 1H, NH ou
OH); 4,17 (m, 2H, OHCH, ,); 3,27 (m, 2H, NHCHj ,).

RMN “C (75 MHz, CDCls): 8 151,9 (Caro, C12); 134,3 (Caro, Cs); 130,6 (Caro, Cs);
129,7 (Caro, C1); 129,4 (Caro, Ce): 129,2 (Caro, C10); 128,5 (Caro, Cs); 126,6 (Caro,
C4); 126,3 (Cary, C9); 124,5 (Care, C11); 60,8 (CH,0H, Cy); 45,5 (CH;NH, Cy).

SMHR : ESI-TOF (Mode d’acquisition positif); masse calculée pour C;,H;4NO3S *
(M+H)": 252,0650; trouvée: 252,0616 (déviation: 0,184 ppm).
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Préparation du composé (22)
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A TP., du DOPE 17 (50 mg, 0,067 mmol) a été dissous dans du DCM (0,5 mL)
suivi par 1’ajout de EtsN (20 uL, 0,13 mmol) et de chlorure de naphtalénesulfonyle
(16,7 mg, 0,074 mmol).

Apres 12 h, le mélange a été filtré et évaporé sous vide. Le produit brut a été purifié
par chromatographie éclair (silice, MeOH: DCM (5: 95) gradient a (15: 85)
comme éluant). Aprés évaporation des solvants, le composé 22 (50,1 mg, 80 %) a
été obtenu sous la forme d’une huile, dont la pureté a été confirmée par

spectroscopie RMN et par CCM.

Formule moléculaire : Cs;HgsNO;oPS
Masse moléculaire : 934,25 g/mole
R¢=0,5 (Silice, MeOH: DCM (10 : 90))

Caractérisation du composé (22)

IRTF (em™) : 675 (m, C=Cg); 900 (fo, P-OR); 1250 (m, C-N); 1300-1120 (fo,
$=0); 1320 (fo, C-0); 1500 (m, N-H); 1735 (fo, C=0).

RMN 'H (300 MHz, CDCl): 6 8,51 (d, 1H, J= 6,4 Hz, Hare 7); 8,25 (t, 2H, J=3 Hz,
Haro s); 7,64 (m, 2H, Hypo 9); 7,21 (d, 1H, J= 14Hz, Hap 12); 5,42 (m, 4H, CH o, 10,
o 107); 5,1 (m, 1H, CH »); 4,34 (d, 2H, J=6,9 Hz, CH; 1); 3,75 (d, 2H, J= 7,2 Hz,
CH; 3); 3,65 (m, 2H, OCH; 4); 3,14 (m, 2H, NHCH} 5); 2,4 (m, 4H, CH; 2, »»); 2,1
(m, 8H, CHz g 31,8, 11); 1,65 (m, 4H, CH; 3, 3+); 1,29 (m, 40H, CH; 37", 1216, 377,
127.167); 0,96 (t, 6H, J=6,7 Hz, CH3 18, 18").
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RMN “C (75 MHz, CDCl;): § 173,5 (OC=0, Cy: 1»); 1519 (Caro, Cys); 134,3
(Caro, Ce); 130,8 (C=C, Cy, 10, 9, 10”); 130,6 (Caro, Cu1); 129,7 (Care, Cio); 1294
(Caro, Cs); 129,2 (Caro, Cia); 128,5 (Caro, Cs); 123,1 (Caro, C7); 118,5 (Caro, Cr2);
115,2 (Caro, C14); 71,6 (CH,0, C3); 70,8 (CHO, Cy); 68.9 (CH;0, Cy); 68,1 (CH,0,
C4); 45,2 (CH2NH, Cs); 43,1 (CH,C=0, C3»); 39,4 (CH,, C2); 31,9 (CHy, Cy, 12,
7,12°); 30,1 (CHp, Ce, 12,10, 6, 137, 147); 29,5 (CHy, Cs:, 5); 29,4 (CHy, Cys, 157);
29,1 (CH,, Cy, 4); 27,7 (CH,, Cg, 1y, s~ 117); 25,1 (CHy, Cs:, 3+); 22,8 (CHa, Cyo,,
177); 14,8 (CHs, Cig, 18).

