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INTRODUCTION

Depuis plusieurs années, on note I'émergence des infections liées aux soins
(ILS). En effet, les cas des ILS ou infections nosocomiales (IN) sont devenus une
préoccupation majeure, car il est possible de s’infecter aussi bien en pratique de ville

gu’en milieu hospitalier.

Selon une enquéte de prévalence réalisée sur les IN ou ILS menée en 2006 par
Coignard et al.,[1] pour le RAISIN (Réseau dAlerte, d’Investigation et de la
surveillance des infections Nasocomiales), une idée du risque nosocomial est
percue. Cette enquéte révele un taux de prévalence des IN a 4.97% en France. Elle
réveéle également que les IN les plus fréquentes sont les infections urinaires (IU) >
infections respiratoires > les infections du site opératoire. Les bactéries sont a 60%
responsables des IN : Escherichia coli (24,7%) > Staphylococcus aureus (18,9%) >

Pseudomonas aeruginosa (10%) > Enterococcus spp. (6%).

Malgré les efforts entrepris pour combattre les IN, des germes de plus en plus
résistants apparaissent, face aux médicaments actuellement commercialisés : ce

sont les “Bactéries Multi-Résistantes” (BMR).

Les bactéries sont dites multirésistantes aux antibiotiques lorsque, du fait de
I'accumulation de résistances naturelles ou acquises, elles ne sont plus sensibles

gu'a un petit nombre d'antibiotiques habituellement actifs en thérapeutique [2].
Sont classées BMR :
— SARM : Staphylococcus aureus Résistants a la Méticilline
— GISA : « Glycopeptide-intermediate Staphylococcus aureus »
— EBLSE : Entérobactéries productrices de B-lactamase a spectre étendu

- EBCASE : Entérobactéries productrices de céphalosporinase
hyperproduite

— PAR : Pseudomonas aeruginosa multirésistant
— ABR : Acinetobacter baumanii multirésistant

- ERG : Entérocoques Résistants aux Glycopeptide
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Des lors, limportance des infections nosocomiales et I'émergence des
bactéries multi-résistances devraient contraindre la recherche a développer sans
cesse de nouvelles molécules antibactériennes. Ce qui est loin d’étre le cas, nous

tendons plutét vers une impasse thérapeutique.

C’est dans ce contexte (croissance de ILS, recrudescence de BMR et pénurie
d’antibiotiques) qu'au sein du GEVSM, une de nos thématiques est le
développement d’'une approche thérapeutique antimicrobienne faisant appel a
I'utilisation des calixarénes (macrocycles synthétiques fonctionnalisables,

organisatrices et modulables).

Les calixarenes sont des macrocycles aromatiques constitués de n unités
phénoliques (n = 4 a 16), para-substituées ou non, reliées entre elles par des ponts
méthyléniques. Le calix[4]aréne (n = 4) a été choisie comme plate-forme et support
de l'architecture de base pour toutes nos études. Sa structure spatiale permet
I'organisation dans I'espace de tous groupements ou fonctions qui lui seront greffés.
Sa cavité ou la présence de ses quatre groupements hydroxyles lui conféere des

propriétés de complexant.

Cependant, si l'intérét de ces structures est démontré particulierement dans le
domaine de la chimie et de la physico-chimie a en juger par la nombreuse littérature
qui y est consacrée, tres peu de travaux concernent des applications dans le

domaine bio-médical.

La majorité des travaux concernant I'utilisation des calixarenes dans le domaine
bio-médicale a été développé sous la forme de brevet. Ainsi, sur le plan
thérapeutique certains calixarenes présentent des propriétés antivirales sur les virus
enveloppés (HSV et VIH) [3, 4a,b], ils présentent aussi des activités
antithrombotiques [5], antifongiques et anticancéreux [4a,b]. D’autres brevets
montrent l'intérét des calixarénes pour leurs activités antifibrotiques (inhibiteur de la

lysyl-oxidase) [6].

Quelques publications portent sur I'évaluation de lactivité antibiotique des
calixarénes. Le macrocyclon (dérivé poly-oxy-éthylé de calixarene) est I'exemple le

plus ancien de dérivé calixarénique capable de perturber le mécanisme lipidique par
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inhibition du triglycéride lipase et d'une phospholipase, inhibant la croissance

bactérienne de Mycobacterium tuberculosis [7a,b].

L’évaluation de [lactivité antibactérienne des calixarenes apparait dans
guelques brevets [8] et sous forme de publications [9]. C'est sous cette forme
notamment qu’Ungaro et coll.,, développérent une nouvelle classe de calixarenes
fonctionnalisés sur la couronne haute par des peptides cycliques. L’activité
antibactérienne de ces calixarenes a été comparée a celle de la vancomycine sur

différentes bactéries a Gram+ et a Gram- [9] (Fig. 1).

OCH,COOK
2 NO,
KOOCH,CO OCH,COOK
R
CH, /n
Br : OCH,COOK

Fig. 1 : Calixarenes potentiellement bio-actifs [10,11].

R

% Calixarenes antibactériens: notre approche

L’approche qui a toujours été a la base de nos recherches au sein du
laboratoire, fait intervenir deux hypotheses de mode d’action supposé des molécules
qgue nous développons.

- Hypothese l:

Les Composés calixaréniques permettent via diverses fonctionnalisations,
d’obtenir des systemes a caractere amphiphile. Au contact de la paroi bactérienne,
ces structures s’inserent dans la membrane plasmique (Gram - et Gram +) ou dans
la membrane externe (Gram -) en causant une désorganisation de la structure

membranaire (Fig. 2).
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Fig. 2 : Organisations structurales de la paroi des bactéries a Gram positif et
négatif [12].

- Hypothese ll :

Les bactéries présentent une charge globale nette de surface négative. L'apport
de contre-cations organisés pourrait modification des propriétés ioniques de surface,
résultant ainsi en la neutralisation ou la désorganisation contr6lée de la paroi
bactérienne (Fig. 3).

- A priori :
S )\\ W

M AA AL Monomere cationique sans

oo L1 L effet sur l'organisation des 5
N HO N .. . .
{J\/ N entités anioniques °
OH,,/ : o
HO HO g © ©5 o C)
Cyclo-oligomere cationique (4
- charges contraintes o ° ©
1 stériguement) avec effet sur 5o o %
'organisation des entités so 0o ° o ©

anioniques

HO

Choix des cations: (1) = groupement ammonium ou guanidiniums

Fig. 3 : Hypothese I, organisation des cyclo-oligomeéres cationiques chargés vis-a-

vis de la paroi bactérienne.
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Suivant ces deux hypothéses, une partie des travaux développés dans ce

manuscrit reposent sur :

1) L’'apport de contre charges positives préorganisées sur une plate-forme
de type calix[4]arenique puis benzenique. Ensuite il s’agit de comparer les propriétés
antibactériennes de dérivés calixaréniqgues et benzéniques, plate-formes
organisatrices de fonctions ioniques diverses et de leur monomere phénolique
constitutif (cas des calixarénes), sur les différentes souches bactériennes de
références : E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC
25923 & ATCC 29213 et E. faecalis ATCC 29212.

L’ensemble de mon travail de thése est présenté dans ce manuscrit en 5
chapitres. Le premier est une étude bibliographique. Dans cette étude nous
présentons I'historique des calixarenes, puis il nous a fallu reprendre les voies de
synthese menant aux calixarenes hydrosolubles, développées par mes
prédécesseurs afin de les adapter a la réalisation des molécules recherchées. Nous
avons également étudié la littérature existante sur les podands Calixaréne-
Hétérocycles Azotés, et enfin, nous avons fait le point sur 'emploi des calixarenes
principalement dans le domaine bio-médical. Notre contribution dans ce domaine
vient s’ajouter aux travaux qui seront présentés au chapitre | (calixarenes bio-actifs)
[10,11], ou nous avons développé des calixarénes poly-cationiques antibactériens et
de nouvelles prodrogues a base calixarenique.

Le développement du projet calixarenes poly-ioniques a débuté au laboratoire
durant la these de N. Psychogios (2003), dédié a la recherche de nouveaux agents
anti infectieux, notamment actifs sur les virus enveloppés (HSV). Il a également
développé les premiers podants calixareniques porteurs d’unités bis-hétérocycliques
et soluble dans I'eau grace a l'incorporation de fonctionnalités ioniques de type
sulfonates, carboxylates ou phosphonates [13,14,15].
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M. Mourer (thése 2006), lui succéde en poursuivant le développement des
calix[4]enes anioniques [16]. L'évaluation des propriétés antivirales fut menée a la
fois au sein du GEVSM (HSV) et en collaboration (HIV ; Dr A.M. Aubertin, Inserm U
778, Strasbourg). Certains composés de cette famille ont présenté de trés

intéressantes propriétés antivirales sur virus HSV et HIV [17].

Les travaux de these de M. Mourer ont aussi permis de développer en paralléle,
une série de composés appartenant a la famille des calix[4]arenes cationiques

obtenus par incorporation de fonctions para-guanidinoéthyles [18] (Fig. 4).

N NH, 4 CFCOOH
4 CF,COOH HN L ANG N, NH
HN_NH, 1, YA
HoN TUANG NH,  NH un’ NH NH NH,
P T\I/H L
HN NH,

NH 4 CF,COOH

A

HN" “NH,

NH CF,COOH

D N N= ° N N
& \ /) X:SHST

Fig. 4 : Représentation du CX1/A, des CX1-bis-hétérocycles (B, C) et leurs

equivalents monomériques D, E et F [18,19].

En effet, 'approche menée au laboratoire fait intervenir une hypothese du mode
d’action supposé des structures macromoléculaires vis-a-vis des bactéries. Les
bactéries présentent une charge globale nette de surface négative ; opposer a cette
charge, un ensemble de charge positives organisées avec un haut degré de
contrainte stérique (rapprochement et orientation homogene) autour d’'une structure
moléculaire rigide, telle un calixarene, peut résulter en un effet délétere par

désorganisation de la paroi bactérienne, la ou le simple monomere phénolique
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constitutif n'aurait pas d'effet. C’est ce qui a été observé au travers des premiers
résultats microbiologiques obtenus avec le calix[4]arene hydrosoluble tétra-para-
guanidinoéthyle CX1 et les calix[4]arénes hydrosolubles porteurs d'unités bis-
hétérocycles B et C (fig.4). Le gain d’activité antibactérienne observé en passant du
monomere para-guanidinoéthylphénol D au tétra-para-guanidinoéthylcalix[4]aréne
CX1 nous a conforté dans la deuxieme hypothese du mode d’action supposé de nos

structures.

Plusieurs tétes de série ont été extraites de ces premiéres évaluations, c’est le
cas du para-guanidinoéthyl-calix[4]arene (CX1). Ce composé présente de tres
intéressantes propriétés antibactériennes sur les deux souches de références a
Gram négative (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853) mais aussi sur trois souches a Gram positive (Staphylococcus aureus ATCC
25923 et ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212). Le CX1, a fait et
continue de faire Il'objet d’investigations plus poussées, notamment pour la
compréhension de son mode d’action [20-24]. L’ensemble de ces investigations a fait

I'objet d’une these soutenue par M. Grare (2009).

Les objectifs qui m’ont été proposés dans cette thématique ont été d’'une part,
de poursuivre la synthese du CX1 (fig.1), avec I'exigence de garantir une
reproductibilité (en terme de quantité et qualité) des lots devant servir a la poursuite
des études microbiologiques, fort consommatrices de substance ; d’'autre part, de
développer la recherche de nouveaux composés permettant une meilleure
appréhension de la relation “structure-activité” ; enfin, d’élargir nos investigations a

d’autres structures organisatrices.

*

X Dans le chapitre Il, nous avons tout d’abord développé deux types de
composés calix[4]aréniques. Le premier concerne des calix[4]arénes comportant a la
fois des groupements guanidinoéthyle (n = 1 ou 2) et des groupements tertiobutyle (3
ou 2) (composeés 26 et 27 Fig. 5). Le second groupe concerne des calix[4]arénes
comportant uniquement des groupements guanidinoéthyle, en nombre variant de 1 a
3 (32, 38 et 42 fig.5).
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L’évaluation des propriétés antibactériennes de ces composés devrait nous
informer quant a l'intérét des quatre fonctions guanidiniums sur le calix[4]arene, et

sur le rGle des groupements tertiobutyles hydrophobes.

Nous avons ensuite complété les études engagées sur les calixarénes
hydrosolubles bis-hétérocycle (B et C). Notre objectif a été la synthése de plusieurs
nouveaux dérivés structuralement ressemblants parmi lesquels le «CX1 bis-
bipyridine 5,5» 47 et le «CX1 bis-biphényle», ainsi que leur analogues

monomeriques.

/ 3 CF3COOH

\

HoN CF3COOH

HoN

4 CF5COOH 2CF H HN
H 3 HN NH CF3CO0 NH,

NH

NH CF3;COOH

Fig. 5 : CX1 et composés apparentés 27, 26, 32, 38, 42 et 47.
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Nos attentes étaient d’établir une corrélation entre la présence (hétérocycle) ou
I'absence (biphényle) d’atome d’azotes sur les hétérocycles et d’éventuelles activités

biologiques générées par ces podands.

% Le troisieme chapitre concerne le développement d'une nouvelle
approche, initiée durant la thése d’A. Ben Salem (2004), dédiée a la création de
prodrogues calixaréniques de principes actifs antibactériens connus.

Sont exploitées dans ce projet les propriétés organisatrices du macrocycle
calix[4]aréne, mises a profit pour transporter divers principes actifs appartenant, dans
les travaux initiaux, aux familles d’antibiotiques pénicillines et quinolones. On ainsi
été initialement préparés divers podants intégrant sur la partie basse du calixarene,
via une attache de type ester labile donc hydrolysable, une ou deux pénicillines G ou
V, ou des quinolones ; dans le cas des dérivés doublement substitués, les agents
antibactériens sont uniques (pénicilline a/pénicilline a, quinolone a/quinolone a)
[25,26], ou mixtes (pénicilline a/pénicilline b, quinolone a /quinolone b, ou pénicilline
a/quinolone a), générant ainsi de nouveaux prodrogues potentiels ou dispenseurs
mono- ou multidrogues. Dans ce dernier cas, il était recherché une attaque
simultanée, synergique, de deux cibles bactériennes, la DD-carboxypeptidase
nécessaire a la réticulation du peptidoglycane des parois (pénicilline), et la

topoisomérase ou ADN gyrase (quinolone) [27].

Les premiers composés préparés par A. Ben Salem ont été congus
hydrophobes pour permettre une administration par voie orale et espérer une
hydrolyse aprés absorption. Cette hydrophobie résultant en une absence de
solubilité dans l'eau, méme en présence dun co-solvant (DMSO) dans les
proportions maximales autorisées (2-3%), les évaluations de leurs activités
antibactériennes par les méthodes standard (disques imprégnés sur géloses en boite
de Pétri, microméthodes en phase solubles) se sont avérées inefficaces jusqu’a

présent.

I m'a donc été confié le soin d’apporter un caractére hydrosoluble a ces

prodrogues.

10
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La stratégie d’hydrosolubilisation que nous avons choisie repose sur la chimie
des ammoniums et guanidiniums bien développée et « maitrisée » au laboratoire sur
les calixarenes de type CX1.

e avec l'espoir que

- la jonction calixaréne-principe actif soit stable durant les étapes
conduisant a l'introduction des fonctions ammonium et guanidinium.

- lactivité du principe actif soit a minima récupérée (hydrolyse effective et
libération totale de l'agent antibactérien) ou cumulée-additive / multiplicative a
I'activité propre du calixaréne libéré, analogue proche du CX1 antibactérien (Fig. 6).

GHS

GHs $HS
Hydrolyse o o
% HO B N
0 = N~ N
® -
Prodrogue calixarénique )N N analoguesl_t():gligarénique agent antibactérien
ibéré

GHS = Groupe Hydrosolubilisant = ammoniums ou guanidiniums

Fig.6 : Hydrolyse envisagée du prodrogue calixarenique.

% Le quatrieme chapitre porte sur la synthése et la caractérisation d’'une
nouvelle famille de composés : les poly-guanidiniums étoilés, espérés eux aussi a
activité antibactérienne. Le développement de cette nouvelle famille s’est fait en
accord avec lI'approche « organisation spatiale de fonctions actives » engagée avec
les calixarenes de type CX1. Dans cette nouvelle famille, la plate-forme organisatrice
est un cycle benzénique autour duquel nous avons greffé de 1 a 6 bras
guanidinoéthylebenzene.

bY

% Le cinquieme chapitre est consacré a la détermination du potentiel
antibactérien et les interprétations des valeurs de CMI (concentration minimale
inhibitrice) de nos structures vis-a-vis de souches bactériennes de références.

11
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Une derniere partie dans ce manuscrit, présente la description détaillée des
modes opératoires utilisés pour I'obtention de nos composés ainsi que, leurs
caracteérisations physico-chimiques.

Pour des raisons pratique, toutes les références citée dans chacun des sous-
chapitres chimie, biologie sont indexées a la fin par ordre d’apparition. Ainsi, des
références identiques peuvent apparaitre dans plusieurs listes bibliographiques.
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|.1. Généralités

[.1.1. Définitions

La chimie supramoléculaire constitue un domaine scientifigue largement
interdisciplinaire, incluant les propriétés chimiques, physiques et biologiques

d’especes chimiques plus complexes que les molécules elles-mémes.

La reconnaissance moléculaire et les processus d’association sont
fondamentaux et universel dans les systemes biologiques. Les interactions mises en
jeu sont non covalentes (liaisons de coordination, interactions électrostatiques,

liaisons hydrogénes, interactions hydrophobes, les liaisons de Van der Waals...).

Ces processus incluent également, les complexes de coordination issus de
'auto-assemblage entre les ligands polydentés et les ions métalliques. Afin de
comprendre et de mimer les différents processus “hdte-invité”, I'architecture et la

synthése de composés macrocycliques ont été largement étudiées.

Un macrocycle peut se définir comme une macromolécule cyclique ou une
partie cyclique macromoléculaire d’'une macromolécule. La chimie macrocyclique a
connu son essor a partir des années 60 [1]. Parmi ces macrocycles, les calixarénes
sont souvent utilisés comme plate-forme organisatrice de groupements de
reconnaissance moléculaire dans I'espace. Ainsi, difféerentes modifications peuvent
étre effectuées a la fois sur le petit et le grand col du calixaréne, permettant ainsi la

construction d’édifices multivalents bien définis.

Les calixarenes sont des composés macrocycliques, constitués de n unités

phénoliques reliées entre elles par des ponts méthyléniques ou sulfuriques en

Ry

COURONNE ——»

HAUTE

position-2,6. Ainsi, on définit une partie haute, une partie basse et une cavité (Fig. 1).
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Fig. 1 : Structure de base des calixarenes.
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Les calixarénes comme d'autres macrocycles (cyclodextrines, éthers
couronnes, les porphyrines...etc) (Fig. 2) appartiennent a une famille de composés
majeurs qui jouent aussi le réle de molécules hotes dans plusieurs applications dont

le domaine biologique.
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le} Q
9 H OH
° o
HO OH o
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H
o)
gﬁ/%o 4 oH
HO

cyclodextrine calix[4]pyrogallolarene calix[4]arene
N
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Rz
Ro Q v NH HN
R2 Ry 1 O.

cyclovératrylene aza-éther couronne
0O o

O\_/Oj

éther couronne

calix[4]resorcinaréne [

Fig. 2 : Exemples de macrocycles.

1.1.2. Historique

L’évolution de la chimie des résines phénoliques repose essentiellement sur

des grandes dates aux quelles on associe des noms:

» En 1872, Adolph Von Baeyer [2] décrit pour la premiére fois, la synthése d’'une
résine phénolique issue de la condensation d’'un phénol sur le formaldéhyde en
milieux acide fort. Mais, la purification et la caractérisation n'ont pu se faire gqu'une
trentaine d’années plus tard par Léo Baekeland, qui met au point la Bakélite (résine

formo-phénolique essentielle sur le plan industriel).

» En 1940, Niederl et Vogel [3] proposent une description des résines polyphé-
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noliques (Fig. 3).

Fig. 3 : Polymere formo-phénolique entrecroisé.

> En 1944, Zinke et Ziegler [4] étudient la condensation du formaldéhyde avec
un p-alkylphénol évitant ainsi la condensation sur les positions para des
groupements hydroxyles. De ce fait, ils obtiennent un polymeére linéaire car la

condensation a lieu uniquement en position ortho (Fig. 4).

Fig. 4 : Polymére formo-phénolique linéaire.

» La description véritablement détaillée de cette chimie n’est faite que dans les
années 80 avec C. D. Gutsche [5]. Il montre que la condensation du formaldéhyde
avec un p-alkylphénol conduit & des oligomeres cycliques de différentes tailles, avec
I'isolement d’'un tétramére, hexameére, et d'un octamere cyclique. Ainsi le terme
calixarene est introduit pour la premiére fois par Gutsche (1978), pour désigner le

tétramere cyclique précédemment décrit par Zinke et Ziegler.
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1.1.3. Nomenclature et représentation

Gutsche utilise le terme “calixaréne” [6] pour désigner ces molécules en forme
de cratére (calice), le suffixe «aréne» s’inspirerait des unités phénoliques. Ainsi, un
macrocycle composé de quatre entités phénoliques sera nommé : calix[4]aréne. Le
nombre d’'unité dont il est constitué est représenté entre crochet, lesquels sont

affectés du préfixe «calix» et du suffixe «aréne» (Fig. 5).

R, R, Ri R Ry
' J(@ gy
OR, ) | )

ORSR, ORO

Fig. 5 : Différentes représentations du calix[4]aréne.

La nomenclature IUPAC est le plus souvant remplacé par une écriture d'usage
moins lourde pour de tels composés. Voici en exemple, la nomenclature officielle
pour le p-tert-butylcalix[4]aréne et une numeérotation associée aux structures
calixaréniques (Fig.6) :Pentacyclo[19.3.1.1%7.19% 1. **]octacosa-1(25),3,5,7(28),9,
11,13(27),15,17,19(26),21,23-dodecaene-25,26,27,28-tetraol-5,11,17,23-tetrakis(1,1-
dimethylethyl).

Fig. 6 : Numérotation des calixarénes a) calix[4]arene, b) calix[5]arene.
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Une grande partie du travail que nous allons présenter dans ce mémoire repose
essentiellement sur l'utilisation de la plateforme calixarénique dérivée de 4 phénol : le

calix[4]aréne.

[.1.3.1. Une conformation variable

Les calix[4]arenes présentent une mobilité conformationnelle en solution. La
figure 7 donne la représentation spatiale de quatre isoméres de différentes
conformations limites. Ces quatre conforméres résultent de la libre rotation autour
des liaisons o des groupements ArCH,Ar. La présence des groupements hydroxyles,
orientés tous dans le méme sens génerent de ce fait une couronne de liaisons

hydrogene permettant a la conformation céne d’étre la plus stable.

1,3-alternée 1,2-alternée

Fig. 7 : Différentes conformations limites du calix[4]aréne.

I.1.4. Voies d’acces aux calixarenes

Deux procédés permettent d’accédé plus simplement aux calixarénes :
% La synthese “one-step”, directe avec un bon rendement

% La synthese “multi-step”, aux rendements moindres, mais autorisant I'acces a

une grande variété de calixarénes.
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[.1.4.1. Synthese en une étape : “one-step”

Cette synthése en une étape a été principalement décrite par Gutsche. C’est
une méthode a catalyse basique [7-10] (Fig. 8); elle consiste a mettre en présence
du p-t-butyl-phénol, du formaldéhyde a 37% et 0.03 a 0.04 équivalents de NaOH. Le
mélange porté a 110-120°C, donne un précurseur contenant un mélange
d’oligoméres linéaires de p-tert-butyl-phénol. Ce mélange est chauffé dans le
diphényl-éther a 259°C pendant 2 heures pour donner, aprés refroidissement et
recristallisation, un mélange d’oligoméres cycligues possédant de 4 a 8 unités

phénoliques avec une majorité de tétramere.

i) diphenyl ether

NaOH 2h, 256°C

+ HCHO ———
2h, 110-120°C

ii) précipitation
dans I'AcOEt

Fig. 8 : Synthése “one-step” du tétra-para-tert-butylcalix[4]arene.

D’autres procédés en une étape existent, ils ont recourt a la catalyse acide [11],
avec des rendements médiocres, ou des conditions neutres [12] mais sans avoir les

performances de la méthode par catalyse basique.

1.1.4.2. Synthese “multi-step”

Ces méthodes donnent des rendements, plus faibles que la synthése dite “one-
step”. Toutefois, elles permettent I'accession a des calixarenes de toutes tailles et un
meilleur contréle sur la substitution en para des groupements du cyclomere a former.
En 1956, Hayes et Hunter ont développé une méthode séquentielle [13,14]
procédant par additions successives de nouvelles unités sur des chaines linéaires.
lIs font intervenir un o-bromométhyl-phénol condensé sur d’autres phénols (Fig. 9),

avant de terminer la cyclisation de la molécule avec un rendement de 28%.
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OH OH OHlOH
CHy CHy CHy CHy CH; CHy
OO0 0 0 a—— S
OH Br CH,OH
OH OH OH OH OH OH
HOchHG
CHy CHs
C
Hy | \\(Hsﬁ
oH JHO
OH

Fig. 9 : Synthése “multi-step” de calix[4]arénes selon Hayes et Hunter [13,14].

D’autres techniqgues ont également été développées. La méthode dite
convergente en est une. C’est Bohmer [15,16] qui a le plus détaillé le développement
de cette stratégie. Elle est plus courte que la méthode linéaire et donne des
rendements de 'ordre de 10 a 20%.

» La méthode convergente « 3+1 » [17] : consiste & fonctionnaliser un phénol en
bis-o-hydroxyméthylphénol. Le condenser sur d’autres unités phénoliques en un
trimere. La réaction se termine par une cyclisation, qui est due a I'ajout d’'un bis-o-
halométhyl-phénol, ce qui permet d’obtenir un calixarene porteur de plusieurs

groupements différent en para. Le rendement varie de 3 & 15% (Fig. 10).

Ry
X X
Ry R, R3
X =ClouBr
OH OH OH

Fig. 10 : Synthese convergente de calix[4]arénes «3+1» [17].
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» La méthode convergente « 2+2 » [15] : C’est la condensation de deux dérivés

bis-phénoliques (Fig. 11), l'un des deux étant activé sous la forme bis-0-0-

halogénométhyle
Rl RZ R3 R4
—_—
SUSENSOUO W
OH OH OH OH

Fig. 11 : Synthese convergente de calix[4]arénes «2+2» [15].

1.1.5. Formation des calix[4]arénes

Le mécanisme de formation de ces macrocycles comprend deux grandes

étapes :

e La premiére étape est la formation, d’'une oligomere linéaire issue de la

condensation en milieu basique du phénol et du formaldéhyde. Il se forme donc l'ion

phénate, qui va réagir avec le groupe carbonyle du formaldéhyde pour donner un

hydroxymeéthylphénol [18] suivant le mécanisme d’addition nucléophile d’'apres la

figure 12.
R o R o R R
OH )J\
| =
CH,0 © H,OH
OH o] o] OH

S)

Fig. 12 : Condensation phénol-formaldéhyde [5a].
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L’évolution de la réaction dépend des conditions, dans les quelles on se place.
Ainsi, dans des conditions dites douces [18], la réaction s’arréte a ce stade (Fig. 12).
Par contre, si la réaction se fait dans conditions plus énergiques, plus dures (p-tert-
butyl-phénol, HCHO, 50°C, 4 jours) [5a]; on abouti a la formation d’'un diarylméthane
(Fig. 13) et parfois un éther diarylique (Fig. 14).

R
5 R R R
OH
—_— —_—
CH,OH CH,OH CH,
OH (();) (0 @
L)~
G,
2
OH OH O@ o)

Fig. 13 : Formation du diarylméthane [5a].

R R R
- H,0
—>
o)
CH,OH
OH OH OH

Fig. 14 : Formation de I'éther diarylique.

On observe également que les conditions trés basiques sont favorables a la
formation prédominante du diarylméthane.

Toute fois, cette tendance est inversée en milieu acide ou neutre. Le
mécanisme de formation des oligomeéres linéaires est envisagé par le passage par
un intermédiaire, de type o-quinométhide [19], qui va réagir en ortho d'un ion
phénate par réaction de type Michaél [20,21] (Fig. 15).
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OH
—_—
/‘A
HOHy CH,OH HOH,C cHoH HOM: CH, OH

<7

Oligomére I
HOH, CHOH  HOH,
S

Fig. 15 : Formation des oligomeres linéaires.

e Cyclisation des oligoméres linéaires

Le mécanisme de transformation des oligoméres linéaires, en calixarene
souffre encore dimprécision. Pour ce qui concerne le p-tert-butylcalix[4]arene,
Vocanson et coll. [22] ont montré qu'’il se forme au cours des premiére étapes un
ensemble d'oligomeres linéaires hydroxymeéthylés et dihydroxyméthylé comprenant 1

a 4 noyaux phénoliques.

Gutsche et coll. [23,24,25] proposent deux hypotheses pour la formation du

calix[4]aréne.

« la premiere hypothese suppose que, le précurseur de ce macrocycle est un
tétrameére linéaire, mono ou dihydroxyméthylé. Ce tétramére linéaire existant en
conformation zig-zag a I'état solide [20,21] subit un rapprochement de ses extrémités
favorisé par une température élevée et la présence d'une base. Ce pseudo
calix[4]aréne subit ensuite une cyclisation par départ d'eau (cas du tétrameére
monohydroxyméthylé) et de formaldéhyde (cas du tétrameére dihydroxyméthylée) (Fig.
16).
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CH,OH CH,OH
- H20
OH O
- HCHO
OHHQ,

Fig. 16 : Cyclisation d’un oligomére linéaire.

% Dans la deuxieme hypothése, deux dimeres linéaires dihydroxyméthylés
réagissent par formation de liaisons hydrogénes, intermoléculaires stabilisantes
(entre les groupes hydroxyle) pour donner un dimere appelé «hémicalix[4]aréne»; ce
dernier pourrait se cycliser par départ d’eau et de formaldéhyde (Fig. 17).

C|-|20H CI—|20H

|
\OH
2 _ O
OH

CH,OH CI—|20H

Fig. 17 : Cyclisation de deux dimeres.

Cependant, Gutsche réalise des expériences complémentaires ou il démontre

bY

gue du calix[4]aréne se forme a partir de calix[8]aréne, chauffé a reflux dans du
diphénylethér et en présence de soude. Ce processus appelé «mitose moléculaire»

est représenté par le schéma ci-dessous (Fig. 18).
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/ %/©\/ )/%!);\/Ar\ f T Ar\ A

\ “ / / T %Ar/ |

Ar/\fj/%&m A \ A/ Ar/\Ar
\Ar/\io;/r r\Ar T

Fig. 18 : Transformation du calix[8]aréne par mitose moléculaire.

|.1.6. Fonctionnalisation des calix[4]arenes

Les calix[4]arénes sont le plus souvent utilisés, comme plate-forme pour la
construction d’édifices supramoléculaires. Le p-tert-butylcalix[4]aréne, en dépit de
son architecture cyclique attrayante, présente peu d’aptitude a la reconnaissance

moléculaire [26-28] du fait de la petite taille de sa cavité.

De ce fait, de nombreuses modifications chimiques ont été effectuées. Les deux

sites qui sont chimiquement les plus modifiés sont :

» les positions para, pour les substitutions électrophile (SOzH, NO,, COCHj3, Br,
CN, COOH).

» Les positions hydroxyles par estérification ou éthérification (OC(O)R; OR).

Le calix[4]aréne peut également subir des modifications, au niveau des ponts
méthyléniques et des positions méta des noyaux aromatiques (Fig. 19). Ces

modifications se font par synthese multi-étape [29,12].

posiionmeéta o o position para

ponts methyléniques

fonctions hydroxyles — OH
Fig. 19 : Sites fonctionnalisables sur un calixarénes.
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1.1.6.1. Fonctionnalisation des positions para des noyaux
aromatiques

Les groupes tert-butyles peuvent étre enlevés d’'une fagcon complete [30] ou
sélective [31,32] en protégeant en outre, les OH des phénols non concernés. C'est
une réaction de transalkylation, qui se fait en présence d’AlCl;, dans un solvant

aromatique tel que le toluéne.

Les calix[4]arenes détertiobutylés ainsi obtenus, conduisent a des substitutions
électrophiles : acylation, halogénation, chlorométhylation, aminométhylation,
sulfonation, nitration...etc. La sulfonation [33,34] et la nitration [35] peuvent étre aussi
conduites par ipso-substitution des groupements tert-butyles par I'acide sulfurique ou

nitrique.

1.1.6.2. Fonctionnalisation des groupements hydroxyles des
calix[4]arénes
La structure conique du calixarene non substitué est favorisée par I'existence
de fortes liaisons hydrogenes intramoléculaires entre les groupes hydroxyles libres
[36]. Cette conformation n’est plus nécessairement préservée en présence du

calixaréne tétra-O-alkyle [37], dés lors que de telles interactions n’existent plus.

Cette observation a permis d’expérimenter de multiples procédures
d’estérification ou d’éthérification visant a contréler la fonctionnalisation non

seulement régios-[38-49] mais également stéréo-[49-54] sélective.

En outre, il a été démontré que par la mise en ceuvre d'un effet d’ion support
(“effet template”) [51,54,55], relatif & la nature et a la force de la base utilisée, il était
possible a facon et de maniere stéréospécifiqgue d’incorporer différents substituants
sur la partie basse du calixaréne (particulierement en forme céne). Le nombre et la
position des sites substitués dépendent aussi du choix du solvant, de la température,
du temps de réaction et du ratio molaire entre les réactifs et la base. Toute fois, la
réactivité et la taille du substrat halogéné jouent aussi un réle non négligeable dans

ce type de réaction.
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Gutsche [5a,5b] (Fig. 20) a résumé les principales voies de substitution dans un
schéma présentant I'éventail de possibilités qu’elles offrent. Nous rappelerons ci-
apres les éléments relatifs a la monosubstitution et a la disubstitution en positions 1

et 3 qui ont fait 'objet de toutes nos attentions durant ce travail de these.

Y = H ou CHg; R = alkyle; E = électrophile (NO,, SO3H,
SO,Cl, CHO, COR, CH,CI, ArN,); Nu—nucleophlle

%@H@H@
VAN
@mm@4

Fig. 20 : Premieres et principales voies de substitutions des calix[4]arénes.

1.1.6.2.1. Monosubstitution sur la partie basse du
calix[4]aréne
Plusieurs méthodes font état de la synthese des calix[4]arenes monosubstitués,
sur la partie basse. Certaines font intervenir des techniques de protection-
déprotection [44,56,57] a partir de calixarenes bis-1,3- ou tétraalkylés et traités a
I'iodotriméthylsilane ((CHs)sSil) avec une stcechiométrie précise. Mais, hombreuses
sont les méthodes qui concernent I'éthérification de la plate-forme par voie directe

(Tableau 1), méme s’il est particulierement difficile d’éviter la formation des especes
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poly-fonctionnalisés. Nous n’avons pas trouvé dans la littérature une méthode

générale limitant le processus de fonctionnalisation a I'espece monosubstituée.

e Les méthode 1 et 2: elles sont basées sur I'emploi de carbonates alcalins
dans l'acétonitrile et mettent en jeu les différents pka des protons hydroxyles du
calixarene. Reinhoudt [58] et Regnouf de Vains [59] emploient respectivement le
carbonate de potassium (K,CO3) et 'hydrogénocarbonate de sodium (NaHCO3) dans

I'acétonitrile.

Toute fois, si I'emploi de NaHCO3 aboutit a une plus grande sélectivité (71%)
gue l'utilisation de K,CO3 (43%), il a été observé la formation de composé bis 1,3

fonctionnalisé (“distal”) en quantité non négligeable.

e La méthode 3 : Elle s’est longtemps basée sur l'utilisation d’'une base forte
(NaH) dans un solvant apolaire, le toluene [57]. Pappalardo développe un procédé
utilisant I'hydrure de sodium (NaH) dans le toluene. Il observe la formation d’un
mélange équilibré de composés mono-, bis-1,3- et -1,2-, tris- et tétra-substitués en
utilisant NaH dans la DMF (solvant polaire dissociant les paires d’ion O'....Na")
rendant ainsi les anions phénoxydes disponibles [60]. Il déduit que le toluene réduit
considérablement la réactivité de ces oxyanions. Shinkai [47,61] déduit que cet effet
de solvant, conjugué aux propriétés d’acidité des protons hydroxyles et a la réactivité
de I'électrophile, I'imite énergétiquement la fonctionnalisation du calixaréne au stade

de la monosubstitution.

e Méthode 4 : Griegg [62] et Shinkai [47] utilisent le dihydroxyde de baryum
octahydrate (Ba(OH),,8H,0) associé a l'oxyde de barium BaO dans la DMF a
température ambiante comme procédé de mono O-alkylation du calixaréne par

diverses fonctions alkyles, benzyles [47] ou bipyridyles [62].

Des quatre méthodes, la méthode 1 est la plus sélective, dans la mesure ou
elle mene principalement au composé monosubstitué avec un rendement de 71%
(produit isolé). Méme si le rendement de mono fonctionnalisation (36%) par la
méthode 2 est limité, celle-ci reste intéressante puisqu’elle permet une séparation
plus facile par chromatographie sur colonne (SiO,, CH,CIl,/MeOH, 99:1).
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%

A 0
Méthode Base No1rr,1bre Solvant Temperat Tp (h) @Mopo Autres Ref
d’éq. ure. isolé o
isolés
0, iS-
1 NaHCO; | 1égq. | MeCN | Reflux 24 1| /10?3 [58]
0 iS-
2 K,COs | 0,6égq. | MeCN | Reflux 18 43 16f’sb's [59]
] A 19% bis- | [47,57]
3 NaH 2 éq. Toluéne Reflux 4 50 1.3 60.61]
Ba(OH),,8
4 H,O 1,1éq DMF Ambiante 28 36 189% tris [62, 57]
BaO

Tableau 1 : Résumé des voies de synthése du calix[4]Jaréne mono-fonctionnalisé par
monoalkylation sélective.

[.1.6.2.2. Disubstitution-1,3 et 1,2

« Disubstitution-1,3

Bon nombre d’auteurs; Ungaro et Reinhoudt [38,42], shinkai [52], Pappalardo

[63], Beer [64], Ziessel [65] ainsi que Regnouf de Vains [59] décrivent plusieurs

procédés de synthése de calix[4]arenes-1,3 disubstitué par des groupements alkyls,

aryls, hétéro ou bis-hétéroaryls (picoline, quinoline, bipyridines). Et, l'utilisation de

carbonates alcalins (Na,CO3 ou K,CO3) dans I'acétone ou I'acétonitrile en présence

d’'un exceés électrophile s’est révélée efficace, car les produits disubstitués ont été

synthétisés de maniéres tres sélectives (Fig. 21).
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X = Halogéne

Fig. 21 : Hypothese de mécanisme réactionnel de la bis-1,3-O-alkylation du p-tert-
butylcalix[4]aréne.

«+ Disubstitution 1,2

En 1989, Pappalardo [60] isole pour la premiere fois un calix[4]arene bis-1,2-
fonctionnalisé en faisant réagir le chlorhydrate de la 2-(chlorométhyl)-pyridine sur le

p-tert-butylcalix[4]aréne, en présence d’'un excés de NaH dans la DMF anhydre.

Depuis, plusieurs procédures de disubstitution 1,2 [42,44,46] ont été
développées. Certaines sont issues des processus de “protection-déprotection”
[47,66] Reinhoudt [44] a démontré que les calix[4]arenes 1,2-di-O-alkylés
correspondaient en général aux produits cinétigues des réactions de
tétrafonctionnalisation et pouvaient étre isolé avec des rendements de 5 a 55%,
selon la nature des électrophiles, les ratios molaires en base et en agent alkylant, la
température ainsi que le solvant utilisé (MeCN ou DMF).
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Shinkai [67] fait réagir 2,2 équivalents de bromométhylbenzéne dans
I'acétonitrile, en présence de 2 équivalents de NaH. Il obtient un mélange de
calix[4]arénes mono et polysubstitués (bis-1,2-, bis1,3-, tris et tétra). Dans les mémes
conditions mais avec 5 équivalents de NaH, il obtient un mélange de composés bis-

1,2- (58%) et tétrasubstitué (22%), sans dérivé mono ni bis-1,3-fonctionnalisé.

Regnouf-de-Vains [65] fait une adaptation de la méthode mise en au point par
Pappalardo [63], (DMF anhydre, 5 équivalents de base, 2,2 équivalents d’agent
alkylant, 60°C pendant 1 heure) pour greffer deux motifs bipyridyles sur deux noyaux

phénoliques adjacents. Il isole ainsi le produit bis-1,2- (36%).
1.1.6.2.3. Trisubstitution

Nous avons trouvé dans la littérature plusieurs procédures, qui consistent a
synthétiser le macrocycle trisubstitué en deux étapes, a partir des composés
préfonctionnalisés 1,3- [53] ou 1,2- [63,61] traité par I'hydrure de sodium ou par le

carbonate de césium (Cs,CO3) dans la DMF.

Mais, la seule voie d’acceés directe pour ce type de podant est I'usage de
Ba(OH),,8H,0, associé a 8 equivalents de BaO dans la DMF [36,37,47] qui préserve
le calixaréne fonctionnalisé dans la conformation céne par le fort “effet template” du
cation Ba®** (Fig. 22). La stabilité¢ de I'isomére cone est obtenue grace aux fortes
interactions de Ba®" avec un phénoxyde de sorte que la réaction s'arréte au niveau
de la trisubstitution [47].

O O o

Y 209 ¢

bt btz btz

Fig. 22 : Hypothése de mécanisme réactionnel de la tri-O-alkylation du

calix[4]aréne par le bithiazole.
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1.1.6.2.4. Tétrasubstitution

C’est en théorie, la plus simple des fonctionnalisations du calixarene; car elle ne
présente pas de difficultés du point de vu de la régiosélectivité. Toute fois, une base
assez forte (NaH ou tBuOK) est nécessaire pour déprotoner les quatre sites
hydroxyles. Gustche [53,65] a décrit la formation du calixarene tétra anionique par
traitement de la couronne phénolique en présence de NaH dans la DMF, ce
tétraanionique existant sous forme de cbne et la coalescence d’inversion
conformationnelle ayant lieu a 80°C. Lorsque I'électrophile est suffisamment réactif
(bromure d’allyle), l'utilisation d’'une base moins forte K,CO3; en exces (10
équivalents) suffit pour donner lieu a la tétrasubstitution [68,69]. Avec une base de
type KoCOs3, les calix[4]arénes tétrasubstitués sont obtenus majoritairement dans la
conformation cone [68,69].

L'utilisation de Cs,COj3 dans I'acétone conduit & des produits tétrasubstitués en
conformation cone partiel dans le cas ou le groupement partant est plus petit que le

tosyle ou l'iodure [52].

1.1.7. Le calix[4]aréne en RMN'H et **C

Les études par RMN du proton et du carbone 13 ont permis de mieux
comprendre les propriétés structurales de ces composés. Nous avons vu que le
calix[4]aréne, grace a la libre rotation des liaisons sigma des ponts méthyléniques,

adoptait quatre conformations différentes, la conformation céne étant la plus stable.

Cette conformation permet I'obtention de spectres RMN de proton simplifiés,
une évaluation trés précise de I'organisation spatiale nos fonctionnalités localisation
des charges par exemple), nécessaire pour une bonne corrélation “structure activité”.
Nous avions donc l'obligation, a chaque étape de synthese, de nous assurer que la
conformation céne était conservée. Les outils d’analyses dont nous disposions sont
la RMN de proton et du carbone 13. Ces techniques d’analyse étant les plus simples

d’acceés et les plus courantes, nous allons en rappeler quelques points.
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.1.7.1. Détermination de la conformation par RMN *H

Soit a considérer un calix[4]aréne non substitué (ni sur le col supérieur, ni sur le
col inférieur), la symétrie C4v de la molécule simplifie I'interprétation du spectre RMN
du protons. La structure du squelette calixarénique est déterminée par les signaux

correspondant aux protons des ponts méthyléniques.
% Conformation cbéne

On observe la formation d'un systéme AB (8 H), tous les noyaux sont orienté
dans le méme sens (orientation syn) (Fig. 23). Les deux protons d’'un méme pont
méthylénique (ArCH.Ar) sont dans un environnement chimique différent avec des
déplacements chimiques différents : lls sont dits diastéréotopiques. Le couplage de
ces deux groupes de protons (4 Hax et 4 Héq) crée un systéme AB (intégrant 8 H).

Fig. 23 : « Communication » des H des ArCH,Ar dans la conformation céne en RMN
1
H.

% Conformation 1-3 alternée

Les noyaux phénoliques adjacents sont orientés de fagon «anti» (c-a-d inversés
les uns par rapport aux autres) (Fig. 24), de facon a ce que chaque proton d’un pont
méthylénique voit a la fois un groupement hydroxyle et un proton phénolique. Les
protons des ponts méthyléniques se trouvent donc dans un méme environnement
chimique, donc le méme déplacement chimique. Les 8 protons des ponts
méthyléniques (4 Hax et 4 Héq) sont alors identiques, ils sortent sous la forme d’un

singulet.
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Fig. 24 : « Communication » des H des ArCH,Ar dans la conformation «1-3
alternée» en RMN *H.

% Conformation céne partiel et 1-2 alternée

Les conformations cone partiel et 1-2 alterné ont pour spécificité, que deux des
guatre ponts méthyléniques entourés de noyaux phénoliques en configuration «syn»
alors que les deux autres sont entouré de noyaux en configuration «anti» (Fig. 25).
On a alors une modification du spectre RMN. Quatre protons ArCH,Ar, encadré par
des noyaux «syn» sortent sous la forme d’'un doublet. Les quatre autres protons

entouré par des noyaux «anti» quand a eux sortent sous la forme d’un singulet.

- z = P
OH  Hay " _Hax {!_Hax OH  Hax OH

Cone partiel (1,2) alternée

Fig. 25 : « Communication » des H des ArCH,Ar dans les conformations cone partiel
et 1-2 alternée en RMN *H.

1.1.7.2. Détermination de la conformation par RMN**C

Les analyses RMN *3C qui ont été effectuées sur les calixarénes permettent
d’abord de parfaire la caractérisation des ligands tant dans la partie aromatique que
dans la partie alkyle. La RMN *C nous permet surtout de confirmer, la nature
conigue du squelette calixarénique selon la méthode empirique de de Mendoza et
coll [70].
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Selon ces travaux, les déplacements chimiques des carbones des ponts
méthyléniques (ArCH.Ar), se situent entre 31 et 34 ppm (Tab. 2) dans la
conformation cbne. Les carbones secondaires des ponts éthers OCH;R sont

localisés entre 72 et 78 ppm dans la méme conformation.

, Orientation des noyaux ArCH-Ar 0 des ArCH,Ar
Conformations . L
adjacents équivalents (ppm)

Cobne Syn. 4 30-33

(1-3) alternée Anti 4 36 —38
Syn

. : 2 30-38

(1-2) alternée Anti 5 36 — 38
Syn.

N : , 2 30-33

Cone partiel Anti 5 36— 38

Tableau 2 : Influence de la conformation du calix[4]aréne sur les déplacements
chimiques en RMN *3C.

Cette méthode de détermination conformationnelle est dautant plus
intéressante que les déplacements chimiques des carbones sont indépendants de la
nature des substituants placés sur le squelette calixarénique, que ce soit en para ou

en ipso sur les noyaux phénoliques.

[.1.8. Purification des calixarenes

C'est une étape cruciale pour l'obtention de composés qui feront I'objet
d’études biologiques. Elle se fait par chromatographie sur colonne, sur disque
(chromatotron), par simple cristallisation, ou par chromatographie liquide haute
performance (CLHP) [5a,5b] pour les petites quantités. Ainsi, les p-tert-butyl-
calix[n]arénes a n = 4, 6, 7, 8 sont séparables par chromatographie liquide en phase

inverse [71], sur colonne C18 avec comme éluant, I'acétonitrile et le tert-butyl-éther.
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Plus récemment, la chromatographie en fluide supercritique (SFC) a été mise en
ceuvre dans le méme but [72].

Pour ce qui concerne nos composés hydrosolubles, nous serons amenés a

développer d’autres conditions chromatographiques analytiques.

|.2. CALIXARENES HYDROSOLUBLES

Dans la recherche de nouveaux calixarenes a visées thérapeutiques,
I’'nydrosolubilisation est une étape importante pour notre projet. Nous rappelons dans
ce chapitre, les différentes voies synthétiques élaborées pour amener les calixarénes

en phase aqueuse.

Le premier calixarene hydrosoluble fut synthétisé par Shinkai [73] en 1984, il
s’agissait d’'un dérivé sulfoné en para des noyaux phénoliques. Mais la premiére
étude des propriétés complexantes des calixarénes en milieux aqueux fut établie par
la mise au point du calix[4]arene-tétra-p-sulfonate de sodium et de son dérivé per-O-
hexylé (Fig. 26).

Fig. 26 : Les premiers calixarenes hydrosolubles.

L’adjonction de groupements chargé sur le calixarénes ont été tentées (Fig. 27),
tant en para des noyaux phénoligues (couronne haute) qu'au niveau des
groupements hydroxyles (couronne basse).
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Hydrosolubilisation par la couronne haute \ /Hydrosolubilisation par la couronne basse

X=HouR

X = CH,P(0)07, ou P(0)O",

COO” N N Y = OCH,P(0)O"; ou OP(0)0;
CH,NH3 + ou alkyl-NH3" ou CH,N"(CHg)s CH2COO" ou alkyl-COO"
SOy alkyl-NH; * ou CH,N*(CH

Y = ol ou OR Yl 3 2N*(CHa)3

NH; *

Fig. 27 : Fonctionnalisations hydrosolubilisantes des calixarénes via apport de
charges.

|.2.1. Calix[4]arenes sulfonés

La sulfonation [73] est un des premiers procédés mis en ceuvre pour parvenir a
la solubilisation des calixarenes. La fonctionnalisation a lieu sur la couronne

supérieure du calix[4]aréne.

Il existe trois voies permettant d'accéder aux dérivés calixareniques sulfonés (Fig.
28).

1) CH,Cl, HSO4CI, 100°C

2) Pyridine/H,O

H,S0,, 80°C

— > chloro-sulfonation (52 - 69%)

——— sulfonation via la détertiobutylation

(75 - 88%)

"""""""""" > ipso-sulfonation

Fig. 28 : Voies de synthese des dérivés sulfonés.
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a) Sulfonation via la détertiobutylation

Cette méthode fut développée par Shinkai et coll [73] en 1984, elle permet la
sulfonation en para du calixaréne, en passant par une étape de détertiobutylation
puis une réaction en présence d’acide sulfuriqgue concentré & 100°C (Fig. 28).

b) Ipso-sulfonation

C’est Regnouf-de-Vains [33] qui développe cette méthode : le calixaréene tert-
butylé est traité en milieu sulfurigue concentré a 80°C. Par cette voie, il s’affranchit
de I'étape de détertiobutylation. Ce qui induit une baisse du colt de production dans

le cadre d’une production industrielle (Fig. 28).

c) Chloro-sulfonation

Cette stratégie de synthése consiste a traiter le calixaréne en présence de
I'acide chlorosulfonique. On obtient un dérivé chlorosulfonylé [74,75], qui a son tour
subit une hydrolyse dans un mélange pyridine/H,O puis une salification en milieu
basique (Fig. 28).

1.2.2. Calix[4]arénes carboxylés

La carboxylation est, comme la sulfonation, une voie permettant d’accéder aux
calixarenes hydrosolubles, par incorporation de ce groupement tant sur la partie
haute que sur la partie basse du macrocycle (Fig. 29).

carboxylation sur
la partie basse

— / , — %
0 COOX 0 O, coox Carboxylation sur
xoocﬁo (>) o )H] xooc%o >) )N; la partie haute OR  ORr
x00C " &Box X00C clox
R = H ou aliphatique R = H ou aliphatique
X =Hou Na X=HouNa

Fig. 29 : Sites de carboxylation des calixarénes.
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1.2.2.1. Carboxylation sur la couronne haute

C’est Gutsche et coll. [76] qui mettent au point la premiere synthese de calixarene
carboxylés en para. Le calixaréne subit tout d’abord une bromation radicalaire en
para en présence de NBS (b Fig. 30), puis le p-bromo-calix[4]aréne obtenu est traité
successivement par le butyllithium et le dioxyde de carbone pour donner l'acide
calix[4]aréne tétra-p-carboxylique (f Fig. 30).

a: chlorométhylation; b: bromation radicalaire; c: acylation (R = C,Ha,,+1); d: aminométhylation;
e: substitution nucléophile; f: lithiation, carboxylation; g: oxydation; h: substitution nucléophile;
i: hydrolyse + décarbixylation; j: hydrolyse.

Fig. 30 : Voies de carboxylation sur la couronne supérieure.

En 1988, une autre méthode d’obtention des calixarenes para carboxylés est
développée par Gutsche et coll [77]. Cette voie est dite des «quinones méthides»
(Fig. 31).
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G Nu:v Nu
Q {

(o 0) OH

intermédiaire réactionnel

exemple: Nu = RNHR', CN", P(OR);

Fig. 31 : Substitution nucléophile d’'un p-chlorométhyl-calixaréne.

Quatre étapes sont requises pour I'obtention de dérivés carboxylés a partir du

calixarene :

1) Aminométhylation en présence de formaldéhyde, et d’'une amine secondaire
(réaction de Mannich). Cette réaction permet I'obtention de I'amine tertiaire (d
Fig. 31).

2) L’amine tertiaire (d Fig. 31) est facilement alkylée par I'iodure de méthyle pour
donner un dérivé ammonium quaternaire propice a I'élimination sous l'action

d’un nucléophile.

3) Addition du cyanure sur P'ammonium quaternaire pour donner le per-

cyanométhyl-calixaréne (h Fig. 31)

4) La derniere étape est une hydrolyse des fonctions nitriles pour former I'acide

calixaréne acétique correspondant (j Fig. 31) [78].

Une troisieme voie de carboxylation est I'oxydation de fonctions préalablement
greffées en para, telles que des groupements formyl [79] ou cétones [80,81]. En
1985 Gutsche suit la méme voie, pour réaliser I'oxydation de p-acétyl-calixarene en
acide correspondant (g Fig. 31).

En 1990 [79], une autre voie est développée. Elle utilise I'oxydation ménagée
par un sel (hypobromite ou chlorite), qui produit 'oxygene natif, d’'une p-cétone ou p-

formyl calix[4]aréne.
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La derniére méthode consiste en une aminométhylation (d Fig. 31) [77] ou
chlorométhylation (a Fig. 31) [82] en para du calixarene, suivie d’une addition de
malonate d’éthyle sodé qui aboutit a un octa-ester (e Fig. 31). Ce dernier, traité a

chaud par I'acide sulfurique donne I'acide calix[n]aréne propionique (i Fig. 31) [83].

1.2.2.2. Carboxylation sur la couronne basse

Comme nous l'avons vu précédemment (chap 1.6), les groupements hydroxyles
des calixarenes sont tres réactifs. lls présentent de ce fait, des sites d’encrage faciles
d’accés pour de nombreux groupements, notamment des chaines porteuses de
fonctions carboxylées de type ester. L'obtention de ces composés est envisagée
selon deux voies de greffage.

» Une substitution nucléophile de I'halogene d’un acide carboxylique a-halogéné
(en exces), en présence d'une base forte [73c]. Il se forme dans ces conditions, le
calixaréne per-substitué en chaine O-alkylcarboxylées, ainsi qu'un polyester

acétiqgue. Ce dernier est ensuite hydrolysé pour donner le produit attendu (Fig. 32).

» Une autre voie, beaucoup moins consommatrice du réactif de substitution a
été développée, utilisant des esters a-halogénés [84]. Les conditions de greffage
(base forte) sont identiques et sans risque de réaction de polymérisation.

NaH

|
BrCH,COOEt, % s

NaH [6) o
HO.
o © o
oH HO

H

Fig. 32 : Voies de carboxylation sur la couronne inférieure.
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» Ungaro et coll. développent la synthese de structure calixarenique mixte, c-a-d
comportant des fonctions carboxylates en couronne basse et des fonctions
sulfonates en couronne haute (Fig. 33) [85,86,87]. lls ont recours aux esters a-
halogénés pour carboxyler la couronne inférieure, puis a une sulfonation a l'aide de

H,SO, pour la fonctionnalisation de la couronne supérieure.

NaO5S
K,COs, CHyCN KOH, i HpSO, D
% BrCHZCOOEt @ _ EWOH/H,0 @ i n=NaHCO, @
OHHO \/c 5 \/c S

HHO

HO.
OH OEt ro H

(e]

Fig. 33 : Synthese de calix[4]arene mixte : carboxylé-sulfoné.

1.2.3. Les calix[4]arénes phosphonés

A l'instar de la sulfonation ou de la carboxylation, l'introduction des fonctions
phosphonées sur I'une ou l'autre des deux couronnes du calixaréne conduit a des
composés hydrosolubles. Toutefois, cette voie d’hydrosolubilisation reste peu
exploitée. Les stratégies qui ont été développées concernent autant I'introduction des
groupements phosphonés, en para des noyaux phénoliques (composés p-
phosphoniques) que sur les fonctions hydroxyles aboutissant aux composés
phosphoriques (Fig. 34).

(HopOR_ POOH:

+H01,(0) « P(O)OH),
HO)(0)P—y

Phosphonation

 ——

sur la partie haute

Phosphorylation

—

sur la partie basse

OH  OH (HO)z(O)P\o o} P(O)(OH)Z
(HO)z(O)P F’(0)(OH)2
X=CH,,
CHOH, R = H, tBu ou aliphatique
CHNHR

Fig. 34 : Phosphorylation et phosphonation du calix[4]arene.
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1.2.3.1. La phosphonation de la partie haute du calix[4]aréne.

La premiere methode décrite en 1989 [82-89] (b Fig 35) consiste a phosphoner
un p-chlorométhyl-calix[nJaréne a l'aide de triéthyl phosphite a reflux (a Fig. 35).
L’ester phosphoné obtenu est alors hydrolysé en présence de bromo-triméthyl-silane
(BTMS), I'acide obtenu est alors neutralisé pour donner le sel correspondant (c Fig.
35) [90].

(OEL),0P:
cl (OE1),0P
X
%@ , (CH50)n P(OEt)3
OH THO HClg
H OH a b

Fig. 35 : Phosphonation par la triéthyl phosphite [90].

s En 1992 Kalchenko et al. [91] réalisent la p-phosphonation des calixarénes via
une p-halogénation du calix[4]aréne (d Fig 36). Ce dernier est par la suite transformé
en per-p-phosphonoester correspondant (e Fig 36), sous l'action d'une trialkyl-
phosphite a reflux dans le benzonitrile. Le per-p-phosphonoester peut ensuite étre

hydrolysé a I'aide de BTMS pour donner I'acide phosphonique (f Fig 36).

Hal
Halogénation
@ radlcalalre
OH Ho

Fig. 36 : Phosphonation via un p-halogéno-calix[n]aréene [91].

% La derniere voie de synthése passe par la formation du p-formyl-calix[n]arene
(g Fig. 37) [92]. Ce dernier réagit avec le composeé trialkyl-phosphite pour donner
I'ester phosphoné (h Fig. 37) puis des composés hydroxyméthyl-phosphorés (i Fig.
37). Mais l'aldéhyde peut également étre transformé en une imine (j Fig. 37),

phosphonable par I'action de trialkylphosphite et du sodium (k Fig. 37). Dans ce cas,
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le calixaréne amino-méthyl-phosphoné est obtenu aussi par I'action du BTMS sur le
dérivé phosphoné (I Fig. 37).

R 0 o]
| EtO./~ H HOo. ./~ H
N eo R Ho " “R
?\O«(/x\s Na, P(OEt); BTMS, H,0

k I

o] V
=z
A oH 4 oH 4 OH 4
m p-formylation
9
4 4 :
OH OH PN 0O Ho. O
Y, EtO” HO™

BTMS, H,0

OH

Fig. 37 : Voie de phosphonation la plus récente [92].

1.2.3.2. La phosphorylation de la partie basse du calix[4]aréne.

La technique qui a été dévéloppée [23] pour la phosphorylation en couronne
basse permet également d’apporter une hydrosolubilisation de la structure
calixarénique. Le calixaréne réagit avec un ester chloro-phosphonique, un composé

ester est obtenu puis hydrolysé a I'aide de BTMS (Fig. 38).

0O (0] fo} O-
(Et0),0P—O o, "PO(OEY), (HO) op/o/ O. PO(OH)
PO(OE Z PO(OH),
(EtO),0P (OEt), (HO),0OP

R = H ou aliphatique

Fig. 38 : Phosphorylation en couronne basse [93].

D’autres groupements phosphonés ont été introduits sur les calixarénes par des

bras méthyléniques, éthyléniques ou propyléniques de type (bromo-alkyldiéthyl)
phosphonate [94]. (Fig. 39)
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Br(CH,)nPO(OEt), (CH3)sSiBr

Y

NaH, toluéne

CH5CN

o)
CH
(Eto),op N (HO)ZOII( z)n

Fig. 39 : Phosphonation en couronne basse [94].

l.2.4. Amination hydrosolubilisante

Cette voie d’hydrosolubilisation se définit comme le greffage de fonction NR; en
para des noyaux phénoliques [77,95] ou par une réaction d’aminodéhydroxylation
[96,97] des fonctions phénoliques. Elle se distingue des précédentes voies par sa
capacité a apporter aux calixarenes un caractere hydrosoluble a pH acide, par

protonation.

[.2.4.1. Amination sur la couronne haute

L’amination des calixarénes en couronne haute peut se faire par plusieurs voies (Fig.
40)

> Celle ou une amine secondaire réagit sur le composé intermédiaire p-

chlorométhylcalix[4]aréne pour donner le p-diméthylaminométhylcalix[4]arene.

» Soit par réaction directe de Mannich [95] sur le calix[4]aréne en présence de
formaldéhyde et d’'une amine secondaire. On obtient, comme dans la premiére voie,
le p-diméthylaminométhylcalix[4]aréne. Ce dernier est transformé en dérivé
ammonium quaternaire par réaction avec liodure de méthyle [95]. Le dérivé
ammonium, par une réaction d’élimination, se transforme en quinoneméthide. Cette
derniere va a son tour subir une addition nucléophile de I'ion cyanure pour donner le
dérivé p-cyanométhylé [77], aisément réductible en p-aminoéthylcalix[4]aréne (7 fig.

40), en présence de BH;3 :THF dans le THF [77].
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CH,0, (CH3),NH

%g ’ (CH;0),, HCI

OH YHO
OH OH

NH,

NC
B,He/THF

4

o

guinoneméthide

Fig. 40 : Synthese de calixarenes aminés en couronne haute.

» Une autre voie repose sur la nitration directe du calixaréne détertiobutylé [80],
ou par voie ipso, du calixarene tertiobutylé [98]. Le composé nitré ainsi obtenu subit
une derniére étape de réduction (Ni Raney/NH,;NH; [99] ou SnCl, [100]) pour donner

I'amine aromatique correspondante (Fig. 41).

CH,Cl, CH5COOH

HNO3 100% NO, NH,
on ¢ sncCl,
ou Ni Raney,
HNO; 65% on 4 NHNH: oH 4
CH,Cl, CH4COOH
oH 4

Fig. 41 : Amination via la nitration.

» La derniére voie envisagée est le couplage diazoique, en présence du sel de
p-carboxybenzénediazonium (Fig. 42). Il se forme un composé azo, qui est réduit par

un melange soude/hydrosulfite de sodium donnant ainsi 'amine attendue. [101]
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P
N, Cl
COOH

NH,
COOH Nas,0,
- /N
NaOH
OH '4 %Q\}/ OH 4
H ‘4

N
o
Fig. 42 : Amination a l'aide d’'un azo-calixaréne [101].

[.2.4.2. Amination sur la couronne basse

C’est une aminodéhydrogénation, au cours de laquelle les groupements amines
remplacent les hydroxyles phénoliques. C’est Shinkai [96] en 1992 qui développe
cette méthode. L'obtention de I'amine passe par une spirodienone (intermédiaire
oxydé) [97], qui est réduite et convertie en imine sous l'action de I'amidure NH, avec

NH3; comme solvant.

|.3. CALIXARENES AVEC HETEROCYCLES AZOTES

Du fait de leurs propriétés complexantes d’ions meétalliques, les systemes
hétérocycliques azotés ont fait I'objet d’un certain nombre d’investigations, avec pour
objectif la génése de nouveaux sytémes chélatants au pouvoir coordinant maitrisé
par I'organisation spatiale des hétérocycles. Parmi ces derniers, le laboratoire s’est
particulierement intéressé aux motifs 2,2’-bipyridines (diméthylées en 6- et 6’-, ou en
5- et 5’-), ainsi gu’aux motifs 2,2’-bithiazoles (diméthylé en 4- et 4’-). (Fig. 43). Nous
rappelons ici les principaux travaux de greffage sur la partie basse du calix[4]aréne
par des hétérocycles de type pyridine, bipyridine et bithiazole.
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O@[§ﬁ|\
N A -

HN, S N
pyridine  pyrole  imidazole  thiazole quinoléine
/NN N [S 2

\ \ ]
<:N>_<\Ij/> —N N / N S
2,2'-pyridine phenathroline 2,2'-bithiazole

Fig. 43 : Exemples d’hétérocycles greffables sur les calixarenes.

1.3.1. Les calix[4]arenes pyridylés et bipyridylés

Les premiers calixarenes greffés en partie basse par des hétérocycles, sont
développés a la fin des années 80. En effet, en 1989, Pappalardo et coll. désirent
elargir les propriétés chélatantes des calixarénes aux ions de métaux de transition.
Par ces travaux [50, 63], ils présentent la synthéese de dérivés mono-, di-, tri- et tétra-

substitués sur les fonctions phénoliques par des motifs 2-picoline. (Fig. 44)

Ces travaux présentent également un autre intérét, car ainsi, la méthodologie
de « fonctionnalisation régiosélective pilotée par la force des bases » ou « base

strenght driven regioselective alkylation » a été développée. [63]

La base déprotonante utilisé dans ce procédé est le NaH, avec des ratios

calixaréne/ 2-chlorométhylpyridine variables en fonction des différentes entités

R R R
R R R
x A
e L
OH : o N CH,
H

o OH ORs  OR,
R =HoutBu Y
N\

Fig. 44 : Calix[4]arene étherifié par des picolines [50].

recherchées.
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Les premiéres bipyridylation du calix[4]areéne ont été décrites par Beer et coll.
en 1992 [102]. lls greffent deux groupements bipyridines sur les fonctions hydroxyles
du calixaréne, en position distale (1,3), en présence d’'une base faible, le K,CO3 [102]
(Fig. 45).

4%\-@!
OH THO
OH  OH

Fig. 45 : Synthése du 1,3-Bis(bipyridyl)-méthyléneoxy-calix[4]aréne.

Ces calixarénes porteurs d’unités bipyridiniques, se sont révélés intéressants, car
présentant de trés bonnes propriétés de complexation des ions Cu® et Ag* en phase
organique.

Regnouf de Vains et coll., [103] ont pu vérifier par diffraction des RX la structure
tétrahédrique du complexe mononucléaire (ML) [CuL]PFs, avec L = 1,3-(bis-
bipyridyl)-2,4-(bis-picolyl)-tétra-p-tert-butyl-calix[4]aréne (Fig. 46).

B e A o +

Réduction

Oxydation

Fig. 46 : Complexe de Cuivre(l) a structure tétrahédrique.

Regnouf-de-Vains [59] confirme donc comme Beer [102], le greffage de
groupements bipyridines en position 1,3 sur les fonctions hydroxyles du calixarene.

Mais il adapte et développe en méme temps la stratégie de Pappalardo et al. [50,63],
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pour moduler le nombre et le positionnement de bipyridines sur la plate-forme
calixarenique. En jouant sur la force des bases utilisées et le solvant (Fig. 47), il
parvient a greffer régio-sélectivement les groupements bipyridines en positions 1, 1-
2,1-3, 1-2-3, 1-2-3-4 [59].

Br.
—N N=—
\ / \ /
Base solvant

16gq. NaHCOs; (CHsCN): Ry =R, = R = H

4.8 éq. NaH (DMF) :Ry=bpy;R,=R3=H

2éq. Ky,CO3 (CH3CN):R,=bpy; R;i=R3=H
Cs,CO; (DMF) :R;=R,=bpy; R3=H

10.56q. NaH  (DMF) :R; =R, = R, = bpy

Fig. 47 : Modulation du greffage en fonction de la force des bases.

Les dérivés calixaréniques tri- et tétra-substitués ont permis d’envisager la

coordination en mode octaédrique d’autres ions de métaux de transition.

Regnouf de Vains a testé cette possibilité, en greffant sur la couronne basse
deux bipyridines et deux pyridines en positions alternées, le but étant de réaliser un
ligand versatile susceptible de coordiner les ions Cu* ou Cu®* au cours d'un
processus redox, en faisant intervenir le potentiel de modulation de la sphere de
coordination liée au passage d'un état d'oxydation a l'autre (tétrahédre pour le
cuivre(l), octahédre pour le cuivre(ll)). Toutefois, la préparation du complexe de Cu**
de ce ligand n’a pas pu étre réalisée, bien que son existence ait pu étre démontrée
par spectrométrie de masse, car ce ligand présente un fort pouvoir stabilisant du
cuivre(l), entrainant, méme en présence de solvant anhydre, lI'autoréduction du
cuivre(ll). Cette capacité de complexer ces deux états d’'oxydation du cuivre a pu étre

cependant démontrée avec le systeme bithiazole.
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Les greffages de bipyridines ne sont pas limités a I'emploi de l'unité 6,6'-
diméthyl-2,2’-bipyridine; en effet, plusieurs études ont aussi porté sur le greffage de
5,5~ diméthyl-2,2’-bipyridine. Les premiers composés synthétisés par Ziessel [65] ont
été utilisés pour complexer les cations lanthanides Eu(ll) et Th(ll) et étudier leurs

propriétés de luminescence.

Grigg et al [104] développent une série de ligands mono-bipyridyle intégrant un
greffage en position 4-, pour étudier les complexes de Ru(ll)(bipy)s correspondants

en tant que sondes luminescentes sensibles au pH.

En 1995, Sabbatini et al. [105], comparent les propriétés de complexes de
lanthanides obtenus avec des ligands calixaréniques porteurs soit de la 6,6'-
diméthyl-, soit de la 5,5-diméthyl-2,2’-bipyridine et démontrent une meilleure
complexation par ces derniers, liée a des phénoménes conformationnels et

d’encombrement stérique.

Notons enfin le travail réalisé par Regnouf de Vains et coll [88-110], qui ont
transposé des études de calix[4]arénes bis-hétérocycligues complexant de cations
métalligues en phase organique, vers la complexation en phase aqueuse. Leur
approche repose sur lintroduction de différentes fonctions hydrosolubilisantes,
phosphonates [88], sulfonates [106] ou carboxylates [110] sur la partie haute des
calixarenes, ou de fonctions carboxylates greffées directement sur les motifs
bipyridine [107, 108] (Fig. 48).
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Fig. 48 : Quelques calix[4]arenes bipyridylés hydrosolubles.

Une autre voie de transposition en phase aqueuse des propriétés complexantes
de podands calixarénes-hétérocycles a été développée par Engrand et al. [109],
consistant au greffage de ces entités chélatantes sur un polymére Dextran
hydrosoluble.

Le développement de calixarénes bipyridylés hydrosolubles a fait I'objet d’'un
travail mené par M. Mourer au laboratoire (thése 2006) [111] qui utilise la plate-forme
calixarénique porteuse de groupement hydrosolubilisant cationiques de type
ammonium et guanidinium insérés sur la couronne haute. Ces composés ont été
développés dans I'hypothése d'une activité antiinfectieuse, et seront présentés plus

loin.
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|.4. DES CALIXARENES A LA BIOLOGIE

Grace a leurs propriétés originales (conformation, rigidité, réactivité),
calixarénes ont depuis quelques années, trouvé un champ d’application dans de
nombreux domaines de la chimie; cependant, en thérapeutique, peu de travaux ont

été développés.

Deux récentes publications, celles de De Fatima [112] et de Kalchenko [113],
font état des avancées sur le développement des calixarenes comme agents
potentiellement attractifs sur le plan thérapeutique ou biomédical. Les calix[4]arenes
sont ainsi présentés comme des entités chimiques biologiqguement actives et / ou

pouvant servir de molécule héte a la vectorisation de principes actifs.

1.4.1. Activités Antibactériennes

Les propriétés antibiotiques des calixarénes ont été réveélées, au travers des
études menées des 1955 par D’Arcy Hart et Conforth sur le Macrocyclon (Fig. 49).
C’est un dérivé poly-oxy-éthylé du calix[8]aréne, probablement polymérisé, congu
comme analogue cycligue du phényl éther correspondant (Triton WR-1339),

surfactant non ionique et évalué en tant qu’agent anti-tuberculeux [114].
Macrocyclon : R! = CgH,; et R? = (CH,CH,0)n-H
ou n est une moyenne 12,5

HOC-60: R? = (CH,CH,0)5C,Hs

Fig.49 : Le Macrocyclon, calix[8]arene antituberculeux et le HOC-60 [114].

Les récentes études ont démontré que le Macrocyclon aprés avoir été absorbé

par les macrophages, via endocytose, va perturber le métabolisme lipidique. Cela
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suppose que l'activité anti-mycobactérienne s’exprime en inhibant la triglycéride
lipase et une phospholipase extracellulaire, bloquant de ce fait, la multiplication

bactérienne.

Le HOC-60 est un dérivé du Macrocylon, avec des chaines
polyoxyéthyléniques beaucoup plus longues. Il présente la faculté d’activer la
multiplication bactérienne via la stimulation de ces mémes enzymes [115-117].
Malheureusement, le mécanisme d’action exact de ces composés reste cependant
mal appréhendé. L'étude de ces composés reste toute fois d’actualité, car la
tuberculose reste encore une des principales causes de mortalité parmi les maladies

infectieuses sévissant dans certaines régions du monde (Afrique, Asie...etc).

D’autres études menées par Casnati et al., ont porté sur les propriétés antibiotiques

de calixarénes pontés en couronne haute par des motifs peptidiques (a-d Fig. 50), en

R!=R3?=H, R?=R* = CHj, R° = Boc
R!=R%= R®=H,R2=R*=CH;,4
R!=R3=R%=CH3 R2=R*=H

HaCTs
U H

Vancomycine

b
c

les comparants a la vancomycine (Fig. 50) [118].

Fig. 50 : Différentes structures peptido-calixareniques étudiée en tant que mimes de
la vancomycine.

Isolée en 1950, la vancomycine [119] est produite par des microorganismes
(Amycolatopsis orientalis) et a été cliniquement utilisée en 1959. Son mécanisme
d’action est connu, le squelette peptidique se complexe a la partie terminale [L-lysyl-

D-alanyl-D-alanine] d’'un mucopeptide précurseur de la paroi bactérienne. Cette
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fixation par liaison hydrophobe inhibe alors la synthése de la paroi ce qui entraine la
lyse de la cellule.

Les résultats des tests menés par Casnati et coll (Tableau 3) [118] montrent, au
travers des concentrations minimales inhibitrices (CMI), des activités “modérées” a
“bonnes” (4 a 8 mg/L) pour les peptidocalixarénes diasteréoisomeres présentés en
figure 50 (b et c). lls présentent une activité légerement inférieure a celle de la
vancomycine (2 mg/L). On note par contre I'absence d’activité, aussi bien pour la
vancomycine que pour les peptidocalixarenes testés, sur la souche Gram négative E.
coli 1852 (MIC < 128 mg/L) [118]

Germes Concentration Minimale Inhibitrice (CMI, mg/L)
(Gram +) Vancomycine Composé b Composé c
S. aureus 663 2 38 8
S. aureus 853 2 16 8
S. aureus 1131 2 4 4
S. epidermidis 2 4 3
B. cereus 2 4 NT

S. aureus 663 = sensible a la pénicilline, S. aureus 853 = résistant a la pénicilline, S.
aureus 1131 = résistant a la méthicilline, NT = non testé.

Tableau 3 : CMI (mg/L) des peptido-calixarénes testés et de la vancomycine sur
certains germes a Gram +.

Les mémes travaux ont montré que certaines modifications structurales des
structures b et c, par protection de la fonction amine centrale par un groupe tert-
butoxycarbonyl (a Fig. 50), ou par I'agrandissement de la chaine peptidique (4 d Fig.
50), entrainait une perte considérable de l'activité antibactérienne : entre 32 et 64

mg/L pour le composé a et 32 mg/L pour le composé d [118].
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Ce projet se base sur une hypothése initiale de mode d’action, qui repose :

1) sur une interaction entre la paroi bactérienne réputée porteuse d’'une

charge globale négative, et un ensemble de charges positives organisées et

contraintes sur un support moléculaire plus ou moins rigide, Dans le cas du CX1, le
calix[4]aréne joue le rble d’'organisateur spatial de groupes chargés positivement de
type guanidinium (Fig. 51).

2) sur un effet supramoléculaire lié a la proximité contrainte de ces

cations, générant une activité biologique non rencontrée avec les cations

indépendants.
4 CF3COOH
NH CF3COOH
)\@\ /@)‘\NHz
NN
hexamidine di-isothionate
G
D HOCH,[(CH(OH)],COOH]
N N NN
2 CF;COOH NH /@/ % T T \©\
H
HN< _N e NH NH NH NH
N~ "NH, cl cl
NH, H HOCH,[(CH(OH)]4,COOH]
Synthaline bis-trifluoroacétate Chlorhexidine di-gluconate

H
Fig. 51 : Structures de différentes molécules testées [120].

Dans le cadre de ce projet, les propriétés antibactériennes du tétra-para-
guanidinoéthylcalix[4]arene CX1 ont été évaluées face a son analogue
monomérique, le para-guanidinoéthylphénol ainsi que face a [I'hexamidine
(Hexomédine®), antiseptique bis-amidinique trés utilisé, choisi comme référence
dans cette étude du fait de sa relative ressemblance fonctionnelle, sur cing souches
bactériennes de référence: 2 Gram négatif Escherichia coli ATCC 25922 et
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 3 Gram positif, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 et ATCC 29213, et Enterococcus faecalis ATCC 29212. En parallele,
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les effets des trois composés sur la viabilité de cellules eucaryotes MRC-5 en culture
ont été évalués en utilisant un test MTT (ou bromure de 3-[4,5-diméthythiazol-2-yl]-

2,5-diphényltétrazolium ou sel de tétrazolium).

Les résultats obtenus lors de cette étude confirment I'absence d’activité
antibactérienne du composé monomérique (D Fig. 53) (CMI = 512 mg/L) et montrent
une activité du CX1 comparable a celle de I'hexamidine, a la fois sur les bactéries a
Gram positif et a Gram négatif (CMI = 4 mg/L pour E. coli, 8 mg/L pour les deux
souches de S. aureus) et un peu moindre sur E. faecalis et P. aeruginosa (CMI = 32
mg/L) [9,10,11,14].

En méme temps, les composés monomeériques et calixareniques n’induisent
gue peu de modification de la viabilité des cellules MRC-5 et ce jusqu’a 168 heures
pour des concentrations atteignant 10 mol/L, alors que I'hexamidine présente un
effet considérable et évoluant au cours du temps, et ce, a des concentrations 100 a

1000 fois moindres.

Cette étude tend a confirmer I'hypothése initiale faite sur I'importance de
I'organisation du para-guanidinoéthylphénol en son tétramére cycligue CX1 pour la
genese d'une activité antibactérienne comparable a celle d’'un antiseptique tres

utilise.

A la suite de cette premiere étude, le CX1 (tétraguanidinoéthyl, cyclique), son
monomeére (guanidinoéthyl, D), I'hnexamidine (bis-amidine linéaire, commercial, G), la
chlorhexidine (bis-biguanidinium linéaire, commercial), et la Synthaline A (bis-
guanidinium non commercial, H), ont été re-évalués sur les souches de référence
citées plus haut, et sur un ensemble de souches d’origine clinique (Isolats cliniques)
présentant diverses résistances aux antibiotiques, et certaines Bactéries
Multirésistantes (BMR).[122,125] Les résultats de ces évaluations sont donnés dans

le Tableau 4.
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Concentration Minimale Inhibitrice (CMI, mg/L)

Souches de CX1 D G Chlorhexidine H
références
E. coli ATCC 25922 4 512 8 <1 64
S. aureus ATCC 64
25923 8 512 4 <2
S. aureus ATCC 16
20213 8 512 <1 <1
E. faecalis ATCC 256
20212 32 >512 2 <1
P. aeruginosa
ATCC 27853 32 >512 32 4 128
Isolats cliniques
EcR1 2 512 8 <1 64
MRSA 8 512 2 <1 64
EfR1 8 >512 2 8-16 256
EfR2 64 >512 4 <1-2 >256
PaR1 64 >512 64 4-16 256

Tableau 4 : CMI (mg/L) vis-a-vis des souches de références ATCC et d'isolats
cliniques (présentant diverses résistances aux antibiotiques) du CX1, D, G, Het la
chlorhexidine.

Type de résistance :

*

% EcR1 : souche d’Escherichia coli présentant une pénicillinase de haut niveau,
résistant a I'amoxicilline et a la ticarcilline. Isolée d’une hémoculture périphérique
(Prélevement effectué sur un cathéter par exemple, ces derniers étant responsables

d’'un grand nombre d’IN).
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X/

% MRSA : souche de Staphylococcus aureus possédant le géne mecA conférant
une résistance a I'ensemble des R-lactamines (résistance a la meéticilline et a la

pénicilline). Isolé d’une hémoculture périphérique.

% EfR1 : souche d’Enterococcus faecium possédant des génes vanB, conférant
une résistance a la vancomycine. Isolé d’'un prélevement rectal réalisé dans le cadre

d’'une recherche de BMR (Bactérie Multi-Résistantes).

*,

% EfR2 : souche d’Enterococcus faecalis possédant le gene vanA, conférant une
résistance a la vancomycine et la teicoplanine. Isolé d’'un prélevement rectal réalisé

dans le cadre d’'une recherche de BMR

% PaR1: souche de Pseudomonas aeruginosa présentant une résistance par
efflux (Mécanisme de transport actif membranaire s’opposant a I'accumulation de
substances naturelles ou synthétiques toxiques) a la ticarcilline et a I'aztréonam.

Isolée d’'une hémoculture périphérique.

S \ o
HaN /\\
N 1 NE o
~, 3 4
}_?OOH )
H3C o2
Amoxicilline N
Aztréonam
OCH, HO__o
H H
7 ) N i
HsCO
s 8 N
o
Méticilline o Ticarcilline O/\OH N ! |
M‘%
N-acétyl-D-alanyl-D-alanine T H (CH2)4 O HC H
H,COCHN
OH
H
qﬁ%eﬂ
HN
A RES e
' R= NN U3 CyggHgsCINGO:
o CHy o, 88HosCloNgO33
! o T-A2:2 o
“Hooc” | R= 3 CagHg7CloNgO33
T-A2-3 CHy
R= S\ [ CasHorCloNgO33
HO CH,

Téicoplanine

Fig. 52 : Antibiotiques pour lesquels les isolats cliniques présentent des résistances
[126].
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L’ensemble des résultats microbiologiques corrobore I'hypothése que I'apport
de contre charges positives préorganisées par le calix[4]arene et mis en interaction
avec la bactérie (présentant une charge globale nette de surface négative), entraine
soit une neutralité ou une désorganisation qui pourrait résulter en un effet délétéere

pour la bactérie.

Les faibles valeurs de CMI obtenues montrent le réle clé de la préorganisation
spatiale du monomére para-guanidinoéthylphénol en un tétramére cyclique (para-
guanidinoéthylcalix[4]arene, CX1) pour la génése d’une activité antibactérienne [9].

De plus, par comparaison avec I'hexamidine (G), et la synthaline A (H), choisies
comme références, le para-guanidinoéthylcalix[4]arene apparait comme celui
conjuguant l'activité antibactérienne la plus intéressante associé a une absence de
cytotoxicité sur les cellules HaCaT et MRC-5 [121,122,111].

IC50 en pg/mL CX1 D G H

24 h 256< 256< 32-64 128-256
48 h 256< 256< 16-32 8-16
168 h 128-256 16-32 4-8 <1

Tableau 5 : ICso (ug/mL) déterminées par tests de viabilité au MMT sur les
composeés H, G, D et CX1 [121,122,111].

Toutefois, il reste & préciser/confirmer la ou les cibles d’action de ce composé.
Les travaux de Grare et coll (thése 2009) [120,121,122,125] sont un début de
compréhension sur ces guestionnements. Les premieres études dans ce sens ont
été menées sur la cinétique d’action du CX1, et I'évolution de la perméabilité
membranaire [124]. Une autre étude a permis de montrer par I'étude des
modifications des caractéristiques électrophorétiques des bactéries et par les images
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obtenues par AFM (Atomic Force Microscopy), que le CX1 entraine des altérations

de la paroi de P. aerugininosa avec une perte accrue de la perméabilité de la paroi.

Une étude similaire a été menée sur les souches de référence avec les dérivés
de CX1 porteurs de bis-hétérocycles, c'est a dire les calixarénes tétra-guanidinoéthyl
bis-bipyridylé (B Fig. 53) et bis-bithiazolé (C Fig. 53), ainsi que leurs monomeres
respectifs (E et F Fig. 53) [126].

4 CF3COOH
NH, 3 NH CF.COO NH CF,COOH
NH H CF3COOH NH 3

/(NHZ E;

Fig. 53 : Calix[4]arénes bis-hétérocycliques B, C et leurs analogues monomériques
E, F.

Le Tableau 6 résume les résultats ainsi obtenus en présentant les CMI (mg/L)
ainsi determinées sur les souches de références. Dans cette étude, les CMI
obtenues sont comparées a celles de I'hexamidine, de la synthaline et a celles du
CX1 [111].

Germes B E C F CX1 D H G

E. coli ATCC 25922 16 128 16 64 4 512 64 8

S. aureus ATCC

25993 16 16 8 16 8 512 64 4

S. aureus ATCC

29213 16 8 16 8 8 512 16 <1

E. faecalis ATCC

29212 16 64 8 64 32 2512 | 256 2

P. aeruginosa ATCC

27853 16 128 16 128 32 2512 | 128 32

Tableau 6 : CMI (mg/L) vis-a-vis des souches de références ATCC, de (B, E), (C, F)
comparé au CX1, D, G et H [16].
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En paralléle, les composés calixaréniques bis-hétérocycles et leurs équivalents
monomériques ont subis des tests de toxicité cellulaire, réalisés sur des cellules
MRC-5.

ICs0 €n pg/mL CX1 D B E C F
24 h 256< 256< 16-32 32-64 16-32 64-128
48 h 256< 256< 16-32 16-32 16-32 32-64
168 h 128-256 16-32 16-32 2-4 16-32 8-16

Tableau 7 : ICso (ug/mL) déterminées par tests de viabilité au MMT sur B, E, C, F, D
et CX1 [111].

La détermination des CMI et ICso a permis de calculer les index de sélectivité
(IS). lls ont été calculés par le rapport entre I'lCsy (aprés 24 h d’exposition des
cellules MRC-5 aux composés étudiés Tab. 7) et la CMI a 24 h (Tab. 6). Ces IS sont

présentés sur le tableau 8 [111].

E. coli P.aeruginosa S. aureus S. aureus E. faecalis
ATCC25922 ATCC27853 ATCC25923  ATCC29213 ATCC29212

CX1 >64 >8 >32 >32 >8

D >0.5 0.5 >0.5 >0.5 >0.5

B 1-2 1-2 1-2 1-2 1-2

E 0.25-0.5 0.25-0.5 2-4 4-8 0.5-1

C 1-2 1-2 2-4 1-2 2-4

F 1-2 0.5-1 4-8 8-16 1-2

Tableau 8 : Index de sélectivité sur les MRC-5 pour B, E, C, F, D et CX1 [111].

Les résultats obtenus dans cette étude montrent, que I'apport de groupement bis-
hétérocycliques sur le para-guanidinoéthylcalix[4]aréne ne modifie pas de facon
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considérable les valeurs de CMI, avec quelques activités parfois meilleures que
celles du CX1, mais aussi moins bonnes autrement, selon les souches. Cependant,
nous observons une augmentation assez importante de la toxicité cellulaire, donnant

un Index de Sélectivité bien moins intéressant que celui calculé pour le CX1.

Pour les composés monomeériques (E et F Fig. 53), nous constatons que
I'apport de bis-hétérocycles entraine une bien meilleure activité antibactérienne en
regard du dérivé monomérique “nu” (D Fig. 53). Toutefois, ces résultats doivent étre
relativisés, du fait de leur toxicité cellulaire élevée qui donne des indices de

sélectivités peu intéressants.

s En 2002, Lamartine et coll publient les résultats de screening de 57 composés
sur certaines bactéries pathogénes des plantes [127]. Mais leur activité s’est révélée
inexistante pour la plupart des composés sur Corynebacterium, a I'exception de
quatre d’entre eux, hydrosolubles sulfonés (Fig. 54).

Fig. 54 : Calixarenes potentielllement antibactériens [127].

1.4.2. Activités antivirales

Trés peu de travaux ont été développés dans ce domaine, essentiellement sous
forme de brevets [128-132].

Un screening de plus de deux cents dérivés calixaréniques plus ou moins
purifiés sur leurs activités anti-bactériennes, anti-VIH et anti-mycotiques est présenté
dans un brevet de 1995 [128].

Les activités anti VIH-1 les plus fortes et les index thérapeutiques (rapport entre
la concentration active et la concentration toxique) ont été trouvés pour des dérives

de type pyrogallol-calixarénes tri-oxy-aceétylés.
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Fig. 55 : Calix-pyrogallols a activité anti-VIH [128,129].

Un second brevet [129], publié par le méme auteur en 2002 sur le méme theme
précise les modes d’actions et I'activité relative des plus performants de ces produits
vis-a-vis du VIH-1 et 2 en les comparants avec celle de I'AZT, antiviral de référence
dans le traitement du sida. Ces molécules semblent agir en empéchant la fusion
membranaire entre la particule virale et la cellule héte. Harris présente aussi un essai
clinigue employant trois de ces molécules comme virucide anti-VIH dans les
spermicides, qui montrent une efficacité et un index thérapeutique meilleur que celui

d’autres spermicides couramment employés pour leurs propriétés antiseptiques.

Les calixarenes sulfonés possedent eux aussi un pouvoir antiviral [133] sur les
virus enveloppés, dont le mécanisme supposé est lié a linteraction des charges

ioniques du podant avec les membranes virales.

Certains dérivés calixareniques ont également montré un intérét potentiel dans

le traitement de la thrombose [134] et des pathologies de type fibrose [135].

En 2006, Motornaya et coll publient la synthese et I'évaluation des propriétés

anti-herpétiques d’aminoadamantyl-calix[4]arenes (Fig. 56) [136].

- Cl +
H,N H,N

R = et R,=H Rl= et R, ="Bu

Fig. 56 : Aminoadamantyl-calixarene.
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Trés récemment, Regnouf de Vains, Mourer et coll [137] ont publié la synthése
et la caractérisation de 9 dérivés calixareniques (Fig. 57) incorporant sur la couronne
haute, diverses fonctions hydrosolubilisantes (carboxylates, sulfonates et
phosphonates). Six d’entre eux sont substitués en position distale (1,3) par des
groupements 2,2’-bithiazole. Les 9 composés ont été testés comme agent anti-HIV
sur trois lignées cellulaires (PBMC, MT4 et CEM-SS) infectées respectivement par

trois souches virales de VIH-1 (souche Bal, souche Lai et la souche IlI-b).

Les résultats obtenus sur 'ensemble des structures ont permis d’isoler la famille
des calix[4]arenes sulfonates comme ayant les meilleurs activités anti-virales, plus
particulierement le composé bithiazolé sulfoné, avec un indice de sélectivité

supérieur a 45.

Fig. 57 : Calixarénes sulfoné et bithiazolé sulfoné.

1.4.3. Calixarenes Organisateur de principes actifs

Ben Salem (these 2004) et Regnouf de Vains développent un projet visant a
utiliser la plate-forme calixarénique (rigide et aisement fonctionnalisable) pour la
préparation de nouveaux types de podants incorporant des principes actifs sur la
couronne basse du calixarene. L’objectif était de créer une nouvelle famille de
composés présentant un caractére prodrogue, qui, une fois biodisponibilisés,

seraient susceptibles de libérer par hydrolyse enzymatique (estérases) les principes
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actifs portés par le calixarene. Le macrocycle est donc utilisé ici en tant que vecteur
de principe actif, choisis dans ['étude préliminaire parmi les antibactériens de type

pénicillines et quinolones.

En 2001, ils publient la synthese d’'un calixaréne porteur de deux groupements
pénicilliniques en couronne basse et liés par une fonction amide (POMAPA, Fig. 58)
[138].

Deux ans plus tard, les mémes auteurs décrivent la synthese et la
caractérisation d’'un analogue porteur de bras type quinolone, ici I'acide nalidixique,
liés au calixaréne par l'intermédiaire de jonctions labiles de type ester (Fig. 58) [139].

Un nombre important de structures ont été préparées, intégrant des
assemblages symétriques pénicilline a-pénicilline a, ou quinolone a-quinolone a,
mais aussi mixtes pénicilline a-pénicilline b quinolone a-quinolone b enfin pénicilline-

qguinolone, qui préfigurent de nouvelles prodrogues a cible multiples. [140]

Toutefois, I'évaluation des propriétés microbiologiques de ces composés n'a
pas pu se faire dans les conditions standards d’évaluation, a cause de leur caractere
insoluble en milieu agueux. Cependant, pour appréhender le comportement de ces
composés amphiphile face aux membranes cellulaires, une série d'études de
certains de ces dérivées a été menée a linterface air-eau et en présence de

phospholipides membranaires [141].
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Penicilline amides Penicilline esters

PenV-PenV

acide nalidixique

mixte nalidixique-cinoxacine mixte PenG-PenV

Fig. 58 : Podants calixareniques poly-B-lactames, poly-quinolones, et mixtes.[138-
140]

1.4.4. Activité de transporteurs membranaire

L’une des fonctions cruciales du systeme biologique est le transport sélectif des
ions a travers les phospholipides membranaires. Des études ont été menées sur
certains calixarenes pour leurs capacités a favoriser le passage d’'ions au travers des
membranes. Il a été démontré qu’une série de calix[nJarénes esters avait la capacité
de s’insérer dans des membranes phospholipidiques et d’y discriminer le passage

d’ions alcalins en fonction de leur taille. (Fig. 59) [142]

Pour le tétramére (n = 4), Na'>>K"™>Rb">Cs">Li"; pour le pentamére (n = 5),
K'>Rb"™>Cs" ~ Na">Li"; pour le I'hexamére (n = 6), Cs™> Rb*™>K" >Na">Li"; pour
I'heptamére (n = 7), Cs™> Rb" ~ K" >Na'>Li". La sélection semble donc étre liée au

rapport de taille existant entre l'ion et le passage créé dans la membrane lipidique.
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n=4,n=5n=6,n=7

Fig. 59: Calix[n]arenes transporteurs de cations au travers de membranes

phospholipidiques [142].

Une autre étude, effectuée in vitro sur culture de cellules endothéliales avec le
calix[4]aréne-tétra-p-sulfonate et son homologue tétra-O-méthylé Fig. 60) [143],

présente d’'intéressants résultats d’inhibition des canaux a chlorures membranaires.

Fig. 60 : Deux calixarenes inhibiteurs des canaux VRAC, responsables du passage

voltage-dépendant des ions chlorures au travers de la membrane cellulaire [143].

Le mécanisme d’action de ces molécules anioniques, passe par leur insertion
au niveau du canal transmembranaire VRAC (Volume-Regulated Anion Channel), qui
est responsable de la sortie des ions chlorures sous la dépendance du potentiel
électrique membranaire. Cette propriété pourrait donner lieu a une isolation

biochimique de ce type de canaux en vue de les étudier plus précisément.
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1.4.5. Inhibiteurs d’enzymes

Grace a leurs propriétés originales (conformation, rigidité, réactivité sur la partie
basse et haute), les calixarénes ont depuis quelques années trouvés un intérét dans
I'étude de reconnaissance de protéines de surface [144]. Plusieurs études,
démontrent une inhibition enzymatique par reconnaissance de la surface de
protéines : l'inhibition de la L-lysyl oxidase [135], celle de I'a-chymotrypsine [144,
145], la trypase [146], la transglutaminase [147].
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Chapitre Il :

CALIXARENES GUANIDINIUMS

1) Rappel sur la stratéegie de synthese du para-

guanidinoéthyl-calix[4]arene (CX1).
2) Dérivés de CX1 avec n groupes tert-butyles en para.
3) Dérivés de CX1 sans tert-butyles

4) Nouveaux calix[4]arenes hydrosolubles bis-substitues

sur la partie basse et leurs analogues monomeériques.
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[1.1. Introduction

Comme nous l'avons présenté en introduction générale, les recherches impliquant
les calixarénes en thérapeutique sont rares, mais constituent pour notre équipe un axe
de recherche important, dédié a la recherche de nouveaux composés anti-infectieux.
Dans le cadre de I'élaboration de nouveaux agents anti-bactériens, M. Mourer (thése
2006) [1-7] a développé un certain nombre de structures innovantes de type
guanidinoéthyl calixarenes. Parmi ces composeés, un s’est particulierement singularisé
par son pouvoir antibactérien élevé associé a une faible toxicité cellulaire, lui conférant
un bon indice de sélectivité. Ce composeé leader est le para-guanidinoéthylcalix[4]arene
CX1/13.

Toutes les études faites a ce jour autour du CX1 / 13, notamment au travers du
travail de these de M. Grare (thése 2009) [2-6], et ceux en cours tendent a confirmer
I'importance de I'organisation du para-guanidinoéthylphénol en son tétramere cyclique
pour la genése d’une activité antibactérienne, comparable, voire supérieure, a celle des

antiseptiques connus.

L’ensemble des travaux que nous présentons dans ce chapitre et les résultats qui
en découlent, s’'inscrivent dans le prolongement du travail réalisé par M. Mourer durant

sa these.

Créer la famille des guanidinoéthylcalix[4]arenes parents du CX1 / 13 a été une
des priorités dans ce projet de thése. Nous avons pour cela défini un programme de
modulation de structure du CX1 / 13. Nous nous sommes attachés a diminuer le
nombre de groupements guanidinoéthyle, en gardant libres les positions para libérées,
ou en Yy introduisant (ou plutdt y laissant) un groupe tert-butyle. En paralléle, en vue
d’enrichir la famille des -calixarénes bi-hétérocycliques, nous avons également,
fonctionnalisé deux groupements hydroxyles en position alternée, par un bi-hétérocycle
la 5,5-diméthyl-2,2’-bipyridine, et par une entité isostere non hétérocyclique, le 4-

méthyl-1,1’-biphényle.

L'objet de toutes ces transformations est I'étude des variations des propriétés

antibactériennes de ces composés par rapport au CX1/ 13.
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II.2. Rappel sur la stratégie de synthése du para-guanidinoéthyl-
Calix[4]aréne (CX1).

La stratégie de synthése développée par M. Mourer pour obtenir le para-
guanidinoéthyl-calix[4]aréne comprend deux étapes :

[1.2.1. Synthese du tétra-para-(boc-aminoéthyl)calix[4]aréne 8.

La premiere étape vise l'obtention d’'un composé intermédiaire “clé”, tétra-para-
(boc-aminoéthyl)calix[4]aréne 8. En effet, c’est sure cette entité calixarénique que nous

apportons des groupements fonctionnels en partie basse.

__toluéne, AICI; ’ (CH3)oNH, HCHO , CHgl, DMSO

PhOH, 88% “Q"vh CH3COOH, 87% <
TA

80°C

KCN, DMSO

Boc,0, NaOH
-

dioxane/H,0, TA
90%

94% 80°C

(e]
quinone méthide

8 7 6 5

Fig. 1 : Synthése du tétra-para(boc-aminoéthyl)calix[4]aréne 8.

Cette synthése (8 Fig. 1) se déroule en 5 étapes selon différents modes opératoires
décrits dans la littérature (Fig. 1)

> La premiére étape est une dé-tertiobutylation de type rétro-Friedel et Craft du

calixaréne tert-butylé 1, pour donner le calixarene « nu » 2.
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» La seconde étape est une réaction de Mannich développée par Gutsche et coll
notamment, pour le développement des composés hydrosolubles [8-12]. Le calixaréne
“nu” 2, réagit en présence du formaldéhyde (HCHO, solution a 37 % dans l'eau) et
d’une dialkylamine (ici la diméthylamine, solution a 40 % dans I'eau) durant 24 heures a
température ambiante dans un mélange THF/acide acétique pour former la tétra-base

de Mannich 3, avec de tres bon rendement (95 %) (Fig. 2).

Ha
N
/\‘ (‘:HB ch/
®
H5C CH H O He_  _N H3C. ®_CH
3 \‘/ 3 \(‘:¢J C‘H \CH3 H 3 \(l\‘f/ 3
+
H H O C :
H v ,LQ\J/
+
4 OH 4

H,O OH
2 3

Fig. 2 : Proposition de mécanisme pour la réaction de Mannich.

» Dans la troisieme étape, 'amine 3, subit une méthylation par traitement a

I'lodure de méthyle dans le DMSO, pour donner le sel d'ammonium quaternaire 4.

©
CH3 |
|CH3 HaC—NZCH,
N | - - CN
HsC CH, CH,
QA
CHsl base K*CN~
—_ —_— —_—
DMSO | - NMe;
OH 4 o\H 4 o) 4 OH 4
3 4 L 5 . 6
Oy

quinone méthide
Fig. 3 : Réaction de nitrilation via la voie dite des “quinones méthide”.

L’attaque nucléophile sur 'ammonium quaternaire 4 peut étre effectuée en mode « one
pot », par addition directe, ici du cyanure en exces, au milieu d’alkylation, soit apres

isolement de 4. Cependant, ce dernier mode n’est pas satisfaisant.

Le tétra-para-(cyanométhyl)calix[4]aréne 6 est isolé par précipitation a I'acide
chlorhydrique. Cette méthode de synthese présente une contrainte importante qui est la
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formation de HCN. Heureusement, ce dernier est infiniment soluble dans I'eau, ce qui
limite les risques de dégazage incontrélé lors de la filtration sous vide du tétra-nitrile 6.
Le traitement nécessite une étape supplémentaire de destruction des eaux de lavages
contenant HCN par basification & pH 12 a I'aide d’'une solution de soude, suivie d’'une

oxydation des cyanures a I'eau de javel.

L’ajout de javel additionnée d’hydroxyde de sodium dans une solution de cyanure
conduit au cyanate correspondant.

» Formation de chlorure de cyanogene selon :
NaCN + NaOCl + H,O — CI-CN + 2 NaOH
= Destruction du chlorure de cyanogéne en milieu fortement alcalin :
CI-CN + NaOH — NaOCN + NaCl + H,O

Cette destruction doit s’effectuée en milieu tres fortement basique (pH = 12) pour que le

chlorure de cyanogéne soit immédiatement détruit.

» L’avant derniére étape est la réduction du calix[4]arene cyano-méthylé 6. Cette
méthode a été décrite par Gutsche [10], utilisant comme agent réducteur le borane
dans le THF. L'obtention de I'amine se fait par attaque a HCI, mais les difficultés
rencontrées pour purifier le chlorhydrate 7 par précipitation nous ont amenés, au
laboratoire, a procéder a une dérivation des fonctions amines, suivie d’une purification
par chromatographie et déprotection consécutive. A ce stade, le choix du groupe
dériveur a été fait avec deux objectifs : a) obtenir le sel dammonium 7 pur aprés
déprotection, b) protéger I'amine pour proposer diverses réactions de fonctionnalisation
sur les groupes hydroxyles de la couronne basse. Le groupe Boc (tert-
butyloxycarbonyle), lipophile, stable en milieu basique, éliminé en milieu acide, a été
ainsi choisi. Le composé tétra-para-(Bocaminoéthyl)calix[4]aréne 8 est ainsi obtenu
avec un excellent rendement par réaction du sel d’'ammonium 7 avec le (Boc),0, puis

purifié par chromatographie et cristallisation.
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11.2.2. Synthese du para-guanidinoéthyl-Calix[4]arene (CX1)

4 CF3COOH

10 CX1/13

8 9 H,CO,CHN™ “NHCO,CH,
12

i CH,Cl, / TFA, TA, lyophilisation; ii:CH,Cl, / MeOH, Et3N,
12, TA, iii: CH,Cl, / TFA, TA, lyophilisation.

Fig. 4 : Synthése de la para-guanidinoéthylcalix[4]aréne [1].

La synthése du tétra-para-guanidinoéthyl-calix[4]aréne CX1 / 13 consiste a
« créer » une fonction guanidine par attague nucléophile du calixaréne aminoéthyle sur
le réactif guanidylant, avec formation du composé 10, le tétra-para-[(N,N’-di-Boc-

guanidynoéthyl)]calix[4]aréne, qui est ensuite hydrolysé en milieu acide (TFA).

Afin de s’assurer du maximum de pureté au cours de ce protocole, le composé 8
est purifié puis déprotégé en milieu acide (TFA) pour donner le tétra trifluoroacétate
d’ammonium 9 pur. Ce dernier est alors transformé en composé 10, lui-méme purifié

avant d’étre hydrolysé en tétra trifluoroacétate CX1/ 13.

Pour réaliser cette guanidylation, deux méthodes ont été utilisées au laboratoire

[7]:

X La méthode N°1 (Fig. 5) est une attaque nucléophile par une fonction amine
primaire du synthon 1,3-bis-(tert-butoxycarbonyl)-2-methyl-2-thiopseudourée 11,
catalysée par HgCl,. Elle ne nous a donné que partiellement satisfaction. Ces résultats

ont été confirmés dans nos travaux.
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a) DMF, Et3N, HgCl,, TA

4 CF3COOH

SCHs

(HgC)3COOCN? “NHCOOC(CHg)3

11

+ (Hg(SCHa)y)
b) MeOH, AcOH, TA

Fig. 5 : Création de la fonction guanidine sur le calix[4]aréne selon la méthode N°1.