SMHR : ESI-TOF (Mode d’acquisition positif); masse calculée pour Cs;HgsNO;oPS
¥ (M+H)": 935,5621; trouvée: 933,5554 (déviation: 0,561 ppm).

Préparation du (23)
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ATP,le 2-phényléthanol (0,27 mL, 2,24 mmol) a été dissous dans du DCM (2
mL) suivi par I'ajout de Et;N (0,3 mL, 3,3 mmol) et de trichlorure de phosphoryle
(60 pL, 0,68 mmol). Aprés 1 h, le mélange a été extrait avec DCM et lavé avec
H,0. Le produit brut a été purifié par chromatographie éclair (silice, MeOH : DCM
(5: 95) gradient a (15: 85) comme éluant). Aprés évaporation des solvants, le
compos¢ 23 (88,3 mg, 32 %) a été obtenu sous la forme d’une huile, dont la pureté a

été confirmée par spectroscopie RMN et par CCM.

Formule moléculaire : C,,H;70,P

Masse moléculaire : 410,44 g/mole

Rs= 0,6 (Silice, MeOH: DCM (10 : 90))

Caractérisation du composé (23)

IRTF (em™): 900 (fo, P-OR); 1250 (fo, C-0), 1600-1500 (m, C=C)

RMN 'H (300 MHz, CDCly): §7,57 (m, 6H, Haro 45 ); 7,22 (m, 6H, H,p

67); 7,14 (m, 3H, Hares); 5,07 (t, 6H, J= 7,2 Hz, OCHy,); 2,94 (m, 6H, CH; ).

RMN “C (75 MHz, CDCl3): 5 140,5 (3C5); 128,7 (6Cs7); 127,8 (6Cys); 126,4
(3Cs); 68,8 (30CH; 1); 35,7 (3CH; »).

SMHR : ESI-TOF (Mode d’acquisition positif); masse calculée pour C,4H,s04P *
(M+H)": 411,1681; trouvée: 411,1647 (déviation: 0,452 ppm).
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Préparation du composé (24)
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A -18 °C, le 2-phényléthanol (0,100 mL, 0,832 mmol) a été dissous dans du DCM
(4 mL) suivi par I’ajout de Et;N (0,170 mL, 1,25 mmol) et de trichlorure de
phosphoryle (0,120 mL, 1,25 mmol).

Aprés 2 b, de I’éthyléne glycol (0,11 mL, 1,92 mmol) dissous dans DCM (2 mL), pis
de la Et;N (0,17 mL, 1,25 mmol) ont été ajoutés. Aprés 4 h, le mélange a été extrait
avec du DCM et lavé avec H,O. Le produit brut a été purifié par chromatographie
éclair (silice, MeOH : DCM (2 : 98) gradient a (10: 90) comme éluant). Apres
évaporation des solvants, le composé 24 (33 mg, 14 %) a été obtenu sous forme d’un

liquide incolore, dont la pureté a été confirmée par spectroscopie RMN et par CCM.

Formule moléculaire : Cy,H;90¢P
Masse moléculaire : 290,25 g/mole
R¢=10,56 (Silice, MeOH: DCM (5 : 95))
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Caractérisation du composé (24)

IRTF (em™): 900 (fo, P-OR); 1250-970 (fo, C-O), 1600-1500 (m, C=C); 3200 (fo,
OH).

RMN 'H (300 MHz, CDCL): §7,57 (m, 2H, Haw 67 );7,22 (m, 2H, Har
89); 7,14 (m, 1H, Haro 10);4,5 (t, 2H, J= 7,2 Hz, OCH, 3); 4,32 (t, 4H, J= 67 Hz,
OCHz2); 3,97 (m, 4H, OHCH; 1, 1°); 2,94 (m, 2H, CH, ); 2,4 ( m, 2H, OH).

RMN C (75 MHz, CDCL): & 140,5 (Cs); 128.7 (2Csy); 127,8 (2C¢.7); 126,4 (Cio);
68,8 (2OCH2 2, 2'); 67.1 (OCH;:, ); 61,5 (2 OHCH; 1, 1'); 35,7 (CHz 4).