Cette méthode est également utilisée par Ungaro [13-15], mais uniquement sur
des composés calixareniques ne possédant pas de fonctions phénoliques libres et ce
avec des rendements moyens de 40 %.

En revanche, cette méthode s’avere étre excellente sur des composés moins

encombrés que la tétra-amine 7.

X La méthode N°2  utllise le trifluoroacétate du tétra-para-
(aminoéthyl)calix[4]arene 9 purifi€ comme nucléophile pour l'attaque du synthon N,N’-
bis(tert-butoxycarbonyl)-N"-triflylguanidine 12, selon le schéma réactionnel suivant (Fig.
6):

CF3
O\S\@
oFe
O..CFs en° © g
R—NH, * B R—1\ NHCO,CH; —— R NHCO,CH3
H3C02CHN NHC02CH3 H NHC02CH3 NHCOzCHg,

NHCO,CHs
N= + FC-S—NH
R~ NHCocH,; g N

Fig. 6 : Greffage de la fonction guanidines sur le calix[4]arene selon la méthode N°2.
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Par cette méthode, la création des fonctions guanidiniums sur le calix[4]aréne est
effectuée de maniére tres satisfaisante et reproductive. Dans le cadre de ce travall,
nous avons apporté guelques modifications au niveau du traitement du brut réactionnel.
Compte tenu de la fragilité des fonctions Boc en milieux acide, le lavage préconisé du
brut par une solution acide (NaHSO,4 2M) et une solution basique saturée (NaHCO3) [1]

est remplacé par deux simples lavages a I'eau.

L'analyse RMN *H des composés obtenus, montre un profil identique & celui des

composeés n'ayant pas subi de modifications de traitement.

Toutefois, I'entité di-boc-triflyl-guanidine 12 est un composé commercial mais d’un
colt tres élevé en vue de synthéses engageant des quantités importantes, et ayant
rencontré des difficultés a le préparer de facon convenable au début de ce travail
(probléme résolu), nous avons donc d’autres voies pouvant conduire a la création de

fonctions guanidiniums.

X/

X La méthode N°3 [16,17,18], consiste en l'attaque nucléophile d’'une amine

primaire (R-NH) sur le N, N’-di-Boc-1H-pyrazole-1-carboxamidine 15 (Fig. 7).

{ \

/ /N CH2C|2 / MeOH NBoc / \
RNH, + N ~ R-NH + N
Et;N, TA
BocN” “NHBoc = ° NHBoc H

15

Fig. 7 : Création de fonctions guanidines selon la méthode N°3.

Nous avons jugé utile de synthétiser nous-méme le N, N’-di-Boc-1H-pyrazole-1-
carboxamidine 15, [16,17,18] a partir du 1H-pyrazole carboxamidine chlorhydrate

(fig.9). La protection de la fonction amidine est effectuée en deux étapes.

La premiere protection se fait par réaction du di-tert-butyl-dicarbonate (Boc,O) sur
le chlorhydrate de 1H-pyrazole carboxamidine dans un mélange de dioxane / H,O, en
présence de NaOH.
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Les analyses RMN 'H réalisées ont montré l'introduction d'un seul groupement
Boc, donnant le dérivé 14. L'usage de la soude étant jugé insuffisant pour déprotoner
I'imine, la protection de cette derniere s'est faite en faisant réagir 14 en présence de
NaH sur du Boc,O dans du THF fraichement distillé (Fig. 8). Le produit doublement
protégé 15 a été obtenu comme décrit dans la littérature [16], avec un rendement de 60

% et sous forme d'une huile incolore.

\
/ /\N Boc,O, NaOH // /\ NaH, THE (/N/\N
N . -
Py dioxane / H,O PN Boc,0, 4° 4 68°C
HN™ "NH, HCI HN™ "NBoc BocN™ "NHBoc
1H-pyrazole carboxamidine 14 15
chlorhydrate

Fig. 8 : Synthése du N, N’-di-Boc-1H-pyrazole-1-carboxamidine 15.

La réaction du calixaréne tétra amine 9 sur 15 dans les conditions décrites en
figure 9 a abouti a la synthese du dérivé 10, mais avec des rendements moyens 58%.
Cette alternative n'a pas été retenue pour la synthese du calixarene CX1, mais, comme
la méthode N°1, a été appliqguée avec succes sur d'autres composés moins encombrés.
Des trois méthodes, celle que nous avons sélectionné pour la création des fonctions
guanidiniums sur un calixarene est la méthode N°2. Le synthon triflylguanidine 12 est
certes trés onéreux mais la méthode assure la fonctionnalisation des calix[4]arénes
avec reproductibilité et un excellent rendement. 12 est a I'heure actuelle synthétisé avec

succes au laboratoire.

11.3. Dérivés de CX1 avec n groupes tert-butyles en para

Dans le but d'évaluer le rble joué par le nombre et le positionnement des groupes
guanidinoéthyles sur la partie haute du calixaréne, avec présence concomitante de
groupes tert-butyles résiduels hydrophobisants, nous avons développé une stratégie de

synthese similaire a celle du CX1, sur divers calixaréne partiellement détertiobutylés.
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11.3.1. Syntheése des dérivés (tert-butyl), (diméthylaminométhyl),, — n
=2,3.

Notre travail a porté sur ces deux dérivés, aisément accessibles; le mono-para-
tert-butyl et le 5,11-di-tert-butyl (adjacents) calix[4]aréne n'ont pas pu étre préparés
durant cette étude.

Les travaux de Gutsche et coll [10,19,20] présentent l'introduction sur la partie

haute du calix[4]Jarene de un a quatre groupements (diméthylamino)méthyles en
utilisant la réaction de Mannich, ouvrant ainsi la voie a diverses fonctionnalisations
ultérieures.

Regnouf-de-Vains et coll [21] ont procédé a l'introduction de diverse types de
groupements meéthyléniques activés (Cl, Nz, ...) sur la couronne haute du tris-para-
(tertbutyl)calix[4]aréne et démontrent, par des études de spectrométrie de masse en
mode électrospray [22], que tous ces composés se décomposent en un méme
intermédiaire, l'analogue mono-quinoneméthide, confirmant ainsi l'existence de cette

entité prévue par Gutsche.

11.3.2. Synthese du composé 5,11,17-tris-para-(tert-butyl)-23-mono-
(diméthylaminométhyl)-calix-[4]aréne (17) et du 5,17-bis-para-(tert-
butyl)-11,23-bis-(diméthylaminométhyl)-calix[4]arene 19

Dans cette premiére étape, nous avons conformément a la littérature [10,20,21],
introduit un groupement diméthylaminométhyle sur la couronne haute du tris (p-tert-
butyl)calix[4]arene 16. [23] La mono-aminomeéthylation de 16 se fait dans les conditions

de Mannich (formaldéhyde et diméthylamine) [21] (Fig. 9) pour donner 17.

HNMe;z HCHO

THF, CH3COOH

16 17
Fig. 9 : Incorporation d’une fonction diméthylaminométhyle sur le tris (p-tert-
butyl)calix[4]aréne 16 [22].
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Gutsche et coll. [20], décrivent également lintroduction de deux groupements
“diméthylaminométhyl” en positions distales sur le 5,17-bis-(p-tert-butyl)calix[4]aréne

18, donnant le composeé 19.

HNMes, HCHO

THF, CH3COOH

Fig. 10 : Incorporation de deux fonctions diméthylaminométhyle sur le bis-(p-tert-
butyl)calix[4]arene 18 [20].

Les produits 17 et 19 ont été obtenus avec des rendements respectifs de 92 % et
93 % conformément & la littérature [20,21]. Les analyses RMN *H ont confirmé les

structures des produits attendus.

11.3.3. Synthése des composés 5,11,17-tris-para-(tert-butyl)-23-mono-
(cyanométhyl)-calix-[4]arene 20 et du 5,17-bis-para-(tert-butyl)-11,23-
bis-(cyanométhyl)-calix-[4]aréne 21

Dans cette étape, les groupements diméthylamino des dérivés 17 et 19 sont
transformés en groupement nitrile, dans les conditions quasi identiques a celles décrites
par la littérature [20,21]. Les composés 17 et 19 réagissent chacun en présence d’un
exces d’iodure de méthyle (CHjsl) et de cyanure de potassium (KCN) dans le DMSO.
Nous avons ainsi obtenu respectivement les composés 20 et 21 (Fig. 11), avec des
rendements de 62 % et 85 % ; les analyses (RMN *H, 3C, AE... etc.) ont confirmé les

structures attendues, ainsi que leur conformation conique.
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CHjl, KCN

; DMSO, 80°C .
OH OH OH OH

17 : Rg = Ry; = Ry7 =thu ; Ry3 = CH,N(CH3), 20:R's = R';; = R'j7 = thu ; R'y;3 = CH,CN
19: R5 = R17 =thu ) R23 = Rll = CHzN(CH3)2 21: RI5 = R.l7 =tbu ; R'23 = R'll = CH2CN

Fig. 11 : Synthése des dérivés mono- et bis-nitriles 20 et 21.

11.3.4. Synthése des chlorhydrates du 5,11,17-tris-para-(tert-butyl)-23-
mono-(aminoéthyl)-calix-[4]aréne 22 et du 5,17-bis-para-(tert-
butyl)-11,23-bis-(aminoéthyl)-calix-[4]arene 23

L’étape suivante consiste a réduire les groupements nitriles des composés 20 et
21 (Fig. 12). Les conditions de réduction que nous avons utilisées s’inspirent de la
littérature [1,10] et le traitement est identique a celui utilisé pour réduction du tétra-para-
(cyanométhyl)calix[4]aréne 6 (Cf chap 11.2.1.).

i: THF, reflux, BH3/THF

ii: MeOH / HCI / H,O

NC

i: THF, reflux, BH3/THF

ii: MeOH / HCI / H,O

Fig.12 : Réduction des dérivés mono- et bis-(cyanomeéthyl)-calix[4]arenes 20 et 21.

Chaque dérivé cyanométhylé est mis en solution dans du THF anhydre et 5 (20)

ou 10 (21) équivalents d’'une solution molaire de BH3z (complexe THF-BH3) dans le THF
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sont additionnés. Le mélange réactionnel est porté a reflux sous argon puis, apres
destruction de I'exces de borane au méthanol, et évaporation de B(OMe); et des
solvants, le résidu est hydrolysé en milieu hydro-alcoolique acide pour donner les

chlorhydrates 22 et 23 avec 85 et 91% de rendement, respectivement.

Les dérivés aminoéthylés 22 et 23 ont été engagés ensuite dans la réaction de

guanidylation.

11.3.5. Synthese des dérivés Boc du 5,11,17-tris-para-(tert-butyl)-23-
mono-(guanidinoéthyl)-calix-[4]arene 24 et du 5,17-bis-para-
(tert-butyl)-11,23-bis-(guanidinoéthyl)-calix-[4]aréne 25

Pour préparer ces deux composés, nous avons choisi la méthode n°2 impliquant
le N,N’-di-Boc-N" triflylguanidine 12 .Comme nous I'avons montré précédemment, cette
méthode d’introduction de groupements guanidiniums, donne des résultats tout a fait
satisfaisants et reproductibles. Les dérivés para-(aminoéthyl)calix[4]aréne issus des
chlorhydrate 22 et 23 réagissent comme nucléophile pour attaquer le synthon 12

suivant le schéma réactionnel suivant (Fig. 13).

cN
NHsCl NH4CI S
BocHN
CH,Cl, / MeOH, CH,Cl, / MeOH,
EtzN, TA, 78% EtzN, TA, 65%
Q .CF3 Q\SK/CFS
N’ao N~o
pe 24 A
BocHN~ "NHBoc BocHN™ 'NHBoc
12 12

Fig. 13 : Premiere étape de la synthese des calix[4]arenes « mixte —para-tert-butyl /

para-guanidinoéthyl ».

Nous avons obtenu les deux dérivés protégés 24 et 25 de maniere tres propre et
avec des rendements de 78 % et 65% respectivement. Les produits ont été purifiés sur
colonne de silice et I'ensemble des analyses effectuées est tout a fait conforme a nos

attentes. Ces composés conservent la conformation conique.
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11.3.6. Synthese des sels du 5,11,17-tris-para-(tert-butyl)-23-mono-
(guanidinoéthyl)-calix-[4]arene 26 et du 5,17-bis-para-(tert-
butyl)-11,23-bis-(guanidinoéthyl)-calix-[4]arene 27

La derniere étape est une déprotection des fonctions (di-Boc-guanidinoéthyle) des
composés 24 et 25. Elle seffectue par hydrolyse acide (CH.CI,/TFA 85:15) a
température ambiante pendant 24 heures, sous argon.

Nous obtenons ainsi, les dérivés guanidinoéthyl 26 et 27 sous forme de
trifluoroacétates avec des rendements de 93 % et 91 % respectivement (Fig.14). Le
traitement final fait intervenir une suite d’évaporations de CH,Cl, afin d’entrainer le
maximum de TFA résiduel, puis une trituration dans Et,O jusqu ‘a I'obtention d’'un pH
neutre de ce dernier. Le résidu solide final et repris dans I'eau et lyophilisé pour donner

les sels 26 et 27 sous forme de poudre cotoneuse.

BocN, CF4CO0H HN
NHBoc >\NH2 NBoc 2 CF3COOH NH

NHBoc
2
TA, Ar CH,Cl, / TFA,
TA, Ar

97% 97%

Fig. 14 : Déprotection en milieu acide des composés 24 et 25.

11.3.6.1. Analyses des composes 26 et 27.

L’examen des spectres RMN *H des composés 26 et 27 (& température ambiante,
dans DMSO-Dg), montre des signaux de la plateforme calixarenique bien résolus et

présentant des profils différents, ainsi qu’attendu.
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e Le composé 26, par la présence attendue d’'un bras guanidinoéthyle sur la
partie haute du calixarene, doit présenter une diminution de symétrie de I'anneau

macrocyclique, créant ainsi trois groupes de noyaux phénoliques (Fig. 15).

crcoon Y Flax
8 HZ Hx

Fig. 15 : Représentation schématique du tris-para-(tert-butyl)-mono-guanidinoéthyl-

calix[4]aréne 26.

Ainsi le spectre RMN H (Fig. 16) fait apparaitre dans la partie aromatique (6,5 —
7,5 ppm) deux singulets a 7,01 et 7,14 ppm correspondant aux protons aromatiques Hx
et Hz (équivalent deux a deux) des noyaux phénoliques X et Z, et deux signaux a 7,12
et 7,19 ppm correspondant aux protons aromatiques HY et HY’. L’éclatement de cette
partie du spectre montre que ces deux types de protons sont couplés I'un a l'autre et

forment un systéeme AB « fort » (constante Jag non mesurable).

Les signaux des protons méthyléniques Ar-CH,-Ar sont observés dans la zone
des champs moyens et sont représentés par un systeme AB large a 3.51 ppm et 4.25
ppm intégrant 4 H chacun. La présence du groupe guanidinoéthyle ne provoque pas de

discrimination visible des protons Ar-CH,-Ar et Ar-CH’,-Ar.

Les quatre protons hydroxyles des noyaux phénoliques apparaissent a 10.12 ppm

sous la forme d’'un signal large.
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On observe enfin deux singulets a 1.18 ppm (9H) et 1.22 ppm (18 H) correspondant au
groupement tert-butyle des noyaux phénolique X et Y et un ensemble de deux singulets
larges a 2.66 et 3.17 ppm, attribués au bras éthylénique reliant le calixaréne a la

fonction guanidine. Les protons (H guanidine) sont représentés par un ensemble de

ArH de C
DMSO-Dq —_ ArH de B NH
ArH de A — CFsCOOH /(
HN NH
2
NH guanidine
26 tBu ——
ArCH,CH,NH
\ ArCH,CH,NH
ArCH,A
OH r T‘b

10.5 10.0 9.5 9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15

signaux (6,5-7,8 ppm).

Fig.16 : Spectre RMN *H (400 MHz, DMSO-Dg, TA) du composé 26.

Nous avons réalisé le spectre RMN *C du composé 26 qui confirme la
conformation cénique de la structure calixarenique par la présence du signal des
carbones ArCH,Ar a 31.5 ppm. Nous présentons ci-dessous (Fig 17) le spectre effectué
dans le DMSO-Dg. On y note particulierement la présence du signal correspondant au

carbone de la fonction guanidinium a 157.04 ppm.
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DMSO-D6

CFzcooH HN
Co. "
Cipso
CH2CH,NH ArCH AT
“ H ‘ (CH3)sC -~ ;
/ S
' o CHACHNH
Cguanidine
""Er'T;“' CHg-----mmmmoeee >

RN R RN R R N R R R R R R N N R R N R A R R R R R RN R R R N R R R R
160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 8 8 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30
(ppm)

Fig.17 : Spectre **C (100 MHz, DMSO-Dg) du composé 26.

Le signal trouvé a 157 ppm confirme la création de la fonction guanidine. Le
groupe trifluoroacétate, difficile a observer du fait de sa multiplicité et de ses grandes
constantes de couplage Jc.r, et qui apparait de facon aléatoire dans cette famille de
composeés, n'est ici pas visible.

e Pour le composé 27, la disposition des deux bras transforme la symétrie C4v
du calixarene non substitué en une symétrie C2v (Fig. 18), caractérisée par un spectre

d’une grande simplicité.

Fig.18 : Représentation schématique du composé 27.
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Le spectre RMN 'H du composé 27, mesuré dans DMSO-Dg, comporte quatre
parties bien définies, alkyl (tBu), guanidinoéthyle, méthylénique et aromatique.

- Les 18 protons des groupements tert-butyles apparaissent sous la forme d'un
singulet a 1.19 ppm (18 H).

- Deux signaux larges a 2.64 (4H) et 2.87 ppm (4H) sont attribués aux bras
ethyléniques reliant le calixarene aux fonctions guanidines. Le signal des protons

guanidines est a 8,20 ppm.

Deux signaux larges a 3.38 et 4.16 ppm intégrant 8 H, et constituant un systéme AB,

sont attribués aux ponts méthyléniques (ArCH-Ar).

- Deux singulets a 7.00 et 7.16 ppm qui integrent chacun 8 H sont attribués aux

protons des cycles aromatiques.

NH, 2 CF,COOH NH
DMSO-D, i

HN” “NH NH,
ArH de AetB Y

H guanidine N

27 o TO ACH,CH,NH \
OH l ArCH,Ar \

ArCH,CH,NH tu ,

05 100 95 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 C
(ppm)

Fig. 19: Spectre RMN *H (400 MHz, TA) du composé 27.

L’analyse RMN *C du composé 27 (Fig. 20), réalisée dans DMSO-Dg révéle
aussi, par la présence du signal de résonance des groupes Ar-CH,-Ar a 31.57 ppm,
qgue la molécule 27 est de conformation conique, le signal a 157.09 ppm correspond au

carbone de la fonction guanidine.
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C guanidine DMSO-D6
CodeAetB

Cpso deAet B / ArCH,CHNH ArCHAr
, ArCH,CH,NH “ \[
Composé 27 e \

I
o}
o}
Q
(TN
o

Cpde CpdeB C(CH3)s

C(CHy)y ——>
CpdeB —>| l«—— C,deA

LI L L L B B B B LI I L o o o o
160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30
(ppm)

Fig. 20: Spectre RMN **C (100 MHz, TA) du composé 27.

Les analyses élémentaires des composés 26 et 27 correspondent aux structures

attendues (Tableau 1).

Calculé (%) Trouvé (%)

CagHssN304, CFsCOOH, 1.6 H,0
26 (935.49) C(65.50%); H(7.15 %); N(5.84%)
C(65.85%); H(7.27%); N(5.12%)

Ca2H5:N6Oa, 2 CFsCOOH, H,0
27 (952.98) C(58.07%); H(5.71%); N(8.87%)
C(57.98% ); H(6.13%); N(8.82%:)

Tableau 1 : Valeurs des analyses élémentaires des composes 26, 27.
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II.4. Dérivés de CX1 sans groupes para-tert-butyles

En parallele a I'étude précédente portant sur la modulation du nombre de groupes
guanidinoéthyles et de groupes lipophiles tert-butyles, nous avons développé les

dérivés n’intégrant aucun groupe tert-butyles.

Nous avons dans ce cas préparé trois nouveaux composés, les mono-, di- et tris-

guanidinoéthylcalix[4]arénes 32, 38 et 42, dont les synthéses sont décrites ci-apres.

I1.4.1. Stratégie de synthése

CF4COOH

v
i=Mannich ii=CHgsl, KCN iii = réduction H

iv = Guanidilation v = déprotection 2 CF;COOH

NH,

HN 3 CFsCOOH

NH
BocN /U\ NBoc HN /LL
CIH3N HN NHBoc

HN NHBoc

Fig. 21 : Stratégie de synthese des composés 32, 38 et 42.
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Les trois voies de synthése partent du calixarene « nu» 2, a partir duquel une
réaction de Mannich, contrdlée ou non, permet de préparer les dérivés mono-, di- et
tris-(diméthylaminométhyl) 28, 33 et 34. La réaction de (méthylation + nitrilation) donne
alors les dérivés mono-, di- et tris-(cyanométhyl) 29, 35 et 39 qui sont ensuite réduits en
dérivés mono-, di- et tris-(aminoéthyl) 30, 36 et 40. La création des fonctions guanidines
via les analogues Boc-protéegés 31, 37 et 41 permet dobtenir enfin les dérivés
hydrosolubles mono-, di- et tris-(guanidinoéthyl) 32, 38 et 42, sous forme de

trifluoroacétates.

11.4.2. Synthese des dérivés para-(diméthylaminométhyl)calix[4]-arene
28,33 et 34

La synthese de l'analogue mono-(diméthylaminométhyl) 28 a été décrite par

Gutsche [24]. Elle est effectuée par réaction du calixaréne 2 avec HCHO et NMe; et

donne le composé 28 avec un rendement de 95 %. Par contre, nous n’avons pas trouve

dans la littérature de protocoles nous permettant d’obtenir les analogues 33 et 34. Nous

avons donc développé une méthode de synthese de ces derniers.

Lors d’'une synthése du composé CX1, un formaldéhyde de mauvaise qualité avait
été utilisé pour I'étape d’aminométhylation. Nous avions isolé du mélange brut un
ensemble de produits parmi lesquels le tétra-, le tris- et le 5,17-bis-substitués, ce
dernier en faible proportion. La réaction de Mannich dépendant de la stcechiométrie en
formaldéhyde, nous avons exploité cette observation en limitant volontairement la
guantité de ce dernier pour former préférentiellement les dérivés 5,11,17-tris- et 5,17-
bis- (diméthylaminométhyl) 33 et 34.

Ainsi, le calix[4]aréne 2 est mis en réaction dans le THF en présence de
CH3COOH. 2.5 équivalents de HCHO et 2.5 équivalents de Me;NH en solution aqueuse
sont alors ajoutés au mélange qui est laissé sous agitation, sous atmosphere d’argon
durant environ 5 heures. La phase aqueuse est ensuite extraite et lavée a I'éther, puis
basifiée au carbonate de potassium pour donner un précipité blanc qui est filtré et

séché.
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Mais nous avons parfois été amenés a modifier cette procédure de traitement. I
nous ais arrivé d’observer lors de certains essais, une émulsion assez importante dans
I'ampoule a décanter. Nous avons supposé que les intermédiaires salins (ammoniums)
se partagent entre la phase aqueuse et la phase organique, ce qui expliquerait la
difficulté a séparer les deux phases, et donc a récupérer la totalité du produit. Par
précaution, lorsque nous étions confronté a ce probléme, nous avons récupérer la
phase organique avec la phase aqueuse, fait une évaporation et filtré comme indiqué.
Certains essais effectué non donc pas été traité a I'éther, et entrainent d’aussi bons

résultats analytiques.

Bien que cette synthese ait présenté un bon résultat en chromatographie couche
mince, elle reste toutefois une méthode aléatoire et qui ne permet pas de savoir a
I'avance quel produit sera majoritaire. Il est bien sur possible d’influer sur le résultat final
en modifiant les équivalences de formaldéhyde et de diméthylamine utilisés. Ainsi nous
avons obtenu le mélange de deux produits majoritaires : les composés 33 et 34 (Fig.
22).

OH THO CH3COOH, ‘
OH  OH THF, TA, 3 h OH  oH
2 33

% Observé en CCM Al3O0, CH,Cl, (40%) (40%) (10%) (10%)
/ MeOH (90:10) + 3 gouttes de Et3N

~ CH,0 (2.5 éq),
Me,NH (2.5 é
@’ e;NH (2.5 éq)

Fig. 22 : Synthése des composeés 33 et 34.

11.4.3. Synthese des dérivés para-(cyanométhyl)calix[4]arenes 29, 35 et
39

Durant cette étape, les bases de Mannich 28, 33 et 34 réagissent avec I'iodure de
méthyle et le KCN dans le DMSO selon le protocole décrit par Gutsche [2,24]. La
synthése du dérivé cyano 29 est effectuée selon la littérature [26], avec un rendement
guantitatif.
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Pour les analogues 35 et 39, nous sommes partis du mélange constitué
majoritairement des amines 33 et 34 sur lequel on a fait réagir en exces CHgsl et KCN.
Apres environ 24 heures de réaction sous atmosphére d’argon et a température
ambiante, il se forme deux produits majoritaires que l'on sépare sur colonne
chromatographique (SiO,, CH,Cl,). Nous présentons sur la figure 23 les spectres a, b et
c des composés 29 35 et 39 issus des analyses RMN *H (400 MHz, TA) dans CDCl;

=
a) CDCl, g
z ) /mh
» =z
ArCH,Ar
h\
r \I‘ \\\
1 \\\
X v “a
‘ L N
A} A
N ==
\ \
\ \ b) CDCl,
AY \
AY \
\ AY
\ AY
\ \
\
\ \ ArCH,Ar
R \ S V. :E
A ST ' \ Vs e
R4 OH \ ‘V AN hie)
, .1 ArH 4 A ), Z
’ o T ]
’ - J\A\_A_// !
7 A '
7 T ! !
e / ’
U
, ! C)CDCl, »
7’ 1
¥ ;
1
K ArCH,Ar
1 N
1 s
’ [N
1 \ ~
1 \ S
1 ~
LJ\[L : | M \¥
1
U Lo )

05 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.
(ppm)

Fig. 23 : Spectres RMN *H (400 MHz, CDCls, TA) des composés 29, 35 et 39.

[1.4.4. Réduction des fonctions nitriles des mono-, bis-, et tétra-
(cyanométhyl)calix[4]aréenes 29, 35 et 39

La réduction est effectuée avec le borane, ainsi que décrit précédemment; les

calixarénes 29, 35 et 39 sont mis en suspension dans le THF anhydre puis on ajoute
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une solution molaire de BHs; (complexe THF-BH3) a hauteur de 4, 5 et 13 mL
respectivement. Le mélange est ainsi chauffé a reflux durant 8 h avant d’ajouter de
nouveau 3, 5 et 8 équivalents durant la nuit. L'étape d’hydrolyse des fonctions
boramines résultantes est effectuée dans un mélange (H.O 70%/ MeOH 15%/ HCI

15%) pour donner les amines brutes sous forme de chlohydrates.

Ces derniéres sont ensuite purifiées par précipitation dans un mélange MeOH-

Et,O, pour donner enfin les sels mono- 30, bis- 36 et tris- 40 attendus.

Nous avons choisis de présenter sur la figure le spectre RMN *H (400 MHz, TA)
du composé 30 dans le DMSO-D6.

DMSO-D6 —*

H (B)
ArCH,CH,NH

-
T H®W ArCH,CH,NH A
ArCH,Ar \

I G
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25
(ppm)

\\

Fig. 24 : Spectre RMN *H (400 MHz, DMSO-Dg, TA) de 30.

11.4.5. Synthése des dérivés Boc du mono-para-(guanidinoéthyl)-calix-
[4]aréne, du 5,17-bis-para-(guanidinoéthyl)-calix-[4]arene et du
5,11,17-tris-para-(guanidinoéthyl)-calix-[4]arene

La création des groupements guanidines sur les calixarenes 30, 36 et 40 (chlorhydrates
d’ammoniums) s’est faite par la méthode N°2 suivant le schéma réactionnel de la figure
23, a partir du synthon di-boc-triflylguanidine 12 [1] en respectant les stoechiométries

requises.
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BocHN

Bocl

CH,Cl, / MeOH

CH,Cl, / MeOH
TA. TA.

CH,Cl, / MeOH
TA.

12 (3 éq), EtzN

A
12 (2 éq), EtsN
(2 eq). £t (8 6q), 85.5%

12 (1 éq), EtsN
: (6 éq), 85.5%

(4 €q), 60%

Fig. 25 : Synthese des [di(Boc)-guanidinoéthyl)]calixarénes 31, 37 et 41.

La comparaison des spectres RMN *H du composé mono- 31 avec le bis- 37 et le
tris-(di(Boc)-guanidylé 41 (Fig. 26) montre une identité de structure attendue, ne

présentant de difféerence notable qu’au niveau des signaux aromatiques.

cDCl,
- ArCH,CH,NH tBu
Hguanidine ArCH,CH,NH /2 2 o
“““ ArH
ArCH,CH,NH
ArCH,Ar tBu
OH 37 /
ArCH,CHNH |~
Hguanidine ArCH.Ar
/ Hguan J 2

TTT---.ArH

ArCH,CH,NH

ArCH,CH,NH - tBu

o/
{ M }\ m

11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
(ppm)

Fig. 26 : RMN *H comparative des calixarénes mono-di(Boc)-guanidinoéthylé 31, bis-

Hguan 41

SN

ST

(di(Boc)-guanidinoéthylé 37 et tris-di(Boc)-guanidinoéthyle, 41.
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La figure 27 est un agrandissement de la partie aromatique des composés 31, 37 et 41

CDCl3

H (C)

31 H@®)

H (A), H (B)

H(B)

H (A)
37 H (A)

H(C)----» BocNy__NHBoc
41 H (B) H (A) NHBoc

)\ N HN™ “NHBoc
BocN” NH

7.20 7.10 7.00 6.90 6.80 6.70 OH o
(Ppm)

Fig. 27 : RMN 'H comparative de la partie aromatique des composés 31, 37 et 41.

Nous avons réalisé les spectres RMN *C de tous nos composés, qui confirment la
nature conique de ces entités calixaréniques par la présence systématique du signal

des carbones des ArCH,Ar autour de 31 ppm.

Nous présentons ci-dessous (Fig. 28) le spectre du composé 37 effectué dans le
CDCls.
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CDCI3 C(CHg); —>
Cm
C®A
Cp /
Co ArCH,CH,NH /
Cguanidine ~ CiPso ArCH,CH,NH
C(Mey) ArCH,Ar

60150140 130 120 110 100 e0 s 70 | e | s0 = 40 = 30

(ppm)

Fig. 28 : RMN *3C du dérivé bis-(di(Boc)-guanidinoéthyl)calix[4]aréne 37.

Remarque :

La synthése du tris-(di(Boc)-guanidinoéthyl)calix[4]arene 41 a aussi été effectuée a
partir du sel trifluoroacétate correspondant. En effet, le chlorhydrate 40 posant quelques
problémes de purification, nous avons adapté la stratégie développée avec le composé
13 (CX1 [/ 13), en passant par l'amine protégée tris-(Bocaminoéthyl) A,
chromatographiable, qui est ensuite déprotégée par le TFA pour donner le sel B pur qui

est enfin engagé dans la préparation de 41

iv = 12, EtzN, CH,Cl, MeOH, TA.
v = CH,Cl, / TFA
a = Boc,0, NaOH, dioxane / H,O

Fig. 29 : Seconde voie d’obtention du composé 41.
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11.4.6. Synthése des trifluoroacétates du mono-para-(guanidinoéthyl)-
calix-[4]aréene, du 5,17-bis-para-(guanidinoéthyl)-calix-[4]aréne et du
5,11,17-tris-para-(guanidinoéthyl)-calix-[4]arene

L'étape de déprotection s’est faite dans des conditions acide standart : CH,CI, /
TFA 75: 15, sous atmosphére d'argon et a température ambiante. Comme
précédemment décrit, les bruts réactionnels subissent un traitement poussé dans le but
d’éliminer le maximum de TFA résiduel, par évaporations successives, trituration dans
Et,O et lyophilisation. Les dérivés (guanidinoéthyl) 32, 38 et 42 sont obtenus avec un
rendement moyen de 93 %.

Remarque :

Nous avons observé une parfaite hydrosolubilité des composés 38 et 42 en phase
agueuse, tandis que leur analogue 32 I'est beaucoup moins. Cela est certainement dd a
la présence d’une seule fonction hydrosolubilisante sur 32, contre deux et trois sur 38 et
42.

L’acquisition d’'une parfaite solubilit¢é dans I'eau de nos composés finaux est
primordiale, car I'étape qui suit cette synthése est I'évaluation de leur potentiel
antibactérien en milieu aqueux. Une solubilité de 1024 microgrammes par mL est en
effet nécessaire pour préparer la gamme de dilution des tests bactériologiques et de

toxicité cellulaire.

11.4.6.1. Analyses des (guanidinoéthyl)calixarénes 32, 38, et 42.

Les spectres RMN *H des composés (guanidinoéthyle) 32 et 38 ont été mesurés dans
le DMSO-Dg, celui du dérivé trisubstitué 42 dans D,O (Fig. 30).
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DMSO-D6

Haro matique

Composé 32

‘/rammque Composeé 38 AICH,Ar  CHoCHoNH  CH,CH,NH

ArH Composeé 42 ArCH,Ar

(ppm)

Fig. 30 : Spectre RMN *H (400 MHz,TA) des composés 32 (a), 38 (b) et 42 (c).

Nous observons que malgré une certaine flexibilité de structure qui se traduit par
certains signaux larges (Ar-CH,-Ar surtout), nous trouvons dans les trois cas I'ensemble

des informations structurales attendues.

Plus particulierement, les groupes Ar-CH,CH,N qui apparaissent, pour 32 et 38,
sous la forme de deux massifs a 2,55 et 3,20 ppm, dans un rapport d’intégration
correct, avec une multiplicité apparente mais difficile a quantifier (J non mesurable).
Pour 42, sous la forme de deux groupes de deux massifs a 2,30 et 3,00 ppm (Ar-
CH2CH2N central), et a 2,66 et 3,30 ppm (Ar-CH,CH,N latéraux), dans un rapport

d’intégration 1 : 2 ; la multiplicité est clairement apparente pour le motif central (J
6,02.Hz).

Pour 32 et 38, la partie aromatique montre clairement la présence des triplets (J

8,48 Hz) attribués aux H para résiduels, mais les H guanidinium présents dans cette
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zone masquent les doublets des H méta correspondants. La partie aromatique du

spectre de 42 est plus explicite du fait de I'échange H-D opéré sur les guanidiniums

avec D,O.

Nous avons réalisé les spectres RMN'C des composés 32, 38 et 42, qui
confirment la nature conique de ces entités calixareniques par la présence de
systématique du signal des carbones des ArCH,Ar autour de 31 ppm (Fig. 31). Et

confirme la présence des guanidines par les signaux correspondant au C guanidinium

observés autour de 157,00 ppm.

DMSO-D6
Cm et Co -
Z
Cguanidine 6
z <
C| 2 s
— p 32 X 5
Cipso Cp 1 <
\« ArCH,CHNH—__ l ’/
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30
(ppm)
DMSO-D6
Cguanidine
C
p\‘ _~ Cmetco 38 ArCH,CH,NH ATCH,CH,NH
) Cp \ / ArCH,Ar
. Cipso — /
o
o
@)
o)
LL
(@)
" N " Wy i o o R // A " W
AU I /v/ " VAT ! U

160 150 140 130 120 110 100 90 0 60 50 40 30 20
(pr

Fig. 31 : RMN *3C des dérivés calixaréniques 32 et 38.
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D,0
42

ArCH,CH,NH

Cguanidine “J cmetco ArCH,CH,NH
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Cipso N \
.| e - \ ArCH,Ar
(@] v
Q /
<
o / CF,COOH
®]

]
s————y_

160 150 140 130 120 110 0 40 30

Fig. 32 : RMN *C (100 MHz, CDCI3, TA) du dérivé tris-(di(Boc)-
guanidinoéthyl)calix[4]aren 42.

L’analyse élémentaire des composés 32, 38, et 42 répond a nos attentes et les

résultats sont présentés au tableau 2

Calculé (%) Touvé (%)

Ca1H31N30s, CFsCOOH, H,0
32 (641.23) C(62.04%); H(5.13%); N(6.72%)

C(61.77%): H(5.33%): N(6.55%)

CaaH3sNsOa, 2 CFsCOOH, 2 H,0
38 (858.30) C(53.23%): H(5.00%); N(9.73%)

C(53.15%); H(5.16%); N(9.79%)

Cs7H45NsOa, 3 CFsCOOH, 3 H,0
(1075.93)

C(48.00%); H(5.06%);
N(11.72%)

42 C(47.82%); H(4.82%); N(12.15%)

Tableau 2 : Analyses élémentaires de 32, 38 et 42.
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La spectrométrie de masse en électrospray mode positif des composés finaux
correspond parfaitement aux profils attendus; en particulier celle du composé 42
représentée ci-dessous (Fig. 33) montre I'existence des ions moléculaires ayant perdu
un, deux et trois trifluoroacétates sous la forme de massifs mono-chargés et
compenseés par protonation.

100
- E3052 M —-3CF,COOH+H]

Scan ES+

ST E2
=732 5=
-
T2 23 (M= CFLO0H + H )
08 5g5(M —2CFCO0H + H*)*
e x
s
T ERTE T2
552 52 ey
ok L ) N AJ#_. Y YR _L.__,LJ N oo . r\
7 \sanae Y ' 7 7 Y ¥ } ; v : v v Py
00 L] 5 ¢he] 20 200 £50 T TR 8020 EED 200 o950

Fig. 33 : Spectre de masse du composé 42 en électrospray mode positif.

[1.4.7. Conclusion :

Le développement de ces deux familles de composés a fait appel a I'utilisation de
méthodes chimiques qui ont permis [|'obtention du tétra-para-guanidinoéthyl-
calix[4]arene (CX1) avec néanmoins, I'abandon de I'étape de protection/déprotection
via l'incorporation du groupement boc. Le développement de ces composés constituent
un élargissement intéressant dans la famille des guanidinoéthyl-calix[4]arénes dont le
CX1 / 13 est le modele. L’ensemble de ces structures calixarénigue, a I'exception des
dérivés mono-guanidylés présente une parfaite solubilité dans I'eau ce qui va permettre

leurs évaluation antibactérienne en microbiologie.
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I1.5. Nouveaux calix[4]arenes hydrosolubles bis-substitués sur la
partie basse et leurs analogues monomérigques.

Dans ce sous-chapitre, nous avons développé une famille de calix[4]arénes
hydrosolubles bis-substitués en position distale sur la partie basse ainsi que leurs
analogues monomériques. Les travaux précédents menés au laboratoire ont démontré
gue la présence de groupements (guanidinoéthyl) sur la partie haute du calix[4]aréne lui

confére un pouvoir antibactérien considérable [1-7], la ou le monomere libre est inactif.

Un certain nombre de dérivés de CX1 / 13 intégrant des fonctionnalités bi-
hétérocycliques (6,6'-diméthyl-2,2-bipyridine et 4,4’-diméthyl-2,2’-bithiazole) ont montré
une activité antibactérienne élevée associée, contrairement a 13, a une toxicité
cellulaire non négligeable. Les entités monomeériques correspondantes ont aussi montré

des activités similaires (antibactérienne et toxique), contrairement au monomere de 13

[7].

Afin d’enrichir cette famille, nous avons choisi d’'introduire d’autres substituants sur
la partie basse de 13 : a) le motif 5,5-diméthyl-2,2’-bipyridine afin d’évaluer I'effet du
positionnement des groupes —CH, d’ancrage, b) le motif 4-méthyl-1,1’-biphényle afin

d’évaluer 'impact des atomes d’azote bipyridiniques sur 'activité biologique.

[1.5.1. Nouveaux calix[4]arenes hydrosolubles bis-substitués sur la partie
basse

La voie de synthése choisie a été explorée précédemment au laboratoire et
validée dans la référence [7] qui integre cette partie du travail de recherche. Cette voie
a le mérite de minimiser les codts, permet le passage par des intermédiaires hydro- et
organosolubles qui peuvent étre nécessaires, indépendamment de I'objectif final, pour

des études de relations structure-activité. Cette stratégie est présentée en figure 34.
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(0]
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2 )‘\O)\\NH 0//—-,/\ )\
H,O/ Dioxane K2COs, CH3CN
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— W 44 : Bi-phé
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Fig. 34: Stratégie de synthése des composés bipyridyle 47 et biphényle 44.

Le tétra chlorhydrate du tétra-para-(aminomeéthyl)calix[4]aréne 7 est transformé en
son analogue protégé 8. Notre objectif dans cette étape est double : a) perdre le
caractére nucléophile de la fonction amine pour autoriser les attaques nucléophiles des
phénols; b) bénéficier de I'apport de la lipophilie pour travailler en solvant organique et
procéder a des purifications par chromatographie.

Le risque majeur étant dans I'étape suivante que les fonctions NHBOc restent

malgré tout réactives dans notre schéma synthétique.

Le dérivé protégé 8 est ensuite traité dans l'acétonitrile par une base minérale,
K,COgs, avec l'objectif de générer deux anions phénates en position distale, ainsi que
bien documenté dans la littérature sur d’autres dérivés calix[4]aréniques, et de procéder
a l'attaque nucléophile de ces phénates sur les dérivés halogénométhylés de notre
étude, le 5-bromomeéthyl-5’-méthyl-2,2’-bipyridine et le 4-bromométhyl-1,1’-biphényle.

Les composeés résultants 43 et 44, purifiables par chromatographie doivent étre

ensuite déprotégés pour donner les trifluoroacétates correspondants. Ces derniers,
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apres basification, doivent subir l'attaque d'un des agents de guanidylation vus
précédemment, pour donner les deérivés « octaboc » purifiables par chromatographie.
Ces derniers, par traitement acide, doivent donner les analogues tétra-para-
guanidinoéthyle correspondants. La figure 34 présente cet enchainement complet pour
les dérivés bipyridinés; la série concernant le biphényle s’est arrétée dés la premiére
étape de déprotection en milieu acide. En effet, les analyses RMN révelent la disparition
des groupes biphényles dans le produit aprés traitement et lyophilisation du produit
final. Les autres essais réalisés par la suite, en remplacant par exemple, le TFA par HCI
se sont soldés par le méme constat d’échec : la dégradation du calix[4]aréene 44 en

milieu acide.

11.5.2. Protection des fonctions amines du calix[4]arene 7

Afin de fonctionnaliser la partie basse du calix[4]aréne 7, nous devions rendre les
fonctions amines inertes dans les conditions de couplage. Nous avons fait le choix

d’'une méthode de protection classique et simple.

Les groupements protecteurs tert-butoxycarbonyle (Boc) ont la capacité de
résister aux milieux alcalins ainsi qu’a I'’hydrogénation. Toutefois, leur hydrolyse se fait
tres simplement en milieu acide (exemple TFA ou HCI).

Le tétra chlorure d’ammonium 7 et le di-tert-butyl-dicarbonate (Boc),O sont
solubilisés dans un mélange eau / dioxane, en présence de NaOH. Apres 24 heures de
réaction, et un traitement intégrant une purification sur colonne, nous obtenons le

composé 8 avec un rendement de 83% (Fig. 34).

[1.5.3. Fonctionnalisation sur la partie basse du composé 8.

Les conditions de couplage utilisées (CH3CN, K,COg3, 2 équivalents de dérivé
bromé) sont propices a l'incorporation des substituants en position distale sur la partie
basse du calix[4]arene, d’'une maniere générale. C’est aussi le cas dans cette série de
dérives.
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Nous avons obtenu dans ces conditions les composés 43 et 44, avec 61 % et 77

% de rendement apres purification, respectivement. (Fig. 34)

Les analyses RMN 'H des composés 43 et 44 répondent aux profils attendus,
notamment par la présence de singulets a 5.30 ppm (43) et 5.12 ppm (44) qui intéegrent
chacun quatre protons et attribués aux protons oxyméthyléniques reliant la bipyridine ou
le biphényle a la plate-forme calixarenique; la valeur d’intégration et la forme singulet de
ces signaux confirment donc le greffage des deux entités en position distale sur le

calix[4]aréne.

H bph + OH
CH,CH,NH
¥

) \ CHsbpy
UL U v, ArOCH, v
, ArCHAr »
Y A ACHCH,NH —+
Hes A : SN |

I
20 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
(ppm)

Fig. 35 : Spectre RMN *H (400 MHz, CDCls;, TA) des composés 43 et 42.

Les protons des ponts méthyléniques Ar-CH,-Ar apparaissent sous la forme de
systemes AB entre 3.20—4.00 ppm (Jag = 13.06 Hz) pour 43 et entre 3.26-4.20 ppm (Jas
= 13.08 Hz) pour 44, ce qui confirme que les composeés 43 et 44 sont de conformation

conique. Les autres analyses sont en accord avec les structures proposees.
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[1.5.4. Déprotection des fonctions amines des composés 43 et 44

Le retour aux formes (aminométhyl) est indispensable pour accéder aux dérivés
(guanidinoéthyl), mais aussi, du fait de leur hydrosolubilité, étre évaluées en tant que

tels comme agents antibactériens.

Au cours de cette étape, les fonctions amines, précédemment protégées, doivent
retrouver leur nucléophilie, indispensable pour I'étape de guanidilation, mais également
pour I'évaluation de ces produits sous forme de sel, dans des conditions standards de

microbiologie.

La déprotection est effectuée dans les conditions précédemment décrites (CH,Cl,
| TFA 75 : 25; TA). Toutefois, bien que cela n’ait pas été observé pour les produits
initialement préparés [7], nous avions une crainte a propos de la stabilité des ponts

éther reliant les bipyridines ou les biphényles au calixaréne (Fig. 34)

Les composés 43 et 44, sont solubilisés dans le mélange acide, sous atmosphere
d’argon, a température ambiante pendant quelques heures (contrble CCM). Aprés
évaporation des solvants, le résidu est plusieurs fois repris au CH,Cl, afin d’éliminer le
maximum de TFA résiduel. Aprés précipitation dans Et,O du résidu final solubilisé dans
le méthanol, et répétition de ce traitement jusqu’a disparition de toute acidité (papier

pH) du filtrat, le produit est finalement lyophilisé.

Nous avons ainsi obtenu le calix[4]arene bis-bipyridine 45, sous forme de
trifluoroacétate parfaitement hydrosoluble. Les analyses nous ont confirmé la structure
du produit recherché, avec la jonction éther toujours présente.

La figure 36 est une hypothése de dégradation, dans laquelle de cation benzylique
4-phénylbenzyl serait stabilisé par effet mésomérique.
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Ao)k NH L /Lo)k NHH’\“E; ‘Q\O)LN
OH
H

a

H
a4

O O effet mésomere qui stabilise le cation benzylique 4-phénylbenzyl

Fig. 36 : Hypothese de dégradation de dérivés 4-phényl-benzylether aromatiques en

milieu acide.

Nous pouvons supposer ici que le groupement 4-phényl-benzyl est un groupement
protecteur des fonctions phénol, libérable en milieu acide. Quelques essais
complémentaires mais non approfondis semblent confirmer cette observation, comme

nous le verrons apres.

11.5.4.1. Analyse du composé 45

La figure 37 représente le spectre RMN de proton du composé 45 dans D,0O, a
température ambiante. On observe un ensemble de deux jeux de deux triplets a 2.65,

3.04 ppm et 2.87, 3.22 ppm correspondant aux protons des bras amino-éthyléniques.

On observe également la présence d’'un systeme AB a 3.55 - 4.21 ppm (Jag = 13.6
Hz) attribués aux groupements Ar-CH,-Ar, confirmant que la conformation cénique a
été conservée. L’incorporation des deux motifs bipyridine en position distale est

confirmée par la présence d’un signal singulet intégrant 4 H a 5,23 ppm (OCHy).

Deux singulets intégrant 4 H chacun, a 6.97 et 7.16 ppm, correspondant aux
protons aromatiques phénoliques. Un ensemble de signaux de résonance fortement

déblindés entre 7,8 et 9,0 ppm correspondent aux protons des bipyridines.
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D,0 4 CF3;COOH
N

ArH

Z
X
=
X

Fig. 37: Spectre RMN*H (400 MHz, D,O, TA) du composé 45.

Au-dela de la caractérisation de I'ensemble du squelette carboné, la présence du
signal a 30,93 ppm attribué aux groupements Ar-CH,-Ar confirme le maintien de la

conformation conique. Il est a noter que les anions CF3COO™ ne sont pas visibles.

L’'analyse par spectrométrie de masse en électrospray mode positif (Fig. 38) nous
a donné le profil attendu: -présence d'un « massif » a 961,3, 962,3 et 963,3 uma
attribué a l'ion moléculaire mono-chargeé, ayant perdu quatre unités CF;COOH [M - 4
CF3COOH + H'*; -présence d’un pic a 481.29 uma correspondant a I'ion moléculaire
di-chargé et di-protoné avec perte de 4 CF3COOH [M — 4 CFsCOOH + 2 H']*"2.
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Scan ES+

.- 48129 (M- 4 CF,COOH + 2H"| 2

[M - 4 CF.COOH + K]

T g1 a4

962 30
/
36202 407 70 562 09
Y
32114 |53 1g 2234 i 90328
V'
N oy " " ey [ Fe

T  ARAAS ARSI RAMLS SARM BAMLE MAMAS RARSS LS MARAR MAGAE" ;

300 400 500 600 700 800 900 1000 11C

Fig. 38 : Spectre électrospray mode positif du composeé 45.

L’analyse élémentaire correspond au composeé bipyridylé 45 accompagné de deux
molécules d’acide trifluoroacétiqgue supplémentaires, justifiables par la salification des
bipyridines, et de 3/2 molécules d’eau donnant la formule brute: CgHssO4Ng, 6
CF3;COOH, 1.5 H,0 (1671.48).

[1.5.5. Création des fonctions guanidines

Cette étape consiste a construire les quatre fonctions guanidines sur la partie
supérieure du calix[4]aréne tétra-aminoéthyle 45. Le protocole de guanidylation utilisé
est celui développé par Mourer et al [1,7], pour la synthése du tétra-para-
[di(Boc)guanidinoéthyl]-calix[4]arene 10 (appelé aussi « octa-Boc). (chap.11.2.2.)

La réaction de 45 avec la di-(boc)triflylguanidine 12 dans les conditions de la
méthode n°2 (Fig. 34) donne le composé « octa-Boc » 46 avec un trés bon rendement

de 84% apreés purification par chromatographie.
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La totalité des analyses effectuées sur le composé 46 est conforme a nos
attentes. La conformation cbne est conservée, ainsi qu’en attestent les signaux de
résonance des groupes Ar-CH,-Ar en RMN *H (3.27et 4.22 ppm, AB, Jas = 13.1 Hz) et
RMN *3C (32.06 ppm).

CDCl, o Y tBu -------- >

CH,4

ArCH,CH,NH
H guanidine \

OCH,bpy L

ArCH,A|

———— T

o
115 110 105 100 95 9.0 8.5 80 75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 2.0 1.5
(ppm)

Fig. 39 : Spectre RMN'H (400 MHz, CDCl 3, TA) du composé 46.

11.5.6. Déprotection des fonctions guanidines du composeé 46

Une fois assurés de la pureté de lintermédiaire 46, essentielle a ce stade car
dernier composé a pouvoir étre chromatographié, ce dernier est traité par le mélange
CH.Cl, / TFA 85 : 15, a température ambiante (Fig. 34), pour donner le dérivé tétra-

para-(guanidinoéthyl)-calix[4]arene bis-bipyridine 47, sous forme de trifluoroacétate.

Apres un précautionneux traitement du sel brut solide par Et,O pour éliminer les
traces de TFA résiduelles (contr6le du pH de Et,0), le composé 47 est repris dans I'eau
puis est lyophilisé pour donner un coton blanc avec 83 % de rendement.
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[1.5.6.1. Analyse du composé 47

Le spectre RMN *'H (400 MHz, TA) (Fig. 40) est conforme & nos attentes, et

présente un degré de pureté tres satisfaisant. Nous notons particulierement :

. Un systeme AB unique a 3.56-4.25 ppm (Jag = 13.34 Hz Hz), intégrant 8 H (Ar-

CH>-Ar), prouvant la conformation céne du composé 47

. Un singulet a 5.24 ppm intégrant 4 H, correspondant aux bras oxyméthyléniques

reliant les sous-unités bipyridines a la plate-forme calixarénique.

. Deux singulets & 6.96 et 7.13 ppm correspondant aux protons aromatiques du
calixarene (8 H),Un ensemble de signaux fortement déblindés a singulet & 7.80, 8.24 et
8.99 ppm chaque signal integre pour 2 H), doublets a 7.84 ppm (J = 8.31 Hz, intégrant
pour 2 H), 8.35 ppm (J = 9.32 Hz, intégrant pour 2 H). tous ces signaux correspondant

aux protons aromatiques des bipyridines.

4 CF3COOH
Ng _NH, NH
HN Y HN/(
NH,

ArH HN NH

———————————

|
| "II guanidine
! 1

R

CH,CH,NH

ArCH,Ar CH,CH,;NH

TE T T T T T T T B T T T T T T T T T T T B S T T S T S S T S T R S R S T B R S R S R N S B R R
9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25

Fig. 40 : Spectre RMN *H (400 MHz, DO, TA) du composé 47.
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L’étude par RMN **C (100 MHz, DMSO-D¢) confirme la conformation céne de 47,
avec un signal de résonance des Ar-CH,-Ar a 31,20 ppm [25,26]; le signal des
carbones des guanidines est trouvé a 157 ppm. Il est intéressant de trouver les signaux
de résonance des trifluoroacétates, plus particulierement le carbonyle a 163.17 ppm
(quadruplet, Jcg = 35.5 Hz).

/ C guanidine DMSO-D,

L —
L —

CH,0 CH,CH,NH
CH,CH,NH ,

ArCH,Ar

% _— CFsc00H
-
»

KRR R R R R RN RN RN RN RN RN NN RN NN RN RN RERN RN RN RN NN RN
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
(ppm)

Fig. 41 : Spectre RMN **C (100 MHz, APT, DMSO-Ds, TA) du composé 47.

L'analyse élémentaire correspond au produit recherché accompagné de 2
molécules d’acide trifluoroacétique supplémentaires, salifiant les deux bipyridines, et de
4 molécules deau. La formule brute du composé 47 est donc: CgH7204N16, 6
CF3COOH, 4 H,0 (1885.56).

L’analyse par spectrométrie de masse en électrospray mode positif montre que 47
existe sous la forme hexa-trifluoroacétate, ainsi que nous l'avons évalué en analyse
élémentaire : nous trouvons en effet un pic de base mono-chargé a 1471,4 uma,

correspondant a la perte de 2 CF3;COOH et un CF3COO' ; nous observons ensuite une
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série de pics mono-chargés correspondants a la perte successive d’'un, deux et trois
CF3;COOH supplémentaire, pour donner la tétraamine mono-protonée a 1129,32 u.m.a.

Cette derniere apparait aussi sous forme di- et tri-chargée a 563,3 et 377,29 u.m.a.

565.3 [M — 6 CF,COOH + 2 H*]2+2

[M — 6 CF,COOH + 3 He+3 |+~
;
/
v
377.29

481"?\’3 529.94| 601.42

[ § i ll S l.li P m/z
300 400 500 600 7 1471.4 [M — 2 CF;COOH — CF;COO*
\\\\‘L
961.38
1472.38
961.56 [M — 3 CF;COOH — CF;,COO*

1
i
1
v
962.27 1357.32
1357.20.

1358.39
[M — 4 CF,COOH — CF,COOT*
N

N

\‘1243 38 1473.46
a3 [M-5 CF;;COO/H — CF,CO0T 1244.33 1359.29

A4 1245.35 L474.35

112032 1360.48

3.10(|964.18

1286.15
1316.10 1415.42
1076.40 1173.29 V 1361.31 2_1429.43 }483-12
" Mo . g bt m/z
350 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500

Fig. 42 : Spectre de masse électrospray mode positif du composé 47.

I1.6. Synthése des analogues monomeériques

Dans le but de compléter I'étude sur le réle de la cyclisation d’entités phénoliques
sur la génese d’une activité antibactérienne [1-7], nous avons procédé a la synthése
des entités monomériques correspondant aux calix[4]arénes bipyridine 47 et biphényle
44 décrits ci-avant, en espérant pour ce dernier pouvoir développer la stratégie
synthétique jusqu’au dérivé guanidylé.
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[1.6.1. Voie d’acces aux dérivés monomeres

o} o}
NH4Cl HNXO/L*”” HNAOJW NH, CF3COOH
H,O/ Dioxane K2CO3, CHCN CHoCl, / TFA
Boc,0, NaOH, TA XBr, rflx TA
OH OH N O\
tyramine hydrochlorhydrate 48 X X
49 : Bpy 55' 51 : Bpy 55
. 50 : Bi-phé
7\ N ) a) CH2C|2 / MeOH
NN CF3COOH 9 EtsN, TA
X = : NH §J\OJ\N oJw o cr
N 3

(H3C)3COOCHN" “NHCOOC(CH3)s
12

| ¥
oy oy o IR
E; CH,Cl, / TFA

o}

ﬁ
X

53: pr 55' 52 : Bpy 55'

Fig. 43 : Stratégie de synthése des monomeres bipyridiné et biphénylé.

La stratégie de synthese (Fig. 43) proposée est trés proche de celle employée
pour les calixarenes; la tyramine, ou para-aminoéthylphénol, est protégée sur la
fonction amine par un groupe Boc ; le phénol est ensuite alkylé par le réactif bromé,
puis 'amine est déprotégée ; elle est alors transformée en dérivé di(boc)guanidinoéthyl-

, qui est enfin hydrolysé en milieu acide pour donner le dérivé final guanidinoéthyl-.

11.6.2. Protection de la tyramine

Afin de cibler la fonctionnalisation du groupe hydroxyle, nous devons procéder a la
protection de I'amine de la tyramine. Le choix étant porté sur une protection « Boc », la
tyramine,HCI commerciale est solubilisée dans un mélange dioxane / eau, puis sont
ajoutés I'nydroxyde de sodium et le Boc,O. Le mélange réactionnel est laissé durant
une nuit a température ambiante puis purifi€é pour donner le para-

(Bocaminoéthyl)phénol 48 avec 70 % de rendement (Fig. 43).
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11.6.3. Greffage des entités bi-pyridine 49 et bi-phényle 50

Le greffage de la 5-bromométhyl-5-méthyl-2,2’-bipyridine ou du 4-bromométhyl-
1,1’-biphényle sur le composé 48, s’est fait conformément au mode opératoire standard
avec 1 équivalent de K,CO3; et 1 équivalent de dérivé bromé, le tout a reflux dans
CH3CN, sous argon. Aprés les traitements de purification, nous avons isolé les
monomeres 49 et 50, avec 80 et 84 % de rendement, respectivement.

L'analyse RMN 'H (400 MHz, CDCls;, TA) des deux composés confirme les
profils attendus, et montre une analogie des spectres aux substituants greffé pres. (Fig.
44).

o
cocl
a) 3 /k‘
HN)J\O
CH,O
H bpy
.
M ‘
V] ;oo 4 »
: t-Bu ------- >
b) v
iNH  CH,CH,NH CH,CH,NH
."‘ \‘\ " L
! « }M
’ A

[ [
0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15
(ppm)

Fig. 44 : Spectre RMNH (400 MHz, D,0O, TA), de 49 et 50.

11.6.4. Déprotection des fonctions amines de 49 et 50.

La libération des fonctions amines de 49 et 50 pour un engagement ultérieur dans
la « création » des fonctions guanidines est effectuée dans les conditions classiques
acides (CH.Cl,/ TFA 85 : 15).

Dans le cas du dérivé bipyridine 49, nous avons obtenu 'ammonium 51 (Fig. 43),

avec 96 % de rendement.
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Par contre, comme pour son analogue calixarénique 44, le dérivé biphénylé 50 ne
supporte pas ces conditions acides, que ce soit avec TFA ou en milieu HCI-dioxane ;

nous récupérons séparément la tyramine et un dérivé biphénylé.

11.6.4.1. Analyse de 'ammonium 51.

La figure suivante (Fig. 45) présente I'analyse RMN *H (400 MHz, D,O, TA) de

'ammonium 51. Le spectre est simple et répond au profil du composé attendu :
o Un singulet a 2.34 ppm, correspondant au groupe méthyl de la bipyridine.

o Deux triplets a 2.92 et 3.22 ppm (J = 7.17 Hz) qui correspondent au bras
ethylénique (CH,CH,NH)

Un singulet a 5.14 ppm, correspondant au pont oxyméthylénique

o Un ensemble de signaux dans les champs faibles, ou se distinguent tres
clairement les protons aromatiques de la tyramine a 7.04 et 7.25 ppm intégrant chacun
pour 4 H (J = 8.6 et 8.31 Hz respectivement) et ceux qui correspondent a la partie
bipyridine. Un doublet a 7.78 et 7.89 ppm qui integrent chacun pour 1 H (avec J = 8.56
et 7.81 Hz respectivement). Trois singulets a 7.98, 8.41 et 8.61 qui integrent
respectivement pour 2 H, 1 Het 1 H.

D,0
ArCH,O CHy----- >
_____ Hbpy ArH .
o P “ CH,CH,NH
v i NH,, CF;COOH .
P P CH,CH,NH
v oS
51 4
7 | "
/N ‘ \N
s )U
L L L B s . L s s e B B s A A B B A
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25

Fig. 45 : Spectre RMN'H (400 MHz, D,0O, TA), de 49 et 50.
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» Analyse élémentaire :

Elle répond & la formule brute CyH,;0ON3, CF3COOH, 0.5 H,0O, pour une masse de
442.17 g / mol. Notons ici que la bipyridine n’est pas salifiée.

»  Spectrométrie de masse :

L’'analyse par spectrométrie de masse en électrospray mode positif montre un pic
correspondant a I'ion moléculaire [M —CF3COOH + H']" 2 320.0 u.m.a.

11.6.5. Création de la fonction guanidine

Elle est réalisée via la méthode n°2, en faisant réagir 'ammonium 51 dans un
mélange (CH,CI, / MeOH), avec la triméthylamine (Et3N) et la di-boc-triflylguanidine 12.

Nous avons obtenu apres purification le composé 52 avec un rendement de 84 %.

11.6.6. Déprotection du composé 52

Le produit bipyridiné final 53 a été obtenu par déprotection de la fonction
guanidine de 52, a l'aide du mélange CH,Cl,/ TFA a température ambiante (Fig. 43).
Aprés un traitement précautionneux identique aux précédentes réactions de
déprotection, et visant a éliminer toute trace de TFA résiduel, 53 est récupéré sous
forme de lyophilisat cotonneux avec un rendement de 95% et le produit est parfaitement

hydrosoluble.

11.6.6.1. Analyse du trifluoroacétate de guanidinium 53

> RMN *H et 3C : Le spectre RMN *H (Fig. 46) réalisé dans D,O montre le
degré de pureté élevé du composé 53. L'ensemble des signaux de résonance des
protons non échangeables est parfaitement attribué ; I'incorporation de la guanidine ne

peut cependant étre démontrée ici.
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Fig. 46 : Spectre RMN *H (400 MHz, D,O, TA) de 53.

L’analyse par RMN *3C effectuée dans le DMSO-Ds (Fig. 47) nous permet de
vérifier la présence de la fonction guanidine, avec un signal de résonance autour de

158.85 ppm cumulé avec le signal du carbone ipso phénolique.

NH  CF,COOH

DMSO-Dy HN NH,
Cipsor Couan CH,CH,NH
K/ Cbpy i: -
.- - — o N AN R o
/1
CH,CH,NH P
T N Co CHs
C bpy
Cm------ >
OO LAY I A S Iy

(ppm)

Fig. 47 : Spectre RMN *3C (100 MHz, D,0O, TA) de 53.
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» Analyse élémentaire :

L’analyse élémentaire est en accord avec la formule brute Cz;H230Ns, CF3COOH
(475.46 g/mol), sans présence d’eau d’hydratation.

»  Spectrométrie de masse :

L’'analyse par spectrométrie de masse en électrospray mode positif révele un pic
de base & 362 uma, correspondant & I'ion moléculaire [M — CFsCOO™*,

[1.7. Conclusion

Nous avons contribué au développement de la famille du composé antibactérien

leader 13 (CX1), découvert précédemment [1-7].

La chimie que nous avons utilisée pour la synthése de ces nouveaux dérivés est
bien maitrisée au sein du laboratoire, et, au cours de nos avancées, nous avons pu
constater sa reproductibilité et sa souplesse, tout en y apportant un certain nombre de
petites améliorations ; cependant, elle n'est pas extrapolable a tout type de

fonctionnalité, ainsi que nous I'avons observé avec le groupement biphényle.

L’échec rencontré dans la série biphényle ne nous permet pas d’évaluer, a ce jour,
'impact de ce groupement en biologie. Nous espérons cependant développer dans le
futur une stratégie spécifique a ce groupement. L'ensemble de composés finaux décrits
dans ce chapitre sera évalué en tant qu’agents antibactérien, au chapitre V.
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Chapitre Il :

NOUVEAUX PRODROGUES
HYDROSOLUBLES A BASE
CALIXARENIQUES ET PORTEUR DE
QUINOLONE
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[11.1. Introduction

Le mot prodrogue désigne tout composé destiné a l'usage thérapeutique qui
doit subir une bio-transformation, aprés son administration a un organisme, pour que
s’exerce une activité pharmacologiqgue. On modifie ainsi, non pas les propriétés
pharmacodynamiques intrinseques d'une molécule, mais ses propriétés

pharmacocinétiques (ou méme galéniques).

De nombreuses situations nécessitent le recours aux prodrogues : passer de la
formule liquide a la forme comprimé ou inversement, masquer une odeur ou une
saveur, résister au milieu stomacal, aux enzymes hépatiques, passer la barriére
intestinale, cutanée ou hématoencéphalique, obtenir un effet retard. Il faut parfois
aussi modifier le métabolisme et la répartition tissulaire pour diminuer la toxicite.
Indépendamment de ce type de démarche, qui débouche sur des analogues simples
d’'une molécule connue dés le départ, la recherche peut conduire a des structures
nouvelles trés différentes, ayant simplement une probabilité d’'activité thérapeutique
voisine. La plupart des prodrogues rencontrées, sont de type ester ou amide, ces

fonctions étant aisément hydrolysables in vivo par voie enzymatiques.

Notre projet repose sur [utilisation des proprietés de la plate-forme
calixarenique (rigidité, organisateur spatial, facilit¢ a fonctionnaliser ...etc.) pour
développer une nouvelle famille de composés potentiellement actif (Fig. 1).

Penicilline amides Penicilline esters

w@f N

on H\/7 /\0> o]

T o
oj\(/ \f/éo m ° 2¢

POMAPA-POMAPA

@ G
éjzj mixte PenV-nalidixique
ﬁ % £ 5F %
N N\\ [N o b

acide nalidixique mixte nalidixique-cinoxacine mixte PenG-PenV

Fig. 1 : Podants calixareniques poly-B-lactames, poly-quinolones, et mixtes [1,2].

PenG-PenG PenV-PenV

mlxtes
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Le premier domaine thérapeutique que nous avons choisi est celui des anti-
infectieux, par la création de nouveaux composés présentant un caractere de
prodrogue, c’est-a-dire susceptible de libérer aprés biodisponibilisation le ou les
principes actifs choisis. Ces derniers peuvent étre identiques ou différents (Fig. 1).

C’est suivant le schéma trés simple illustré par la figure 2, qu'a été initié ce
projet au sein du laboratoire par Adel Ben Salem (thése 2004). Ses travaux initiaux
[1,2], ont porté sur la mise en place d’une stratégie visant a construire de nouveaux
édifices moléculaires constitués d'un support calixarénique de type p-tert-
butylcalix[4]arene, lipophile porteur via des fonctions amides ou esters de plusieurs
antiinfectieux, tels que les antibiotiques pénicillines et quinolones, ou antifongique

Liaison ester
labile

Principe N —— Synthese Principe &_ _|
Actit Calixaréne >  memmmmp | pci

Plate-forme PRODROGUE

amphotéricine B.

Libération in
Vivo

Expression (cibles : paroi Principe ﬁ
. +
bactérienne et ou ADNgyrase) Actif Calixarene

Fig. 2 : Synthése et hydrolyse in vivo d'une prodrogue.

Un nombre important de dérivés intégrant soit deux principes actifs différents,
pénicilline G + pénicillineV, quinolone A + quinolone B, mais aussi pénicilline

e+quinolone (Fig. 1) ont été préparés.

Le travail de thése d’Adel Ben Salem [1,2] a été plus centré sur I'approche de
synthese et d’analyse structurale. Les méthodologies de synthése mises au point ont
constitué la base du développement de composés analogues mais hydrosolubles

gue nous présentons dans ce manuscrit.
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En effet, les molécules synthétisées au laboratoire et présentées en figure 2
sont trés peu hydrosoluble, de ce fait leurs pouvoirs antibactérien n’ont pas pu étre

évalués dans des conditions standards in vitro de microbiologie.

En reprenant ce projet, nous sommes fixés comme premier objectif d’apporter
un caractére hydrosoluble aux modéles de base développés précédemment, la figure
ci-dessous (Fig. 3) résume le modele prodrogue que nous avons construite.

GH (groupe hydrosolubilisant)

espaceur labile
espaceur labile (ester ou amide)
(ester ou amide)

— rincipe
principe et
actif

Fig.3 : Représentation schématique de prodrogue hydrosoluble a base calixarenique
(exemple pour deux principes actifs incorporeés).

Aprés avoir obtenu, par des voies chimiques appropriées les calixarénes
hydrosolubles potentiellement prodrogues incorporant un ou plusieurs motifs acide
nalidixigue, nous avons évalué et caractérisé I'hydrolyse du principe actif dans
différents milieux en utilisant la chromatographie liquide haute performance (CLHP) a
polarité de phase inversée.

Ce travail a nécessité la mise au point et la validation d’'une méthode qui nous a
permis d’identifier et de quantifier I'acide nalidixique libérée par I'hydrolyse des
prodrogues, dans les milieux d'études choisis (tampon a pH variables, milieux

biologiques variés).

Le dernier objectif de ce projet a consisté, a déterminé par des méthodes de
microbiologies standards, le pouvoir antibactérien de nos composés. Les résultats
microbiologiques sont présentés au Chapitre V.
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lll.2. Synthése et caractérisation de calix[4]arénes hydrosolubles
porteurs de quinolones via une liaison ester hydrolysable.

I11.2.1. Stratégie de synthése (Schéma)

L’approche synthétique que nous avons choisie est la suivante : il s’agit d’'un

schéma général, chaque étape sera détaillée par la suite.

H 4 CF3COOH
HN— HN NH NH
HoN NH - ¥ in-X BOCHN%BOCHN NBoc  NBoc
NH NH NH,  BocHN A NH, 4 CFsCOOH
NH NH NHBoc 2 NH
BocN HoN
Création de fonction
Déprotection Guanidine
O
O OH o
O O
% Oj 61 7 o o 59
~ [
\ [ T ° N
N ) N ~ ‘ ’
N= N )N N™ "N

— - NHBoc

Création de fonction SN0 BocHN

CH,CH,NH, oh 5k

K,COjg, CH5C
O O Kl, rflx
CO, Na*

- 2 \ OH HO
S LB 2 ] _ 0 OH
N~ N B "By (CHy)3 NN P j

g
&
\_
/

\ Z
N VAR N rN 7
Déprotectio —N N=
NH 4 CF3;COOH NBoc
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H,N
NHBoc H,N Ha
HN BocN
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Déprotection Guanidine v
OH T O
i ? o OH OHi 0 5
° 58 O
[ J / TN
)N N= )N N

Fig. 4 : Stratégie de synthése des prodrogues hydrosolubles.
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l11.3. Création de fonctions hydrosolubilisantes sur la partie
haute du calix[4]aréne

La premiére étape du schéma synthétique, consiste a modifier la couronne
supérieure du calix[4]aréne, en y incorporant des fonctions hydrosolubilisantes de
types aminoéthyle ou guanidinoéthyle. Nous avons présenté au chapitre Il, les

procédés chimiques conduisant a ces transformations.

lll.4. Incorporation du nalidixate sur la partie basse

La préparation des sels de sodium de l'acide nalidixique a été précédemment
décrite [2,3]. Cette méthode consiste a ajouter un équivalent d'une solution
d’hydroxyde de sodium a une suspension de quinolone dans l'eau, a température
ambiante (Fig. 5). Aprés la solubilisation totale, le solvant est évaporé et le solide

rouge est mis dans un dessiccateur sur P,Os pendant une semaine.

o o0 o o
N at
- on _ FEtONa ~ ONa

A X
N~ °N 99% N~ °N
acide nalidixique

Fig.5 : Synthése du sel de sodium de l'acide nalidixique 54.

Des améliorations a la derniére étape ont été apportées. En effet, une
lyophilisation de la solution saline permet en une nuit d’obtenir le sel sous forme de

solide de coloration jaune clair avec un rendement quantitatif.

l11.4.1. Synthese du bromo-propyl nalidixate 55

La synthese du dérivé bromé 55 fait intervenir un excés de 1,3-dibromopropane
dans le but de défavoriser la dimérisation dans un solvant anhydre (DMF fraichement
distillé sur CaH, sous vide poussé et a basse température). La température de

réaction est maintenue a 35°C.
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Fig.6 : Synthése du bromo-propyl ester de quinolones

La purification du bromo-propyl nalidixate 55 est obtenue par pré-purification
rapide sur colonne chromatographique de silice, élué par 100% de CH.Cl,. Puis,
deux a trois précipitations a froid, dans un mélange CH,CI, / heptane 60 : 40 (v : V)
permettent d’obtenir le bromo-propyle nalidixate pur, sous une forme solide jaunatre.

L'analyse RMN du proton réalisée sur le composé 55 est conforme a la littérature.

111.4.2. Greffage du bromopropyl-nalidixate sur le tétra-(boc-
aminoéthyle)calix[4]arene 8.

Dans la deuxiéme étape, nous avons ciblé le greffage sur la partie basse du
tétra-(boc-aminoéthyl)calix[4]aréne 8 (synthese présentée au chapitre Il), de un puis
deux acides nalidixigues (en position distale), sous la forme de bromopropyl

nalidixate (Fig. 7).

GHS GHS Espaceur = X = groupe variable : CH,CH,CH,
GH

SHG
OH | O
OH  oOH XPA o O

GHS GHS
SHG \GHS / /‘ ‘ o

PA = Principe actif : Acide Nalidixique

OH Yho GHS GHS
OH oK l\} SHG ir\GHs \
eV
% / GHS = groupe hydrosolubilisant = CH,CH,NH,
OH | O,
0 XPA
APX oH

Fig.7 : Modele de calixarene-prodrogues hydrosolubles.
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Nous avons ciblé les syntheses de deux dérivés nalidixiques mono-substitué 56
et di-substitué 57. (Fig. 8)

CH3CN 26qK,CO4

CH3CN, 0.6 éq K,CO3
H

J OH KI, rflx KI rflx OH
O O pr O O pr J
60%
w ’ /‘ ‘ OJ w )Kf‘j\@\

N 40%
Y ss N K 55

Fig.8 : Synthese des composés 56 et 57.

Les conditions opératoires du greffage validées depuis longtemps au
laboratoire [1,2] font état de la solubilisation du composé 8 dans I'acétonitrile
(fraichement distillé sur CaH,) a reflux, sous atmospheére d’argon pendant 24 heures
en présence d'une base minérale, le carbonate de potassium. L’anion phénate

(nucléophile) qui est généré va se substituer au brome du bromo-propylnalidixate 55.

Du fait que nous avions un bromure d’alkyl primaire, nous nous attendions a
une faible réactivité. C’est pourquoi nous avons envisagé I'ajout de Kl pour aider la

réaction de substitution.

Le tableau 1 indique les proportions de K,CO3, de bromopropylnalidixate utilisé
pour la synthése des composés 56 et 57, ainsi que les rendements de ces podants

isolés et purifiés.

Produits K>CO3 Bromopropylnalidixate Rendements
56 0,6 éq. 1 éq. 60%
57 2 éq. 2 éq. 40%

Tableau 1 : Stcechiométries employées et rendements obtenus pour 1
équivalent de calixarene pour les podants 56 et 57.
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111.4.2.1. Problemes rencontrés lors du greffage.

La fonctionnalisation sélective des groupes hydroxyles (mono- ou di-
fonctionnalisation 1,3) est délicate a réaliser, la déprotonation de une a quatre
fonctions hydroxyles étant liée a la force de la base utilisée, mais aussi a la
température, au temps de réaction, a la nature du solvant, ainsi qu’a la réactivité de

I'électrophile.

La synthese des podants 56 et 57 ne s’est pas faite sans difficultés. Nous
avons constaté que, méme lorsque nous utilisons un excés de base, le brut
réactionnel contient toujours les réactifs de départ; la conversion n’est donc pas
totale dans les conditions de réaction. En méme temps, il se forme en faibles
proportions des sous-produits de réaction. La chromatographie couche mince (SiO,,
CH2Cl, / MeOH 98 : 2 (v : v).) réalisée sur les bruts de synthése nous montrent, des

Rf tres proches induisant des problemes de séparation.

Nous avons également été confrontés aux problemes de dégradation de nos
produits pendant leur purification par chromatographie sur colonne de silice, avec

I'éluant CH,Cl, / MeOH, notamment pour le mono-substitué 56 (Fig. 8).

L'analyse RMN *H réalisée sur les produits de dégradation montre qu'il s’agit de
I'ester méthylique de l'acide nalidixique, qui serait issu d’'une réaction de trans-

estérification, probablement catalysée par la silice en présence du méthanol.

Fig. 9 : Réaction de trans-estérification sur 56.
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Face aux problémes rencontrés (réaction incompléte, fonctionnalisation
complexe des groupes hydroxyles et dégradations du produit durant la purification)

nous avons apporté certaines modifications :

eEvolution des conditions stoechiométriques vers la mise en contact de 0.6
eéquivalent (au lieu de 1 équivalent) de l'agent alkylant pour un équivalent
calixarénique. Des lors, nous avons observé en CCM (SiO,, CH,Cl, / MeOH 98 : 2
(v : v)), une consommation considérable des réactifs avec formation de trés peu de

produits secondaires.

ela purification sur colonne est réalisée avec un petit volume de silice, le
mélange d’élution CH,Cl,/ MeOH 98 : 2 (v: v), a lieu apres plusieurs élutions au
CHCl,. Cette procédure vise a réduire le temps de contact entre le produit, la silice
et le méthanol.

Nous avons pu, par ces changements de protocole, isoler aprés plusieurs
purifications le produit 56 propre, avec un rendement de 60%

[11.4.2.2. Evaluation des structures - Analyses de 56 et 57.
e RMN 'H

L'étude des spectres RMN *H, *C, DEPT, COSY, HSQC et HMBC a été faite
conformement a la littérature [2,4] et nous a permis de confirmer la formation des

composés 56 et 57.

Nous présentons ci-dessous (Fig.10 et Fig. 11) les spectres (RMN H, 400
MHz, CDClI5) caractéristiques des calix[4]arénes mono- 56 et bis-substitué 57 . Notre
démarche dans cette étude consiste a montrer I'existence d’une partie quinolone (1 a

deux groupes nalidixate) qui soit lié a un calix[4]aréne via un groupement propyle.
- Nalidixate :

Le proton vinylique H(2) apparait dans tous les cas sous forme de singulet, a
8,68 ppm (1 H) et 8,63 ppm (2 H) pour 56 et 57 respectivement. Les protons H(5) et
H(6) sortent sous la forme de doublet a 7,23 et 8,64 ppm (J = 7,91 Hz) pour 56, et a
7,18 et 8,54 ppm (J = 8,04 Hz) pour 58. Un massif est observé a environ 4,40-4,60
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ppm (56) et a 4,34 ppm (57) qui correspond aux protons -CH,- du groupe éthyle (la
constante J n’est pas mesurable). Le singulet a 2,67 et 2,63 ppm est attribué au

méthyle, avec respectivement 3 H pour 56 et 6 H pour 57.
- Calix[4]arene :

Il se justifie par la présence d’un massif a 1,38 ppm attribué aux protons des
groupes Boc. On observe également un ensemble de signaux dont deux massifs a
2,58 et 3,27 ppm pour 56 et un ensemble de quatre massifs a environs 2,46; 2,53-
2,66; 3,16-3,20; et 3,30 ppm pour 57, attribué aux bras éthyléniques reliant
calixaréne et fonctions guanidiniums. La conformation cbne est déduite de la
présence d'un systeme AB entre 3.35 — 4.48 ppm (Jag = 13 Hz) pour 56 et 3.26 —
4.27 ppm (Jas = 13.04 Hz) pour 57 ; ces signaux correspondent aux protons des
ponts méthylénique ArCH,Ar. Les protons aromatiques sont représentés pour 56 par
un ensemble de deux massifs a 6.86 et 6.89 ppm qui intégre pour 8 H, et, pour 57,

deux singulets bien distincts a 6.71 et 6.76 ppm intégrant chacun pour 4 H.

- La mono- ou la di-O-alkylation des macrocycles est déduite par la présence de
I'ensemble (triplet-« quintuplet »-triplet) a 2.58, 4.47, 4.82 ppm et 2.53-2.68, 4.20,
4.86 ppm du groupe propyl respectivement pour 56 dans un rapport 1 : 2 avec un jeu
de protons de référence du calixarene (doublet ArCH,Ar a 4.48 ppm), et pour 57

dans un rapport 1 : 1 (doublet de référence ArCH,Ar a 4.27 ppm).

cocl,

<
o o o
/’L 0 H?/o o4 ion‘ CH, t-bu >

HN
HN N
O)\NH \\
gy
oHYa 9 9 s CH,CH,NH

CH,COO + CHyCH,N

CH,CH,NH # CH,CH,CH,

--------

\ CH,CH,N
ArCH,Ar ¥ s

(ppm)

Fig.10 : Spectre RMN *H (400 MHz, CDCls, TA) du composé 56.
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8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0

Fig.11 : Spectre RMN *H (400 MHz, CDCls, TA) du composé 57.

Les déplacements chimiques *H et *C des groupes ArCH,Ar sont reportés
dans le tableau 2.

Produits Composé 56 Composé 57
RMN *H (ppm) 3.35 — 4.48 (13 Hz) 3.26 — 4.27 (13.04 Hz)
RMN 3C (ppm) 31.98, 32.52 31.97

Tableau 2 : Déplacements chimiques en RMN *H et *3C des ArCH.Ar des podants
56 et 57.

Nous présentons sur la figure 12, les spectre RMN **C (100 MHz, CDCls, TA)
des composés 56 et 57. Le déplacement chimique des ArCH,Ar a 31.97 ppm

confirme leur conicité.
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Fig.12 : Spectre RMN **C (100 MHz, CDCls, TA) des composé 56 et 57.

111.4.3. Déprotection des composés 56 et 57

La déprotection des composés 56 et 57 s’est faite suivant un protocole usuel,
dans le mélange CH.CIl, / TFA 85: 15 (V : V), a température ambiante sous

atmosphere d'argon pour donner, aprés traitement, les trifluoroacétates
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dammoniums 58 et 59 avec un rendement quasi quantitatif 95% et 96%

respectivement.

Comme pour les produits initialement préparés [7], nous avions une crainte a
propos de la stabilité des ponts éther reliant la quinolone au calixaréne. Les analyses
effectuées sur ces produits ont montré que la stabilité des liaisons éther et ester était
effective.

111.4.3.1. Analyses des composeés 58 et 59

L’analyse élémentaire des prodrogues mono- et bis-nalidixate (58 et 59) aprés
lyophilisation correspond pour le dérivé 58, a la formule Cs;HgoNeO7, 4 CF3COOH, 4
H,O (masse 1396,47 g/mol). Le dérivé bis-substitué 59 répond a la formule
CesHsoNgO10, 5 CF3COOH, H,0O (masse 1721,5 g/mol).

Ces produits ont été totalement caractérisés; outre l'analyse élémentaire,
'étude par RMN 'H de ces deux ammoniums est conforme & nos attentes, &
guelques impuretés pres. On note la présence de traces de diéthyléther, dont

I'élimination est parfois trés difficile avec ce type de sels (lyophilisation nécessaire).

Les spectres RMN *H de ces deux composés sont présentés en Figure 13.

Nous en donnons ci-aprés quelques éléments d’interprétation.

- L’'absence sur les deux spectres (a/58) et (b/59) d’un signal large a 1.38
ppm correspondant aux protons des groupes protecteur (Boc) prouve que la
déprotection a été complete.

- Sur le spectre (a / 58), un ensemble de quatre massifs a 2.54, 2.66,
2.95 et 3.09 ppm est attribué aux bras éthyléniques reliant le calixaréne aux
fonctions ammoniums (ArCH,CH,NH,). Une RMN *H dans le DMSO-Dg permettrait
de distinguer ces deux signaux via un couplage avec le NH (pas d’échange H / D)

- Sur le spectre (b / 59), ces groupements éthylammoniums sont
représentés par un ensemble de quatre massifs a 2.40-2.69, 2.88, et 3.03 ppm.

- Le composé mono-nalidixate 58 présente dans les champs moyens, et
dus a sa dissymétrie, deux systemes AB entre 3,30-3,95 ppm et 3,41-4,13 ppm (Jas
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= 13,6 Hz) attribués aux groupements ArCH,Ar. Le bis-nalidixate 59 quant a lui
exhibe un seul systeme AB entre 3,28—4,14 ppm (Jag = 13,36 Hz, 8 H)

- L’introduction d’un groupe nalidixate sur la partie basse du calix[4]arene
entraine la diminution de la symétrie de 'anneau macrocyclique (C4v en D,h) créant
trois groupes de noyaux phénoliques (Fig. 14). Ainsi le spectre de 58 fait apparaitre
dans sa partie aromatique, deux singulets intégrant chacun pour 2 H, a 6.72 et 6.84
ppm correspondant aux deux protons du noyau phénolique substitué et a ceux de
son voisin d’en face, puis deux doublets a environ 6.88 ppm (J = trés fins) attribué

aux protons des groupes phénoliques non substitués.

- La présence de deux nalidixates en position distale sur la plate-forme
calixarenique transforme la symétrie C4v du calixaréne non substitué en une symétrie
C,v, de ce fait le spectre du bis-nalidixate 59 est plus simple que celui du mono-
nalidixate 58. Ainsi les protons aromatiques des noyaux phénoliques sont identifiés

sous forme de deux singulets a 6.71 et 6.73 ppm intégrant chacun pour 4 H.

- Une ensemble de signaux (triplet-«quintuplet »-triplet) du bras espaceur
propyl reliant la partie calixarenique a l'acide nalidixique. Les déplacements
chimiques sont les suivants : 2.54, 4.31, 4.73 ppm pour le mono-nalidixate 58 et

2.40-2.69, 4.20-4.30, 4.83 ppm pour 59.

- Les signaux qui justifient la présence du groupe nalidixate : un triplet a
1.39 ppm (J = 6.5 Hz) intégrant pour 3 H (58) et a 1.35 ppm (J = 7.18 Hz) intégrant
pour 6 H (59). Un ensemble de signaux (triplet-quadruplet) du groupe éthyl sur le
nalidixate a 1.36, 4.31 ppm pour 58 et a 1.35, 4.20—4.30 ppm pour 59. Dans les deux
cas, les spectres présentent dans les champs faibles un singulet attribué au proton
vinylique H(2) a 8.83 ppm (58) et 8.73 ppm (59), et deux doublets attribués aux
protons H(6) et H(5) a 7.39 et 8.33 ppm pour 58, et a 7.39 et 8.34 ppm pour 59.
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Fig. 13 : Spectre RMN *H (400 MHz, DO, TA) des composés a) 58 et b) 59.
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Nous avons également réalisé les spectres RMN **C des composés 58 et 59,
qui présentent des profils identiques et confirment la nature conique des entités
calixareniques, les carbones correspondants aux ponts meéthyléniques (ArCH,Ar)
apparaissant a 30.90 ppm pour 58 et a 30.77 ppm pour 59. Nous avons choisi de

présenter ici le spectre RMN **C du prodrogue hydrosoluble 59 (Fig.15).
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, OCH,CH,CH,0CO A CH,CH,CH,

: c3 v
c co ¥ C10 co S
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NH,
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’ 2 CH,

Fig. 15 : Spectre RMN *H (100 MHz, DO, TA) du composé 59.

L’'analyse par spectrométrie de masse en électrospray mode positif nous apporte

des profils conformes a nos attentes. Les spectres sont représentés en figure 16.
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Fig. 16 : Spectres de masse en électrospray mode positif de 58 et 59.

[11.4.4. Synthese des analogues alcools

La figure 17 représente la réaction hypothétique d’hydrolyse des prodrogues,
tels que nous I'envisageons (exemple du prodrogue 58). Selon cette hypothese, le
prodrogue mono-nalidixate 58 est hydrolysé pour donner deux produits : I'alcool 65

et I'acide nalidixique NAL.

Afin de pouvoir les identifier durant les analyses chromatographiques prévues
dans les études d’hydrolyse, et d’évaluer leurs éventuelles activités antibactériennes
propres dont il faudra tenir compte dans I'étude des propriétés biologiques des deux
prodrogues 58 et 59 correspondants, il s’est avéré indispensable de faire la synthese

de 65 et de son homologue di-alcool 67.
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Fig. 17 : Hypothese d’hydrolyse du prodrogue 58.

111.4.4.1. Synthése du podant calixarénique hydrosoluble mono-
propyl alcool 65

Le composé 65 a été obtenu en deux étapes. La premiére est une réaction de
trans-estérification volontaire du prodrogue mono-nalidixate protégé 56 qui, sous la
forme organosoluble subit une hydrolyse de la liaison ester suivant la réaction

présentée sur la figure 18.

Le calixaréne mono-nalidixate 56 a été mis en solution dans I'éthanol en
présence de 7 équivalents de K,COg3; apres une nuit de réaction a température
ambiante et sous argon, le mélange réactionnel devient jaune trouble. Les
chromatogrammes (SiO,, iode + sable) du brut réactionnel nous ont montré la
présence d'un produit majoritaire qui est par la suite purifié sur colonne
chromatographique (SiO,, CH,Cl,: MeOH 99: 1 (V: V)). Apres un traitement de

purification, nous avons obtenu l'intermédiaire alcool 64, avec 61% de rendement.

La seconde étape a consisté a faire une déprotection classique des fonctions
amines en milieu acide (CH.CIl,/ TFA 75 : 25 (v: v)) (Fig.18). Apres avoir subi un
traitement de purification identique aux déprotections précédemment décrites, le brut
est lyophilisé pour donner le composé 65 attendu, parfaitement hydrosoluble, avec

un rendement de 95%.
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CH,Cl, / TFA

TA, 95%

Fig.18 : Synthese du composé 65.

111.4.4.1.2. Analyse des composés 64 et 65

Nous avons effectué toutes les analyses courantes (analyses élémentaires,
Tableau 2), RMN H (Fig. 19) et *3C (Fig. 20), Masse (Fig. 21), IR et UV sur les
composés 64 et 65. Celles-ci nous révelent des structures tout a fait conforme a nos

attentes.

o L‘analyse éléementaire des composes 64 et 65 est présentée dans le
tableau 2; nous notons que 64 est probablement accompagné d'un résidu

CHxCly,.

Calculé (%) Trouve (%)

CseHs2N4O13, ¥2 CH,Cl, (1096.60)
64 C(65.43%); H(7.64%); N(5.18%)
C(65.10%); H(7.62%); N(5.10%)

CseHsoN4Os, 4 CF3COOH, 3 H,0 (116.98)
65 C(48.36%); H(4.84%); N(4.76%)
C(48.46%); H(5.19%); N(4.81%)

Tableau 3 : Analyses élémentaires des composés 64 et 65.
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e RMN *H

On constate en Figure 19, la disparition des signaux correspondants a I'acide
nalidixique a 4.47, 7.23, 8.64 et 8.68 ppm (NCH,CHs;, H(6), H(5) et H(2)). La
présence du bras propyl alcool est confirmée par les signaux a 4.24; 3.97 et 2.26
ppm (ArOCH,CH,CH,OH). Chaque signal intégre pour deux protons. Les protons
aromatiques sont représentés par un ensemble de signaux bien définis sous forme

de deux singulets a 6.91 et 7.00 ppm, et d’'un doublet a 7.15 ppm.

CDC
(coch tBu~-==---*
) CH,OH
OCH,CHCH
AGHAr il
4 / ACHCHNH
T T T T T T T T YT T LI B NG L T L L | L DR
10.0 9.0 8.0 70 6.0 50 40 3.0 20 10

Fig. 19 : Spectre RMN *H (400 MHz, TA) de 64 et 65 dans respectivement CDCl; et
D.O0.

Les analyses RMN *C (100 MHz, TA) réalisée sur des composés 64 et 65

(Fig. 20) nous informent que les structures calixareniques ont conservé leur
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conformation cone, justifié par la présence du signal des carbones des ArCHAr a
31.98 et 32.52 ppm (64) et & 31.12 ppm (65).
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Fig. 20 : Spectre RMN C (100 MHz, TA) de 64 et 65 dans respectivement
CDC|3 et D,O.

D’autre part, des études de spectrométrie de masse en électrospray mode
positif (Fig. 21) ont été faites sur ces deux composes, elles confirment les structures

des produits attendus.
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Fig. 21 : Spectre de masse en électrospray mode positif de 64 et 65.
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111.4.4.2. Tentative de synthese de I'analogue bis-alcool 67.

Nous avons également envisagé la synthése de I'analogue bis-nalidixate 67. En
premiére intention, nous avons décidé de suivre le procédé de trans-estérificaion
ayant permis d’obtenir I'analogue mono-alcool 65, en l'adaptant a I'intermédiaire 57
(Fig. 22).

Fig. 22 : Hypothése de synthese de I'analogue bis-alcool 67.

Malheureusement cette voie n’a pas permis I'obtention du bis-alcool 67 dans
des conditions efficaces. Actuellement, d’autres voies de synthése « douces » visant
a son obtention sont en cours d’étude, par exemple celle consistant a greffer deux
groupements -propryl-benzoate par réaction du dérivé bromé i) sur la couronne
basse du calix[4]arene 8, greffage suivi de la saponification des esters, puis de

I’hydrolyse des groupes protecteurs Boc. (Fig. 23).

Fig. 23 : Hypothése de synthése de I'analogue bis-alcool 67.
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lII.5. Vers une autre voie d’hydrosolubilisation des prodrogues

calixaréniques mono- et bis-nalidixate.

Dans le but dagrandir la famille des prodrogues hydrosolubles a base
calixarénique, nous avons remplacé la fonction ammonium par un autre groupement
hydrosolubilisant : le guanidinium. Dans ce cadre, notre démarche cumule a la
recherche d’hydrosolubilité, 'apport de I'activité antibactérienne reconnue pour les
dérivés du composé leader tétra-(guanidinoéthyl) CX1 / 13. Nous présentons ici les

premiers résultats concernant ce projet.

La création de la fonction guanidine a mis en jeu la méthode N°2 (mode
opératoire décrit précédemment), impliquant le synthon di-boc-triflylguanidine 12 et le
dérivé prodrogue aminé 58. Nous avons obtenu le produit tétra(di-
(Boc)guanidinoéthyl)calix[4]arene mono-nalidixate 60 recherché (représenté en
figure 24) avec un rendement de 65%. Le produit final, le tétra-trifluoroacétate du
tétra-(guanidinoéthyl)calix[4]arene mono-nalidixate 62 (voir figure 24) est obtenu par
déprotection de 60 dans le mélange CH,Cl, / TFA 85 : 15, avec un rendement élevé
(91%).
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Fig. 24 : Spectres RMN *H des dérivés guanidino- 60 et 62 (400 MHz, TA).
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Les spectres RMN *H superposés des composés 60 (CDCls) et 62 (D,0) sont
donnés en figure 24. Ces spectres présentent des profils analogues a ceux des
prodrogues ammoniums et qui correspondent & nos attentes. Le spectre du composé

62 montre la présence de quelques impuretés.

cDCl,

C(CH3); ----- >
( 3)3 CH3
Cm |
| CH,CH,N [
« NN T o g
C6 ' '
c2 C5 v v
> Al » co  c3 N A A
C . Dw : : X
»iy P *Co ; ; v P
. el0 Cp « : ; ArCH,CH,NH! !
co ! " | B
Cipso / “r Lot ArCHLAr
CMeg
-------------- OCH,CH,CH,0CO ------
““““““““
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

Fig. 25 : Spectre RMN **C du composé 60.

Les analyses RMN!C (100 MHz, TA) des composés 60 et 62 dans
respectivement CDCIl; et DO, confirment la conicité des deux structures

calixareniques, par la présence systématique du signal des ArCH,Ar autour de 31
ppm (Fig. 25).

L’analyse élémentaire du sel 62 correspond a la structure recherchée,
accompagnée d’'une molécule d’acide trifluoroacétique et d’'une molécule d’eau. Sa
composition chimique donne CssHgsN1407, 5 CF3COOH, H,O pour une masse
molaire de 1625,35 g/mol.

Le spectre de masse de 62 en électrospray mode positif montre bien la
présence de l'entité calixaréne recherchée avec le pic moléculaire désalifié
monochargé a 1037.82 u.m.a. [M-4 CF;COOH + H']", dichargé a 519.60 u.m.a. [M-4
CF3sCOOH + 2 H'1**"?, ainsi que le produit d’hydrolyse [M-NAL-4 CFsCOOH + H +
H]" &4 823.83 u.m.a.

Un probleme technique ne nous a pas permis d’insérer le spectre en figure.
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En conclusion, nous avons dans ce projet développé une série de nouveaux podants
basés sur I'association, par le biais d’'une fonction présentant un certain caractére de
labilité, d'une plate-forme calix[4]arénique hydrosoluble et d'un principe actif
antiinfectieux (I'acide nalidixique).

La relative complexité de cette stratégie a ce jour imposée par le choix des
groupes protecteurs, ainsi que les difficultés rencontrés pendant les étapes de
purification nous ont contraint a limiter notre approche a la synthese des prodrogues
ammoniums mono- et bis-nalidixate (58, 59) et initier la synthése des dérivés
guanidinium avec le mono-nalidixate 62. D’autres dérivés guanidino- ont été

préparés, non décrits ici.

l11.6. Evaluation du caractére prodrogue des composes 58 et 59 par
CLHP phase inverse

[11.6.1. Objectif de I’évaluation

L’objectif de cette étude est la validation du concept «prodrogue» des podants
58 et 59. C'est-a-dire, montrer grace a un systeme CLHP a polarit¢ de phase
inversée que I'hydrolyse des composés 58 et 59 se fait selon la figure 17. Ce qui
entraine respectivement la libération des analogues alcools 65, 67 et l'acide
nalidixique. Pour cela, Nous avons donc développé et validé une méthode CLHP de

dosage de I'acide nalidixique notamment en milieu biologique (plasma de rat).
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[11.6.2. Matériels et méthode.

Toutes les manipulations et expériences décrites dans ce chapitre sont

réalisées avec les matériels et procédures qui suivent.

111.6.2.1.Matériels

L’'acide nalidixique utilisé comme référence provient des laboratoires
WINTHROP (Longvic, cbte d'or). L'acétate d’ammonium provient de UCB (Union
chimique belge; Euronext : UCB). L’acide orthophosphorique est issu de la société
Riedel-de Haén. Les tampons pH 7,0 et 10,0 proviennent de Prolabo (Prolabo, Vitry,
France). L’hydroxyde de sodium (NaOH 1,0 M) est commercialisé par la société
Riedel-de Haén. L’acétonitriie (HPLC grade) et le méthanol (HPLC grade)
proviennent de CARLO ERBA REACTIS-SDS, (Rueil Malmaison, France). L'eau
ultra pure est obtenue par le systeme d’appareil Milli-Q Bedford, MA, USA).

Les plasmas de rat (héparinés) nous été fournis par le Pr Isabelle Lartaud
(Laboratoire de Pharmacologie Cardiovasculaire Faculté de Pharmacie de Nancy).

Les analyses sont effectuées a I'aide d’une chaine de chromatographie liquide
haute performance (HPLC) constituée d'une pompe de type Merck HITACHI,
équipée d’'une boucle d’'injection de 20 pL, d’'une colonne chromatographique de type
RPig (125 x 4 mm, 100 A, 3 ym) maintenue & 25°C par un four (T-6300 column
thermostat, Merck).

La méthode utilisée est basée sur celle décrite par Hua et coll. [7], La phase
mobile est un mélange ternaire constitué de tampon acétate (pH 2,0; 50 mM),
d’acétonitrile (30%) et de méthanol (65 : 30 : 5; v: v : V) a un débit de 1.0 mL/min. La
détection est réalisée entre 200-350 nm, quantification a 256 nm avec un détecteur
UV a barrette de diodes (DAD). L’acquisition des données est réalisée a l'aide d’'un
ordinateur muni d’un logiciel de traitement des données de type (D-700 Multi-
HSM_Manager).
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111.6.2.2. Développement de la Méthode

Plusieurs techniques ont été développées pour l'identification et la quantification
de l'acide nalidixigue NAL dans des fluides biologiques et dans des préparations
pharmaceutiques. La majorité des méthodes analytiques publiées sont basées sur la

(CLHP) [7-12] en détection UV ou couplée a la spectrométrie de masse [13,14,15].

Le premier objet de cette étude a été de trouver des conditions d’élution, nous
permettant d’identifier et de quantifier I'acide nalidixique dans un systeme CLHP a
polarité de phase inversée. La composition de la phase mobile la mieux adaptée, a la
fois aux prodrogues ammoniums (pka proche de 10) et a I'acide nalidixique a été le
mélange ternaire suivant : tampon acétate d’ammonium (50 mM) ajusté a pH 2.0 par

I'acide orthophosphorique / CH3CN / MeOH 65/ 30 / 5; VIVIV [13,14].

Les premiers essais nous ont permis d’identifier 'acide nalidixique a

X/
£ %4

partir de deux échantillons témoins dilué dans la phase mobile (C1 = 220 yg/mL et

C2 =11 pg/mL).
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Fig. 26 : Chromatogramme (4 = 254 nm) obtenu pour I'acide nalidixique (NAL)
dans la phase mobile (11 xg/mL).

167



NOUVEAUX PRODROGUES

Apres injection des échantillons dans le systéme d’analyse, nous avons obtenu
des chromatogrammes identiques, dans lesquels nous observons la présence bien
distincte d’'un pic avec un temps de rétention a environ 6.83 minutes (Fig. 26). Mais
l'identification certaine du pic comme étant celui de I'acide nalidixique n’a pu se faire
gue grace a un détecteur UV a barrette de diodes (DAD) entre 200 — 300 nm, couplé

au systeme chromatographique.

Nous avons également préparé une solution 1 mg/mL de prodrogue mono-
nalidixate 58 dans la phase mobile. L’injection est réalisée aprés dilution au 1/5 dans

le méme systeme que précédemment.

Le chromatogramme obtenu montre un profil quasi propre (peu de pics
interférents) ou se distingue trés majoritairement un pic a 1.16 mn. Le DAD a permis
de lidentifier comme étant le pic du prodrogue mono-nalidixate 58. Le pic de
'analogue mono-alcool 65 est lui aussi identifié grace a son spectre UV a Tr = 0.98
mn dans le chromatogramme de la figure 28.

Time
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58

504

c»3
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. $-233
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Fig. 27 : Chromatogramme (4 = 254 nm) du mono-nalidixate 58 avant

hydrolyse.
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NB : la qualité du profil chromatographique du prodrogue 58 nous apporte une
information supplémentaire quant a la qualité de nos produits, on constate par
exemple, dans le cas du composé 58 la présence en minima d’acide nalidixique
résiduel. La qualité de ce spectre, donc du composé 58, est primordiale pour les

études microbiologiques ultérieures.

% Pour réaliser les premiers essais de récupération de I'acide nalidixique
dans une matrice biologique, nous avons préparé et comparé les chromatogrammes

de deux témoins (témoin acide nalidixiqgue A et témoin plasma de rat B) (Fig. 28).

Cependant, la présence des protéines dans le plasma de rat a nécessité un
traitement particulier de I'’échantillon plasmatique. Il existe plusieurs possibilités pour
le traitement préalable des échantillons biologiques. A I'extraction (liquide-liquide,
liquide-solide ou SPE) nous avons préféré une méthode plus simple de précipitation
via un agent déféquant (I'acétonitrile). Le procédé de défécation vise a précipiter les
protéines avant injection de I'échantillon dans le systeme chromatographique. I
existe différents types d’agents précipitants, les principaux sont des acides tels que
trichloroacétique par exemple, ou des solvants organiques, tel que I'acétonitrile qui a
la particularité d’étre compatible avec les systemes CLHP. Voici le protocole de

traitement utilisé pour la précipitation des protéines :

A 50 pL de plasma, surchargé ou non, sont additionnés 50 uL d’acétonitrile,
I'ensemble est vortexé (30 s) puis centrifugé (14000 tr/min, 5 minutes a température
ambiante). On récupére 50 yL de surnageant qui sont ajoutés a 200 uL de phase

mobile puis injectés dans le systéme CLHP.

Nous avons obtenu les chromatogrammes A et B. On constate I'absence de
perturbations entre le pic dacide nalidixique et ceux des analytes interférents

présents dans le plasma aprés traitement (entre 5 et 7 mn).
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Fig. 28 : Chromatogrammes du témoin acide nalidixique (A) et du blanc plasmatique

(B) dans la phase mobile.
111.6.3. Validation de la méthode

La validation d’'une méthode est la procédure par laquelle on démontre que les
performances de la méthode permettent de répondre aux exigences de l'usage
auquel elle est destinée. La validation a été faite suivant le respect des critéres
définis par I'ICH Guidelines [16] sur a) le témoin acide nalidixique; b) sur I'échantillon
plasmatique.

Pour chaque critere, apres une rapide définition et énoncé du protocole d’application,

nous donnerons les résultats obtenus.

e La spécificité : Une méthode est spécifique lorsqu’elle permet de mesurer
'analyte avec la garantie que le signal instrumental ne provient que de l'analyte

méme en présence d’autres composants

< Application : nous avons comparé les chromatogrammes du témoin

acide nalidixique (A) et celui du témoin «blanc» plasmatique (B). (Fig. 28).