SMHR : ESI-TOF (Mode d’acquisition positif); masse calculée pour C;3Hy006P *
(M+H)": ; 291,0953, trouvée: 291,0765 (déviation: 0,876 ppm).
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A 0°C, le ferrocéneéthanol (10) (27,2 mg, 0,12 mmol) a été dissous dans du DCM (1
mL) suivi par I’ajout de Et;N (20 pL, 0,12 mmol), de DMAP (8,66 mg, 0,07 mmol)
et de chlorure de tosyle (27,04 mg, 0,14 mmol). Aprés 1 h, le mélange a été extrait

avec DCM et lavé avec du H,O. Le produit brut a ét¢ purifié par chromatographie
éclair (silice, Hex: AcOEt (95 : 5) gradient a (70: 30) comme éluant). Aprés

évaporation des solvants, le composé 25 (28,5 mg, 63 %) a été obtenu sous la forme

d’une poudre jaune, dont la pureté a été confirmée par spectroscopie RMN et par

CCM.

Formule moléculaire : C;oHyoFeO;S
Masse moléculaire : 384,27g/mole
Rs= 0,43 (Silice, Hex: AcOEt (80 : 20))
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Caractérisation du composé (24)

IRTF (em™): 1250 (m, C-N); 1300-1120 (fo, S=0); 1320 (fo, C-0); 1600-1500 (m,
Cc=C)

RMN 'H (300 MHz, (CD;),S0): 57,97 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Haro 1a15); 7,97 (d, 25, J
= 2,6 Hz, Haro 1617); 4.09 (s, TH, Hrc 4,5,6,9,1011,12 ); 4.02 (m, 2H, Hp.3,8); 3.51 (q, J
=7.06 Hz, 2H, OCH;1); 2.43 (1, J=7.14 Hz et J = 7.31 Hz, 2H, CH; 3); 2.02 (s, 3H,
H 18).

SMHR : ESI-TOF (Mode d’acquisition positif); masse calculée pour C;oHz FeO;S*
(M+H)": 385,0483; trouvée: 385,0256 (déviation: 1,91 ppm).

Préparation du composé (26)

HN
e ! )}3\&13
LN
3
7 2
Fe

8

9;( >?10
11 12

26
A 0°C, le ferrocéneéthanol (10) (27,2 mg, 0,12 mmol) a été dissous dans du DCM (1
mL) suivi par I’ajout de Et;N (20 uL, 0,12 mmol), le DMAP (8,7 mg, 0,07 mmol) et
le chlorure de tosyle (27,0 mg, 0,14 mmol) a été ajoutée. Aprés 1 h, le mélange a été
extrait avec DCM et lavé avec du H;O. Le produit brut a été purifié par
chromatographie éclair (silice, Hex: AcOEt (95 : 5) gradient a (70 : 30) comme
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€luant). Aprés évaporation des solvants, le composé 26 (28,5 mg, 63 %) a été obtenu

sous la forme d’une poudre jaune, dont la pureté a été confirmée par spectroscopie
RMN et par CCM.

Formule moléculaire : C;,H;4Cl;FeNO

Masse moléculaire : 374,47 g/mole
R¢=0,43 (Silice, Hex: AcOEt (80 : 20))

Caractérisation du composé (26)

IRTF (cm™): 1250 (fo, C-0), 1665 (m, C=N),1600-1500 (m, C=C)

RMN 'H (300 MHz, (CD3);S0): 8 4.09 (sl, 7H, Hrc 4, 5,6, 9.10.11.12 ); 4.02 (m, 2H,
Hres); 3.51 (q, J = 7.06 Hz, 2H, OCH, ;); 243 (t, J=7.14 Hz et ] = 7.06 Hz, 2H,

CH;,).

SMHR : ESI-TOF (Mode d’acquisition positif); masse calculée pour
C14HisCLsFeNO " (M+H)': 375,7635; trouvée: 375,2467 (déviation: 2,52 ppm).
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