% Résultats : le résultat est positif car on n'observe pas d’interférence
entre le pic de I'acide nalidixique (identifiable par le détecteur a barrette diodes a
6.16 mn) et les analytes potentiels présents dans le plasma (entre 1 et 2 mn). Donc
la méthode est bien spécifigue a [lidentification et la quantification de I'acide

nalidixique.
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e La linéarité : la linéarité des gammes d’étalonnages est la vérification de la

proportionnalité de la réponse en fonction de la concentration en analyte a doser.

X Application : nous avons d’'abord défini le domaine d’étude ou linéarité,
exactitude et précision doivent étre respectées. 5 points de gamme ont été ainsi
définis :

- 2 points de faible concentration (1 et 5 pg/mL).
- 1 point central 10 pug/mL.
- 2 points de forte concentration (16 et 20 pg/mL)

20 pg/mL représentent la concentration d’acide nalidixique totale libérée pour
100% d’hydrolyse (calculée grace a la concentration du prodrogue correspondant).

La linéarité a d’abord été réalisée pour le témoin acide nalidixique (T1) dans la
phase mobile et pour la prodrogue 58 dans le plasma de rat (T2). Les deux droites
sont par la suite comparées statistiqguement. Nous observons deux droites similaires

donc il n'y a pas d’effet de matrice.

% Evaluation statistique de la linéarité (tableau 3).
Pour chaque témoin (T1 et T2), il a été réalisé 5 concentrations injectées 3 fois (n = 3)

soit 15 points.

- Test de COCHRAN : c’est la premiére étape, elle consiste a vérifier

I’'homogénéité des variances entre groupes.

La vérification de ce test se fait en 5 étapes :

- Analyse de variances Anova: c’est un test de linéarité qui permet de
vérifier la bonne adaptation des mesures a un modele (existence d’'une pente et
validité de la droite).

La procédure d’analyse est la suivante : La détermination de la pentes et I'ordonnées
a l'origine s’est faite par le test de student avec a = 5%t = 2,16.
En partant de I'équation Y = ax + b, le test de Student nous permet de

déterminer des intervalles de confiances
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Selon les résultats du test de Student, on constate que les pentes
statistigues du témoin acide nalidixique (T1) et le témoin acide nalidixique sur
plasma (T2) sont proches (61224 pour T1 et 57534 pour T2) (Tableau 3), donc
on confirme l'absence d'un effet de matrice, ce qui justifie la possibilité de

comparer quantitativement I'acide nalidixique dans T1 et T2.

Modeéle linéaire
valeurs T1 T2
pente 61224 57534
Ecart-type sur pente 594 693
Intercept -9495 -10105
Ecart-type sur intercept 7518 8775
Coefficient de Corrélation 0,999 0,999
Ordonnée a l'origine t-value 0.05 2,16 1,26 1,15
F de linéarité (F) F-value 0.01 4,67 10620,20 | 6884,89
F de non linéarité (Fy) F-value 0.05 3,71 2,20 0,17

Tableau 3 : Evaluation statistiques de la linéarité des témoins T1 et T2 entre 1 - 20

ug/mL.

e Laprécision = répétabilité + précision intermédiaire

X La répétabilité exprime la capacité de la méthode a rendre un résultat
unique lorsque des mesures répétées sont réalisées dans les mémes conditions.
Dans notre cas, la répétabilité a été établie pour chaque témoin (T1 et T2). Nous
avons réalisé 18 déterminations pour 3 concentrations (1, 10 et 20 ug/mL) réalisées
6 fois (n = 6) chaque jour durant trois jours).

X Résultats : les résultats présentés dans le tableau 4 représentent les
variabilités par jours de validation. Ils montrent une répétabilité acceptable pour la
méthode avec le CV (le coefficient de variation) < 8%. Ce qui permet d’envisager

I'utilisation d’'une telle méthode a des fins de dosage précis.
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7

X La précision intermédiaire rend compte de la stabilité de la méthode
analytique sur une période de temps plus longue, trois jours en général. Le tableau 6
rend également compte de I'étude de la précision intermédiaire qui s’est faite en 3
jours. Le résultat est satisfaisant car le coefficient de variation intra et inter-jour ne

dépassent pas 8%, ce qui traduit la bonne reproductibilité de cette méthode.

e L’exactitude: elle exprime I'étroitesse de l'accord entre la valeur qui est
acceptée comme conventionnellement vraie et la valeur trouvée (= justesse). Elle
doit étre établie sur tout le domaine de linéarité.

X Application : L’exactitude de la méthode a été évaluée chaque jour (n
= 3 jours), par l'injection de 5 concentrations d’échantillons pour chaque série. Les
valeurs sont acceptées jusqu’a un coefficient de variation < 15 %. Ce qui est au

regard du tableau 4, largement le cas.

SS SP
Précision (RSD %) Précision (RSD %) Exactitude %

1°" jour LoQC 3,12 7,37 100.28 + 6.52
MeQC 1,99 1,66 96.97 + 1.59
HIQC 2,94 3,04 93.72 +2.83
2°™ jour LoQC 3,18 6,38 94.43 +5.27
MeQC 2,01 3,61 86.52 + 3.08
HIQC 0,93 4,83 92.30 + 4.43
3°™ jour LoQC 3,63 7,50 101.11 + 6.70
MeQC 2,01 2,33 96.24 +2.21
HIQC 1,81 5,22 97.91 +5.08
Précision intermédiaire (RSD %) LoQC 4,04 7,57
MeQC 2,44 6,17
HIQC 3,42 4,76

Tableau 4 : Précision obtenue pour la validation de la méthode a partir des témoins

acide nalidixique et acide nalidixique sur plasma.

e Limite de détection et de quantification : elles se mesurent a partir du
rapport signal sur bruit. La mesure se fait en tenant compte d’'un blanc et d'un
échantillon : LOD pour S/B = 3, LOQ pour S/B = 10.
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/7

X LOD : la limite de de détection est définie comme la plus petite quantité
de substance présent dans I'’échantillon et pouvant étre détectée avec un niveau de

confiance donné mais non quantifiée comme valeur exacte.

X LOQ : la limite de quantification est la plus petite concentration

d’analyte pouvant étre évaluée avec un coefficient de variation donné.

S/B = 2H/h

»—o—m%M.&(r——- byt

Fig. 29 : Chromatogramme représentant le rapport signal sur bruit.

e Applicati on : dans notre cas nous avons le blanc plasma et I'échantillon
acide nalidixique sur plasma. Les valeurs de LOD et LOQ déterminé sont 0.15 et

0.42 ug/mL respectivement.

[11.6.3.1. Conclusion sur la validation de la méthode

Cette méthode simple et rapide a permis de réaliser a la fois l'identification et la
guantification de I'acide nalidixique dans divers matrices de liquides biologiques. La
méthode a été validée selon les criteres définis par I''CH [16] pour sa spécificité, sa

précision, son exactitude et sa linéarité.

Cette étude qui a été menée par CLHP mode phase inverse couplée a un
détecteur UV a barrette de diodes (DAD), montre que notre méthode est fiable et

donne des résultats reproductibles. Ce qui nous a permis denvisager la
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détermination du pourcentage de libération de l'acide nalidixique a partir de

I’nydrolyse des prodrogues mono- 58 et bis-nalidixate 59 dans le plasma de rat.

[11.6.4. Evaluation de la qualité des prodrogues synthétisés par
CLHP

Nous avons pu évaluer, par la méthode précédemment développée, la qualité
de nos matieres premiéres synthétisées (mono- et bis-nalidixate 58 et 59). En effet,
I'analyse de nos échantillons a To montre la présence en tres faible proportion (1 a 2
%) d'acide nalidixique qui ne serait pas lié chimiquement a la molécule prodrogue
(résiduel). Ce qui démontre la bonne qualité de nos matiéres premiéres, résultat

d’une purification efficace (Fig. 27).

De plus, les chromatogrammes des différents lots étant tres similaires, nous
avons la confirmation que les synthéses sont reproductibles (essai sur trois lots de
synthese différents), ce qui est un atout pour assurer la fourniture de la méme qualité
en matiére premiere indispensable a nos études (chimie analytique et

microbiologique par la suite).

[11.6.5. Evaluation du concept prodrogue

L’évaluation du concept prodrogue a été réalisée sur les composés
calixaréniques hydrosolubles porteurs via une liaison ester labile d’'un a deux acides
nalidixique (58 et 59). Il s’agit dans cette étude, de montrer que les prodrogues 58 et
59, placées dans certaines conditions de pH ou en milieu biologique libérent I'acide

nalidixique.

111.6.5.1. Influence du pH

Il s’agit d’étudier I'influence du pH sur I'hydrolyse de nos prodrogues. Nous

avons donc réalisé des études d’hydrolyses a pH acide, neutre (7), alcalin (10 & 13).

% Hydrolyse en condition de pH acide
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Nous avons par deux études démontré la stabilité des prodrogues mono- et bis-
nalidixate (58 et 59).

La premiére porte sur les conditions de réaction visant a I'obtention des

prodrogues hydrosolubles (58 et 59).

En effet, la réaction se fait toujours en milieu acide (CH,Cl, / TFA 70 : 30 (v : V),
24 heures) sans gue nous ayons rencontré des problemes d’hydrolyse de la liaison
ester. Les analyses de RMN *H, **C, Analyse Elémentaire et Spectrométrie de

Masse confirment 'absence d’hydrolyse et donc la stabilité des prodrogues 58 et 59.

La deuxieme étude concerne un des tous premiers essais faits sur la cinétique
de dégradation du mono-nalidixate 58 en condition acide trifluoroacétique (1,0 M).
L'étude CLHP démontre la stabilité du pic correspondant au composé 58 apres

environ 30 jours.
% Hydrolyse en condition de pH neutre

L’hydrolyse du prodrogue mono-nalidixate 58 a été réalisée dans un tampon pH
neutre (7,0). La cinétique d’hydrolyse qui a été établie montre qu’apres (48 heures) le
taux de libération de l'acide nalidixique est < 10% (Fig. 30). Nous avons déduit que le

pH 7.0 ne constitue pas un facteur favorable a I'hydrolyse du prodrogues 58.
% Hydrolyse en conditions alcalines

Les études d’hydrolyse des prodrogues 58 et 59, ont également été menées
dans les conditions alcalines (pH = 10,0 et 13,0) (Fig. 30). Les échantillons de
prodrogues 58 et 59 ont été préparés dans chacune ces conditions et injectés au

systeme chromatographique aprés dilution.

Nous observons :

- Une libération de I'acide nalidixique a partir du prodrogue 58, dans les
conditions alcalines. La libération est plus rapide (le plateau de libération est atteint
au bout de 24 heures) et totale (100% d’hydrolyse) pour les conditions alcalines

extrémes (pH 13). Alors qu’a pH = 10,0, la libération est moins rapide et le plateau
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est atteint au bout de 150 heures. Le taux de libération de I'acide ne dépasse pas
60%.

- Une libération de l'acide nalidixique de facon modérée a partir du
prodrogue 59. A peine 40% (pH = 10) et 80% (pH = 13) d’acide nalidixique est
libérée en 150 heures.

spH13 epH 10 «pH7 «pH 13 «pH 10
© 120 - 100
< P —
s 100{ — 80 1,  ——
S s/ ol '
< -' 60 { /
o 601 * w0
§ / < | pH 10
‘@‘ 20 : : ¢
g U 4 T T L U T L '
= 0 50 100 150 0 50 100 150
temps (heures) ternps (heures)

Fig. 30 : Influence du pH sur la cinétique du mono- 58 et bis-nalidixate 59.

X En conclusion, nous montrons par ces différentes expériences que les
composés mono-nalidixate 58 et bis-nalidixate 59 sont stables ou quasi stable dans
des conditions de pH acide ou neutre. En revanche, pour des conditions de pH
alcalines, les composés 58 et 59 s’hydrolysent en libérant I'acide nalidixique, validant

ainsi le concept de prodrogue sur le plan chimique.

111.6.5.2. Evaluation du concept en matrices biologiques

Il s’agit maintenant d’évaluer I'hydrolyse et la libération d’acide nalidixique dans
des milieux de composition plus complexe exemple des matrice biologiques :
'albumine de sérum bovin (ABS), Sérum de veau fcetal (SVF) et le plasma de rat.

Les résultats ce sont avérés concluants, particulierement dans le plasma de rat.
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111.6.5.2.1. Hydrolyse du mono- et du bis-nalidixate (58 et 59)

dans le plasma de rat

Nous avons évalué la cinétique d’hydrolyse des composés 58 et 59 dans le
plasma de rat, avec l'espoir d'une libération effective de la quinolone (acide
nalidixique), et que cette derniére soit d’abord identifiee puis quantifiée afin d’établir

une cinétique de libération, et présumer d’une action antibactérienne in vitro.

Les conditions chromatographiques utilisées pour cette étude sont celles qui
ont été optimisées pour l'identification et la quantification de I'acide nalidixique dans

une matrice biologique.

Ainsi, pour chaque condition, une prise d’essai de 1,0 mg de prodrogue (58 ou
59) est introduite dans 500 pL de plasma (2,0 mg / mL) dans un tube Eppendorf.
Apres vortexation (30 s) et premier prélevement (T0), les eppendorfs sont maintenus
dans un bain a 37°C. Dans le méme temps, chaque milieu est également évalué
sans prodrogue (blanc). Tous les échantillons avant injection dans le systeme
chromatographique subissent le traitement de défécation des protéines que nous

avons présenté précédemment.

Pour chaque temps de la cinétique, chague milieu est traité par la procédure

suivante (le reste du milieu est replacé a 37°C) :

50 uL de plasma + 50 pL d’acétonitrile

Vortex 30 s

Centrifugation 14000 tr/min, 5 minutes a température ambiante
- 50 L de surnageant + 200 pL de phase mobile

Vortex 30 s

Injection
% Résultats :

La figure 34 montre simultanément La libération de I'acide nalidixique (NAL) et

la disparition du composé 58 (chromatogramme B et C). Le composé 58 et ses deux
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co-produits d’hydrolyse (65 et NAL) ont tous été identifies a I'aide du détecteur UV (A
= 254 nm) a barrette de diodes (DAD) sur la base de leurs spectres UV respectifs
(Fig. 31).

0.35 Mono-nalidixate 58 o
0.30 ' 0.30 Bis-nalidixate 59
0.25 4 0.25 7
0.20 analogue 0.20 { 1
5 0.15 1 alcool 65 4in !

0.10 1 0.10

. . t=24h . l)., \
0.05 AN 0.05 _“\.1, _ t=24h
0.00 ' , t=0h 0.00 e —_— N t=0h
e 2 3 5 R 2 4 5 8 10

3 10
Temps (heures) Temps (heures)

Fig. 31 : Chromatogrammes (1 = 254 nm) obtenus pour les prodrogues 58 59 dans
le plasmaderat (at=0ett=24h) et les spectres UV de NAL (a), 65 (b) et le
composé 58 (c).

Sur la méme figure 32, nous présentons les chromatogrammes correspondant
a la cinétique d’hydrolyse du bis-nalidixate 59, toujours dans le plasma de rat.
Cependant, contrairement aux observations faites sur I'hydrolyse du mono-nalidixate
58, on observe particulierement un faible pourcentage d’hydrolyse du prodrogue bis-

nalidixate 59, par conséquent une faible libération de I'acide nalidixique.

A partir de ces chromatogrammes (Fig. 31) nous avons établi les cinétiques de
libération de l'acide nalidixique (Fig. 32) en fonction du temps (0 a 200 h) des
prodrogues mono- et bis-nalidixate 58 et 59.
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Comme l'illustre la figure 33, on observe une libération de I'acide nalidixique de
maniere rapide et quantitative a partir du prodrogue 58, avec un taux de libération
proche de 90%.

Dans le cas du bis-nalidixate 59, le maximum d’acide nalidixique libéré ne
dépasse pas les 10%. Ce composé présente donc un probléme d’hydrolyse. Nous
avons envisagé plusieurs hypotheses, dont celle pour laquelle la présence d'un
second groupement propyl nalidixate sur 59 créerait une géne stérique qui pourrait
empécher 'accessibilité aux sites d’hydrolyse. Dans une autre approche, la présence
du groupement hydroxyle en position alternée par rapport au groupe propyl nalidixate
sur 58, serait indispensable pour activer son hydrolyse.

100
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70
60 - Mono-nalidixate (80-90%)
50
40 -
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20 -

10

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Fig.32 : Cinétique de libération de I'acide nalidixique & 37°C dans le plasma de
rat pour 58 et 59.

La derniére des études que nous avons réalisées en CLHP et dont les résultats
sont directement liés aux tests microbilogiques a été d'évaluer I'hydrolyse des

prodrogues 58 et 59 dans le milieu Mueller-Hinton.

Le bouillon de Mueller Hinton est utilisé comme milieu non sélectif pour la
culture de trées nombreux microorganismes de diverses origines, ainsi que pour

déterminer les concentrations minimales inhibitrices par la méthode en dilution.
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Notre crainte était que le milieu Mueller-Hinton génére I'hydrolyse des prodrogues 58
et 59 lors des évaluations biologiques in vitro, ce qui contrarierait fortement les
résultats de ces derniéres. L'étude d’hydrolyse a été faite dans les mémes conditions

gue les études précédentes.

% Résultats : nous n'avons pas observé de libération de I'acide nalidixique au
bout de 24 heures (temps nécessaire pour I'évaluation des CMI), et 48 heures de
contacts avec les prodrogues a 37°C. Nous avons donc confirmé par cette étude la

neutralité du milieu Mueller-Hinton.

111.6.5.3. Conclusion générale.

Ce travail présente dans une premiére étape la mise au point d’'une nouvelle
série de prodrogues a base calixareniques porteurs d’un ou deux principes actifs de
la famille des quinolones (ici I'acide nalidixique) et solubles dans lI'eau grace a
I'incorporation de fonctions ioniques de types ammoniums. Nous avons ensuite
étudié les propriétés physicochimiques de ces prodrogues, notamment par RMN,
spectroscopie UV-visible et spectrométrie de masse...etc.

Dans la seconde étape, nous nous sommes intéressés a |'évaluation de la
gualité des prodrogues synthétisés par CLHP, dans divers milieux (tampons, ..) et
dans le plasma de rat. Ceci a nécessité le développement et la validation d’'une
méthode permettant la détermination et la quantification de I'acide nalidixique libéré.
L'évaluation des propriétés antibactériennes de nos prodrogues est décrite dans le

chapitre V.

Nous avons en parallele amorcé le développement d'une autre famille de
prodrogues. Dans cette derniere le caractere hydrosoluble est apporté par des
fonctions guanidiniums. Les premiers résultats (synthése, validation du concept
prodrogues et études microbiologiques) sont trés intéressants mais ce travail se

poursuit actuellement au sein du laboratoire.

181



NOUVEAUX PRODROGUES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

10)

11)

12)

Références bibliographiques

A. Ben Salem, J.-B. Regnouf-de-Vains; “Synthesis and characterisation of a
new podand based on a calixarene and a 3-lactam”. Tetrahedron Lett. 2001, 42,
7033-36.

A. Ben Salem, J.-B. Regnouf-de-Vains; “Towards a new family of calixarene-
based podands incorporating quinolone arms. Example of nalidixic acid”.
Tetrahedron Lett. 2003, 44, 6769-71.

E. Pawelczyk, R. Wachioviak, Z. Plotkoviak; “Crystalline alkali metal salts of
nalidixic acid (1-ethyl-1,4-dihydro-7-methyl-4-oxo-1,8-naphthyridine-3-carboxylic
acid”; Pl 83122, 1977.

C.D Gutsche, K.C. Nam; “Calixarene 22. Synthesis, properties and metal

complexation of amino calixarenes”; J. Am. Chem. Soc .1988, 110, 6153.

M. Mourer, R.E Duval, C. Finance, J.-B. Regnouf-de-Vains; “Fonctional
Oragnisation and Gain of Activity: The case of the Antibacterial tetra-para-
guanidinoethyl-calix[4]arene”. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2006, 16, 296-63.

E. Pawelczyk, R. Wachowiak, Z. Plotkowiak; “Crystalline alkali metal salts of
nalidixic acid (1-ethyl-1,4-dihydro-7-methyl-4-oxo-1,8-naphthyridine-3-carboxylic
acid)”; P1 83122, 1977.

T. Perenyi ; “Human biotransformation of nalidixic acid. I. Chemical methods”;
Acta Pharma. Hung. 1975, 45, 196.

T. Perenyi ; “Human biotransformation of nalidixic acid. I. Chemical methods”;
Acta Pharma. Hung. 1975, 45, 196.

A.P. Argekar, S.J. Shah ; Indian Drugs. 1997, 34, 520.

T.J. Wenzel, K. Zomlefer, S.B. Rapkin, R.H. Keith; J. Liquid Chromatogr. 1995
18, 1473.

N. Ichikawa, K. Naora, M. Hayashibara, K. lwamoto ; J. Pharma. Biomed. Anal.
1993, 11, 993.

V.P. Halkar, S.H. Rane, N.P. Bhandari; Indian Drugs 1997, 34, 302.

182



NOUVEAUX PRODROGUES

13)

14)

15)

16)

D. Doerge, S. Bajic; “Multiresidue determination of quinolone antibiotics using
liquid chromatography coupled to atmospheric-pressure chemical ionization
mass spectrometry and tandem mass spectrometry”; Mass Spectrom. Rapid
Commun. 1995, 9, 1012-1016.

F. Belal, A. Al-Majed, A. M. Al-Obaid; “Methods of analysis of 4-quinolone
antibacterials”; Talanta. 1999, 50 (4), 765-786.

G. V Vyncht, A. Janosi, G. Bordin, B. Toussaint, G. Maghuin-Rogister, E. De
Pauw, A. R. Rodriguez; “Multiresidue determination of (fluoro)quinolone
antibiotics in swine kidney using liquid chromatography—tandem mass
spectrometry”; Journal of Chromatography A. 2002, 952, (1-2), 121-129.

ICH/CPMP 1996. Guidelines Q2B, Validation of analytical procedures-
Methodology.

183



NOUVEAUX PRODROGUES

184



EVOLUTION DU CONCEPT

Chapitre IV :

EVOLUTION DU CONCEPT VERS DES
POLY-GUANIDINIUMS ETOILES
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EVOLUTION DU CONCEPT

IV.1. Introduction

Les résultats biologiques obtenus avec le composé 13 (CX1; tétra- para-
(guanidinoéthyl)calix[4]arene) ont validé partiellement le concept ayant mené a sa
synthése, lié a [limportance d'une organisation spatiale de fonctionnalités
cationiques, non actives prises indépendamment, dans la génése d’'une activité
antibactérienne [1]. Dans les chapitres précédents, nous avons apporté un certain
nombre de modifications structurales a ce composé, dans l'attente de mieux cerner

les relations structure-activité.

Remplacer I'organisateur spatial calixarénique par un autre support de forme et
rigidité variable constitue une démarche naturelle dans l'optique de valider ce
concept. L’élargissement de ce concept a d'autres plate-formes organisatrices est
bien entendu naturellement envisageable, pour autant que la chimie, comme nous
'avons vu multi-étapes, soit accessible, et que les édifices moléculaires finaux
conservent une masse molaire « raisonnable »ainsi qu'une solubilité en milieu

aqueux suffisante pour les évaluations biologiques.

Parmi les différents systemes abordés au laboratoire, une approche concerne des
dérivés « linéaires » bifonctionnels aux terminaisons de chaines alkyles de longueur
variable [2], et une autre, objet du présent travail, une série de composés oligo-

fonctionnels utilisant un coeur organisateur aromatique de type benzéne.

Nous avons attribué a cette nouvelle famille le nom de poly-guanidiniums étoilés.

SHG GHS
Concept

| D

SHG GHS

GHS : groupements hydrosolubilisants

Fig. 1 : Evolution du concept du calix[4]arene vers un benzene.
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Dans ce cadre, nous passons d’'une organisation tridimentionnelle, controlée et
contrainte, pilotée par la structure calix[4]arenique ou toutes les fonctions greffées
sont orientées dans une méme direction, a une autre organisation, bidimentionnelle,

contrblée et contrainte par le cycle plan benzénique.

En 2005, C. Schmuck et M. Schwegmann [3] développent des structures
tricationique guanidinocarbonyl pyrrol (Fig. 2) construit autour d’'un organisateur de
type benzenique. Ces nouveaux récepteurs cationiques forment des complexes tres
stables avec des substrats tricarboxylates avec des fortes constantes d’associations

dans des solvants aqueux.

cCoo e0)0)
OH

00C coo

_ - CoO - -
0oC coo 00C coo

Fig. 2 : Exemple de récepteur pyrrole tricationique de guanidinocarbonyl et les

trois substrats tricarboxylates [3].

Nous avons développé les synthéses de six nouveaux composeés finaux (Fig.
3), sur les 12 autorisés (figure 3), intégrant un nombre variable de fonctionnalités
terminales éthylguanidinium. Nous avons adapté les voies réactionnelles

développées avec les composés calixaréniques précédemment décrits.

187



EVOLUTION DU CONCEPT

b5 [
O 1 S
P

Fig. 3 : Les 12 possibilités d’homo-fonctionnalisation du benzéne (en gras : celles
atteintes dans ce projet : six composeés poly-guanidiniums étoilés recherchés).

Pour rester le plus proche possible du modele calixaréne, nous avons choisi
comme premier modeéle de guanidinium le para-guanidinoéthylphénol 48 (Chap. Il, 6)
gue nous avons cherché a organiser autour du benzene. Notre stratégie générale a

bY

consisté a greffer le motif (Boc)aminoéthylphénol sur les dérivés (bromométhyl),
benzene, déprotéger les fonctions amines, puis construire les fonctions guanidines
via la réaction avec la di(Boc)triflylguanidine (méthode n°® 2) ou par une des deux

autres méthodes précédemment décrites.

Nous présentons ici la synthese et la caractérisation de ces composeés poly-

guanidiniums étoilés.

IV.2. Synthese du trifluoroacétate d’a-[para-(guanidinoéthyl)-
phénoxy] toluéne 71

La stratégie de synthese du premier dérivé de cette série est représentée en
figure 3. N'ayant pas rencontré de difficultés lors de cette synthése, nous décrirons
I'ensemble des étapes en un seul paragraphe.
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Le couplage de la boc-tyramine 48 avec le bromométhylbenzene a est effectué dans
I'acétonitrile a reflux, sous argon, en présence d'un équivalent de K,COs, (Fig. 4).
Aprés une nuit de réaction, I'a-[para-((Boc)aminoéthyl)-phénoxy]toluéne 68 est isolé

du brut de synthése par chromatographie, avec un rendement élevé de 90%.

Le composé 68 est déprotégé dans les conditions classiques, CH,Cl, / TFA 85 : 15,
intégrant un précautionneux travail d’élimination de I'exces de TFA. Le
trifluoroacétate de I’ a-[para-(aminoéthyl)-phénoxy]toluene 69 est obtenu sous forme

solide avec un rendement quasi quantitatif.

La création de la fonction guanidine a mis en jeu la méthode N°2 (mode
opératoire a été décrit precédemment), impliquant le synthon di-boc-triflylguanidine
12. Nous avons obtenu le produit a-[para-((di-Boc)guanidinoéthyl)-phénoxy]toluéne

70 recherché (Fig. 4) avec un rendement de 85%.

Le produit final, le trifluoroacétate d’'a-[para-(guanidinoéthyl)-phénoxy]toluene
71 (Fig. 4) est obtenu par déprotection dans le mélange , CH,Cl, / TFA 85 : 15, avec

un rendement quantitatif (98%).

o
“‘)J\ )k
o O N (o] NH CF3;COOH
i J\ J Jw\”w HN/H\N*OJQ‘ HN*NH
N o Qi HN O NH, CF3COOH N’SOZCFS H 2
A
CH,Cl, / TFA 85:15 (H3C)3COOCHN" "NHCOOC(CHg)s CH,Cl, / TFA 85:15
K2CO3 CH3CN TA, 5h, 96% 12 TA, 5h, 98%
rfl, 90°C A R -
o CH,Cl,, EtN,
0. O.
OH O. O

48 a 68 69 70 71

Fig. 4 : Stratégie d’obtention du trifluoroacétate d’a-[para-(guanidinoéthyl)-
phénoxy]toluene 71.

IV.2.1. Analyse des composes 68, 69, 70 et 71

Nous avons réalisé la totalité des analyses sur les 4 composés (voir partie
expérimentale de ce manuscrit). La figure 5 représente une superposition interprétée
des spectres RMN *H des composés de cette premiére série .
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cDcl,

NH, CF4COOH

ArH

D,0

b)

B HNJ\N)J\O)%
CDCl, Hguanidine !
D,0
d) ArH )"tcacooH
71w NH,

Fig. 5 : Spectre RMN*H (400 MHz, TA) des composés a) 68 b) 69 c) 70 et d) 71

L’analyse par RMN **C confirme la structure attendue de ces dérivés ; plus
particulierement, pour le dérivé final 71, nous vérifions la présence du signal de
résonance du carbone du guanidinium a 157.34 ppm; le signal du trifluoroacétate

n’est pas observable.

L’'analyse élémentaire obtenue pour le composé 71 répond a la formule brute
C16H160N3, CF3COOH, 0.5 H,0 avec une masse molaire de 392,37 g.mol™.

L’analyse par spectrométrie de masse en électrospray mode positif du composé
71, nous apporte un profil simple conforme a nos attentes. On observe la présence
d’'un massif attribué a lI'ion moléculaire mono chargé avec perte de 1 CF;COOH a
270.28 u.m.a.
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«—— 270.28 [M — CF;COOH]"

%

271.29

152.07

0 Lan A m/z
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460

Fig. 6 : Spectre de masse en électrospray mode positif de 71.

IV.3. Synthese des bis-[a,a’-[para-(guanidinoéthyl)-phénoxy]xylénes
75et 79

NH,

AN 2 CF;COOH
s C

HN HN
< > NH2 .
\" C
Br :

i —couplage
Br i =iv=CH,CI/TFA, TA
iii = CH,Cl,/MeOH, EtgN, 12, TA

a
2 éq. K,CO3 CH3CN
Br rflx, Boctyramine 48
/
Br A= OArCHchzNHBOC

B = OArCH,CH,NH, TFA
b C = OArCH,CH,NHC(NHBoC),

76

77 NL
HN C
HZN« : : © 2 CF;COOH HN
NH .
C
79 % >~ 78

Fig. 7 : Stratégie de synthese des bis-[a,#[para-(guanidinoéthyl)-phénoxy]xylenes
75 et 79.
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IV.3.1. Synthese des composeés bis-[a,a’-[para-((Boc)aminoéthyl)-
phénoxy]xylenes « ortho » 72 et « méta » 76

Cette réaction de substitution nucléophile, réalisee dans les conditions
classiques utilisées au laboratoire, a nécessité deux équivalents de K,CO3, et deux
équivalents de boc-tyramine 48 dans l'acétonitrile anhydre. Les dérivés bromés
utilisés sont d’origine commerciale : I'ortho-[di-(bromométhyl)]-benzene (b) et le
méta-[di-(bromométhyl)]-benzene (c). Aprés une nuit de réaction, les bruts
réactionnels sont purifiés par chromatographie, avec des rendements de 60% pour le

composeé “ortho” (72) et 93% pour le “‘méta” (76).

Ces produits ont été totalement caractérisé (voir la partie expérimentale), nous
présentons ci-dessous les analyses RMN H (400 MHz, TA) dans CDCl; des

composés 72 et 76.

CDCl;
ArH NHBoc /1
;
"
1
Hesas| Iy 7 tBu ¢
\ 1 0. NHBoc \
:\‘ \ 4 ArCHZO 1 /@N \\ V
N\ Tt > o Yz O NT
\ \ \
VV AN s 2 3 \\
1l S N
N \
\ n \
NHBoc A f /! K \\\
ArH . ,’ // \\‘ \‘
A ! 4 \
n AN /
Hesa | </ NH CHZC\HZNH CH,CH2NH
v IS 76 “‘ \\ ”/
. NHBoc ' \\\ /!
6 2 ‘\ \ 4
H> \ \ < %
O
B D, A
. L A
B I
(ppm)

Fig. 8 : Spectre RMN *H (400 MHz, CDCls, TA) des composés ortho 72 et méta 76.
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IV.3.2. Synthese des bis-[a,a’-[para-(aminoéthyl)-phénoxy]xylénes
«ortho » 74 et « méta » 75

La déprotection des composés 72 et 76 s’est faite suivant le protocole usuel,
dans le mélange CH,Cl, / TFA 85: 15, pour donner, aprés traitement, les

trifluoroacétates d’'ammoniums 73 et 77 avec un rendement quasi quantitatif.

L'analyse par RMN 'H (Fig. 8) de ces deux ammoniums est conforme & nos
attentes, a quelques impuretés prés. On note la présence de traces de diéthyléther,
dont I'élimination est parfois tres difficile avec ce type de sels (lyophilisation

nécessaire).

NH,

7
2 CF3;COOH

—_— O
// 1
ArOCHy¢ 6 2
N 3
5
\4 4
NH, " /
A,f\H CH,CH,NH
i 2 CF4COOH CHCHNH . - N

I I I I I I I I I I I I I | I I
7.6 7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2

(ppm)

Fig. 9 : Spectre RMN *H (400 MHz, D,0O, TA) des composés 73 et 77.

L’analyse élémentaire de 73 et 77 purifiés donne les formules suivantes:
C24H2802N2, 2 CF3COOH, ¥ H,0 (613.21) pour 73 et C4H2802N2, 2 CF3COOH, H,0
(622.21) pour 77.
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IV.3.3. Synthése des bis-[a,a’-[para-(di(Boc)guanidinoéthyl)-
phénoxy]xylenes « ortho » 74 et « méta » 78

Pour cette étape, nous avons tenté la formation des fonctions guanidines par

deux méthodes différentes.

La méthode N° 1 (synthon “1,3-bis-(tert-butoxycarbonyl)-2-methyl-2-
thiopseudourée” 11) a été utilisé avec le sel 73, pour donner le composé « ortho » 76

avec un rendement de 40%.

En revanche, la méthode N° 2 (synthon “N,N’-Bis-(tert-
butoxycarbonyl),N"triflylguanidine” 12), a été utilisée pour créer les fonctions
guanidines sur la diamine « méta » 77 . Nous avons obtenu le produit attendu 78,

avec un bien meilleur rendement que le précédent (98%).

Le choix entre ces deux méthodes a été particulierement hésitante; la premiere
méthode donne un faible rendement et nécessite un sel de mercure toxique, de plus
la difficulté a éliminer la DMF (solvant) limite 'acces a des quantités importantes.
Cependant, elle présentait au début du projet un avantage considérable qui était son

codt moindre.

La seconde méthode utilisant le synthon di-boc-triflylguanidine 12, est d'un cot
beaucoup plus élevé, mais donne de meilleurs rendements. Ce probléeme a été

résolu par la possibilité de préparer 12 au laboratoire en quantités confortable.

La figure présente le spectre RMN 'H (400 MHz, TA) dans CDCl; des
composés ortho 74 et méta 78. Les spectres présentent des profils identiques vers
les champs forts. Un ensemble de signaux, triplets a 2,80 ppm (J = 7.30 Hz) et
guadruplets. Ces signaux correspondent aux protons des bras amino-éthyléniques.
Le couplage du CH; directement lié a la guanidine avec NH visible dans CDCI; est
sous la forme d’'un quadruplet a 3,62 ppm (J = 6.55 Hz). On observe également pour
chacun des composés (74 et 78), la présence du singulet des protons
oxymeéthyléniques a 5.14 ppm. De méme, a 8,36 et 11,47 ppm se trouve un
ensemble de signaux que I'on attribue aux protons des fonctions guanidines de 74 et
78.
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Seule la partie aromatique permet de différentier véritablement les deux

COMpOoSEs.
CDCI, ArH Compose 74
a) ¥
H | 4 4 tBu «c------ »
6.5.4.3 \
<
*i I’I ‘\
AR / a A )
‘\\ /,V )/ d@ K /) |\‘
\\\\ ,,’// ArH ’ /I /I ‘\‘
b) o H . ArCH,O / / \
. 6.5.4 ' N / y
(g [} N / ‘
Ngua[udlne v / CHZQHZNH
4 |ICH,CH,NH
" <€ N )
/,, \\\ H2\ \\
A N \ AN
R \* ‘
Composé 78 ) /JU k %L
] : |
LI T T T T T T T T T A o T I A A B B R A B I
11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
(ppm)

Fig. 10 : Spectre RMN *H (400 MHz, CDCls, TA) des composés 74 et 78.

IV.3.4. Déprotection des fonctions guanidines des composés 74 et

78— Synthése des bis-guanidiniums « ortho » 75 et « méta » 79

La déprotection des composés 74 et 78 a été effectuées dans les conditions
usuelles; le traitement des bruts de réaction, précautionneux comme nous l'avons
déja évoqué, a donné les trifluoroacétates 75 et 79 avec des rendements apres

lyophilisation de 75 et 97% respectivement.

Nous présentons ci-apres les caractérisations de ces deux composés.
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IV.3.4.1. Analyse des composés 75 et 79

e RMN

Les spectres RMN *H des composés 75 et 79 ont été effectués dans D,0O; ils ne
difféerent que par les signaux de résonance des noyaux Xylenes : pour 75, un
systeme AX d’intégration 4 H, attribués aux protons en position 3, 4, 5 et 6 — plan de
symétrie passant entre les positions 1 et 2, et 4 et 5; pour 79, un systéme de deux
« singulets », mal définis — plan de symétrie passant par les protons en positions 2 et
5.

D,0

NH

L, x

HN

H456

2 CF,COOH
} ~ /QN

Al
ArH
Hs3a456
] A
" \‘// \

CH,CH,NH CH,CH,NH

m 1

| | | | | | | o Co o o
7.6 7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4

(ppm)

Fig. 11: Spectres RMN *H (400 MHz, D,0) des bis-[a,«'-[para-(guanidinoéthyl)-
phénoxy]xylenes « ortho » 75 et « méta » 79.

La figure 12 ci-dessous représente le spectre RMN **C du composé ortho 75

Celui-ci est relativement simple et est proche du spectre du composé méta 79
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HN NH,
D,0O
C3,456
Co -—------ > , € Cm 2 CF,COOH e
0. NH
S
6 7 ‘o)
5 3
4
A A
v , v : .
: \“Cp ATOCH, CH C‘H NH
\ 2 2
Cguanidine Cl C2 CHZCHZNH
e 7 A e

(ppm)

Fig.12 : Spectre RMN **C (100 MHz, D,O) du composé ortho 75.

e Analyse élémentaire

L’analyse élémentaire du composé ortho 75 montre qu’il est accompagné d’une
demi-molécule d’eau. Ce qui répond a la formule C6H32,0,Ng, 2 CF3COOH, %2 H,O
(697.53g/mol).

Le composé meta 79 est accompagné d‘une molécule d'eau, donnant la
formule C6H3,02N6 2 CF3COOH, 0,5 H,0, avec une masse de 706.63 g/mol.

e Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse réalisée en électrospray mode positif donne des
résultats conformes a nos attentes (Fig. 13). On observe logiqguement quelques

similitudes correspondantes aux deux composeés :
On retrouve pour chacun des composés :

- Les pics a 575,38 (75) et 575,43 (79) u.m.a attribués a l'ion moléculaire [M —
CF3COOH + H']".
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- Les pics de base a 461.26 (75) et 461.25 (79) u.m.a attribués a lI'ion moléculaire
[M — 2 CF3COOH + H'T".

Les pics a 230,82 (75) et 231,05 (79) u.m.a attribués a I'ion moléculaire dichargé
[M — 2 CFsCOOH + 2 H']**"2.

100 17860 ' 461.26 [M - 2 (CF,COOH) + H**
230.82 [M - 2 CF,COOH + 2 H] 2+2 -
HNT ONH,
| 178.96
2 CF,COOH
120.80 S e
0. /@A/NH
% 167.00 17914 &O
460.7 75
141.48 264.70 2\462_34
179.97
222.88 462.63
463.59
516.89\533-54 575.38
0 haathih .
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
461.25 [M - 2 (CF;COOH) + H*]*
100
NH
HN NH,
141.35
2 CF,COOH
HNs__NH,
0.
e
O
231.05 [M - 2 (CF,COOH) + 2 H'] 22
462.21
79
178.95
120.97
180.03 298.20
4
283.21_ 475,28 - o -
/238.04‘ A 360,24377-20 444-2¢ LL/ 575.49M - CFsCOOH + H]
0 S A | A U W | O T k m/z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 :

Fig. 13: Spectres de masse en électrospray mode positif des bis-[a,«'-[para-
(guanidinoéthyl)-phénoxy]xylénes « ortho » 75 et « méta » 79.

198



EVOLUTION DU CONCEPT

IV.4. Synthese du composé tris-[a,a’,a’-[para-(guanidinoéthyl)-
phénoxy]meésitylene 83

La stratégie de synthese du composé 83 est présentée en figure 14; elle est
identique a celle des composés précédents.

ouplage de la A
NBS, Péroxyde Bocptyrgamlne
de benzoyle
CCl
4 A

80 Déprotection
B
A = OArCH,CH,NHBoc

NH B= OAI’CH2CH2NH2Y CF3COOH

)J\ C= OArCHchzN HC(NBOC)2

HN" NH 3 cr coon
NH

B
c 81
NH )k
G idylati
)l\NH N NH Déprotection /@\ Haniaytation
2N -
C (]
O
>Z; ) {g N
O O
83

Fig. 14 : Stratégie de synthese du tris-[a, &, a"-[para-(guanidinoéthyl)-
phénoxy]mésitylene 83.

IV.4.1. Synthése du 1,3,5-tris(bromométhyl)benzéne (e)

Dans un souci de maitrise des colts et dans I'hypothése d'un besoin en
grandes quantités, nous avons décidé de réaliser nous-méme la synthése du réactif

de départ, le “1,3,5-tris(bromométhyl)benzéne” (e).

Nous avons trouvé dans la littérature plusieurs modes opératoires décrivant,
mais avec peu de détails quant aux purifications, la bromation du 1,3,5-
tris(méthyl)benzéne (ou mésitylene) e. Peu d’entre eux ont abouti a des résultats
satisfaisants au laboratoire. Une seule référence [4] a permis I'obtention du produit

final, mais avec un rendement décevant de 50% avant purification
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Br

NBS, Péroxyde de benzoyle

-
-

CCl4, reflx, 24h, 40% g, Br

Fig.15 : Bromation radicalaire du mésitylene (d).

Nous avons fait réagir, le mésitylene (d) dans le CCl, (a la place du toluene
comme décrit), en présence du N-bromosuccinimide et d’un initiateur radicalaire : le
peroxyde de benzoyle. Le tout est porté a reflux pendant 24 heures. Nous observons
par CCM (SiO,, CH.Cl, / Hexane 30 : 70), 'apparition de deux taches majoritaires
avec des Rf trés proches.

Les conditions de traitement visant a purifier le brut, telles que décrites dans la
littérature, ne nous ont pas satisfait en pratique. Aussi, hous avons décidé de faire
une pré-purification sur colonne SiO,, suivie d’'une recristallisation a chaud dans
I'hexane. Apres une nuit au réfrigérateur, le solide blanc formé est de nouveau
recristallisé dans I'hexane (3 fois). Le solide blanc final est ensuite repris dans
I'hexane (a froid), trituré, soniqué, rincé plusieurs fois a I'hexane puis filtré pour

donner 80 avec un rendement global de 40 %.

Malgré la faiblesse de ce dernier, nous avons pu obtenir une masse de produit
suffisante  nous permettant damorcer la synthése du tris-[e,, & -[para-

(guanidinoéthyl)-phénoxy]mésitylene 83.

L’analyse RMN *H a permis de confirmer I'obtention du produit recherché.
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IV.4.2. Synthése du composé tris-[a,a’,a”-[para-((Boc)aminoéthyl)-
phénoxy]meésitylene 80
Le couplage de la boc-tyramine 48 sur le composé e a été réalisé

conformément aux précédents couplages. Apres 24 heures de réaction, et
purification du brut réactionnel par chromatographie, nous obtenons le composé 80

désiré avec 69% rendement (Fig 16).

NHBoc
NHBoc
BocHN
Br K,COj3 (3 éq), CH5CN,
80°C, 69% o
— .
NHBoc
Br Br
e © ©
3 80
48 OH

Fig. 16 : Couplage de la boc-tyramine 48 sur le 1,3,5-tris(bromométhyl)benzéne 80.

IV.4.2.1. Analyses du composé 80

cDCl,
PN
o NH ArCH,O
H2,4,6 2 tBU --nemmneee >
At L K
:: h )\ o ‘/
; v T " CH,CH,NH  CH,CH,NH
v a
o NH ! 4
\ »
1 II [
6 2 I,’ v
o. S 3 o !
80 “ U\__L K
75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5

(ppm)
Fig. 17 : Spectre RMN *H (400 MHz, CDCls) du tris-[e;, &/, &” -[para-((Boc)aminoéthyl)-
phénoxy]meésityléne 80.
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L'analyse RMN 'H du composé 80, effectuée dans CDCls, confirme la

structure attendue, ainsi que détaillé en figure 17.

La figure suivante (Fig. 18) représente son spectre °C.

Co---+ +-eeees Cm
(€Dl C(CHg)s™~ ==+
Composé 80
C1.35--.__ . C(CHs)s
. ArCH,O
iy MW
Ly B 4
A . v o
| ArCH,CH,NH
P C2.4.6 :
Ciso - ArCH,CH;NH
co C2.4.6 e
T

(ppm)

Fig. 18 : Spectre RMN *3C (100 MHz, CDCl3) de 80.

L’analyse élémentaire du composé ortho 80 répond a la formule CgsHezOgN3
avec une masse de 826.03 g/mol.

IV.4.3. Synthése du trifluoroacétate de tris-[a,0’',0” -[para-
(aminoéthyl)-phénoxy]meésitylene 81

Elle est réalisée dans les conditions précédemment décrites: CF3COOH /
CH.CI, 25: 75, a température ambiante. Le caractére salin prononcé de 81 nous a
ameneés a un traitement précautionneux a I'éther éthylique, avant reprise a I'eau pour

une lyophilisation finale, avec un rendement quasi quantitatif.
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NHBoc NH,
3 CF;COOH
NHBoc NH,
BocHN HoN
0 CH,Cl, / TFA 0
—>
\/Ej\/ TA, 97%
o o o) o
80 81

Fig.19 : Synthése du trifluoroacétate de tris-[a, o', a” -[para-(aminoéthyl)-
phénoxy]mésitylene 81.

Nous présentons ci-dessous I'analyse RMN *H du composé 81 dans D0 (Fig. 20).

NH,

3 CF3COOH ",ArCHZO ArCH,CH:N
ArH HoN I

ArCH,CHxN

~
~

~

~

A

4.__-_-
-
4 o)
w N
P
Z
=
»
\
NN
NN
DRSS

(ppm)

Fig. 20 : Spectre RMN *H (400 MHz, D;0) du tris-[e,«, & -[para-(aminoéthyl)-
phénoxy]mésitylene 81.
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Ce spectre présente :

- Un ensemble de deux signaux (triplet dans D,O) a 2.84 ppm (J = 7.44
Hz) et 3.13 (J = 7. 42 Hz) correspondant aux bras éthylénique reliant le benzene et la

fonction guanidine.

- Un sigulet & 4,80 ppm prouvant que la liaison éther a résisté aux
conditions acides de déprotection.

L’analyse par RMN 'H (Fig. 20) de 81 est conforme & nos attentes, & quelques
impuretés prés. On note la présence de traces de diéthyléther, dont I'élimination est

parfois tres difficile avec ce type de sels (lyophilisation nécessaire).

IV.4.4. Synthése du tris-[a,a’,a” -[para-(di(Boc)guanidinoéthyl)-
phénoxy]meésitylene 82

Cette réaction a été effectuée en suivant les conditions de la méthode N°2 (Fig.
21). Le composé 82 est obtenu aprés purification par chromatographie avec un bon

rendement de 87%.

NBoc

BocHN NH
NH, o
F3C\s//\ NHBoc NBoc
3 CF3COOH O// N )j\
NH, BocN NH HN NHBoc
H2N BocHN NHBoc
o > o

EtsN, CH,Cl, /

MeOH TA, 87% 1
6 2

0 ° o_ 5 e
81 2

82

Fig. 21 : Synthése du composé 82 selon la méthode N°2.

IV.4.4.1. Analyses

L’analyse par RMN *H (400 MHz, CDCls, TA) confirme la symétrie de greffage
(Fig. 22), et la présence du signal de résonance a 156.52, 157.83 et 164.02 ppm en
RMN *3C celle des carbones appartenant aux groupements guanidines (Fig. 23).
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e RMN'H
J<O HN)CJ)\OJ<
aVae =T (eoct)
/%/QV\L\NH HN/<\N O/% tBu ------ | 2
° ArCH,0O
82 6 ’ 2 \\
AL ArH .. ArCH,CH;N
g E N ArCH,CHN
i H2,4,6 /| 4 \ 22
H gl{g(}ldlne Tyy y
4 Tea

2 A

>

) ﬁ
1 }(
10.0 ‘ 90 ‘ 80 ‘ 70 ‘ 60 ‘ ‘

T T
5.0 4.0
(ppm)

T
3.0

Fig. 22 : Spectre RMN *H (400 MHz, D,0) du tris-[a, &/, & -[para-
(di(Boc)guanidinoéthyl)-phénoxy]mésitylene 82.

e« RMN ¥C
CDCI c 82
Cm----» <---- L0 C(CH3)3------ >
Cipso
\ C1,3, ArCH-»O ArCH->CH>
\ l*""“‘C2,4,6 \ \
I ‘ " .4‘1‘ o I T N N ‘\‘ \\
o LA E— T
A *' ,’ ‘ b v \l
‘\/,& “~_ ”” v -7
Cguanidine Cp C(CHa3)s ArCH,CH:N
(ppm)

Fig. 23 : Spectre RMN *3C (100 MHz, CDCls) du composé 82.

L’analyse par spectrométrie de masse en électrospray mode positif nous
apporte des profils conformes a nos attentes (Fig. 24).

Nous observons le pic moléculaire [M+H]" a 1252.7 u.m.a., associé aux
espéces mono-métallées [M+Na]

et [M+K]" a 12746 et 1290.6 u.m.a.,
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~ BN

respectivement. Un pic a 1052.6 u.m.a. est attribué a l'entit¢é ayant perdu 2

groupements tert-butylcarbonate.

Intens. +MS, 5.3-5.9min #(318-350)
x104
57 +
1252,6705 ¢——— [M+H]
a)
4 4
1253.6711
34
2 -
1254.6686
14
] L 1255.6697
0 T T Y T ‘JLJ 7 T A. A T T T T T T
1250 1252 1254 1256 1258 1260 1262 miz
Intens. +MS, 5.3-5.9min #(318-350)
+
12746385 4—— [M+Na]
40004
+
] [M+K]" ———» 12906136
3000
2000 -
1000 4
O e, it ittt it il o i ot
12750 12775 12800 12825 12850 12875  1290.0 12925 12950 miz

Fig. 24: Spectres de masse en électrospray mode positif du tris-[a, o, -[para-
(di(Boc)guanidinoéthyl)-phénoxy]meésitylene 82.

L’analyse élémentaire confirme I'obtention du composé 82, avec pour formule

brute CgsHo3015Ng et une masse molaire de 1251,68 g/mol. L'analyse centésimale a
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eté calculée pour C: 63.29%; H: 7.48%; N: 10.06%; nous avons trouveé: C: 62.97%;
H: 7.59%; N: 10.36%.

IV.4.5. Synthese du tris-[a,a’,a” -[para-(guanidinoéthyl)-
phénoxy]meésitylene 83

NBoc NH
BocHN™ “NH HaN- - NH
NHBoc NBoc )N\Hz 3 CFgCOOH/l’\]f
BocN” NH HN” “NHBoc HN™  NH HN™  NH,
CH,Cl, / TFA
o} > 0
) TA, 86% 1
6 2 6 2
[e) 3 (o) (e} 3 O
A 4
82 83

Fig. 25 : Synthese du composé 83.

Le composé 83 est obtenu avec un rendement de 86% par attaque acide du
dérivé protégé 82, dans les conditions standard déja décrites. (Fig. 25) Dans ce cas
particulier, comme pour la triamine 81, le fort caractere salin de 83 a nécessité un
traitement précautionneux intégrant plusieurs précipitations et lavage a I'éther
éthyliqgue, avant de procéder a la lyophilisation finale. Nous avons observé que 83
était tres hydrosoluble, et hygroscopique a température ambiante, nécessitant de le

conserver a basse température en flacon étanche.

IV.4.5.1. Analyses du composé 83

Ce produit a été totalement caractérisé :

= RMN 'H : De par sa symétrie Cav, la RMN du proton, effectuée dans DO,
s’avere relativement simple (Fig. 26). Ce spectre présente : deux triplets a 2,76 (J =
6,04 Hz) et 3,34 (J = 6,04 Hz) ppm correspondant aux bras éthyléniques reliant le
noyau aromatique aux fonctions guanidines ; un singulet & 4.80 ppm correspondant

aux bras oxyméthyléniques reliant les noyaux aromatiques entre eux ; enfin deux
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doublets a 6.74 et 7.02 ppm formant un systéme AX (J = 7.56 Hz) attribués aux
protons des aromatiques externes et un singulet a 7.22 ppm attribué aux protons du

noyau benzénique central.

D,0
2 NH, \\
ArH ™
HNZ NH
H246 " 3 CF4COOH CH,CH,NH CH,CH,NH
I 2 NH, . '
! S HN:< )\Z /
| A NH HNZ NH D R ArCH,0 /
v v Y 'l v
o
1
6 2 83J
o o
5 3
4
A
T T S S T TS S S S ST ST S S S TR
.6 7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 z
(Ppm)

Fig. 26: Spectre RMN *H (400 MHz, DO, TA) du tris-[e, &, -[para-(

guanidinoéthyl)-phénoxy]mésitylene 83.

13~ .
. RMN ~—C :
D,0
CH,CH,NH
Cguan + Cipso Cm+Co | CH,CH,NH
CFsCOOH ./ Composé 83 ArCH0 ;
1 /I - \‘ \‘ H
S co v
' L C135 . c \ <
N N 246 |
j . "
v ¥
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30

(ppm)

Fig. 27 : Spectre RMN *3C (100 MHz, D,O, TA) du composé 83.

La figure 28 représente le spectre RMN *3C (100 MHz, D,O, TA) du composé 83.
Nous notons ici I'apparition du signal du carbonyle du groupe trifluoroacétate vers
164 ppm, que nous mentionnons ici car rarement observable dans nos familles de

COMpOoSEs.
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=  Spectrométrie de masse :

Elle a été réalisée en électrospray mode positif et donne des résultats conformes a

nos attentes, malgré la présence de certains pics de faible intensité non attribués.

Nous notons a 944,2 u.m.a. un pic gue nous avons attribué au fragment [M — (CH.-
guanidine) — H* + Na']". Le pic moléculaire [M — CFsCOOH + H']" apparait a 880,35

u.m.a., et le pic de base a 766, 36 u.m.a. est attribué a I'espece mono-chargée [M —
2 CFsCOOH + H' 1"

550

766.3561 [M— 2 CF3COOH — H*[*

708.4253

674.3467

600 650 700 750 800

880.3475 [M — CF;COOH]*

944.2166

m/z
850 900 950

Fig. 28 : Spectre électrospray en mode positif du composé 83.

= Analyse élémentaire :

Calculé (%)

Touvé (%)

Lot N° 1

Cs6HasNgO3, 3 CF;COOH, 3/2 H,O (102

C(49.15%); H(5.04%); N( 12.35%)

0.87) C(49.15%): H(5.08%):
N(12.94%).

Lot N° 2

C36HasNgO3, 3 CF;COOH, 1/2 H,O (100

C(50.30%); H(4.92%); N( 12.57%)

2.34) C(50.27%): H(5.06%):
N(12.41%)

Tableau 1 : Analyses élémentaires des lots de 83.
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IV.5. Synthése du 1,2,4,5-tétrakis-[para-(guanidinoéthyl)-
phénoxymeéthyllbenzene 87 et de I'hexakis-[para-(guanidinoéthyl)-
phénoxymeéthyllbenzene 91

IV.5.1. Stratégie de synthese

Du point de vue théorique, la stratégie de synthése de ces deux dérivés
fortement chargés est identique a celle utilisée pour les précédentes molécules de

cette famille. Nous avons obtenu les sels finaux 87 et 91 en quatre étapes (Fig. 29):

couplage de la

Déprotection Guanidylation
B g Boc tyramlne A A p y
Br. Br

l Déprotection

HN™ “NH, A = OArCH,CH,NHBoc
B = OArCH,CH,NH, CF3COOH
C = OArCH,CH,NHC(NBoC), :)i:(i NH2
H 2
HaN N ° /\/©/ \©\/\
he HN)\N 4 CF3COOH NJ\NH2
NH NH, H H
o o 87
o o
B NO o

55 ZXDeprotectlon

couplage de la

Guanldylatlon Déprotection Boc-tyramine
B B A A<:| Br Br
B A A Br Br

B 89 A" 88 I

6 CF3;COOH

I

Fig. 29 : Poly-guanidiniums étoilés 87 et 91.

= Etape 1: Le couplage de la boc-tyramine 48 sur les dérivés 1,2,4,5-
tétra(boromométhyl)benzene f et hexa(bromométhyl)benzéene g (d'origine
commerciale) en présence de K,CO3; dans l'acétonitrile anhydre, donne les deux
intermédiaires 84 et 88, avec des rendements apres chromatographie de 99% et

93%, respectivement.
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Les analyses faites sur ces produits, notamment la RMN 'H (400 MHz, dans

CDCl3, TA) interprétée en figure 30, ont confirmé les structures des produits 84 et 88.

On constate que les deux composés présentent un profil identique : dans les
champs forts, hormis la présence de quelques impuretés sur le spectre du composé
88, on retrouve un massif a 1.49 ppm attribué aux protons des groupes protecteurs
Boc, un ensemble de deux signaux correspondant aux bras éthyléniques reliant les
fonctions guanidines au reste de la structure a 2.73 et 3.33 ppm (8 H) pour 84 et a
2.69 et 3.29 ppm (12 H) pour 88 ainsi que qu’un singulet qui integre pour 4 H,
correspondant aux bras oxyméthyléniques reliant le benzéne central aux benzénes

périphériques a 5.14 ppm (8 H) pour 84 et a 5.15 ppm (12 H) pour 88.

Dans les champs faibles, les profils difféerent, pour 84, par la présence d'un

singulet & 7,66 ppm (2 H), correspondant aux protons -2 et -4 du benzéne central.

cocl,
a) ArH
,"\\ t-Bu ----------- >
I 88 =
vV v
NH
¥
4 L A
s 4 %
b) ArH '
; ArOCH, i .
A CH,CH,NH CHZCHNH
[ . b4
v v , .
H3,6 84 - NH \
' o * tBu -’
T T T T O T T T O A O A S T O (O N B B A
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0

(ppm)

Fig. 30 : Spectres RMN *H (400 MHz, CDCls) des composés 84 et 88.

La figure 31 suivante présente un exemple de spectre RMN *C (100 MHz), ici le
composé 84 (Fig. 31) dans CDCl;z a TA.
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(cpcly)
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Fig. 31 : Spectre RMN *C (100 MHz, DO, TA) du composé 84.

" Etape 2 : Aprées la réaction de couplage, on réalise la déprotection des
fonctions guanidines en milieu acide trifluoroacétique. Les sels 85 et 89 sont

obtenus aprés une nuit de réaction, a température ambiante et sous atmosphére

d’argon.
oN N_o HoN 4 CRCOOH NH
\g/ \/\Q\ /@/\/ I 2 \/\©\ /@/\/ 2
0 4 O \(/ o) o)
1 CH,Cl, / TFA 5 AL
5
)( 5 TA, 82% N
5 o 30 o o o
O)\N/\/Q/ \©\/\N Ok H N/\/©/ \©\/\NH
N 84 N B 85 >
o)
HNJI\O>< NH,

CH,Cl, / TFA
)( TA, 90%
o} o o o
O)\N NJ\O/\< H,N NH,
H H
88 89

O _NH NH
\"/ 2
\’, I

Fig. 32 : Synthése des trifluoroacétates du 1,2,4,5-tétrakis-[para-(aminoéthyl)-
phénoxymeéthyllbenzéne 85 et de I'hexakis-[para-( aminoéthyl)-
phénoxyméthyllbenzéne 89.
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Apres le traitement précautionneux décrit préecédemment et visant a oter toute
trace de TFA, les trifluoroacétates 88 et 89 sont obtenus avec des rendements
respectifs de 82 et 90%.

La figure 33 représente les spectres RMN *H obtenus dans D,O pour les deux
intermédiaires 85 et 89. On constate La disparition du signal correspondant aux
protons des groupes protecteur Boc (1,49 ppm), preuve que la déprotection a été
effective. Mais ces spectres montrent aussi que nos cCOmposés ne sont pas
totalement purs. La prochainement étape de synthese (création des fonctions
guanidines) permettra d'affiner la purification en phase organique par

chromatographie.

D,0 ArH

85
a)

<

AOCH, <__ CH,CH,NH CH,CH,NH

89

.0 7.6 7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2

Fig. 33 : Spectres RMN *H (400 MHz, CDCls) des composés 85 et 89.

La figure 34 représente le spectre RMN *C de 85 dans le DMSO-Ds. Nous
notons le masquage du groupe CH,NHs" par le signal de résonance du solvant, et

devinons le carbonyle des groupes trifluoroacétates vers 160 ppm.
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(DMSO-Dy)
Co -------- > - Cm
85
C3,6
ArCH,CH,NH
C1,2,4,5 .
¥
[rosTm st " o " J " | .
o A !
.‘
/ ‘,
_'Iq X AICH,O -~ >
f T oo Cp 7
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2 Ipso ArCH,CH,NH
L

(ppm)

Fig. 34 : Spectres RMN **C (100 MHz, DMSO-Dg) du composé 85.

= Etape 3: Nous avons ensuite procédé a la création des fonctions guanidines
selon la méthode N° 2. (Fig. 35).

Nous avons obtenu les deux intermédiaires 86 et 90 avec des rendements
respectifs de 58 et 85%.

Leurs spectres RMN *H sont représentés en figure 36, et sont conformes & nos
attentes. Les signaux correspondant aux guanidines sortent dans tous les cas a
environ 8.36 et 11.30 ppm (86 et 90).
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4 CF3COOH
CH,Cl, / MeOH, Et;N
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Fig. 35 : Synthése du 1,2,4,5-tétrakis-[para-(di(Boc)guanidinoéthyl)-

phénoxyméthyllbenzéne 86 et de I'hexakis-[para-(di(Boc)guanidinoéthyl)-

phénoxyméthyllbenzéne 90.

CDCl,

a)

Composé 86 H
3,6

a ArH

b) s‘\v// 1
Hguanidine
/,"/ \\\A
\’J[ Composé 90 JL J

ArCHZO

CHZCH NH  tBu-

m

2.0 11.0 10.0 9.0 8.0
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Fig. 36 : Spectre RMN *H (400 MHz, CDCls, TA) des composés a) 86 et b) 90.

1.0
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Fig. 37 : Spectres RMN **C (100 MHz, CDCls, TA) du composé 90.

L'étude par spectrométrie de masse électrospray mode positif ne montre pas de
dégradation particuliere pour le composé tétrasubstitué 86 qui apparait sous ses
formes mono-ionisées [M + H']", [M + Na']", et [M + K']*, & 1643.8, 1666.8 et 1681.8
u.m.a., respectivement, contrairement au dérivé 90 qui exhibe outre un pic
moléculaire [M + H']" & 2427.3 u.m.a., un pic a 2327.3 u.m.a. attribué a l'entité
monochargée [M - (CO)OCMe;z + H'T", ainsi qu’un ensemble de pics di- et tri-chargés

dont les interprétations sont données en partie expérimentale.

= Etape 4: la déprotection des groupements guanidines est effectuée dans les
conditions déja présentées (CH.Cl, / TFA 85:15, TA). Apres le traitement de
purification par précipitations et lavages a I'éther éthylique, suivis d’'une lyophilisation,
le 1,2,4,5-tétrakis-[para-(guanidinoéthyl)-phénoxyméthyllbenzene 87 et I'hexakis-
[para-(guanidinoéthyl)-phénoxyméthyllbenzéne 91 sont obtenus avec des

rendements de 74% et 83%, respectivement (Fig. 38).
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H
o o NH,
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NBoc JI\II\H
HN” ~NHBoc HN” “NH,
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T Y
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Fig. 38 : Synthese du 1,2,4,5-tétrakis-[para-(guanidinoéthyl)-phénoxymeéthyllbenzene
87 et de 'hexakis-[para-(guanidinoéthyl)-phénoxymeéthyllbenzene 91

IV.5.2. Analyses des composeés 87 et 91
e RMN'H

Les spectres RMN *H (400 MHz, TA) de ces deux composés ont été effectués

dans D,0 ainsi qu'interprétés en figure 40.
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Fig. 39 : Spectre RMN *H (400 MHz, DO, TA) des composés a) 87 et b) 91.
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Fig. 40 : Spectre RMN *3C du composé 87 (100 MHz, DMSO-Dg, TA).
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Nous avons choisi de présenter en figure 40 le spectre RMN *3C interprété du
composé 87 (100 MHz, DMSO-Dg, TA).

= Les analyses élémentaires de ces deux sels donnent les résultats suivants :

-Le composé tétra-guanidylé 87 répond a la formule brute CssHsgOsN12, 4
CF3COOH, H,0 pour une masse molaire de 1317,13 g /mol.

-L’hexa-guanidylé 91, a pour formule brute CgsHgsN150s, 6 CF3COOH, 2.5 H,O

pour une masse molaire de 1954.66 g /mol.

= La spectrométrie de masse réalisée en électrospray mode positif, donne des
profils conformes a nos attentes, ainsi que représenté (spectre en haute résolution)
en figure 41 pour le composé tétra guanidinium 87 et figure 42 pour 91. Les

interprétations completes sont données en partie expérimentale.

11854662 [M — CF;COOH]* 957.4861 [M — 3 CF;COOH + H*]* 10714825 [M -2 CF;COOH + HJ*

1186.4667
958.4842 1072.4834

1073.4764
1187.4657

1075.7117

959.4827
1070 1072 1074 1076

1184 1186 1188 422.7890
. 843.4910

156 958 960

957.4797
422.2640

[M — 4 CF,COOH+2 H+]2*"2 [M — 4 CF,COOH + H*]*

423.2536

423.7479

422 423 424 IL
+ N VRIS W N T L

T L T u T
800 850 900 950 1

Fig. 41 : Spectre électrospray mode positif du composé 87. Présentation par parties.

897.4346
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409.2423 [M—6 CF,COOH + 3 H*3*3
= 307.1854

[M — 6 CF;COOH + 4 H*J4+/4

[M — 6 CF,COOH + 2 H*2*2

613.3525

179.1072 670.3478

m/z
200 300 400 500 600 700 80

Fig. 42 : Spectre électrospray mode positif du composé 91.

IV.6. Conclusion et perspectives

Nous avons réalisé la synthése de 6 nouveaux composés porteurs de bras
guanidinium autour d’une structure organisatrice de type benzéne. Ces composeés se
différencient les uns des autres par le nombre de bras guanidiniums qui y ont été
incorporés (n =1 ; 2; 3 ; 4 et 6), et de leur position autour du cycle central. Les
résultats de cette étude sont présentés dans le chapitre V.

Parmi les travaux restant a effectuer, il serait intéressant pour compléter cette
famille de développer les dérivés suivants : bis-1,4; tris-1,2,3 et -1,2,4; tétra -1,2,3,5
et-1,2,3,4; penta -1,2,3,4,5.

Certains d’entre eux sont en cours de préparation (bis-1,4 et penta-1,2,3,4,5), les
autres nécessitent un acces au (n)-méthylbenzenes correspondants que nous

n’avons pas eu le temps d’élaborer.

Les produits « guanidinium » décrits dans ce chapitre seront I'objet d’étude
microbiologiques dont les résultats sont présentés dans le chapitre V.
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EVALUATIONS BIOLOGIQUES
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V.1. Cibles d’action de molécules antibactériennes

L'utilisation routiniére d’antibiotigues et d'antiseptiques sont a l'origine de
résistances de plus en plus accrues des bactéries, ce qui constitue la cause majeure
d’infections nosocomiales. Cependant, tres peu d’antibiotiques ont vu le jour ces
dernieres années. Découvrir de nouvelles thérapeutiques, avec un mécanisme
d’action innovant, devient indispensable, afin de contourner les mécanismes de

résistance actuels des bactéries.

Dans ce contexte, une partie des recherches faites au sein du GEVSM est
dédiée au développement de nouveaux agents anti-infectieux, antiviraux [1-4] ou

antibactériens [5,6].

Les structures qui ont été développées au cours de cette these, devraient avoir

pour cibles :

» La paroi : dérivés du CX1, prodrogues hydrosolubles et poly-guanidiniums
étoilés.

» I'ADN gyrase : Prodrogue hydrosoluble de quinolone.

Paroi bactérienne : Agissant sur la paroi bactérienne ?
« CX1
= prodrogueshydrosolubles

Synthése

protéique Prodrogue hydrosoluble de quinolone :

= Agissant sur la paroi et empéche la
réplicationde 'ADN bacterienne

Membrane cytoplasmique

Fig. 1 : L'approche développée au GEVSM.

Une des approches antibactériennes développées au laboratoire repose sur
I'hnypothése que, face a la charge globale nette de surface réputée négative chez les
bactéries, I'opposition d'un ensemble pré-organisé et contraint spatialement de

contre-charges positives, pourrait entrainer la réorganisation des anions de surfaces,
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et de ce fait la désorganisation des parois et membranes bactériennes. Cette

approche supramoléculaire devrait résulter en un effet délétere sur les bactéries.

Une représentation simpliste a I'extréme est donnée en figure 2.

H Qb
N OHN
OH A priori : o ;f (f

Monomere cationique © e Yo

sans effet sur I'organisation ° % ©

o - 5

des entités anioniques 5 °q0 °© 4
Cyclo-oligomére cationique g e ©
(4 charges contraintes stériquement) 5 o ©

avec effet sur 'organisation . ° 7o ° ¢

des entités anioniques 5 ©°% e ©

Fig. 2 : Représentation d’'une préorganisation de CX1/13 et son analogue
monomeérique D [5].

En effet, les nombreux travaux réalisés en microbiologie au sein du GEVSM, [5-
11] montrent que la pré-organisation de monomeéres para-guanidinoéthylphénol en
un tétramére cyclique tétra-para-(guanidinoéthyl)calix[4]arene CX1/13) (Fig. 2)

résulte en la génese d’une activité antibactérienne remarquable.

Ces mémes travaux ont démontré que le para-guanidinoéthylcalix[4]arene (CX1

/ 13) apparait comme un agent thérapeutique potentiel, conjuguant une activité

antibactérienne trés élevée a une quasi- absence de cytotoxicité sur les cellules
eucaryotes HaCaT et MRC-5 [7,8].

D’autres composés de type CX1/13 intégrant des systemes bis-hétérocycliques
(2,2-bipyridine et 2,2'-bithiazoles) ont été également développés, intégrant une
partie de ce travail de these [6]. Les études microbiologiques qui ont été faites sur
ces composeés ont confirmé I'importance de la pré-organisation des charges positives

par la structure calixarenique.
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4 CF;COOH
HN<__NH,
NH, Y HNgNH,  NH NH2  CF,COOH
HN Y Py
HN
HN NH, HNZ NH
OH
CX1/13 D

Fig. 3 : Structure du CX1 et son analogue monomérique D.

V.2. Généralités sur les structures constantes, vitales des bactéries.

Les bactéries, coques, bacilles voire formes plus complexes sont caractérisées
par des structures constantes qui sont indispensables a la vie cellulaire mais peuvent

aussi avoir un role de virulence [12].

Ces structures vitales comprennent les structures d’enveloppe, de paroi et
membrane cytoplasmique, ainsi que I'appareil nucléaire bactérien et les ribosomes

dispersés dans le cytoplasme.

V.2.1. La paroi bactérienne

Un élément important de la bactérie est sa paroi cellulaire, c’est une structure
vitale. Excepté les mycoplasmes et quelques archaebactériens, la plupart des
bactéries ont une paroi qui est le support de la rigidité, de la forme bactérienne et qui

a un role de protection.

Les bactéries peuvent étre divisées en deux groupes (Gram négatif et Gram
positif) (Fig. 4) basé sur la différence de la structure et de la composition chimique de

la paroi cellulaire mise en évidence grace a la coloration de Gram.
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Fig. 4 : Schéma descriptif des enveloppes bactériennes [13].

V.2.1.1. Paroi des Gram positif

Les bactéries a Gram positif possédent une paroi cellulaire contenant un

peptidoglycane épais (20-80 nm), associé a des protéines pariétales exposées et a

des structures polyosidiques (acides lipoteichoiques, acides teichoiques...etc), ces

derniéres conférant aux bactéries une charge globale nette de surface négative [9].

V.2.1.1.1. Acides teichoiques (Gram +)

Les figures 5 et 6 représentent les structures chimiques des acides téichoique

et lipotéichoique, présents dans la paroi des Grams positifs. Leur charge négative

(PO4*) est essentielle pour le maintien et la régulation prés de la paroi une

concentration en cations favorables.
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R, = H, D-ala or Gle
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Peptidoglycan Linkage Unit Polymer

Fig. 5 : Structure chimique de I'acide téichoique [14].

poly (Gro-P) ———  glycolipid |

A. glycolipid anchor % 9)\/\/\/\/\/\/\/\
OX
B. poly (Gro-P) HO\X/O
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/////
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H- a-GIlcNAc-
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Fig. 6 : Structure chimique de 'acide lipotéichoique [15].

V.2.1.1.2. Le peptidoglycane

Le peptidoglycane (ou muréine, ou mucocomplexe, ou mucopeptide) forme la

paroi bactérienne. Il est constitué en réseau tridimensionnel rigide mais, poreux au

travers duquel les substances vont pouvoir diffuser. Sa structure est relativement

identique chez les bactéries Gram positif et négatif.
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Il est formé :

» d’une partie glucidique (polysaccharide) : le polysaccharide est un polymére
de glycosaminopeptides dans lequel la N-acétyl-glucosamine (NAG) et l'acide N-
acétyl-muramique (NAM, spécifique de la paroi bactérienne) sont liés par des
liaisons osidiques B(1-4).

» Un ensemble de chaines latérales peptidiques identiques, composés de 4
acides aminés (L-alanine, D-alanine, aciede D-glutamique et acide diaminopimélique)
et attachées a I'acide N-acétylmuramique.

» Un ensemble de «ponts interpeptidiques» identiques reliant certaines des
chaines latérales tétrapeptidiques appartenant a des chaines glycaniques adjacentes

assurant la rigidité du peptidoglycane.

NAM : ockde Mook maromique
NAG : Nocétyl ghucosamne

Fig.7 : Structure du peptidoglycane [16].

V.2.1.2. Paroi des Gram négatif

Elle est plus complexe et constitué d’'une couche de peptidoglycane fine (7-8
nm) localisé dans le périplasme, entre la membrane cytoplasmique et une membrane

cellulaire externe ou des lipoprotéines jouent le réle de lien (Fig. 4).

227



ETUDES BIOLOGIQUES

V.2.1.2.1. Membrane externe

La membrane externe est située a la surface de l'enveloppe des bactéries
Gram négatif. Elle est constituée d'un double feuillet lipidique asymétrique. Le feuillet
interne est essentiellement constitué de phospholipides, alors que le feuillet externe

contient une majorité de lipopolysaccharides (LPS).

Le lipopolysaccharide (ou LPS) est un composant essentiel (il n'existe pas de

mutant sans LPS) de la paroi bactérienne des bactéries a Gram négatif : c'est une

endotoxine.
Chaines latérales : Ag O
(Somatiques)
} Core
; Lipide A (dimere de B-1—6-glucosamune)
Fig.8 : Structure de la membrane externe.
e L'AgO est spécifiqgue d'une espece a une autre : il est composé de deux

triosides et d'un dioside. C'est un groupement qui se répéte de 2 a 40 fois. Son
application est le sérogroupage.

« Les chaines latérales ont une structure qui confére la spécificité antigénique.
Lors du passage a l'état R (rough) des colonies, ce sont ces chaines latérales qui

sont perdues.

Le LPS induit chez 'hnomme des signes cliniques (hyperthermie, agrégation des
hématies, choc septique — diminution de la pression artérielle). C'est la partie lipide A
gui est considérée comme la plus toxique (action sur les granulocytes et les cellules

épithéliales).

L'antigéne représenté par le LPS permet le sérogroupage, étape essentielle dans
I'identification des Enterobacteriaceae notamment des Salmonella. Dans la

recherche fondamentale, le LPS est beaucoup utilisé pour induire l'inflammation tel
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gue l'induction de la Cycooxygénase-2 sur des cellules ou des organes en culture,

généralement il est utilisé & une concentration de 0,1 mg-ml™

The basic ipopolysaccharide of £ coli,incorporating
lipid A (blue portion ofthe structure).

Fig. 9 : Structure d'un lipopolysaccharide [17].

Cette membrane contient également, différents types de protéines, comme par
exemple les porines ou d'autres protéines de transport, des enzymes, des protéines
intervenants dans le phénoméne de conjugaison bactérienne. Il existe également
des lipoprotéines de Braun insérées dans le feuillet interne de cette membrane et qui
jouent un role important dans la stabilisation de la paroi. On peut noter que certaines
des protéines de cette enveloppe servent de récepteurs a certains bactériophages,

notamment les protéines intervenant dans la conjugaison.

V.2.2. Le cytoplasme

Il présente de nombreux niveaux de complicité structurelle. On y trouve

principalement, un chromosome sous forme de filament d’ADN, support de I'hérédité.
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De plus, les cellules bactériennes contiennent souvent des molécules d’ADN

circulaire extra-chromosomiques appelées plasmides.

Les cellules contiennent aussi de nombreux ribosomes permettant la synthése
protéique grace au mécanisme de la traduction. Le cytoplasme des procaryotes
contient souvent des substances intracellulaires de réserve qui sont des stocks de

nutriments sous forme de glycogene, amidon ...etc.

V.3. Les antibiotiques

Les substances antibiotiques sont des agents strictement antibactériens dont la
toxicité sélective résulte d’'un mode d'action spécifique. Ce sont donc des
"médicaments” qui ont pour effet soit d'empécher la prolifération des bactéries, soit
de les tuer de facon ciblée. On parlera selon le cas d'antibiotiques "bactériostatiques”

ou "bactéricides".

Il existe actuellement divers antibiotiques qui agissent sur la paroi bactérienne, sur la

membrane cytoplasmique ou sur divers organites intracellulaires (Fig. 10)

Inhibition de la synthése des protéines

MLSK, Phénicolés, Oxazolidinones, Paroi bactérienne : Inhibition de la synthése de la paroi

Aminosides, Tétracyclines (tigécycline), _

Acide fusidique
Synthése

protéique

B-lactamines
Glycopeptides
Fosfomycine

Agissant de facon indirect sur une ou
des voies métaboliques

Membrane cytoplasmique ; Agissant au niveau de la membrane

Sulfamides et diaminopyridines Polymyxines
Nitro-5-imidazolés Daptomycine
Nitrofurantoine Inhibition de la synthése des acides

nucléigues

Quinolones — Fluoroquinolones,
Rifamycines.

Fig. 10 : Cible d’action des principaux antibiotiques.

230



ETUDES BIOLOGIQUES

% Les quinolones

Les quinolones ciblent I'ADN gyrase et la topoisomérase Il et IV, empéchant la
réplication de I'ADN bactérien. Leur mode d'action comprend un effet oxydant sur les
bactéries, mais leur effet principal est di a la fixation de la molécule quinolone sur
I'ADN lors de la phase de duplication de I'ADN au cours de la mitose. La
topoisomérase |l est la protéine qui permet a une bactérie ne mesurant que 2 pum sur
1pm en moyenne de contenir un ADN long de 1700 um (effet de surenroulement de
I'ADN sur lui-méme). L'inhibition de la topoisomérase Il induit des cassures dans
I'ADN (effet clastogene). Les quinolones se fixent par ailleurs sur les extrémités des
brins d'ADN qui ne peuvent plus se réassembler. Cette formation d'un complexe
ADN-quinolones est irréversible. L'étape suivante est celle de la mort cellulaire
programmée (apoptose). Il semble cependant que de nombreux cas, la bactérie ne
meure pas immédiatement : encore présente dans l'organisme, elle ne peut plus se
reproduire. Cela pourrait expliquer le remarquable effet post-antibiotique que I'on
observe avec les fluoroquinolones, effet qu'aucune étude n'explique de maniere

satisfaisante a ce jour.

0 O O
COOH F COOH COOH
F
o8 H |
K HN\) F k
CHs
Acide nalidixique Fluméquine Loméfloxacine

Fig. 11 : Exemples de quinolones.

V.4. Matériels et méthodes

L’ensemble des manipulations de microbiologie : évaluation des activités
antibactériennes et des cytotoxicités, dont nous présentons ci-apres les
méthodologies, ont été effectuées par le Groupe de Microbiologie Moléculaire du
GEVSM (Pr. C. Finance, Dr R.E. Duval, S. Fontanay technicien/doctorant, et M.

Grare en doctorat jusqu’en 2009).
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V.4.1. Souches bactériennes utilisés

e Selon les recommandations conjointes du « comité de I'’Antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie » (CA-SFM) [18] et du «Clinical and Laboratory
Standards Institute » (CLSI, anciennemment « National Committee for Clinical
Laboratory Standards» ou NCCLS) [19], cing souches bactériennes de référence ont
été utilisées pour nos études :

Escherichia coli ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa ATCC 25923
deux Staphylococcus aureus (ATCC 25923 et ATCC 29313)
Enterococus faecalis ATCC 29212.

Les différentes souches sont cultivées soit en bouillon Muller Hinton (Difco,
275730) a 35°C soit sur gélose Mueller Hinton (Difco, 225250).

V.4.2. Détermination des CMI

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) ont été déterminées par la
méthode standardisée de microdilution en milieu liquide (microplague 96 puis a fond
«U», Greiner), en bouillon Mueller-Hinton, avec un inoculum final de 10°-10° UFC
(Unités Formant Colonies)/mL, en fonction des especes bactériennes, conformément

aux recommandations du CLSI et du CA-SFM.

Chaque CMI a été déterminée au moins trois fois. Pour chacune, trois témoins

ont été réalisés :

e Témoin milieu
e Témoin milieu + drogue

e Témoin bactéries.

Chaque drogue a été diluée de fagcon a obtenir : soit une gamme de 250 a 1
ug/mL (gamme réalisée une fois); soit une gamme de 1024 a 4 pg/ mL. (gamme
réalisée deux fois). Les plaques ont été ensemencées avec un inoculum de 10°-10°
bactéries. La lecture de la turbidimétrie a été effectuée a 18 et 24 h par la lecture de

'absorbance a 540 nm.
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V.4.3. Impact sur la viabilité / cytotoxicité

Des études de viabilité / cytotoxicité sur cellules eucaryotes ont été réalisées

sur cellules MRC-5 et parfois sur cellules HaCat.

» MRC-5 : cellules pulmonaires embryonnaires humaines de type fibroblastique.
Elles sont trés proches des cellules primaires mais possédent I'avantage de pouvoir

étre répliquées un tres grand nombre de fois.

» HaCat : lignée cellulaire développées a partir de kératinocyte humains. Ces
cellules ont une morphologie de type kératinocyte de I'épiderme et correspondent a

un modéle de la lignée cellulaire in vitro pour I'étude des cancers humains de la peau.

e Tests de viabilité au MTT : le MTT ou bromure de 3-[4,5-
diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényltétrazolium, est un colorant pouvant étre réduit a
différents niveaux de la chaine respiratoire par des déshydrogénases
mitochondriales en cristaux violets de formazan. Ces cristaux sont ensuite solubilisés
a l'aide de SDS (Sodium Dodécyl Sulfate) puis quantifié par un lecteur de plagues a
540 nm, I'absorbance obtenue est proportionnelle au nombre de cellules viables.

e Tests de Cytotoxicité au Rouge Neutre : le Rouge Neutre (RN) est un
colorant vital, faiblement cationique qui pénetre dans les cellules par diffusion non
ionique. Il s’accumule dans les lysosomes des cellules vivantes par un mécanisme

actif ou passif. La lecture se fait également par mesure de I'absorbance a 540 nm.

V.5. Les Résultats
V.5.1. Les (n)-para-(guanidinoéthyl)calix[4]arenes

Nous avons repartis en deux groupes les résultats des études microbiologiques

faites sur cette famille des calixarenes guanidylés.
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Le tableau 1 présente les résultats obtenus avec les analogues du para-
guanidinoéthylcalix[4]arene CX1 / 13 (Fig. 3) partiellement substitués sur la partie
haute du calixarene (26, 27, 32, 38 et 42). Le CX1/ 13 a été choisi comme principe
actif de référence et les CMI, exprimées en pg/mL ont été obtenues sur les souches
de références. Nous précisons que la valeur limite de CMI a partir de laquelle un

composeé est considéré comme non actif a été fixée au laboratoire a 128 pg/mL.

4 CF3COOH

Souches de références
CMI (ug/mL) 26 27 32 38 42 CX1/13
E. coli ATCC 25922 64 8 >256 256 32 4
P. aeruginosa ATCC 27853 64 64 >256 32 16 32
S. aureus ATCC 25923 64 2 >256 16 16 8
S. aureus ATCC 29213 64 2 >256 8 16 8
E. faecalis ATCC 29212 64 4 >256 32 64 32

Tableau 1 : CMI en ug/mL sur souches de références ATCC des composés 26, 27,
32, 38, 42 et du CX1/13.

s Dérivés tert-butylés

Des deux composés tertio-butylés 26 et 27, seul le composé 27 peut étre
considéré comme actif, proche, voire meilleur, de CX1 / 13. Par rapport a ce dernier,
nous observons une nette amélioration sur les souches Gram positives : les deux S.
aureus, avec une CMI = 2 ug/mL contre 8 ug/mL, et E. faecalis avec une CMI = 4

Mg/mL contre 32 pg/mL. Nous notons é€galement une bonne activité sur la souche
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Gram négative E. coli avec une CMI = 8 pg/mL contre 4 ug/mL, et moyenne sur P.

aeruginosa avec une CMI = 64 ug/mL contre 32 ug/mL.

Le composé 26, qui comporte un seul groupement guanidinoéthyle et trois
groupes tert-butyles, présente une activité moindre mais non négligeable cependant,

sur toutes les souches bactériennes de référence avec une CMI = 64 ug/mL.

De cette premiéere série d’évaluations, il ressort que le composé 27, intégrant
uniguement deux fonctions guanidinoéthyles et deux groupements tert-butyles en
position alternée, présente la meilleure activité avec une « préférence » pour les
Gram positifs. La présence des groupes tert-butyles peut étre responsable de cet
état en augmentant le parameétre coefficient de partage (lipophilie plus élevée) par
rapport au CX1/13.

< Dérivés sans tert-butyles

Les dérivés non tert-butylés 32, 38 et 42 sont moins actifs que le CX1 / 13, mais
aussi moins actif que 27. 32, avec des CMI supérieures a 256 mg/mL, doit étre
considérée comme inactif. Toutefois, les composés 38 et 42 décorés de 2 et 3
groupements guanidinoéthyles sur le calix[4]aréne présentent des CMI intéressantes,

inférieures ou égales a 64 ug/mL, sur I'ensemble des souches de références.
« Bilan

L’évaluation de l'impact du nombre de groupements guanidinoéthyles sur la
partie haute de calix[4]arene, avec ou non présence de groupes tert-butyles aux
places laissées libres montre que les composés synthétisés sont tous actifs (sauf 32),
avec des CMI inférieures ou égales a 64 ug/mL (sauf 38 sur E. coli). Certains d’entre

eux sont proches de composé de référence CX1/13.

Les résultats du tableau 1 permettent d’évoquer un rdle intéressant des

groupes tert-butyles sur I'exacerbation d’activité.

Le composé bis-guanidinoéthyle bis-tert-butyle 27 est le plus proche de CX1 /
13, le dépassant sur les souches Gram positives. Son homologue non tert-butylé 38
est nettement moins performant, notamment sur E. coli (CMI = 256 pg/mL).
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La comparaison des deux dérivés monoguanidinoéthyle 26 et 32 montre aussi
une meilleure activité antibactérienne du composé 26, par rapport a son analogue

sans tert-butyle 32.

Nous n’avons pas, a I'heure actuelle, obtenu le dérivé tris-guanidinoéthyle
mono-tert-butyle. Son analogue 42 présente des activités intéressantes mais
inférieures a celles du CX1 / 13, et du composé 27. Nous devons noter cependant
que 42 exhibe la meilleure activité sur la souche Gram négative P. aeruginosa ATCC

25923 (CMI = 16 pg/mL contre 32 ou 64 ug/mL pour les autres composés)
« Développements

Les développements en cours ou en prévision reposent sur l'accés aux
structures manquantes pour compléter la famille : le tris-guanidinoéthyle mono-tert-
butyle, les deux dérivés bis-guanidinoéthyle adjacents. D’autres développement
portent sur la nature du substituant alkyl afin d’évaluer le réle de la longueur de
chaine et ses ramifications sur I'activité antibactérienne, et la mesure du coefficient
de partage de ces dérives est envisagée a court terme. L’obtention des
concentrations cytotoxiques de ces composés permettra I'évaluation des Index de
Sélectivité (IS = CCso /CMI), essentiels pour développer une molécule dans le champ

thérapeutique.

Le deuxieme groupe de résultats concernant les (guanidinoéthyl)calixarénes
provient de I'étude microbiologique du dérivé bis-(5,5'-diméthyl-2,2’-bipyridine 47 et
de son analogue monomérique 53. Le tableau 2 résume les résultats obtenus en
présentant les CMI déterminées vis-a-vis des souches de références. Dans ce méme
tableau, nous avons rappelé les CMI de trois composés analogues a 47 (les
composeés 13/ CX1, B et C), des monomeres respectifs D, E et F, de la synthaline A
H et I'hnexamidine G [2,6].
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4 CF3COOH

CX1/13

4 CF3COOH

HN.

HN.__NH,

OH

NH,
NH  CFsCOOH

NH  CF3COOH

4 CF,COOH
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4 CF3COOH

HN” “NH NH

NH,
NH, T HNgUNH, NH NH
AR

2 CF4COOH

NH

H
N

T

NH,
CF3COOH

NH,

Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) in pg.mL™ (10° mol L™)

CX1/13 (1239.0)

D (293.24)
B (1867.53)
E (532.47)

47 (1885.56)
53 (475.46)

C (1695.49)
F (487.52)

G (498.45)
H (668.22)

E. coli
ATCC 25922

4(3.2)
512 (1750.0)

16 (8.6)
128 (240.0)

32 (17)
8 (16.8)

16 (9.5)
64 (131.3)

8 (12.0)
64 (128.4)

P. aeruginosa
ATCC 27853

32 (26.0)
>512 (1750.0)

16 (8.6)
128 (240.0)

32 (17)
128 (270)

16 (9.5)
128 (262.5)

32 (47.9)
128 (256.8)

S. aureus
ATCC 25923

8 (6.5)
512 (1750.0)

16 (8.6)
16 (30.0)

8 (4.2)
8 (16.8)

8 (4.7)
16 (33.0)

4 (6.0)
64 (128.4)

S. aureus
ATCC 29213

8 (6.5)
512 (1750.0)

16 (8.6)
8 (15.0)

8 (4.2)
4 (8.4)

16 (9.5)
8 (16.4)

<1(1.5)
16 (32.0)

E. Faecalis
ATCC 29212

32 (26.0)
>512 (1750.0)

16 (8.6)
64 (120.2)

8 (4.2)
64 (135)

8 (4.7)
64 (131.3)

2 (3.0)
256 (513.6)

Tableau 2 : CMI en ug/mL et (umol/L) avec le calixarene bis-bipyridine 47 et son
monomere 53, en comparaison avec divers analogues, I'hexamidine G et la
synthaline A H. [6].

On s’apercoit tous d’abord de 'homogénéité des résultats sur I'ensemble des

souches bactériennes, autant sur les souches Gram positives que les Gram

négatives. On remarque aussi, que le composé calixarenique bis-bipyridylé 47 que

nous avons développé ici exhibe des activités similaires a ses analogues (CX1 / 13,
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B et C) développés par Mourer et al. Il faut noter, une activité de 47 plus prononcée

sur les souches Gram positives par rapport aux Grams négatives.

Toutefois, au regard de I'ensemble des résultats du Tableau 2, nous confirmons
les observations déja faites par M. Mourer dans sa these : l'introduction de groupes
hétérocycliques (6,6’-diméthyl-2,2’-bipyridyle, 5,5-diméthyl-2,2’-bipyridyle et 4,4'-
diméthyl-2,2’-bithiazole) sur le tétra-para-(guanidinoéthyl)calix[4]Jaréne CX1 / 13 n'est

pas source d’amplification du pouvoir antibactérien par rapport a ce dernier.

Par contre, en ce qui concerne le composé monomeérique 53, les résultats
montrent que l'introduction d’'un groupe 5,5-diméthyl-2,2’-bipyridyle sur le dérivé
monomérique nu D, entraine une amélioration de I'activité antibactérienne en
comparaison a ce méme dérivé. Nous avons avec le composé D des CMI qui sont
supérieures a 512 pg/mL, tandis que celles du composé 53 sont de 8 pg/mL pour E.
coli ATCC 25922 et 4 pg/mL pour S. aureus ATCC 29313.

Ce phénomeéne déja observé avec les monomeres E et F est a mettre en relation
avec lincorporation d'un syteme bihétérocyclique apolaire (par rapport au
guanidinium), conférant un caractere amphiphile qui pourrait interagir avec la

membrane bactérienne, d’une facon différente du monomere « nu » D.

Toxicité cellulaire

Les résultats présentés au tableau 3 démontrent que :

e Les composés 47 et 53 ont un impact moins négatif sur la viabilité des
cellules MRC-5 en culture, par rapport a leurs analogues calixaréniques bipyridylé B
et bithiazolé C, monomériques E et F et par rapport aux composés G et H.

e Les composeés 47 et 53 ont un impact plus négatif sur la viabilité des
cellules MRC-5 que le CX1 / 13 et son analogue monomérique D (IC50 >128 pg/mL
pour 47 et 53 contre IC50 = 256 pyg/mL pour le CX1 et D, et ce jusqu'a 48 heures
d’exposition.

e Du fait de certains problemes de troubles rencontrés avec 47 dans le
milieu de culture cellulaire des tests au MTT, une méthode de détermination de la

viabilité cellulaire par la mesure de la lactate déshydrogénase (LDH) a été employée.
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ICs0 (ug-mL™)

CX1/13 D B E 43° 57¢ C F G H
1239.0 293.2 1867.5 5325 18855 4755 16955 487.5 668.2 498.5

24h  256< 256< 16-32 32-64 >128 >128 16-32 64-128 32-64 128-256
48h  256< 256< 16-32 16-32 >128 >128 16-32 32-64 16-32 8-16
168 h 128-256 32-64 16-32 24 nd nd 16-32  8-16 4-8 <1

a) test LDH

Tableau 3 : Test de viabilité au MTT (a) test au LDH) sur les cellules MRC-5 apres
24 heures d’incubation [6].

E. coli P. aeruginosa S. aureus S. aureus E. Faecalis

ATCC 25922 ATCC 27853 ATCC 25923 ATCC 29213 ATCC 29212

CX1/ 13 >64 >8 >32 >32 >8
D >0.5 0.5 >0.5 >0.5 0.5
B 1-2 1-2 1-2 1-2 1-2
E 0.25-0.5 0.25-0.5 2-4 4-8 0.5-1
43 >4 >4 >16 >16 >16
57 16 >1 >16 >32 >2
C 1-2 1-2 2-4 1-2 2-4
1-2 0.5-1 4-8 8-16 1-2
G 4-8 1-2 8-16 32-64 16-32
2-4 1-2 2-4 8-16 0.5-1

Tableau 4: Détermination de I'indice de sélectivité (IS) a 24 heures, pour les

composeés 43 et 57 comparés aux composes analogues [6].
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Le tableau 4 recense, a coté de ceux des composés apparentés, les index de
sélectivités (IS) (IC50 / CMI) calculés pour les composés 47 et 53 a 24 heures. |l

apparait :

e Que les valeurs d'IS obtenues pour le composé 47 sont plus
intéressantes que celles de B et D et ce, quelle que soit la souche bactérienne
concernée, et avec une sélectivité de 47 pour les souches bactériennes a Gram
positif (IS >16 pour les deux S. aureus et E. faecalis contre IS >4 pour E. coli et P.
aeruginosa).

e Que les valeurs d'IS de 47 et 53 sont nettement inférieures aux valeurs
d’IS du CX1 / 13. Donc, le composé 47, malgré une activité antibactérienne proche

du CX1/ 13 (composé de référence), reste tout de méme plus toxique que ce dernier.

En conclusion, les résultats obtenus dans cette étude confirment ceux des

études préliminaires [5, 6] :

e L’activité antibactérienne du monomere 53 comme celles de ses
analogues E et F est tres intéressante car proche de celles des analogues
calixaréniques. Le réle que semble jouer la préorganisation spatiale de monomere
para-guanidinoéthylphénol (53, E et F) en tétramere cyclique est minimisé, voire
annulé pour I'obtention d’'une activité antibactérienne. Un mode d’action spécifique
des monomeres substitués est donc a envisager, et ces composés doivent étre
considérés comme antibactériens.

e Avec 47, l'introduction de deux 5,5-diméthyl-2,2’-bipyridyle sur la partie
basse du tétra-para-(guanidinoéthyl)calix[4]arene CX1 / 13 n’apporte pas une
modification nette de l'activité antibactérienne du CX1 / 13. Ce dernier apparait donc
toujours, dans cette série, comme la meilleure molécule, alliant une trés bonne

activité antibactérienne a une faible toxicité sur les cellules MRC-5.
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V.5.2. Propriétés antibactériennes des prodrogues hydrosolubles

Comme nous l'avons vu, le chapitre 1ll est dédié a la conception d’entités
hydrosolubles potentiellement libératrices d’une quinolone antibactérienne, I'acide

nalidixique, conférant a ces molécules un caractére affiché de prodrogue.

4 CF3COOH

4 CF3COOCH

NAL

Fig. 12 : schéma théorique de la dégradation du prodrogue 58.

Nous présentons dans le tableau 5, les CMI en ymol/L et (ug/mL) de quatre
composeés: les prodrogues mono- 58 et bis- 59 nalidixate, I'analogue mono-alcool 65
puis l'acide nalidixique NAL. Les tests ont été menés sur deux souches a Gram
négatif (E. coli ATCC 25922 et P. aeruginosa ATCC 27853) et trois souches a Gram
positif (les deux S. aureus ATCC 25923, ATCC 29213 et E. faecalis ATCC 29212).

4 CF3COOH

4 CF3COOH 4 CF3COOH

Souches de références (135347) (175350) (1122.98) (2@954)
E. coli ATCC 25922 25 (39) 18.6 (32) 110 (128) 100 (23)
P. aeruginosa ATCC 27853 100 (140) 37.2 (64) 220 (256) 200 (46)
S. aureus ATCC 25923 50 (70) 18.6 (32) 220 (256) 200 (46)
S. aureus ATCC 29213 50 (70) 18.6 (32) 220 (256) 200 (46)
E. faecalis ATCC 29212 100 (140) 18.6 (32) | >220>(256) | 200 (46)

Tableau 5 : Valeurs de CMI en umole/L (ug/mL) des composeés 58, 59, 65 et NAL
sur les 5 souches bactériennes de références [20].
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Les résultats du tableau 5 montrent que :

o |'activité de l'acide nalidixique NAL est conforme a la littérature [21], proche
des 32 ug/mL recommandés par la NCCLS.

e Les prodrogues mono-nalidixate 58 et bis-nalidixate 59 présentent une activité
(umol/L) sur 'ensemble des souches bactériennes (Gram positif et négatif) largement
supérieure a celle de I'acide nalidixique (antibiotique de référence NAL). Si nous
prenons I'exemple d’E. coli, nous observons une CMI de 25 pmol/L pour le mono-
nalidixate 58 et 18.6 ymol/L pour le bis-nalidixate 59 contre 100 ymol/L pour I'acide
nalidixigue NAL [21].

e Dans I'ensemble, I'activité du dérivé bis-nalidixate 59 est tres élevée en regard
de celle de 58.

e L’analogue mono-alcool 65 présente une trés faible activité antibactérienne
(>100 umol/L).

e L’'analyse des CMI rapportées en pg/mL montre que les quantités utiles,
notamment pour 59, sont faibles, de I'ordre de 19 pyg/mL (37 pour P. aeruginosa).

Ces résultats acquiérent une portée plus grande en faisant I'analyse du tableau
6. En effet, si nous admettons que I'hydrolyse du prodrogue 58 par exemple est
totale (100%), nous pouvons donc de fait calculer les quantités théoriques (ou
concentrations théoriques en ug/mL) de I'alcool 65 correspondant ainsi que celles de
I'acide nalidixique (NAL) libérées. Ces valeurs sont ensuite comparées aux CMI

(ug/mL) correspondant au mono-alcool 65 et a I'acide nalidixique NAL.

CMI Libération CMI Libération CMI
Souches de références (ug/mL) | théorique de (ug/mL) théorique de (ug/mL)
58 NAL (ug/mL) NAL 65 (ug/mL) 65
E. coli ATCC 25922 35 5.8 23 29.2 128
P. aeruginosa ATCC 27853 140 23.2 46 116.8 256
S. aureus ATCC 25923 70 11.6 46 58.4 256
S. aureus ATCC 29213 70 11.6 46 58.4 256
E. faecalis ATCC 29212 140 23.2 46 116.8 >256

Tableau 6 : Comparaison des CMI (ug/mL) de 58, NAL et 65 avec les valeurs
théoriques libérées de NAL et 65 pour une hydrolyse & 100%.
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Les résultats du tableau 6 [20] montrent, pour ce qui concerne E. coli et S.
aureus, les concentrations théoriques d’acide nalidixique libéré sont 4 fois plus
petites que la CMI de l'acide nalidixique (5,8 pg/mL contre 23 ug/mL pour E. coli, et
11.6 yg/mL contre 46 yg/mL pour S. aureus), et 2 fois plus petites pour E. faecalis et
P. aeruginosa. Le méme calcul effectué pour l'alcool 65 donne des résultats

similaires.

Il est donc manifeste que, méme en considérant I’hypothese idéalisée de 100%
d’hydrolyse du prodrogue 58, les valeurs de CMI obtenues pour ce dernier ne sont

pas dues uniquement a I'acide nalidixique libéré.
A I'heure actuelle, les hypotheses que nous émettons sont les suivantes :

a) Le prodrogue 58 posseéde une activité propre, indépendante de toute
hydrolyse par les enzymes bactériennes, le milieu de culture Mueller Hinton étant
non hydrolytique.

b) Le prodrogue 58 partiellement conservé exhibe son activité, cumulée a celle
de I'acide nalidixique libéré. L’alcool 65 réputé inactif n’est pas considére ici.

C) Le prodrogue 58 partiellement conservé, et / ou l'alcool 65 exercent un effet
synergique avec l'acide nalidixique libéré. Nous pouvons considérer ici une
« assistance » au passage transmembranaire de I'acide nalidixique.

d) Une association des hypothéses b) et c).

s CMI (ug/mL) | Libération théorique de CMI (ug/mL)
Souches de références
59 NAL (ug/mL) NAL

E. coli ATCC 25922 32 8,6 23
P. aeruginosa ATCC 27853 64 17,3 46
S. aureus ATCC 25923 32 8,6 46
S. aureus ATCC 29213 32 8,6 46
E. faecalis ATCC 29212 32 8,6 46

Tableau 7 : Comparaison des CMI (ug/mL) de 59 et NAL avec les valeurs théoriques
libérées de NAL pour une hydrolyse a 100%.
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La méme étude peut étre effectuée sur le prodrogue bis-nalidixate 59, en nous
concentrant seulement sur I'acide nalidixique. En effet, le dérivé bis-alcool analogue
de 65 n’a pu étre obtenu a ce jour de fagon satisfaisante, et n’a donc pas été évalué
en biologie. Les résultats sont donnés dans le tableau 7 précédent.

Nous notons que les quantités d’acide nalidixique libérables d’aprés les CMI de
59 restent toujours trés inférieures a ses CMI. Les commentaires et hypotheses sont

similaires a ceux qui ont été formulés pour 58 :

a) Le prodrogue 59 possede une activité propre, indépendante de toute
hydrolyse par les enzymes bactériennes, le milieu de culture Mueller Hinton étant
non hydrolytique.

b) Le prodrogue 59 partiellement conservé exhibe son activité, cumulée a celle
de I'acide nalidixique libéré et a celle du di-alcool correspondant (a vérifier).

C) Le produit d’hydrolyse partielle de 59 (perte d’'un nalidixate) posséde une
activité propre, qui peut aussi étre cumulée a celle de I'acide nalidixique libéré.

d) Le prodrogue 59 partiellement conservé, et / ou son produit d’hydrolyse
partielle (perte d’'un nalidixate) et / ou le di-alcool exercent un effet synergique avec
I'acide nalidixique libéré. Nous pouvons considérer ici une « assistance » au passage
transmembranaire de I'acide nalidixique.

e) Une association des hypotheses b), c) et d).

Quelles actions a mener ?

Nous avons démontré dans le chapitre Ill que le prodrogue 58 était
parfaitement apte a libérer I'acide nalidixique lorsqu’il est en solution dans le sérum
de rat, mais que le milieu de Mueller Hinton, utilisé pour les études microbiologiques,
était inopérant en ce sens. En faisant abstraction d’'une éventuelle activité propre
(hypothese a)), son bilan d’activité antibactérienne relativement élevée pourrait n’étre

explicable que par une action hydrolytique par enzymes bactériennes.

Le prodrogue 59, quant a lui, n’est que tres faiblement hydrolysé en milieu
sérique (environ 10%). Ici aussi, en faisant abstraction d’'une éventuelle activité
propre (hypotheses a) et c)), son bilan activité antibactérienne élevée ne peut donc

étre expliquée que par une action hydrolytique par enzymes bactériennes.
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Les actions qui doivent étre menées sont les suivantes :

v' Evaluer les cinétiques d’hydrolyse de 58 et 59 en milieux enzymatique
d’origines bactériennes (certaines estérases commerciales disponibles).

v' Développer une technigue analytique ultra-sensible, apte a détecter les
produits d’hydrolyse des prodrogues et les prodrogues directement en milieu
de culture.

v' Evaluer les activités antibactériennes de mélanges acide nalidixique — mono-
alcool 65 ou di-alcool en devenir, afin de déterminer I'existence d'un

phénomeéne synergique.

V.6. Evaluation des propriétés antibactériennes des guanidiniums
étoilés

Nous avons également effectué les études de microbiologie visant a déterminer
le potentiel antibactérien des composés de la famille des guanidiniums étoilés. Les
résultats, CMI exprimées en pyg/mL et en (umole/L), sont présentés dans le tableau 8.

Les résultats obtenus lors de cette étude montrent :

e Un potentiel antibactérien tres intéressant pour 'ensemble des composeés vis-
a-vis des bactéries a Gram positif ou négatif, avec des CMI assez hétérogenes mais
inférieures a 64 ug/mL et souvent proche de 1 pg/mL sur les deux souche de S.
aureus.

e Un comportement de tétes de séries pour le dériveé tri-substitué 83 et le tétra-
substitué 87, avec une répartition du leadership assez homogéne sur les souches
Gram positives, une excellent activité¢ (CMI < 1 ug/mL) sur E. coli pour 83, et la
meilleure activité (CMI = 8 ug/mL) sur P. aeruginosa pour 87. Ces deux composes
présentent de meilleures activités que le calixarene CX1 / 13, et que 'hexomédine G
considérés initialement comme les références en terme d’activité.

e Une faiblesse manifeste pour le composé mono-guanidylé 71, qui présente
une activité antibactérienne modeste voire «nulle » sur E. faecalis, proche
cependant de celles observées pour les monomeres substitués par des bi-
hétérocycles E, F et 53 sur P. aeruginosa.
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e Une différence d’activité d’environ un facteur 2 entre le dérivé disubstitué méta
79 et son analogue ortho 75, au profit de 75, et avec un ciblage prononcé des S.
aureus.

e Pour le composé hexa-substitué 91, une activité homogéne sur les souches
Gram positives, et, pour les Gram négatives, identique a 75 et 83 sur P. aeruginosa,

et irréguliere sur E. coli.
y
PN ) 6 CF3COOH

NH CF3COOH
HN"™ "NH, HN.

H
YN
E; NHJ\@\

0 NH
0 NH, NH,
E\HZ/VQ/O \©\AHXNH2 HN)\N/V©/ H
HNT N 87 H 91

HN
HN N I
YNH, HN N NH
ael

71 NH

HN*NH NH NH
’ HNXNHz 2 CF3COOH E;
EO; 2 CF4COOH E; HN’?‘;',\‘H2 4. 3CF3COOH
79 mNm:Hz 75 HNL\‘\':IZNQ/ 8 Nt
Souches de
o 71 75 79 83 87 91
références
) 16 <1 4-16-32
E. coli ATCC 25922 32(82) | 8(11,5) 4 (3)
(22,5) (<0,98) (2-8-16)
P. aeruginosa ATCC 16
64 (16) 16 (23) | 32 (45) 8 (6) 16 (8)
27853 (15,6)
S. aureus <1 <1 <1
16 (41) 2 (1,5) 8 (4)
ATCC 25923 (<1,4) (<1,4) (<0,98)
S. aureus ATCC <1 <1 <1
8 (20) 2 (2,8) 8 (4)
29213 (<1,4) (<0,98) | (<0,75)
E. faecalis ATCC 128 16
8 (11,5) 8 (7,8) 4 (3) 8 (4)
29212 (325) (22,5)

Tableau 8: Valeurs de CMI en ug/mL et en (umole/L) obtenues pour les 6 composés

de la famille des guanidiniums étoilés 71, 75, 79, 83, 87 et 91 sur les différentes

souches bactériennes testées.
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Quelles actions a mener ?

La famille des guanidiniums étoilés constitue effectivement une nouvelle
catégorie d’agents antibactériens, avec des activités tres élevées pour certains
d’entre eux. Le concept d’organisation spatiale d’entités guanidinium, initiée avec les
calixarénes, s’'exporte avec succes sur un organisateur spatial simple, le cycle
benzénique. Les activités antibactériennes sont supérieures a celle mesurées avec
le CX1 /13, leader originel.

Comme nous l'avons déja mentionné dans le chapitre IV, cette famille est
encore incomplete. La sensibilité de la relation structure-activité préliminaire,
perceptible avec les 6 composés actuels, appelle a la synthése et I'évaluation des

structures manquantes pour affiner le bilan.

Il est nécessaire d’évaluer les toxicités cellulaires de ces composés, afin de
déterminer les index de sélectivité qui en feront peut-étre de véritables candidats en

tant qu’agents thérapeutiques anti-infectieux.

D’autres organisateurs spatiaux plus élaborés sont envisagés, gardant
toujours a l'esprit la nécessité d'un contrble sur la répartition structurale des

groupements réputés actifs, les guanidiniums.

V.7. Bilan global sur les activités antibactériennes des nouvelles
structures développées dans ce travail et des composés initiaux:

Faire un bilan d’activités sur 'ensemble des composés développés ou évoqués
dans ce traité est une opération délicate car les structures sont relativement
hétérogenes. Les structures calixaréniques peuvent étre assez aisément comparées

entre elles, mais plus difficlement avec la famille des guanidinium étoilés.

Plusieurs tableaux comparatifs peuvent étre établis. Nous présentons ici un
tableau récapitulatif (Tableau 9) des activités des composés étudiés dans ce traité,
intégrant une colonne particuliere intitulée “score”. Ce dernier est en fait la moyenne
des activités de chaque composé sur I'ensemble des cing souches de références
testées, qui a pour avantage, toute raison gardée quant a sa représentativité, de
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donner rapidement les leaders potentiels. Il est nécessaire de rappeler ici que

guelques composés présentent une activité treés faible qui risque, en augmentant

cette moyenne (ce score), de faire laisser de c6té d'intéressantes structures.

Cependant, ce tableau montre que les meilleurs scores sont atteints avec les

composés étoilés 7( (bis ortho), 83 (tris), et 87 (tétra), autour de 5 yg/mL.

COmposés Souches de références
E. coli ATCC | P. aeruginosa S. aureus S. aureus E. faecalis score
25922 ATCC 27853 | ATCC 25923 | ATCC 29213 | ATCC 29212

26 64 64 64 64 64 64

27 8 64 2 2 4 16
32 >256 >256 >256 >256 >256 >256

38 256 32 16 8 32 69

42 32 16 16 16 64 29

CX1/13 4 32 8 8 32 16

B 16 16 16 16 16 16
47 32 32 8 17,6
C 16 16 16 12.8
64 128 64 16 256 105

H 8 32 4 <1 2 9.4
512 <512 512 512 <512 512

128 128 16 8 64 69

64 128 16 64 56

53 8 128 8 64 42
71 32 64 16 8 128 49.6

75 8 16 <1 <1 8 6.8
79 16 32 <1 2 16 13.4

83 <1 16 <1 <1 8 5.4

87 4 8 2 <1 4 3.8
91 4-16-32 16 8 8 8 11.2

Tableau 9: Bilan des CMI en uyg/mL des composés de cette étude. Détermination

d’un score.
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Conclusion Générale

Au cours de ce travail de thése, nous nous sommes intéressés au
développement de nouveaux composés antibactériens, capables selon le concept
initial, d’interagir avec la paroi bactérienne. Les structures qui ont été développées
sont de nature polycationiques, intégrant sur une plate-forme organisatrice rigide,
tridimensionnelle de type calix[4]aréne ou plane de type aromatique, des fonctions
guanidinium en nombre variable.

Nous avons réalisé dans la premiere partie de notre travail, la synthése et la
caractérisation de nouveaux composés calixareniques hydrosolubles partiellement
guanidylés sur la partie haute, puis de calixarénes bis-hétérocycle et de leurs
monomeres constitutifs. Les dérivés calixareniques partiellement substitués ont été
développés dans l'objectif d’appréhender le réle et I'importance du nombre et du
positionnement des fonctions guanidines sur le calixaréne, ainsi que l'influence de la
présence ou l'absence de groupes tertio-butyles résiduels sur [l'activité
antibactérienne. L'analyse des résultats recueillis en biologie montre que certains
composeés présentent des activités antibactériennes intéressantes a divers degrés,
notamment les dérivés calixaréniques guanidylés sans tert-butyles en para (38, 42),
le calix[4]aréne bis-5,5-bipyridine et son analogues monomerique (47 et 53). Plus
particulierement, un composeé, le bis-[(tert-butyl)-bis-(guanidinoéthyl)]calix[4]arene 27,
présente une excellente activité proche de celle de la référence tétra-
guanidinoéthylcalix[4]arene CX1 / 13 (composé leader présentant une trés
intéressante activité antibactérienne, obtenu au cours d'un précédent travail de
these).

En ciblant un comportement de prodrogue et dispenseur multidrogues, nous
avons apporté un caractere hydrosoluble a des podants calixaréniques porteurs, via
une liaison ester labile de un ou deux motifs quinolones (acide nalidixique)
susceptible d’inhiber la réplication de I'ADN bactérien. Malgré les nombreux
problemes rencontrés tant niveau de I'adaptation des voies de synthése (greffage de
la quinolone sur le calixaréne) que des protocoles de purification (en phase
organique), nous sommes parvenus a atteindre une partie des objectifs fixés au
départ. Nous avons réalisé la synthése et la caractérisation de trois prodrogues
hydrosolubles, deux ammoniums, le mono- et le bis-nalidixate 58 et 59

respectivement et un guanidinium de type mono-nalidixate 62. Nous nous sommes
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ensuite intéressés a la mise au point d’'une étude visant a évaluer et valider le
concept prodrogue des composé 58 et 59 au moyen d’'un systeme CLHP en mode

phase inverse.

Les résultats de cette étude ont permis d’attester le caractere prodrogue du
mono-nalidixate 58, en montrant I'hydrolyse de cette derniére dans le plasma de rat
(a 37°C) et la libération de I'acide nalidixique (80-90%), tandis que le bis-nalidixate
59 ne libere que prés de 10% d’acide nalidique. Deux hypotheses pourraient
expliquer ce résultat. Dans la premiere, nous pensons que la présence du deuxieme
groupe propylnalidixate en position alternée (-1,3) génére une géne stérique qui
empéche I'hydrolyse de se faire. La deuxieme hypothése est que la présence du
groupe hydroxyle en position opposée au propylnalidixate sur le dérivé
monosubstitué 58 est indispensable pour I'hydrolyse du prodrogue. L’ensemble des
travaux effectués sur ces structures nous a permis de présenter et de discuter sur les
résultats biologiques obtenus. Nous montrons que les prodrogues hydrosolubles 58
et méme 59 présentent des activités antibactériennes fort intéressantes sur les
diverses souches de référence a Gram positifs et a Gram négatifs choisies pour

I'étude

Enfin, nous décrivons les synthéses et caractérisations de nouvelles structures
poly-ioniques, intégrant un motif central de type benzéne, porteur d’'un nombre
variable de motifs latéraux para-(guanidinoéthyl)phényléther, et congcues comme une
alternative aux calixarenes précédemment développés. Les résultats des évaluations
biologiques de I'ensemble de ces composés, Concentrations Minimales Inhibitrices
(CMI) sont obtenues sur un ensemble de souches bactériennes de référence. Nous
montrons qu'un certain nombre des dérives de cette famille, notamment les

composeés 83 et 87 présentent un potentiel antibactérien extrémement intéressant.

Globalement, le travail engagé dans cette thése devra se poursuivre en ouvrant
de nouvelles voies permettant d’agrandir la famille des calixarénes guanidiniums, des
calixarenes guanidiniums bis-hétérocycle ou non hétérocycles. Il sera également
judicieux de prévoir la synthese de calixarénes hydrosolubles intégrant deux
principes actifs différents (pénicilline-quinolone) ou identiques (pénicilline-pénicilline).
Enfin, des travaux sont actuellement en cours pour permettre d’élargir la famille des

poly-guanidiniums étoilés.
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Face a I'urgence actuelle de découvrir de nouveaux agents antiinfectieux, ainsi
gue les alertes publiques tres récentes (journeaux télévisés de septembre 2010) I'ont
exprimé —témoignage du transfert d’'un constat « scientifique » a une alerte publique,
nos travaux, cumulés a ceux des théses menées au sein du laboratoire ces derniéres
années (N. Psychogios, M. Mourer, M. Grare, C. Geller) pourraient représenter un

début de réponse a cette demande.

253



254



PARTIE EXPERIMENTALE

PARTIE EXPERIMENTALE

» Analyses

» Calix[4]arénes ammoniums

» Monomeres ammoniums

» Prodrogues

» Famille guanidines étoilées
Analyses

% Les spectres RMN ont été enregistrés sur appareil BRUKER DRX 400 MHz.
Les déplacements chimiques sont exprimés en ppm en référence aux différents

solvants utilisés :
EnH : CDCls : 7.26 ppm ; DMSO-Dg : 2.50 ppm et D,O : 4.79 ppm.

En *3C : CDCl; : 77.16 ppm ; DMSO-Ds : 39.52 ppm.

X/

% Les points de fusion ont été mesurés sur appareil a point de fusion capillaire
ELECTROTHERMAL IA 9200.

¢ La spectroscopie Infra-Rouge a été réalisée sur un appareil BRUKER Vector

22. Les échantillons ont été préparés par pastillage en matrice de KBr.

X/

% Les spectres de masse ont été realisés a I'aide d’un appareil Micromass
Platform (ES).

% Les analyses UV-Visible ont été réalisées sur un appareil SAFAS-Monaco
Uvmc2. Les valeurs sont données en nm pour les Amax et en L.mol™*.cm™ pour les

coefficients d’absorbation molaire.

255



PARTIE EXPERIMENTALE

% Les analyses élémentaires sont effectuées sur un appareil Thermofinnigan
FlashEA.

% Les chromatographies sur colonne ont été réalisées sur les supports suivants :
- Silice : MACHERAY-NAGEL, Gel de Silice 60 M, 40-63 pm ;
- Alumine : MERCK, Aluminium Oxyde 90 standardisé.

% Les chromatographies sur couches minces ont été réalisées sur les supports
suivants :
- Silice : MACHERAY-NAGEL, ALUGRAM® G/UV3s4;
- Alumine : MERCK, Aluminium 60 F2s4 neutral.
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5,11,17-tris(tert-butyl)-23-mono(diméthylamino-méthyl)-
25,26,27,28-tétra(hydroxy)-calixaréne 17.

A une solution de calix[4]aréne 16 (0.5 g, 0.84 mmol, 1 éq.) dans 10
ml de THF sont ajoutés 1.92 ml d'acide acétique, 114 pl de
dimethylamine a 45% dans I'eau (2.27 mmol, 2.7 éq.) et 68 ul de

formaldehyde a 37% dans l'eau (2.27 mmol, 2.7 éq.). Le mélange

est laissé sous agitation a température ambiante. Aprés 24 heures
de réaction, les solvants sont évaporés. Le résidu solide est repris avec 30 ml d’eau et neutralisé par
une solution de K,CO3; 10%. On extrait la phase organique avec 2x25 ml de CH,Cl,. Les phases
organiques rassemblées sont séchées sur Na,SO,, filtrées et concentrées. Le produit attendu est
sous forme de poudre blanche (0.51 g, 92%).

RMN *H (400 MHz, CDClg): 1.12 -1.14 (m, 27 H, tBu); 2.19 (s large, 6 H, NMe,); 3.24 (s large, 2 H,
ArCH,;NMe,); 3.42 (s large, 4 H, ArCH,Ar); 4.17 (s large, 4 H, ArCH,Ar); 6.95-6.99 (m, 8 H, ArH).

5,11,17—tris(tert-butyl)-23-mono-(cyanométhyl)-25,26,27,28—
tétra(hydroxy)-calix[4]aréne 20.

A une solution de calix[4]aréne 17 (0.19 g, 0.29 mmol, 1 éq.) dans
20 ml de DMSO (sur tamis moléculaire) est additionné CHsl (27 pl,
0.43 mmol, 1.5 ég.) goutte a goutte. On laisse sous agitation

pendant 30 minutes a température ambiante, avant I'ajout de KCN

(0.03 g, 0.549 mmol, 1.88 éq.). Le mélange reste sous agitation
pendant 24 heures, a 80°C sous atmosphére d’argon. Aprés retour a température ambiante, le brut
est d'abord additionné a 100 ml d‘H,O glacée puis acidifié par une solution HCI 1M, entrainant la
précipitation du produit. Le précipité est rincé abondamment a I'eau puis filtré sur fritté et séché sous

vide pour donner le produit attendu sous forme d’une poudre jaune (0.13 g, 74%).

RMN *H (400 MHz, CDCly): 1.21-1.24 (m, 27 H, tBu); 3.51-3.56 (m, 6 H, ArCH,CN + ArCH,Ar); 4.25 (s
large, 4 H, ArCH,Ar); 7.02-7.06 (m, 8 H, ArH), 10.26 (s large, 4 H, OH).
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Chlorhydrate de 5,11,17-tris(tert-butyl)—23—(aminoéthyl)-
25,26,27,28-tétra(hydroxy)-calixaréne 22.

Le calixaréne 20 (0.48 g, 0.76 mmol, 1 éq.) est solubilisé a TA, dans
20 ml de THF fraichement distillé sur Na et additionné de BH; 1M
dans le THF (4.31 ml, 3.79 mmol, 5 éq.). Le tout est porté a reflux

sous agitation et sous argon pendant 24 heures. Aprés retour a température ambiante, le brut est
additionné a une solution de MeOH (destruction du borane résiduel). Le méthanol est évaporé pour
obtenir résidu blanc qui est hydrolysé dans un mélange MeOH / HCI / H,O (19 / 4 / 4 ml) qui est porté
1h30 a reflux. Les solvants sont de nouveau évaporés et le brut est additionné de 50 ml d’acétone. Le
précipité qui se forme est filtré sur fritté, rincé a I'acétone puis séché sous vide poussé. On obtient une
poudre blanche (0.43g, 85%).

RMN *H (400 MHz, CDCly): 1.21-1.25 (m, 27 H, tBu); 2.60 (s large, 2 H, ArCH,CH,NH); 3.64 (t, J =
5.58 Hz, 2 H, ArCH,CH,NH); 3.47-4.22 (m, 8 H, ArCH,Ar); 6.67 (s, 2 H, ArH); 7.02-7.05 (m, 6 H, ArH).

5,11,17—tris(tert-butyl)-23—(diBoc-guanidinoéthyl)-25, 26, 27,
@) . . R
'0) )< 28-tétra(hydroxy)-calix[4]aréne 24.
O—¢ HNAO
N={

HN Le chlorhydrate d‘aminoéthyl-calix[4]aréne 22 (0.15 g, 0.22 mmol, 1

€g.) est mis en solution dans 30 ml d‘un mélange CH,Cl, / MeOH et
I'on additionne Et;N (93 ul, 0.67 mmol, 3 éq.) puis la N,N‘—Bis(tert-
butoxycarbonyl)-N“-triflylguanidine (0.09 g, 0.22 mmol, 1 é€q.). Apres

OH OH 24 heures de réaction, les solvants sont évaporeés. Le résidu est
solubilisé dans CH,CI, et lavé par (2 x 20 ml) d'H,O. Les phases organiques sont rassemblées et
séchées sur Na,SO, puis filtrées et concentrées. Le brut subit alors une purification par colonne
chromatographique (SiO,, CH,Cl, / MeOH 99 :1) pour donner le produit attendu sous forme de solide
blanc (0.15 g, 78%).

RMN *H (400 MHz, CDCly): 1.21-1.25 (m, 27 H, tBu); 1.52-1.56 (m, 18 H, tBu); 2.66 (t, J = 7.18 Hz, 2
H, ArCH,CH,NH); 3.63 (t, J = 6.46 Hz, 2 H, ArCH,CH,NH); 3.51-4.27 (AB, Jas = 12.32 Hz, 8 H,
ArCH,Ar); 6.93 (s, 2 H, ArH); 7.04 (s, 2 H, ArH); 7.06 (d, J = 2.28 Hz, 2 H, ArH); 7.10 (d, J = 2.52 Hz, 2
H, ArH); 8.0 (s large, 1 H, NH guanidine); 10.30 (s, 4 H, OH); 11.51 (s large, 1 H, NCH guanidine).
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H,N CF3COOH

HN

5,11,17—tris(tert-butyl)-23—(guanidinoéthyl)-25,26, 27,28—-
tétra(hydroxy)-calix[4]aréne 26

Le Calixaréne 24 (0.13 g, 0.15 mmol, 1 éqg.) est mis en solution
dans 12 ml de CH,CI, anhydre et 4 ml de TFA. Le mélange est
laissé, sous agitation et sous argon a température ambiante
pendant 24 heures. Les solvants sont alors évaporés et I'huile

obtenue est plusieurs fois reprise au CH,Cl, et évaporée afin

d’éliminer le maximum de TFA résiduel. Le résidu est par la suite séché sous vide poussé. Le brut est

alors repris et trituré dans Et,O pour donner une poudre blanche qui est filtrée sur fritté, lavée a I'Et,O

et séchée sous vide avant une derniére étape de lyophylisation (0.12 g, 93%).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-Dg): 1.14 (s, 9 H, tBu); 1.17 (m, 18 H, tBu); 2.55 (t, j = 7.24 Hz, 2 H,
ArCH,CH,NH); 3.16 (s large, 2 H, ArCH,CH,NH); 3.43-4.17 (AB, 8 H, ArCH,Ar); 7.01 (s, 2 H, ArH);
7.12 (d, j = 2.12 Hz, 2 H, ArH); 7.14 (s, 2 H, ArH); 7.19 (d, j = 2.08 Hz, 2 H, ArH), 7.32 (s large,

NHguan); 7.57 (m, 1 H, NH).

RMN *C (100 MHz, DMSO-Dg): 31.51 (CMes); 31.55 (ArCH.,Ar); 31.64 (CMes); 31.71 (ArCH,AN);
33.88 (ArCH,CH,NH); 34.11 (ArCH,CH,NH); 42.48 (CMe;); 125.63, 125.73, 125.93 (Cm); 128.15,
128.54, 128.63 (Co); 129.06 (Cm); 129.40 (Co); 131.23 (Cp); 143.65, 143.70 (Cp); 147.19 147.74

147.36 (Cipso); 157.04 (Cguan)-

Analyse élémentaire calculé pour Cs3HssN3O4, CFCOOH, 1.6 H,O (935.49): C: 65.85% ;
H: 7.27% ; N : 5.12%, trouvée : C : 65.50% ; H: 7.15 % ; N : 5.84%.

ES-MS (ES+): 678.56 [M — CF;COOH + H']".

5,17-bis(tert-butyl)-11,23-bis(diméthylaminométhyl)-25,26,27,28-
tétra(hydroxy-)calix[4]aréne 19.

A une solution de 5,17-bis(tert-butyl)-calix[4]aréne 18 (0.5 g, 0.916
mmol, 1 éq.) dans 5 ml de THF sont ajoutésl ml d’acide acétique,
280 ul de dimethylamine & 45% dans I'eau (6.27 mmol, 5.84 éq.) et
185 pl de formaldehyde a 37% dans I'eau (6.27 mmol, 5.84 €q.). Le

mélange est laissé sous agitation a température ambiante. Aprés 24 heures de réaction, les solvants

sont évaporés. Le résidu solide est repris avec 50 ml de CH,Cl, puis lavé a I'eau (2x30 ml). La phase

organique est séchée sur Na,SO,, filtrée et concentrée. Le produit attendu est sous forme de poudre

blanche (0.56 g, 93%).
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RMN 'H (400 MHz, CDCly): 1.21 (s, 18 H, tBu); 2.23 (s, 12 H, N(Mes),); 3.30 (s, 4 H, ArCH,N); 3.52-
4.23 (AB Jag = 13.84 Hz, 8 H, ArCHAr); 6.97 (s, 4 H, ArH); 7.05 (s, 4 H, ArH); 10.20 (s large, 4 H,
OH).

5,17-bis(tert-butyl)-11,23-bis(cyanométhyl)-25,26,27,28-tétra
(hydroxy)calix[4]arene 21

A une solution de calix[4]aréne 19 (0.33 g, 0.508 mmol, 1 éq.) dans
15 ml de DMSO (sur tamis moléculaire) est additionné CHgsl (82 ul,

1.322 mmol, 2.6 ég.) goutte a goutte. On laisse sous agitation

pendant 30 minutes a température ambiante, avant I'ajout de 3.76
équivalents de KCN (0.12 g, 1.912 mmol). Le mélange reste sous agitation pendant une nuit a 80°C
sous atmosphére d’'argon. Aprés retour a température ambiante, le brut est d’abord additionné a 100
ml d‘H,O glacée puis acidifié par une solution HCI 1M, entrainant la précipitation du produit. Ce
dernier est rincé abondamment a I'eau puis filtré sur fritté, lavé abondamment a I'eau puis séché sous

vide pour donner le produit attendu sous forme d’une poudre jaune (0.28 g, 70%).

RMN *H (400 MHz, CDCly); 1.16 (s, 18 H, tBu); 3.43 (s large, 4 H, ArCH,CH,CN); 3.44 (s large, 4 H,
ArCH,Ar); 4.18 (s large, 4 H, ArCH,Ar); 6.90 (s, 4 H, ArH); 7.01 (s, 4 H, ArH); 10.08 (s large, 4 H, OH).

NH;Cl Chlorhydrate de 5,17-bis(tert-butyl)-11,23-bis-(aminoéthyl)-
25,26,27,28-tétra-(hydroxy)-calix[4]aréne 23.

Le calixarene 21 (0.56 g, 0.91 mmol, 1 éq.) est solubilisé a
température ambiante, dans 20 ml de THF fraichement distillé sur
Na et additionné de 10 équivalent de B,Hs 1M dans le THF (8.61

ml, 9.02 mmol, 10 éq.). Le tout est porté a reflux sous agitation et sous argon pendant 24 heures.

Aprés le retour a température ambiante, le brut est additionné & une solution de MeOH détruisant
ainsi le borane résiduel. Aprés évaporation du méthanol, on ajoute alors au résidu blanc obtenu un
mélange MeOH, HCI, H,O (19, 4 et 4 ml) et I'on porte pendant 1h30 a reflux. Les solvants sont de
nouveau évaporés et le brut est additionné de 50 ml d’acétone. Le précipité qui se forme est filtré sur

fritté, rincé a I'acétone puis séché sous vide poussé. On obtient une poudre blanche (0.58 g, 91%).
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RMN 'H (DMSO-D6); 1.19 (s, 18 H, tBu); 2.64 (s large, 4 H, ArCH,CH,NH); 2.87 (s large, 4 H,
ArCH,CH,NH); 3.38 - 4.16 (s large 8 H, ArCH,Ar), 7.00 (s, 4 H, ArH); 7.16 (s, 4 H, ArH); 8.12 (s large,
4 H, NH); 9.89. (s large, 4 H, OH).

5,17-bis(tert-butyl)-11,23-bis(diBoc-guanidinoéthyl)-
25,26,27,28-tétra(hydroxy)-calix[4]aréne 25.

Le chlorhydrate 23 (0.14 g, 0.19 mmol, 1 éq.) est mis en solution
dans 25 ml de CH,Cl,/MeOH et I'on additionne EtzN (166 pl, 1.19
mmol, 6 ég.) puis la N,N-Bis(tert-butoxycarbonyl)-N“-
triflylguanidine (0.15 g, 0.39 mmol, 2 éq.). Aprés 24 heures de

réaction, les solvants sont évaporés et le résidu obtenu est
solubilisé dans CH,CI, puis la phase organique est extraite par 20 ml d’H,O. La phase aqueuse est
lavée avec 3 x 20 ml de CH,Cl,. Les phases organiques sont rassemblées et séchées sur Na,SO,,
filtrées et concentrées. Le brut subit alors une purification par colonne de chromatographie (SiO,,
CH,CI,/MeOH 99 :1). Le produit attendu a un aspect huileux (0.14 g, 65%).

RMN *H (400 MHz, CDCly): 1.23 (s, 18 H, tBu); 1.49 (s, 18 H, tBu); 1.52 (s, 18 H, tBu); 2.59 (t J = 7.18
Hz, 4 H, ArCH,CH,NH); 3.58 (q J = 6.46 Hz, 4 H, ArCH,CH,;NH); 3.47-4.22 (AB, Jas = 13.08 Hz, 8 H,
ArCH,Ar); 6.86 (s, 4 H, ArH); 7.06 (s, 4 H, ArH); 8.12 (s large, 2 H, NH guanidine); 10.20 (s, 4 H, OH),
11.40 (s, 2 H, CNH guanidine).

2 CF3COOH NH 5,17-bis-(tert-butyl)-11,23-bis-(guanidinoéthyl)- 25,

I~ HN" “NH
NH 2 26,27,28-tétra(hydroxy)-calix[4]arene 27.

Le calixaréne 25 (0.15 g, 0.16 mmol) est mis en solution dans
24 mL de CH,Cl, anhydre et additionné de 8 mL de TFA, on

laisse sous agitation et sous argon a température ambiante.

Aprés une nuit de réaction le solvant est évaporé et I'huile obtenue est plusieurs fois reprise dans
CH,CI, (4 fois) et évaporée pour éliminer le maximum de TFA résiduel puis séché sous vide poussé.
Le brut est alors repris et trituré dans I'Et,O pour donner une poudre blanche qui est filtrée sur fritté,
lavée a I'Et,O et séchée (0.12 g, 91%).

UV-Vis (DMSO): 289.0 (8429); 313.0 (1116) épaulement.
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RMN *H (400 MHz, DMSO-Dg): 1.19 (s, 18 H, tBu); 2.64 (s large, 4 H, ArCH,CH,NH); 2.87 (s large, 4
H, ArCH,CH,;NH); 3.39-4.16 (AB, 8 H, ArCH,Ar); 6.60 — 7.60 (bande large, 8 H, NH guanidine); 7.00
(s, 4 H, ArH); 7.16 (s, 4 H, ArH); 8.12 (s large, 2 H, NH guanidine); 9.89 (s large, 4 H, OH).

RMN ®C (100 MHz, DMSO-Dg): 31.57 (ArCH,Ar); 31.71 (CMes); 33.96 (ArCH,CH,NH);
34.11(ArCH,CH,NH); 42.73 (CMes); 125.68 (Cm de ArH-tert); 128.30 (Co de ArH-tert); 129.04 (Co de
ArH); 129.56 (Cm de ArH); 131.02 (Cp de ArH-tert); 143.48 (Cp de ArH); 148.18 (Ciyso de ArH-tert);
148.54 (Cipso de ArH); 157.09 (Cquan)-

Analyse élémentaire calculé pour C4,Hs4NeO,4, 2 CF3;COOH, H,0 (952.98) : C: 57.98% ; H: 6.13% ;
N : 8.82%; trouvée : C : 58.07% ; H : 5.71% ; N : 8.87%.

ES-MS (ES+): 354.34 [M — 2 CFsCOOH + H'T**; 707.61 [M — 2 CF;COOH + H']".

5-[(diméthylamino)méthyl]-25, 26, 27, 28-tétra(hydroxy)-

calix[4]aréne 28.

Le calix[4]aréne 2 (0.56 g, 1.33 mmol, 1 2g.) est mis en suspension
dans 18 ml de THF, additionné de 0.166 mL diméthylamine a 45%
dans l'eau (1.33 mmol, 2.05 éq.), et 0.272 mL de formaldéhyde a

37% dans I'eau (2.73 mmol, 2.05 éq). La solution est laissée sous

agitation et sous argon pendant une nuit. Le solvant est évaporé et
le résidu est précipité dans H,O glacée, filtré, ringé a I'eau puis séché sous vide. Le produit 28 attendu

est sous forme solide blanc (0.61 g, 95%).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-Dg): 2.20 (s, 6 H, CHs); 3.20 (s large, 2 H, ArCH,N), 3.56 (s large, 4 H,
ArCH,Ar); 4.27 (s large, 4 H, ArCH,Ar), 6.74 (t, J = 7.56 Hz, 3 H, ArH para); 7.01 (s, 2 H, ArH meta);
7.07 (s, 4 H, ArH); 10.20 (s large, 4 H, OH).

5-(Cyanométhyl)-25, 26, 27, 28-tétra(hydroxy)-calix[4]arene 29.

A une solution de 5-(dimethylaminomethyl)-calix[4]aréne 28 (0.20
g, 0.42 mmol, 1 éq.) dans 15 ml de DMSO (sur tamis moléculaire)
est additionné CHsl (38 pl, 0.09 g, 0.62 mmol, 1.5 éq.) goutte a
goutte. On laisse sous agitation pendant 30 minutes a température

ambiante (solubilisation du calix[4]aréne), avant l'ajout de 12
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équivalents de KCN (0.101 g, 1.24 mmol, 3 €q.). Le mélange reste sous agitation pendant une nuit a
80°C sous atmosphére d’argon. Apres retour a température ambiante, le brut réactionnel est ajouté a
50 ml d’'une solution glacée d‘ HCI (1M)/H,O 75:25, entrainant la précipitation du produit. Ce dernier
est filtré sur fritté, lavé abondamment a I'eau puis séché sous vide pour donner le produit attendu sous

forme d’une poudre jaune (0.18 g, 96%).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-Dg): 3.53 (s large, 6 H, ArCH,CN + ArCH,Ar), 4.26 (s large, 4 H, ArCH,Ar);
6.73 (m, 3 H, ArH); 6.98 (s, 2 H, ArH); 7.07 (s, 6 H, ArH); 10.15 (s, 4 H, OH).

Chlohydrate de 5-(aminoéthyl)-25, 26, 27, 28-tétra(hydroxy)-
calix[4]aréene 30

Le mono-(cyanométhyl)-calix[4]arene 29 (0.46 g, 0.957 mmol, 1
€g.) est mis en suspension dans 30 ml de THF fraichement distillé
sur Na et additionné de 5 équivalents de BH; 1M (4.31 ml, 4.31

mmol, 5 éq.) entrainant la solubilisation du calixarene. Le mélange

est alors porté a reflux sous agitation et sous argon. Aprés 8
heures de réaction le lait formé est de nouveau additionné de 3 équivalents de BHj; et laissé a reflux

durant une nuit.

Le retour a température ambiante est suivi d'une évaporation du solvant. On ajoute alors au residu
blanc obtenu un mélange MeOH, HCI, H,O (35, 7.5 et 7.5 ml respectivement) et I'on porte pendant
1h30 a reflux. Les solvants sont de nouveau évaporés et le brut est additionné de 50 ml d’acétone. Le
précipité qui se forme est filtré sur fritté, rincé a Iéacétone puis séché sous vide poussé. On obtient
une poudre blanche (0.40 g, 91%).

IR (KBr): 3193.64 (OH); 1592.28 (NH5"); 1453.45 (NH3").

RMN "H (400 MHz, DMSO-Dg): 2.62 (m, 2 H, ArCH,CH,NH); 2.93 (s large, 2 H, ArCH,CH,NH); 3.87 (s
large, 8 H, ArCH,Ar); 6.64 (m, 3 H, ArH); 6.99 (s, 2 H, ArH); 7.11 (m, 6 H, ArH), 7.81 (s large, 3 H,
NH), 9.85 (s large, 4 H, OH).

RMN C (100 MHz, DMSO-Dg): 30.61, 30.70 (ArCH,Ar); 32.13 (ArCH,CH,NH.CI); 60.00
(ArCH,CH,NH,CI); 121.09, 130.00 (Cp); 128.53, 128.71, 128.81 (Cm); 128.83, 129.88, 129.93 (Co);
148.19, 149.44, 149.73 (Cipso)-
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5-(diBoc-guanidinoéthyl)-25, 26, 27, 28-tétra( hydroxy)-

calix[4]aréne 31

Le calix[4]aréne 30 (0.31 g, 0.611 mmol, 1 €g.) est mis en suspension
dans 50 ml de mélange CH,Cl, / MeOH. On ajoute alors EtsN (255 pl,
1.83 mmol, 3 éq.), et on laisse 10 min sous agitation avant I'ajout de la
N,N'-Bis(tert-butoxycarbonyl)-N"-triflylguanidine (0,24 g, 0,61 mmol, 1
€g.), la réaction se fait sous argon, a température ambiante (contrdle
CCM:SiO,, CH,Cl, / MeOH 98:1). Aprés 24 heures de réaction, le

solvant est évaporé et le résidu est repris dans 50 ml de CH,Cl, puis lavé avec H,0 (2 x 30 mL). La

phase organique est séchée sur Na,SO,, filtrée et concentrée pour donner un produit qui subit une
derniére purification sur colonne (SiO, CH,CIl,/MeOH). Le produit attendu est sous forme huileuse
(0.26 g, 60%).

IR (KBr): 3179.21 (OH); 2977.45 (CH3); 1720.19 (COO); 1637.36 (NH).
UV-Vis (CDCly): 276.0 (8240).

RMN *H (400 MHz, CDCly): 1.51, 1.57 (s, 18 H, tBu); 2.71 (t, J = 6.92 Hz, 2 H, ArCH,CH,NH); 3.66 (q,
J =6.29 Hz, 2 H, ArCH,CH,NH); 3.59-4.31 (s large, 8 H, ArCHAr), 6.79 (m, 3 H, ArH); 6.98 (s, 2 H,
ArH); 7.12 (m, 6 H, ArH); 8.45 (s large, 1 H, NH guanidine); 10.24 (s large, 4 H, OH).

RMN 3C (100 MHz, CDCly): 28.47, 28.71 (MesC); 32,28, 32.37 (ArCH,Ar); 34.85 (ArCH,CH,NH);
42.64 (ArCH,CH,NH); 79.70 (C Mejs); 83.45 (C Mes); 122.59, 122.71 (Cp de A et B); 128.53, 128.60
(Co de A et B); 128.69 (Co de C);129.71 (Cm de C); 130.38, 131.15 (Cm de A et B); 132.57 (Cp de
C); 147.84, 149.47 (Cips,); 153.57 (CO); 156.49 (C guanidine); 164.00 (CO).

Analyse élémentaire calculée pour C4H47N3Og, 2/3 CH,Cl, (766.45) : C : 65.29% ; H: 6.36% ; N :
5.48% ; trouvée : C :65.35% ; H: 6.29% ; N : 6.17%.

HN CF3COO H 5-(guanidinoéthyl) -25,26,27,28-tétra(hydroxy)-calix-[4]aréne 32.

Le composé 31 (0.15 g, 0.211 mmol, 1 éq), est mis en solution dans
un mélange CH,CI,/TFA (75:25), et laissé a température ambiante
sous argon et sous agitation (contréle CCM SiO,, CH,CIl,/MeOH
98:2). Aprés une nuit de réaction les solvants sont évaporés, le
résidu huileux est repris au CH,Cl, et évaporé (4 fois de suite) puis

séché sous vide. Le résidu final est précipité dans I'Et,O avant
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d’étre filtré, séché et lyophilisé. On obtient le sel de guanidinium 32 attendu (0.12 g, 93%) sous forme

d’un coton.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-Dg): 2.55 (t, J = 7.18 Hz, 2 H, ArCH,CH,NH); 3.20 (s large, 2 H,
ArCH,CH,NH), 3.82 (s large, 8 H, ArCH,Ar), 6.56 - 6.64 (m, 3 H, ArH); 6.95 (s, 2 H, ArH); 7.07 (t, J =
8.48 Hz, 6 H, ArH); 7.44 (s large, 1 H, NH); 10.16 (s large, 4 H, OH); 6.70-7.41 (s large, 3 H, NHgyan)-

RMN *3C (100 MHz, DMSO-Dg): 31.23, 31.34 (ArCH,Ar); 33.67 (ArCH,CH,NH); 42.32 (ArCH,CH,NH);
120.95 (Cp); 128.84, 128.94 (C,); 129.29, 129.28, 129.32 129.40 (C,); 130.61 (C,); 149.03; 150.66;
150.86 (Cipso); 156.9 (Cqyan).

Analyse élémentaire calculée pour Cz;H3;N3O,4, CF;COOH, H,O (641.23). C: 61.77% ; H: 5.33% ;
N : 6.55%; trouvée C : 62.04% ; H : 5.13% ; N : 6.72%.

Synthése du mélange contenant quatres calix[4]arénes
amino-méthylé 3, 28, 33, 34.

Le calix[4]aréne dé-tertiobutylé 1 (2.00 g, 4.71 mmol, 1 2q.)
est mis en solution dans 50 ml de THF, additionné de 5.5
mL de AcOH et 1.6 mL de diméthylamine a 45% dans I'eau
(12.71 mmol, 2.70 éq.), et 1.3 mL de formaldéhyde & 37%
dans l'eau (12.71 mmol, 2.70 éq). Apres 2 heures de
réaction (contrle CCM Al,O3;, CH,Cl, / MeOH 90:10 +
quelques gouttes de Et;N) La solution est laissée sous agitation et sous argon pendant une nuit. Le

solvant est évaporé et le résidu est repris dans 30 mL H,O pour étre lavé avec (25 mL x 2) Et,0. les
phases aqueuses sont rassemblées et précipitées par addition d'une solution de K,CO; 10%. Le
précipité formé est filtré sur fritté et séchée sous vide. On obtiens une solide blanc contenant un
mélange de 28 33 34 et des traces de 3 sur la base de la CCM (2.23 g). Le brut réactionnel est

engagé directement dans I'étape suivante.

cn  Bis-(cyanométhyl)-calix[4]aréne 35 et Tris-

(cyanomeéthyl)-calix[4]aréne 39.

Le mélange contenant contenant les mono-, bis-, tris-

et tétra-aminonométhyl-calix[4]arénes (2,23 g) est
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solubilisé dans le DMSO (sur tamis moléculaire), puis est additionné CHsl (1.3 ml, 20.87 mmol). Le
mélande est laissé sous agitation 30 mn a TA. On additionne le KCN (2.7 g, 41,46 mmol), et le
mélange est agité durant une nuit entre 70 et 80°C sous atmospheére d’argon. Aprés retour a TA
(contréle CCM, SiO, CH,CI,), le mélange est ajouté de 120 ml de HCI 2M entrainant la précipitation
du produit. Ce dernier est filtré sur fritté, lavé abondamment a I'eau puis séché sous vide pour donner
un mélange de produits. La séparation des différents constituants est réalisée par colonne
chromatographique, pour donner, majoritaires, le bis-cyano 35 (0.791 g) et le tris-cyano 39 (0.184 g)

sous forme de solides jaune pale.

RMN *H de 35: (400 MHz, CDCly): 3.53 (s, 4 H, ArCH,CN); 3.56 (s large, 4 H, ArCH,Ar); 4.25 (s large,
4 H, ArCHAr); 6.77 (m, 2 H, ArH) 6.98 (s large, 4 H, ArH); 7.07 (m , 4 H, ArH), 10.14 (s large, 4 H,
OH);

RMN *H de 39: (400 MHz, CDCly): 3.56 (s, 6 H ArCH,CN), 3.59-4.25 (s large, 8H, ArCH2Ar), 6.78 (t, J
= 15,08 Hz, 1H, ArH); 6.98 (s large, 2 H, ArH), 7.03 (m, 2 H, ArH), 7.09 (d, J = 7.56 Hz, 4 H, ArH),
10.10 (s large, 4 H, OH).

Chlorhydrate de 5,17-[bis-(aminoéthyl)]-25,26,27,28-
tétra(hydroxy)-calix[4]aréne 36

Le bis-(cyanométhyl)-calix[4]aréne 35 (0.172 g, 0.32 mmol, 1
€g.) est mis en suspension dans 30 ml de THF fraichement
distillé sur Na et additionné de 10 équivalents de BH;/THF 1M

(10 mL, 10 mmol) entrainant la solubilisation du calixaréne. Le

mélange est alors porté a reflux sous agitation et sous argon. Aprés 8 heures de réaction, le lait formé
est de nouveau additionné de 6 équivalents de BHs/THF et laissé a reflux durant une nuit. Le retour a
température ambiante est suivi d'une évaporation du solvant. On ajoute alors au résidu blanc obtenu
un mélange MeOH, HCI, H,O (35, 7.5 et 7.5 ml respectivement) et 'ensemble est porté pendant 1h30
a reflux. Les solvants sont de nouveau évaporés et le brut est additionné de 50 ml d'acétone. Le
précipité qui se forme est filtré sur fritté, rincé a léacétone puis séché sous vide poussé. On obtient
une poudre blanche (0.19 g, 95%).

IR (KBr): 3193.64 (OH); 1592.28 (NH3"); 1453.45 (NH3").

RMN 'H (400 MHz, DMSO-Dg): 2.66 (4 H, ArCH,CH,NH ); 2.90 (s large, 4 H ArCH,CH,NH); 3.38 (s
large, 4 H, ArCHAr); 3.83 (s large, 4 H, ArCH,Ar); 6.63 (m, 2 H, ArH); 7.00 (s large, 4 H, ArH); 7.09 (s
large, 4 H, ArH); 8.13 (s large, 4 H, NH); 9.95 (s large, 4 H, OH).
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5,17-[bis-[(di-Boc)-guanidinoéthyl)]]- 25,26,27,28-tétra
(hydroxy)-calix[4]aréne 37.

Le calix[4]arene 36 (0.15 g, 0.264 mmol, 1 éq) est mis en
suspension dans 25 ml de CH,Cl, anhydre, et solubilisé dans
un minimum de MeOH. On ajoute alors Et;N (294 pl, 2.111
mmol, 8 éq.), et on laisse 10 min sous agitation avant I'ajout

de la N,N'-bis(tert-butoxycarbonyl)-N"-triflylguanidine (0,21 g,

0,528 mmol, 1 éq.), la réaction se fait sous argon, a
température ambiante (contréle CCM : SiO,, CH,CI,/MeOH 98:1). Aprés 23 h de réaction, le solvant
est évaporé et le résidu est repris dans 50 mL de CH,Cl, puis lavé avec H,O (2 x 30 mL). La phase
organigue est séchée sur Na,SQ,, filtrée et concentrée pour donner un produit qui subit une derniére
purification sur colonne (SiO, CH,CIl,/MeOH). Le produit attendu est sous forme huileuse (0.22 g,
85.5%).

RMN 'H (400 MHz, CDCly): 1.45-1.51 (m, 36 H, tert); 2.65 (s large, 4 H, ArCH,CH,NH); 3.52 (s large,
4 H, ArCH,Ar); 3.60 (s large, 4 H, ArCH,CH,NH), 4.23 (s large, 4 H, ArCH,Ar); 6.74 (m, 2 H, ArH);
6.92 (d, J = 7.52 Hz, 2 H, ArH); 7.05 (d, J = 7.80 Hz, 2 H, ArH); 7.06-7.08 (s large, 4 H, ArH), 8.40 (s
large, 2 H, NH); 10.02 (s large, 4 H, OH); 11.42 (s large, 2 H, NHguan).

RMN C (100 MHz, CDCls): 28.46, 28.73 (CMej3), 32.11 (ArCH,Ar); 34.485 (ArCH,CH,NH); 42.49
(ArCH,CH,NH); 79.71, 83.47 (CMes); 122.67 (C, de a); 128.53, 128.59, 128.61, 128.63, 128.70,
128.75, 128.78 (C, de a et b); 129.39, 129.44, 129.72, 129.78 (C,, de a et b), 132.57 (C, de b);
147.74, 147.82, 149.17, 149.25 (C;ps, de a et b) 153.61 (CO), 156.52 (Cguan), 164.00 (CO).

5,17-[bis-(guanidinoéthyl)]- 25,26,27,28-tétra(hydroxy)-

HN 2 CF3COOH calix[4]aréne 38

NH; TN
Le calixaréne 37 (0.20 g, 0.20 mmol, 1 ég.) est mis en solution

danS un mélange CH,CI,/TFA (75:25). L'ensemble est laissé
sous argon et a température ambiante. Aprés une nuit
d’'agitation, les solvant sont évaporé. le résidu est plusieurs (4

a 5 fois de suite) fois repris au dichlorométhane afin d’éliminer

le maximum de TFA encore présent. Le résidu final est séché
sous vide avant d’'étre repris a I'éther, ce qui entraine la formation d’un précipité. Ce derniér est trituré,
filtré et rincé a I'éther. Le produit finale (poudre blanche) est alors séché sous vide pousé (0.15 g,
93.00%).
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RMN 'H (400 MHz, DMSO-Dg): 2.56 (t, J = 7.30 H, 4 H, ArCH,CH,NH ); 3.22 (s large, 4 H
ArCH,CH,NH); 3.76 (s large, 8 H, ArCHAr); 6.63 (m, 2 H, ArH); 6.98 (s large, 4 H, ArH); 7.09 (s large,
4 H, ArH); 7.20-7.68 (s large, 8 H guanidine).

RMN “C (100 MHz, DMSO-Dg): 31.30, 32.17 (ArCH,Ar); 33.84 (ArCH,CH,NH) 42.43, 42.54
(ArCH,CH,NH); 121.01 (Cp); 129.28 (Cm); 129.35 (Co); 130.72 (Cp); 149.10 (Cipso); 150.66 (Cipso);
157.12, 159.51 (Cguanidine).

Analyse élémentaire calculée pour Cs4H3sNgO4, 2 CF3COOH, 2 H,0 (858.3). C : 53.15% ; H : 5.16% ;
N : 9.79%:; trouvée C : 53.23% ; H : 5.00% ; N : 9.73%.

ES-MS (ES"): 595.47 [M — 2 CF;COOH + H'T", pic de trés faible intensité & 553.50 [M- 2 CF;COOH —
HN=NH, + H'T".

Chlorhydrate de 5,11,17-tris[aminoéthyl]- 25,26,27,28-
NH5Cl  tétra(hydroxy)-calix[4]aréne 40.

Le tris-cyano-méthyl-calix[4]arene 39 (0.771 g, 1.42 mmol, 1 éq) est
mis en suspension dans 30 ml de THF fraichement distillé sur Na et
additionné de 13 équivalents de BH; 1M dans THF (13 ml, 18.46

mmol) entrainant la solubilisation du calixaréne. Le mélange est

alors porté a reflux sous agitation et sous argon. Aprés 8 h de
réaction, le lait formé est de nouveau additionné de 8 équivalents de B,Hgs 1M et laissé a reflux toute
une nuit. Le retour a température ambiante est suivie d’'une évaporation du solvant. On ajoute au
résidu blanc obtenu un mélange: MeOH, HCI, H,O (35, 7.5 7.5 ml respectivement) et I'on porte 1h30 a
reflux.Les solvants sont de nouveau évaporés et le brut est additionné de 75 ml d'acétone. Le
précipité est filtré sur fritté, rincé a l'acétone puis séché sous vide. La derniére étape consiste a
purifier le sel, par solubilisation dans le MeOH suivi d'une précipitation par ajout d’'un exces de Et,O.

Apreés filtration et séchage on obtient le sel attendu sous forme de fine poudre blanche (0.82 g, 87%).
F°: 157-158°C.

IR (KBr): 3197.63 (OH); 2947.33 (NH5"); 1699.60 (NH5"); 1604.47 (NH3").

UV-Vis (D,0): 284 (7333.70).

RMN *H (400 MHz, DMSO-Dg): 2.65 (s large, 6 H, ArCH,CH,NH); 2.90 (s large, 6 H ArCH,CH,NH);
3.38 (s large, 8 H, ArCH,Ar); 6.64 (s large, 1 H, ArH); 7.01 (s large, 6 H, ArH); 7.11 (s large, 2 H,
ArH); 8.13 (s large, 6 H, NH), 9.92 (s large, 4 H, OH).
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Analyse élémentaire calculée pour CzsH3gN3O4, 4.5 HCI (717.76) : C: 61.59% ; H:6.38 % ; N:
6.34%. Trouvée : C : 56.91% ; H : 6.37 % ; N : 5.39 %.

ES-MS (ES"): 554 [M+H'T"; 1107.7 [2M+H'T".

5,11,17-Tris-(Boc-aminoéthyl)-25,26,27,28-tétra(hydroxy)-

calix[4]aréne X

Le calix[4]arene 40 (0.766 g, 1.158 mmol, 1 éq) est mise en
solution dans un mélange dioxane/H,O (30, 18 mL respectivement)
puis additionné d'une solution 1M NaOH (10.5 mL, 0.26 g, 6.6

mmol, 6 €q). Agitation durant 10 min, avant I'ajout du di-tert-butyl-

dicarbonate (Boc,0O) (0.727 g, 3.33 mmol, 3 éq). Le mélange est laissé durant 20 heures sous
agitation et sous argon a température ambiante (contrdle CCM, SiO,, CH,Cl,/MeOH 98:2) avant
évaporation du dioxane. On ajoute a la phase aqueuse résiduelle I'AcOEt (40 mL) puis I'on abaisse le
pH a environ 8 a I'aide d‘une solution HCI 1M.

Aprés la séparation des phases, la phase aqueuse est lavée par I'AcOEt (2x30 mL). Les phases
organiques sont rassemblées, séchées sur Na,SO,, filtrées et évaporées. Une derniére purification
est effectuée sur le résidu d’évaporation, sur colonne chromatographique (SiO,, CH,Cl,/MeOH 98:2).
On obtient le produit attendu sous forme d’huile (0.676 g, 68%).

IR (KBr): 3169.06 (OH); 1702.14 (CO); 1509.14 (NH).

RMN 'H (400 MHz, CDCL,): 1.39 (s large, 27 H, tert); 2.58 (s large, 6 H, CH,CH,NH ); 3.26 (s large, 6
H, CH,CH,NH); 3.47 (s large, 4 H, ArCH,Ar); 4.22 (s large, 4 H, ArCH,Ar); 6.71 (t, J = 7.56 Hz, 1 H,
ArH de c); 6.88 (s large, 6 H, ArH de a et b); 7.03 (d, J = 7.56 Hz, 2 H, ArH de c); 10.21 (s, 4 H, OH).

Analyse élémentaire calculée pour CyoHgzN3010, 1/3 CH,CI, (882.35) : C: 67.15% ; H:7.27 % ; N :
4,76%. Trouvée : C:66.90% ; H:7.16 % ; N : 4.69 %

ES-MS (ES"): 754.63 [M-Boc+H']", 876.65 [M+Na']".
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3 CF;COOH 5,11,17-Tris-(aminoéthyl)-25,26,27,28-tétra(hydroxy)-

H>N calix[4]aréne, tris-trifluoroacetate Y

NH»

@ /
précipité blanc. Ce dernier est trituré, filtré et rincé a I'Et,O. Le produit final (poudre blanche) est alors

Le calixarene X (0.62 g, 0.71 mmol, 1 éq.) est mis en solution dans
un mélange CH,Cl, / TFA (40 mL, 75: 25) et placé sous agitation
pendant 24 heures a température ambiante. Les solvants sont alors

évaporés et le résidu obtenu est plusieurs fois repris au

OH HO

OH vide avant d’étre repris a I'Et,0, ce qui entraine la formation d'un

dichlorométhane (4 a 5 fois de suite). Le résidu final est seché sous

séché sous vide poussé (0.61 g, 95%).
UV-Vis (D,0): 282.0 (7703.10).

RMN 'H (400 MHz, D,O): 2.59 (t, J = 7.30 Hz, 4 H, CH,CH,NH); 2.76 (t, J = 7.30 Hz, 2 H,
CH,CH,NH); 2.95 (t, J = 7.18 Hz, 4 H, CH,CH,NH); 3.11 (t, J = 7.30 Hz, 2 H, CH,CH,NH); 3.87 (s
large, 8 H, ArCH,Ar); 6.38 (s large, 2 H, ArH); 6.79 (d, J = 7.08 Hz, 2 H, ArH); 6.95 (s large, 4 H, ArH);
7.07 (s, 2 H, ArH).

Analyse élémentaire calculée pour Cz;H39N304, 3 CF;COOH, 2.5 H,O (940.8): C: 51.07%; H
5.04%:; N : 4.47%. Trouvée : C : 50.90%; H : 4.67%:; N : 4.48%.

ES-MS (ES"): 554.48 [M — 3 CF;COOH + H']"; 555.50 [M — 3 CF;COOH + 2 H']".

BocN.__NHBoc 5,11,17-Tris-[(diBoc-guanidinoéthyl)]-25,26,27,28-tétra

BocN NHBoc i .
NHBOCH \l/ (hydroxy)-calix[4]aréne 41.

BocN” “NH NH
Le sel de calix[4]larene 40 (0.59 g, 0.66 mmol, 1 éq.) est
’ solubilisé dans 40 ml de mélange CH,CI,/MeOH avant I'ajout de
Q EtsN (0.832 mL, 5.97 mmol, 9 éq.) et la N,N-Bis(tert-
butoxycarbonyl), N“triflylguanidine (0.908 g, 2.32mmol, 3.5 éq.).
Apres une nuit de réaction (contréle CCM: SiO,, CH,CIl,/MeOH

2%), le solvant est évaporé. Le résidu obtenu est repris dans CH,Cl, (30 mL) puis lavé avec H,O (2 x

20 ml). Les phases organiques réunies sont séchées sur Na,SO,, filtrées et concentrées. Le brut
obtenu subit alors une purification par colonne chromatographique. (SiO,, CH,CIl,/MeOH 99:1). On

obtient le produit attendu sous forme d’une huile visqueuse (0.59 g, 70%).
Fe: 156-157°C
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UV-Vis (CDCly): 283.0 (10954.21).

RMN *H (400 MHz, CDCly): 1.47, 1.50 (s, 54 H, tert); 2.66 (s large, 6 H, CH,CH,NH); 3.47 (s large, 4
H, ArCH,Ar); 3.60 (s large, 6 H, CH,CH,;NH ); 4.21 (s large, 4 H, ArCHAr); 6.72 (s large, 3 H,
CH,CH,NH); 3.30 (t, J = 6.42 Hz, 2 H, CH,CH,NH); 3.85 (s large, 8 H, ArCH,Ar); 6.72 (t, J = 3.76 Hz,
1 H, ArH); 6.90 (s large, 6 H, ArH); 7.05 (d, J = 7.56 Hz, 2 H, ArH); 8.38 (s large, 3 H, NH); 10.14 (s
large, 4 H, OH); 11.49 (s, 3 H, NHgyan)-

RMN °C (100 MHz, CDCly): 28.47, 28;71(CMe;); 32.11 (ArCH,Ar); 34.85 (CH,CH,NH);
42.47(CH,CH,NH); 79.64, 83.41 (CMes); 123.00 (Cp); 128.74, 129.22 (Cm); 129.71 (Co), 132.57,
134.42, (Cp); 147.80, 149.47 (Cipso), 153.57, 156.49 (Cguaniine)-

Analyse élémentaire calculée pour Cg;HgsNgOss, (1279.67): C: 62.84%; H: 7.32%; N: 9.84%.
Trouvée : C: 62.87%; H : 7.14%; N : 9.92%.

5,11,17-tris-(guanidinoéthyl)- 25,26,27,28-tétra(hydroxy)-calix[4]
arene 42.

3 CF;COOH

Le calixaréne 41 (0.15 g, 0.12 mmol, 1 éq) est mis en solution dans
un mélange CH,CI,/TFA (75:25), on laisse sous agitation et sous
argon a température ambiante. Aprés une nuit de réaction, le

solvant est évaporé et I'huile obtenue est plusieurs fois reprise au

OH  oH

CH.CI, et évaporé afin d’éliminer le maximum de TFA résiduel. Le
résidu est par la suite séché sous vide poussé. Le brut est alors repris et trituré dans I'Et,O pour
donner une poudre blanche qui est filtrée sur fritté, lavée a I'Et,O et séchée puis lyophylisée (0.115 g,
95 %).

RMN 'H (400 MHz, D,0): 2.30 (s large, 3 H, CH,CH,NH ); 2.66 (t, J = 6.04 Hz, 2 H CH,CH,NH); 3.00
(s large, 3 H, CH,CH,NH); 3.30 (t, J = 6.42 Hz, 2 H, CH,CH,NH); 3.85 (s large, 8 H, ArCH,Ar); 6.27 (s
large, 1 H, ArH); 6.73 (s large, 2 H, ArH); 6.85 (s, 2 H, ArH); 6.90 (s, 2 H, ArH); 7.32 (s large, 2 H,
ArH).

RMN *C (100 MHz, D,O): 30.83, 30.89 (ArCH,Ar); 33.41, 33.80 (CH,CH,NH); 42.55, 42.78
(CH,CH,NH); 116.77 (g, J = 290.92 Hz, CF;COO0); 122.24 (C,); 128.53, 129.27, 129.50, 129.63 (C, et
Cpn); 132.08, 132.29 (C,); 147.53, 148.22, 149.07 (Cipso) 15.84, 157.03 (Cyyan), 163.26 (g, J = 35.73 Hz,
CF,CO0).
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Analyse élémentaire calculée pour Cs7HzsNgO4, 3 CF3COOH, 3 H,O (1075.93): C: 48.00%; H :
5.06%; N : 11.72% ; trouvée : C : 47.82%; H : 4.82%; N : 12.15%.

ES-MS (ES"): 908.58 [M + 2 CF3COOH + H']"; 794.49 [M + CF;COOH + H']"; 680.52[M + H']".

5,11,17,23-Tétra-para-(Boc-aminoéthyl)-25,26,27,28-
o%
o O)L tétra(hydroxy)-calix[4]arene 8

Le calix[4]aréne 7 (0.83 g, 1.05 mmol, 1éq) est mis en
solution dans un mélange dioxane/H,O (40 et 24 mL,
respectivement) puis additionné d’'une solution 1 M de NaOH

(14 mL, 0.35 g, 8.8 mmol, 8 éq). Le mélange est agité durant

10 min avant I'ajout du di-tert-butyl-dicarbonate (Boc,0) (0.97
g, 4.44 mmol, 4 €qg). Le mélange est laissé une vingtaine d’heures sous agitation et sous argon a
température ambiante (contréle CCM, Al,O3, CH,Cl,/MeOH, 98:2) avant évaporation du dioxane. On
ajoute a la phase aqueuse résiduelle AcOEt (40 mL) puis I'on abaisse le pH (7-8) a l'aide d’'une
solution de HCI 1M. Les phases sont alors séparées, la phase aqueuse lavée a I'aide d’AcOEt (2 x 30
mL) et les phases organiques rassemblées sont séchées sur Na,SO,, filtrées et évaporées. On
effectue ensuite sur le filtrat une purification par colonne chromatographique (Al,O3, CH,CIl,/MeOH,

99:1) pour obtenir le produit attendu sous forme d’une poudre blanche (0.93 g, 90%).
F°: 131-131°C.

IR (KBr): 3351.6 (OH); 1701.3 (CO); 1509.6 (NH).

UV-Vis (CH,Cl,): 280 (31186).

RMN 'H (400 MHz, CDCly): 1.27 (m, 36 H, Me;C); 2.59 (t, J = 6.6 Hz, 8 H, CH,CH,N); 3.27 (s large, 8
H, CH,CH,N); 3.44-4.21 (AB, Jas = 13.6 Hz; 8 H, ArCH,Ar); 6.86 (s, 8 H, ArH); 10.26 (s, 4 H, OH).

RMN °C (100 MHz, CDCl,): 28.64 (MesC); 32.34 (ArCH,Ar); 35.73 (CH,CH,N); 42.17 (CH,CH,N);
79.54 (MesC); 128.57 (C,); 129.91 (Cyy); 132.96 (C,); 147.75 (Cipso); 156.40 (CO).

Analyse élémentaire calculée pour CsgH7601.N4 (997.31): C: 67.44, H: 7.68, N : 5.61; trouvée: C:
67.43,H:7.35 N:5.61.

ES-MS (ES"): 1019.08 [M + Na']".

ES-MS (ES): 995.15 [M - H']
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5,11,17,23-Tétra-(Boc-aminoéthyl)-25,27-Bis(5-méthyleneoxy-
5'-méthyl-2,2'-bipyridyl)-26,28-dihydroxycalix[4]aréne 44.

Le calixarene 8 (0.3 g, 0.3 mmol, 1 éq), est mis en solution dans
30 mL de CHs;CN (fraichement distillé sur CaH,) avec K,COs;
(0.105 g, 0.8 mmol, 2.6 éq) et placé a reflux sous atmosphére
d'argon pendant 30 minutes. On additionne alors le 5-
bromométhyl-5’-méthyl-2-2'-bipyridine (0.158 g, 0.6 mmol, 2 éq)
puis on laisse a reflux environ 4 a 5 heures (contrdle CCM, SiO,,
CH,Cl,/MeOH 98:2). Le retour a température ambiante est suivi

d’une évaporation du solvant. Le résidu obtenu est solubilisé dans

CH.CI, et filtré sur fritté afin d’éliminer les impuretés minérales. La phase organique subit ensuite une

purification sur colonne chromatographique (SiO,, CH,Cl,) ce qui permet d’'obtenir le composé attendu

sous la forme d’'une poudre blanche (0.251 g, 61.4%).

M.p.: 127-128°C.

IR (KBr): 3365.02 (OH); 1708.98 (CO).

UV-Vis (CH,CL,): 290 (68214).

RMN 'H (400 MHz, CDCly) : 1.42 (s large, 36 H, Me;C); 3.13 (m, J = 5.8 Hz; 4 H, CH,CH,N de B);
3.27 (M, 4 H, CH,CH;,N de A); 3.26-4.20 (AB, Jas = 13.08 Hz, 8 H, ArCH,Ar); 5.14 (s, 4 H, OCH,bpy);
6.72 (s, 4 H, ArH de B); 6.83 (s, 4 H, ArH de A); 7.51 (dd, J = 7.2 Hz, 2 H, H, bpy); 7.61 (s large, 2 H,
OH); 8.12 (dd, J = 8.04 Hz, 2 H, Hs bpy); 8.23 (d, J = 8.04 Hz, 2 H, H, bpy); 8.38 (d, J = 7.6 Hz, 2 H,
Hs bpy); 8.39 (s, 2 H, Hg bpy); 8.87 (s, 2 H, Hg bpy).

RMN **C (100 MHz, CDCly): 18.72 (Mebpy); 28.86 MesC; 32.14 (ArCH,Ar); 35.64, 36.18 (CH,CH,N);
42.25, 42.52 (CH,CH;N); 76.09 (OCHybpy); 79.45 (Me3C); 121.14, 121.27, 136.95, 137.72, 148.82,
149.83 (Cs, Cz, Cy4, Cy4, Cs, Cq, de bpy); 129.27, 129.89 (C,, de Ar); 128.26, 132.20, 133.68, 136.39,
150.90 (C, et Cp de Ar, Cs, Cs, de bpy); 151.96, 153.56 (C; de Ar); 156.25 (COO); 156.40, 156.52 (C,,

C2'1 de bpy)

Analyse élémentaire calculée pour CgyHgsNgO1,, 0.25 CH,Cl, (1444.66): C : 69.70, H: 7.03, N : 8.10;
trouvée: C : 69.87, H : 6.98, N : 8.09.

ES-MS (ES"): 1361.5 [M + HJ", 1383.5 [M + Na]", 1389.2 [3 M+ 3H + CH,Cl,]*">.
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4 CF;COOH 5,11,17,23-Tétra-(aminoéthyl)-25,27-Bis(5-méthyleneoxy-5'-méthyl-
NH
? NH, NH; 2,2'-bipyridyl)-26,28-dihydroxycalix[4]aréne, hexa-trifluoroacetate 45.
A
,
OH

()

o]

H,N

Le calix[4]aréne 44 (0.2 g, 0.15 mmol, 1 éq) est mis en soution dans 20
mL de CH,CIl, anhydre et additionné de 7 mL TFA, on laisse sous
agitation et sous argon a température ambiante. Aprées trois heures de
réaction, le solvant est évaporé et I'huile obtenue est plusieurs fois reprise
dans CH,CI, (environ 5 fois) et évaporée. Le résidu final solide est séché

sous vide avant d'étre repris et trituré dans Et,O. La poudre blanche

/7 N/ \

obtenue est filtré sur fritté, lavée a Et,O et séchée (0.199 g, 96%).
M.p.: 129-130°C.

IR (KBr): 3400.2 (OH); 2900.8 (NHs"); 1660.1 (COO).

UV-Vis (H,0): 286 (38304).

RMN *H (400 MHz, D,0) 2.41 (s, 6 H, Mebpy); 2.65 (t, J = 7.42 Hz, 4H, CH,CH,NH de A); 2.87 (t, J =
7.3 Hz, 4H, CH,CH,N de B); 3.04 (t, J = 7.54 Hz, 4 H, CH,CH,N de A); 3.22 (t, J = 7.3 Hz, 4 H,
CH,CH;N de B); 3.55-4.21 (AB, Jas = 13.6 Hz , 8 H, ArCH,Ar); 5.23 (s, 4 H, OCH, bpy); 6.97 (s, 4 H,
ArH de B); 7.16 (s, 4 H, ArH de A); 7.82-7.89 (m, 2 H, and 4 H ; de bpy); 8.26 (s, 2 H, He bpy); 8.37
(d, J=7.8Hz, 2 H, Hy bpy); 9.03 (s, 2 H, Hg bpy).

RMN *C (100 MHz, D,0): 17.74 (Mebpy); 30.93 (ArCH,Ar); 32.25, 32.29 (CH,CH,N); 40.47, 41.00
(CH,CH;N); 74.47 (OCH,bpy); 116.71 (g, J = 291.8 Hz, CF;COO); 122.00, 122.31, 129.55, 129.93,
137.78, 142.94, 145.55, 146.68 (Cs, Cy, Ca, Cu, Cs, Cs, de bpy et C,, de Ar); 128.11, 128.70, 133.79,
135.00, 135.58, 137.69, 147.10, 149.05, 150.26, 151.30 (C,, Cy, Cs, Cs de bpy;C,.C, et C; de Ar);
163.21 (g, J = 35.2 Hz, CF;COO0).

Analyse élémentaire calculée pour CgHgsO4Ng, 6 CFsCOOH, 1.5 H,O (1671.48): C : 51.71, H : 4.40,
N : 6.70; trouvée : C : 51.69, H 4.19, N 6.87.

ES-MS (ES*): 1075.3 [M — 3 CF;COOH + H'T", 961.3 [M - 4 CF;COOH + H']", 481.29 [M - 4
CF,COOH + 2HT*"2,
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5,11,17,23-Tétra-[(N,N'-di-Boc)guanidinoéthyl]-25,27-Bis(5-
méthyleneoxy-5'-methyl-2,2'-bipyridyl)-26,28-dihydroxy
calix[4]aréne 46.

Le sel amino-tétra-éthyl-calix[4]aréne 45 (0.205 g, 0.144mmol, 1

€q) est mis en suspension dans 20mL de CH,CI, anhydre puis

solubilisé par le minimum de MeOH, avant I'ajout de EtsN (241
pl, 1.735 mmol, 12 éq) et de N,N'-Bis(tert-butoxycarbonyl)-N"-
triflylguanidine (0,23 g, 0,578 mmol, 4 éqg). Le mélange est

=
.
Z N . o
) maintenu sous agitation et sous argon pendant 16 h (contble

CCM: Al,O3, CHCl,). Le solvant est évaporé pour donner un
brut qui est solubilisé dans CH,Cl, (50 ml), lavée par H,0 (2 x 30 ml). Les phases organiques sont
rassemblées et séchées sur Na,SO,, filtrées et évaporées. On effectue ensuite une purification sur
colonne chromatographique (Al,Os, CH,CIl,), et I'on obtient le produit attendu sous forme d’'une poudre
rose (0,234 g, 84%).

M.p.: 125-126 °C.
IR (KBr): 3334.06 (OH); 1721.1 (COO); 1638.76 (NCO, NHCO).
UV-Vis (CH,CL,): 289 (52921).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 1.39-1.51 (m, 72 H, MesC); 2.34 (s, 6 H, CH3 bpy); 2.57 (t, J = 7.17 Hz, 4
H, CH,CH,N de B); 2.72 (t, J = 7.18 Hz, 4H, CH,CH,N de A); 3.27-4.22 (AB, Jas = 13.1 Hz, 8 H,
ArCH,Ar); 3.52 (g, J = 6.86 Hz, 4 H, CH,CH,N de B); 3.6 (q, J = 6.79 Hz; 4H, CH,CH,N de A); 5.13 (s,
4 H, OCH,bpy); 6.78 (s, 4 H, ArH de B); 6.87 (s, 4 H, ArH de A); 7.47 (dd, J = 8,3 Hz, 2 H, H4 bpy);
7.76 (s, 2 H, OH); 8.14 (dd, J = 8.06 Hz, 2 H, H, bpy); 8.21 (d, J =8.06 Hz, 2 H, Hx bpy); 8.29 (t, J=6
Hz, 2H, CH,NH de B ou A); 8.35-8.41 (m, 6 H, 2H3, 2Hs de bpy et 2 CH,NH de B ou A); 8.89 (dd, J =
1.51 Hz, 2 H, Hg de A); 11.46 (s, 4 H, NH guan).

RMN °C (100 MHz, CDCls): 18.74 (Me bpy): 28.41, 28.48, 28.72 (MesC); 32.06 (ArCH,Ar); 34.85,
35.15 (CH,CH,N); 42.55, 42.89 (CH,CH,N); 76.17 (OCH, bpy); 79.58, 79.63, 83.29, 83.34 (CMey);
121.08, 121.25, 128.15, 130.16, 136.69, 137.55, 148.66, 149.88 (Cs, Ca, C4, Ca, Cs, Ce, de bpy et Cn
de Ar); 128.18, 129.33, 132.28, 133.50, 133.61, 135.92, 137.59, 150.96, 152.22, 153.52, 153.73,
156.43, 156.49, 156.59 (Cy, Cz, Cs, Cs de bpy; C,,C, et C; de Ar; C guan, CO); 153.57, 164.03 (CO).

Analyse élémentaire calculée pour C;94H135020N16, CH,Cl, (2013.94): C: 62.62, H: 6.90, N : 11.12;
trouvée: C : 62.85, H: 7.03, N : 11.36.

ES-MS (ES'): 1930.7 [M + H'T", 1831.0 [M-Boc + H + H'T": 965.5 [M + 2 H']**, 915.6 [M — Boc + H +
2 H'?"%, 644.5 [M + 3 H']?*®, 610.8 [M — Boc + H + 3 H**®® 577.4 [M — 2 Boc + 2 H + 3 H]*™®, 544.1
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[M — 3 Boc + 3 H + 3 H*™, 51051 [M — 4 Boc + 4 H + 3 H*"®, 477.4 [M - 5 Boc + 5 H + 3 H**®,
444.0 [M -6 Boc + 6 H + 3 H]*"®, 410.6 [M — 7 Boc + 7 H + 3 H*", 377.4 [M = 8 Boc + 8 H + 3 H*"".

5,11,17,23-Tétra-(guanidinoéthyl)-25,27-Bis(5-méthyleneoxy-5'-

NH 4 CF3COOH
? NH NH méthyl-2,2'-bipyridyl)-26,28-dihydroxycalix[4]aréne, hexa-
NH HN:< il

NH, trifluoroacetate 47.

Le calixaréne 46 (0.2 g, 0.104 mmol, 1 éq) est mis en solution
dans un mélange CH,CI, anhydre (20 mL) et TFA (6 mL), on
laisse sous agitation et sous argon a température ambiante. Aprés
une nuit de réaction le solvant est évaporé et I'huile obtenue est
plusieurs fois reprise au CH,Cl, et évaporé afin d'éliminer le
maximum de TFA résiduel. Le résidu est par la suite séchée sous

vide poussé. Le brut est alors repris et trituré dans Et,O pour

donner une poudre légérement colorée qui est filtrée sur fritté,
lavée a I'Et,O et séchée sous vide. Le produit attendu est obtenu sous une forme lyophilisée de

couleur rose (0.16 g, 83%).

F°: 120-121°C.

IR (KBr): 3357.88 (OH); 1673.88 (NH).
UV-Vis (H,0): 287 (40098).

RMN 'H (400 MHz, D,0): 2.38 (s, 6 H, Me bpy); 2.56 (t, J = 6.42 Hz, 4 H, CH,CH,N de A); 2.75 (t, J =
6.5 Hz, 4 H, CH,CH,N de B); 3.23 (t, J = 6.42 Hz, 4 H, CH,CH,N de A); 3.39 (t, J = 6.67 Hz, 4 H,
CH,CH;N de B); 3.56-4.25 (AB, Jag = 13.34 Hz, 8 H, ArCH,Ar); 5.24 (s, 4 H, OCH, bpy); 6.96 (s, 4 H,
ArH de B); 7.13 (s, 4 H, ArH de A); 7.80 (s, 4 H, Hy, 4 bpy); 7.84 (d, J = 8.31 Hz, 2 H, H3 bpy); 8.24 (s,
2 H, Hg bpy); 8.35 (d, J =9.32 Hz, 2 H, H; bpy); 8.99 (s, 2 H, Hg bpy).

RMN **C (100 MHz, D,0): 18.10 (Me bpy); 31.20 (ArCH,Ar); 33.96 (CH,CH,N de B); 34.36 (CH,CH,N
de A); 42.24 (CH,CH,N de A); 42.91 (CH,CH,N de B); 75.84 (OCH, bpy); 117.65 (g, J = 298.6 Hz,
CF;CO0); 120.61, 120.65, 136.71, 138.40, 148.33, 148.98 (Cs, Cs, Ca4, C4, Cs, Cg de bpy); 127.66
(Co de Ar B); 129.40 (C,, de Ar A); 129.51 (Cp de B); 129.84 (C,, de Ar B); 133.94 (C, de Ar A);
136.08 (C, de Ar A); 150.90, 151.37 (C; de Ar A et Ar B); 133.02, 134.23, 151.81, 154.56 ((C,, Cy, Cs,
Cs de bpy); 157.25 (C guan); 163.17 (g, J = 35.5 Hz, CF,COO).
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Analyse élémentaire calculé pour CgsH7o04N16, 6 CF3sCOOH, 4 H,O (1885.56): C: 48.41, H: 4.60, N:
11.89; trouvée: C: 48.82, H: 4.21, N: 11.98.

ES-MS (ES"): 1471.4 [M — 2 CF;COOH — CF;COOT", 1357.3 [M — 3 CF;COOH — CF,CO0T", 1243.4
[M — 4 CF;COOH — CF,COOT’, 1129.3 [M — 5 CF;COOH — CF,CO0T’, 565.3 [M — 6 CF3COOH + 2
H*?*"2 377.3 [M — 6 CF;COOH + 3 H'J**>.

0O Para-éthylamino-Boc-phénol 48
)J\ J\""'
(@)

HN La tyramine chlorhydrate (1.00 g, 5.76 mmol, 1 €q) est mise en solution dans un
mélange dioxane/H,O distillée (25/12 ml), puis I'on additionne NaOH en solution
dans 10 ml d'eau distillée. Agitation 10 min avant l'ajout du di-tert-butyl-
dicarbonate (Boc,0) (1.26 g, 5.76 mmol, 1 €q). La réaction est laissée une nuit
sous agitation, sous argon et a température ambiante. Aprés évaporation du

OH dioxane la phase aqueuse résiduelle est additionnée de 40 ml d’AcOEt, et le pH
du mélange est abaissé est abaissé par I'addition d'une solution aqueuse de HCI 1M. Les phases sont
en suite séparées et la phase aqueuse est lavée par 2x15 ml d’AcOEt. Les phases organiques sont
séchées sur Na,SO,, filtrées et évaporées. Le brut est purifié sur colonne chromatographique (SiO»,
CH,CI,/MeOH 99 : 1) pour donner une huile qui est reprise dans I'hexane ou I'heptane, trituré,
soniqué. Le précipité blanc qui se forme est filtré et séché pour donner un produit solide blanc 48

(0.98 g, 73%).

Fe: 61 - 62°C

IR (KBr): 3378.9 (-OH; -CONH-); 1686.6 (CO).
UV-Vis (CH,CH,): 277 (1803).

RMN *H (400 MHz, CDCly): 1.44 (s, 9 H, tert) 2.70 (t, J = 7.90 Hz, 2 H, ArCH,CH,NH); 3.32 (m, 2 H,
ArCH,CH,NH); 4.60 (s large, 1 H, NH ou OH); 6.02 (s large, 1 H, NH ou OH ); 6.77 (d, J = 8.30 Hz, 2
H, ArH); 7.01 (d, J =8.30 Hz, 2 H, ArH).

RMN **C (100 MHz, CDCly): 28.84 (CMes); 35.64 (ArCH,CH,NH); 42.49 (ArCH,CH,NH); 80.15
(CMes); 115.97 (Cy); 130.18 (C,); 130.50 (C,); 155.38 (Cipso); 156.84 (CO).

Analyse élémentaire calculée pour C3H;903N: C: 65.80%; H: 8.07%; N: 5.90% trouvée: C: 65.77%;
H: 8.09%; N: 5.90%.
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o] N-Boc-aminoéthyl-4-[5-méthyleneoxy-5'-méthyl-2,2'-bipyridyl]-
J\‘“‘\ benzene 49.

La tyramine boquée (0.2 g, 0.843 mmol, 1 éq) est mise en solution
avec K,COj3 (0.12 g, 0.843 mmol, 1 éq) dans 30 mL de CH3;CN
fraichement distillée sur CaH, et laissé a reflux pendant 30 min avant
I'ajout du 5-bromomethyl-5-methyl-2-2’-bipyridine (0.22 g, 0.843
mmol, 1 éq). On laisse ensuite sous agitation, a reflux et sous argon.
Aprés 23 h (contréle CCM: SiO,, CH,CIl,/MeOH 98:2 et quelques

gouttes de Et3N), le retour a température ambiante est suivi d’'une évaporation du solvant. Le résidu

obtenu est repris dans le CH,Cl, et filtré sur fritté afin d’éliminer les impuretés minérales. Le brut est
ensuite purifié par colonne chromatographique (SiO,, CH,Cl,/MeOH 99.4:0.6) pour obtenir le composé

attendu 49, sous forme d’une poudre blanche (0.28 g, 80%).
M.p.:134-135 °C.

IR (KBr):3378.32 (-CONH-); 1689.06 (CO).

UV-Vis (CH,Cl,): 289 (26079).

RMN 'H (400 MHz, CDCly) ): 1.43 (s, 9 H, MesC); 2.39 (s, 3 H, Mebpy); 2.73 (t, J = 6.8 Hz, 2 H,
CH,CH,NH); 3.34 (s large, 2 H, CH,CH,NH); 4.53 (s large, 1 H, NH); 5.11 (s, 2 H, OCH,bpy); 6.93 (d,
J=8.56 Hz, 2 H, ArH); 7.12 (d, J = 8.6 Hz, 2 H, ArH); 7.26 (dd, J = 8.06Hz, 1 H, H bpy); 7.87 (dd, J =
8.31 Hz, 1 H, H bpy); 8.28 (d, J = 8.06 Hz, 1 H, H bpy); 8.38 (d, J = 8.06 Hz, 2 H, H bpy); 8.50 (s, 1 H,
H bpy); 8.71 (dd, J = 1.26 Hz, 1 H, H bpy).

RMN 3C (100 MHz, CDCls): 18.78 (Mebpy); 28.82 (MesC); 35.71 (CH,CH,NH); 42.33 (CH,CH,NH);
68.00 (MesC); 79.59 (OCH,bpy); 115.40, 130.27 (C, et Cp de Ar); 121.00, 121.04 (Cg, ; de bpy);
132.18 (C, de Ar); 136.64, 137.89, 148.73, 150.09 (C4, C4, Cq, Ce de bpy); 132.66, 133.95, 156.28,
156.50 (C,, C», Cs, Cs de bpy);153.72 (C; de Ar);157.46 (COOQ).

Analyse élémentaire calculée pour C,sH,903N3 (419.52): C: 71.57, H: 6.97, N: 10.02; trouvé: C:
71.65,H:6.88, N:9.93.

ES-MS (ES"): 420.1 [M + H'T, 442.2 [M + Na']".
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NH> CF;COOH Aminoéthyl-4-[5-méthyleneoxy-5'-méthyl-2,2'-bipyridyl]-benzeéne,
trifluoroacétate 51.

Le compose 49 (0.25 g, 0.6 mmol, 1 éq) est mis en solution dans 20
mL CH,CI, anhydre et additionné de 6 mL TFA. La réaction est laissée

sous agitation, sous argon et a température ambiante environ deux

heures (contrdle CCM : Al,O3z, CH,Cl,) avant I'évaporation du solvant.
Le résidu huileux est plusieurs fois repris au CH,Cl, et évaporé afin d'éliminer le maximum de TFA
résiduel, puis séché sous vide. Le brut obtenu est alors repris et trituré dans Et,O pour donner une
poudre orange (0.255 g, 96%).

M.p.: 169-170°C.
IR (KBr): 3007 (NH3"); 1676 (CO0); 1554 (C=N).
UV-Vis (H,0): 288 (27679), 240 (22009), 228 (20464).

RMN'H (400 MHz, D,0) 2.36 (s, 3 H, Mebpy); 2.92 (t, J = 7.17 Hz, 2 H, CH,CH,N); 3.22 (t, J = 7.17
Hz, 2 H, CH,CH,N); 5.19 (s, 2 H, OCH,bpy); 7.04 (d, J = 8.6 Hz, 2 H, ArH); 7.25 (d, J = 8.31 Hz, 2 H,
ArH); 7.78 (d, J = 8.56 Hz, 1 H, H bpy); 7.89 (d, J = 7.81 Hz, 1 H, H bpy); 7.98 (s, 2 H, H bpy); 8.41 (s,
1 H, H bpy); 8.61 (s, 1 H, H bpy).

RMN **C (100 MHz, DMSO-Dg): 18.18 (Mebpy); 32.56 (CH,CH;N); 40.52 (CH,CH.N); 67.08
(OCH,bpy); 115.38, 130.16 (C, et C,, de Ar); 120.24, 120.38, 137.03, 137.99, 148.93, 149.92 (Cs, Ca,
Cu, Ca4, Cs, Ce de bpy); 133.10, 134.10, 152.82, 155.36 (C,, C', Cs, Cs de bpy); 130.02 (C, de Ar);
157.30 (C; de Ar); le signal du TFA est non visible.

Analyse élémentaire calculée pour CyH,;ON3z, CF;COOH, 0.5 H,0 (442.17): C: 59.72, H: 5.24, N :
9.50; found: C : 59.77, H : 5.20, N : 9.57.

ES-MS (ES"): 320.0 [M - CF,COOT".

)J\ 2,2'-bipyridyl]-benzéne 52.

(0] |N o
HN)\N)J\O/Q' Le composé 51 (0.233 g, 0.54 mmol, 1 éqg) est mis en suspension
H

dans 25 mL de CH,Cl, anhydre, et solubilisé dans un minimum de

)\ 0O [(N,N'-di-Boc)-guanidinoéthyl]-4-[5-méthylene oxy-5'-méthyl-
iy,

MeOH. On ajoute alors la EtzN (0.3 mL, 2.15 mmol, 4 éq), et on

laisse 10 min sous agitation avant l'ajout de la N,N'-Bis(tert-
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butoxycarbonyl)-N"-triflylguanidine (0,21 g, 0,54 mmol, 1 é€q), la réaction se fait sous argon, a
température ambiante (contréle CCM : SiO,, CH,Cl,/MeOH 98:2 et quelques gouttes de Et;N). Aprés
23 h de réaction, le solvant est évaporé et le résidu est repris dans 50 mL de CH,CI, puis lavé avec
H.0 (2 x 30 mL). La phase organique est séchée sur Na,SO,, filtrée et concentrée pour donner un
produit qui subit une derniére purification sur colonne  Chromatographique SiO, préalablement
désactivé par un mélange CH,CIl,/NEt; 90:10 et éluer par CH,Cl,. Le produit 52 attendu est sous

forme de poudre rose (0.234 g, 84%).

F°: 148-149 °C.

IR (KBr): 3331.55 (CONH); 1709.01(CO); 1636.81 (NCO); 1512.12 (NH).
UV-Vis (CH,Cl,): 289 (28230).

RMN *H (400 MHz, CDCl5) 1.47 (s, 9 H, MesC); 1.50 (s, 9 H, MesC); 2.41 (s, 3 H, Mebpy); 2.82 (t, J =
7.16 Hz, 2 H, CH,CH,N); 3.64 (q, J = 7.0 Hz, 2 H, CH,CH,N); 5.29 (s, 2 H, OCH,bpy); 6.92 (d, J =
8.56 Hz, 2 H, ArH); 7.15 (d, J = 8.56 Hz, 2 H, ArH); 7.67 (d, J = 7.8 Hz, 1 H, H bpy); 7.9 (dd, J = 8.2
Hz, 1 H, H bpy); 8.33 (d, J = 8.08 Hz, 1 H, H bpy); 8.37 (br s, 1 H, NH); 8.43 (d, J =8.04 Hz, 1 H, H
bpy); 8.52 (s, 1 H, H bpy); 8.72 (s, 1 H, H bpy); 11.46 (s, 1 H, NH guan).

RMN C (100 MHz, CDCly): 18.78 (Mebpy); 28.44, 28.71 (MesC); 34.81 (CH,CH,N); 42.79
(CH,CH,N); 67.99 (MesC); 79.63 (OCH,bpy); 83.41 (Me;C); 115.37, 130.30 (C, et C,, de Ar); 120.99,
121.05, 136.64, 137.87, 148.73, 150.07 (Cs, C3 , C4, Cy4, Cs, Ce de bpy); 131.73 (C, de Ar); 132.67,
133.91, 156.53, 157.55 (C,, C,, Cs, Cs de bpy); 153.57, 153.74 (Cjpso de Ar, CO); 157.55 (C, de bpy);
156.47 (C guan); 164.02 (CO).

Analyse élémentaire calculée pour C3;H3gNsOs, 0.33 CH,Cl, (589.98): C: 63.79, H: 6.78, N : 11.87;
trouvée: C : 63.70, H : 5.57, N : 11.96.

MS - El (ES*): 320.1 [M — (BocNH-C=NBoc)]*; 342.0 [M — (BocNH-C=NBoc) + Na']"; 639.3 [2(M —
(BocNH-C=NBoc)) + H'T".

NH CF3;COOH Guanidinoéthyl-4-[5-méthyleneoxy-5'-méthyl-2,2'-bipyridyl]-

benzéne, trifluoroacetate 53.

HN” “NH,

Le composé 52 (0.244 g, 0.434 mmol, 1 €q), est mis en solution dans
un mélange CH,CI,/TFA (25:6 mL), et laissé a température ambiante
sous argon et sous agitation (contréle CCM SiO,, CH,Cl,/MeOH 98:2).
Aprés environ 22 h de réaction les solvants sont évaporés, le résidu
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huileux est repris au CH,Cl, et évaporé (4 fois de suite) puis séché sous vide. Le résidu solide rose
obtenu est repris et trituré dans I'Et,O puis filtré, séché et lyophilisé pour donner le sel de guanidinium
53 attendu (0.195 g, 95%).

M.p.: 162-163°C.
IR (KBr): 3392.73 (NH,); 3116.38 (NH5"); 1673.98 (C=0); 1626.79, 1513.25 (NHy").
UV-Vis (H,0): 288 (19072), 240 (15422), 228 (14836).

RMN-'H (400 MHz, D,0): 2.35 (s, 3 H, Mebpy); 2.79 (t, J = 6.28 Hz, 2 H, CH,CH,N); 3.43 (t, J = 6.54
Hz, 2 H, CH,CH;N); 5.16 (s, 2 H, OCH,bpy); 7.00 (d, J = 8.04 Hz, 2 H, ArH); 7.20 (d, J = 8.28 Hz, 2 H,
ArH); 7.76 (d, J = 7.04. Hz, 1 H, H bpy); 7.87 (d, J = 7.28 Hz, 1 H, H bpy); 7.96 (s, 2 H, H bpy); 8.40 (s,
1 H, H bpy); 8.58 (s, 1 H, H bpy).

RMN-'H (400 MHz, DMSO-Dg): 2.64 (s, 3 H, Mebpy); 2.86 (t, J = 7.16 Hz, 2 H, CH,CH,N); 3.45 (q, J =
4.78 H, CH,CH,N); 5.33 (s, 2 H, OCH,bpy); 7.14 (d, J = 8.32 Hz, 2 H, ArH); 7.34 (d, J = 8.32 Hz, 2 H,
ArH); 6.9 -7.77 (s large, 3 H, NH guan); 7.79 (s large, 1 H, CH,CH;NH);); 7.89; (d, J=7.8 Hz, 1 H, H
bpy); 8.12 (d, J = 8.28 Hz, 1 H, H bpy); 8.42 (t, J = 8.04 Hz, 1 H, H bpy); 8.51 (d, J =8.08 Hz, 1 H, H
bpy); 8.66 (s, 1 H, H bpy); 8.87 (s, 1 H, H bpy).

RMN-*C (100 MHz, DMSO-De): 18.19 (Mebpy); 33.93 (CH,CH.N); 42.59 (CH,CH;N); 67.08
(OCH,bpy); 115.16, 130.24 (C, ou C,, de Ar); 120.22, 120.37, 137.02, 137.98, 148.95, 149.94 (Cs, C3',
Cu, Cy4, Cg, Ce de bpy); 131.09 (C, de Ar); 133.13, 134.09, 152.84, 155.37 (C,, C,, Cs, Cs de bpy);
157.10, 157.14 (C guan; Cjys, de Ar); 158.85 (g, J = 30.9 Hz, CF;COQO’); CF;COO" pas observé.

Analyse élémentaire calculée pour C,;H,30Ns, CF;COOH (475.46): C: 58.10, H: 5.09, N : 14.73;
trouvée: C : 57.96, H : 5.20, N : 14.63.

ES-MS (ES+): 362.1 [M — CF,COOT".

25,27-Bis-[(para-phényl)benzyloxy]-26,28-dihydroxy-
5,11,17,23-tétra-(Bocaminoéthyl)-calix[4] aréne 44.

Le calixaréene 8 (0.4 g, 0.401 mmol, 1 éq.), est mis en solution
dans 50 ml de CH;CN (fraichement distillé sur CaH,) en
présence de K,COj3; (0.11 g, 0.802 mmol, 2 éq.) et placé a reflux
sous atmosphére d’'argon pendant 30 minutes. On additionne

alors le composé bromé (0.198 g, 0.802 mmol, 2 éq.). Le tout est
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laissé a reflux durant 4 & 5 heures (contréle CCM, SiO,, CH,CIl,/MeOH 98:2). Le retour a température
ambiante est suivi d'une évaporation du solvant. Le résidu obtenu est solubilisé dans CH,Cl, et lavé
par H,O (3 x 20 ml) afin d’éliminer les impuretés minérales. Les phases organiques rassemblées sont
séchées sur Na,SO, et subissent en une purification sur colonne chromatographique (SiO,, CH,Cl,).

Le composé 44 attendu est ainsi obtenu sous forme de poudre blanche (0.412 g, 77 %).

RMN 'H (400 MHz, CDCly): 1.34 — 1.36 (m, 36 H, tbu); 2.40 (s large, 4 H, ArCH,CH,NH); 2.59 (s
large, 4 H, ArCH,CH,NH ); 3.06 (s large, 4 H, ArCH,CH,;NH ); 3.19 — 3.22 (m, 4 H, ArCH,CH,NH);
3.20 — 4.22 (AB, Jag = 13.06 Hz, 8 H, ArCH,Ar); 5.22 (s, 4 H, ArOCH,); 6.64 (s, 4 H, ArH); 6.72 (s, 4
H, ArH); 7.23 — 7.25 (m, 8 H, Hypp); 7.41 (dd, J = 7.80, 1.72 Hz, 4 H, Hyph); 7.51 (d, J = 8.00 Hz, 4 H,
Hopn); 7.63 (d, J = 8.08 Hz, Hypp).

N-Boc-aminoéthyl-4-[4-méthyléneoxy-1,1'-biphenyl]-benzéne 50.

0O
HN @)

La tyramine boquée 48 (0.20 g, 0.843 mmol, 1 éq.) est mis en solution

dans 30 mL de CHsCN fraichement distillée sur CaH, en présence de

K,CO3 (0.12 g, 0.843 mmol, 1 éq.) et laissé a reflux pendant 30 min

avant I'ajout du composé bromé (0.22 g, 0.843 mmol, 1 éq). On laisse

O ensuite sous agitation, a reflux et sous argon. Aprés 23 heures de

O réaction (contrble CCM: SiO,, CH,Cl,/MeOH 98:2). Le retour a

° température ambiante est suivi d'une évaporation du solvant. Le résidu

est repris au CH,CI, et filtré sur fritté afin d’éliminer les impuretés minérales. Le brut est ensuite purifié

par colonne chromatographique (Al,O3;, CH,CI,). Le produit attendu est poudre blanche (0.30 g,
88%).

RMN *H (400 MHz, CDCly): 1.43 (s, 9 H, tert); 2.74 (t, J = 6.8 Hz, 2 H, CH,CH,NH); 3.34 (s large, 2 H,
CH,CH,NH); 4.53 (s large, 1 H, NH); 5.09 (s, 2 H, ArOCH,); 6.94 (d, J = 8.56 Hz, 2 H, ArH); 7.12 (d, J
=8.32 Hz, 2 H, ArH); 7.35 (t, J = 7.44 Hz, 1 H, H bph); 7.44 (t, J = 7.56 Hz, 1 H, H bph); 7.50 (d, J =
8.04 Hz, 2 H, H bph); 7.61 (t, J = 8.8 Hz, 4 H, H bph).

RMN 3C (100 MHz, CDCl,): 28.83 (CMey); 35.71 (CH,CH,NH); 42.13 (CH,CH,NH); 70.22 (OCH,bpy);
79.52 (CMes); 115.36 (C,); 127.54, 127.78, 128.38, 130.20 (Cypn); 129.20 (C,); 136.49, 141.20, 141.36
(Copn); 156.29 (Cipso); 157.86 (CO).
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#/ 5,11,17,23-Tétra-(Boc-aminoéthyl)-25 (oxypropyl-
nalidixate)-26,27,28-trihydroxycalix[4]aréne 56

Le tétra-para-(bocaminoéthyl)-calix[4]aréne 8 (0.2 g, 0.20
mmol, 1éq.) est mis en solution dans 20 ml d'acétonitrile
(frafichement distillée sur CaH,) en présence de K,COs;
(0,016 g, 0.12 mmol, 0,6 éq.). On porte le tout a reflux

(90°C), sous argon pendant 30 minutes. Puis on additionne

le bromopropylnalidixate 55 (0,035g, 0.10 mmol, 0,5 éq.) et
Kl (une dizaine de cristaux). La réaction est suivie par CCM (SiO,, CH,Cl,/MeOH 97:3). Aprés environ
24 heures de réaction, le solvant est évaporé, le résidu est repris au CH,Cl,, filtré sur papier, afin
d’éliminer des résidus minéraux. La phase organique subit ensuite une purification par
chromatographie (SiO,, CH,Cl,/MeOH 1% a 3%) pour donner le composé attendu sous forme d’huile
(0,078 g, 61 %).

F°: 169 — 170°C
IR : 3334.75 (OH); 1701.50 (CO).
UV-Vis : 257 (15436); 287 (9799); 335 (10806).

RMN 'H (400 MHz, CDCl,) : 1.38 (s large, 36 H, tert); 1.62 (s large, 3 H, NCH,CHz); 2.58 (s large, 10
H, CH,CH,NH + OCH,CH,CH,0CO ); 2.67 (s, 3 H, CHa); 3.27 (1, 8 H, CH,CH,NH); 4,47 (t + q, 4 H,
OCH,CH,CH,0CO + NCH,CHz); 3.35 — 4.48 (AB, Jag = 13 Hz, 8 H, ArCH,Ar); 4.82 (s large, 2 H,
OCH,CH,CH,0CO); 6.86 (s large, 4 H, ArH); 6.89 (s large, 4 H, ArH); 7.23 (s large, 2 H, H(6)); 8.64
(d, J=7.91Hz, 2 H, H(5)); 8.68 (s, 2 H, H(2)); 9.42 (s, 2 H, OH); 9.81(s, 1 H, OH).

RMN ®C (100 MHz, CDCly): 1557 (CHsCH,N); 25.45 (CHj); 28.04 (CMej); 29.69
(OCH,CH,CH,0CO); 31.98, 32.52 (ArCH,Ar); 35.72, 35.87 (CH,CH,N); 42.18 (CH,CH,N de A et B);
46.9 (CH3CH,N); 61.75 (OCH,CH,CH,0CO); 74.20 (OCH,CH,CH,0CO); 79.51 (CMes); 122.20 (Cs);
121.54(Cq); 121.95 (Cg); 128.59, 128.83, 129.20 (C,); 129.57 (Cy); 130.23 (C,, de b); 131.61 (C,);
132.42 (C, de b); 134.59 (C,); 137.21 (Cs); 148.36, 149.02 (Cipso); 149.34 (C,); 150.34 (Cipso); 156.33,
156.36 (NCOO); 163.06 (C;); 166.07 (OCH,CH,CH,OCO); 175.06 (C.).

Analyse élémentaire calculée pour C;;Hg,NgO15 (1268.66) : C : 67.17%; H : 7.3%; N : 6.62%; trouvée
C:67.33%; H:7.42%; N : 6.5%.

ES-MS (ES") : 1269.63 [M + H] *, 1291.63 [M + Na]* , 657.30 [(M+H)"/2+Na]™

ES-MS (ES) : 1169.59 [M — (CH3);COCO + 2H'T", 1267.63 [M-H]".
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5,11,17,23-Tétra-(aminoéthyl)-25-(oxypropylnalidixate)-

4 CF3COOH

26,27,28-trihydroxycalix[4]aréne, tétra-trifluoroacetate 58

Le calixarene 56 (0,07 g, 0.056 mmol, 1éq.) est mise en
solution dans un mélange CH,CI, anhydre et TFA (75:25), on
laisse sous agitation et sous argon a température ambiante.
N Aprés une nuit de réaction le solvant est évaporé et I'huile

obtenue est plusieurs fois reprise au CH,Cl, et évaporé afin

d’éliminer le maximum de TFA résiduel. Le brut est ensuite
séchée sous vide poussé avant d'étre repris et trituré dans I'Et,O pour donner une poudre légerement
colorée, filtrée, lavée a I'Et,O et séchée. Le produit subit une derniére lyophylisation pour donner un
solide (0.070 g, 95%).

F°: 144 - 145°C
IR (KBr): 3056.54 (OH); 1679.11 (NH3").
UV-Vi (H,0): 257.0 (30970); 287.0 (14988); 328.0 (13527).

RMN 'H (D,O): 1.39 (t, J = 6.5 Hz, 3 H, CHsCH,N); 254 (m, 6 H, 2 ArCH,CH,NH; +
ArOCH,CH,CH,0OCOQO); 2.66 (s large, 7 H, CHs; quinolone + 2 ArCH,CH,N); 2.95 (t + t,4H,
ArCH,CH,NH; a et c¢); 3.09 (t, J = 7.6 Hz, 4H, ArCH,CH,;NH; b); 3.30 — 3.95 (g, AB, Jag = 13.6 Hz, 4
H, ArCH,Ar); 3.41 - 4.13 (q, AB, Jag = 13.6 Hz, 4 H, ArCH,Ar); 4.31 (s large, 4 H, ArOCH,CH,OCO +
CH3CH,N); 4.73 (s large, 2 H, ArOCH,CH,CH,OCO); 6.72 (s, 2 H, ArH a ou c); 6.84 (s, 2H, ArH, a ou
c); 6.88 (d large, 4 H, ArH b); 7.39 (d, J = 8.1 Hz, H(6) ou H(5), quinolone); 8.33 (d, J = 8.3 Hz, H(6)
ou H(5), quinolone); 8.83 (s, 1H, H(2) de quinolone).

RMN™C (100 MHz, D,0) : 14.63 (CH3;CH,N); 24.51 (CH; quinolone); 30.90 (ArCH,Ar); 31,96, 32.15,
32.23 (ArCH,CHy;NH3; a, ¢ et b OCH,CH,CH,OCO); 40.50, 40.65 (ArCH,CH,NH; a et c); 40.87
(ArCH,CH,NH3; b); 47.58 (CH3;CH,N); 46.95 (OCH,CH,CH,OCO); 73.64 (OCH,CH,CH,OCO); 110.63
(C(3)); 116.73 (CF;CO0); 120.61 (C(9)); 122.60 (C(6)); 128.03, 128.46; 129.09, 134.07 (Co Ar a et b);
129.13, 129.24 (C, Ar b); 129.38, 129.99 (C, Ar a et c); 128.91, 130.62, 134.07, 134.61 (C, ArH a, ¢
et b); 136.28 (C(5)); 145.47 (Cipso ArH a ou c); 148.18 (C(10)); 149.87 (C(2)); 150.27 (Ci Ar b); 150.52
(Cipso ArH a ou c); 163.23 (CF;COO0); 164.60 (C(7)); 166.78 (COO); 176.30 (C(4)).

Analyse élémentaire calculée pour : Cs;HgoNgO7, 4 CF3;COOH, 4 H,O (1396,47) : C: 50.72%; H:
5.19%; N : 6.01%; trouvée : C : 50.86%; H : 5.20%; N : 6.24%.

ES-MS (ES"): 435.47 [M — 4 CF;,COOH + 2H']**2,
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#/ 5,11,17,23-Tétra-(Boc-aminoéthyl)-25-[1-oxy-(3-hydro-
On© Q xy)propyl)]-26,27,28-trihydroxycalix[4]aréne 64
)4 Y o o )\\ y , .
Q NH Y i’ O

Le calixaréne 56 (0.146 g, 0.11 mmol) est mis en solution
dans 10 ml d’EtOH en présence de K,CO; (0.108 g, 0.79
mmol, 7 ég.). Le mélange est laissé sous agitation et sous
argon a température ambiante. Aprés une nuit de réaction, le

solvant est évaporé. Le résidu est ensuite repris au CH,Cl,,

pour une filtration. Le filtrat est concentré et purifié sur support
chromatographique (SiO,, CH,Cl,/ MeOH 99 : 01).

Le produit obtenu est huileux, mais la précipitation a froid dans un mélange CH,Cl,/ hexane permet

d’'obtenir apres filtration et séchage une poudre Iégérement jaune (0.10 g, 61%).
F°: 147-148°C.

IR (KBr): 3335.20 (OH); 1700.02 (COO); 1510.04 (NH).

UV-Vis (D,0): 2282.0 (9510.30).

RMN *H (400 MHz, CDCls): 1.37 (s large, 36 H, tert); 2.29 (q, J = 5 - 8 Hz, CH,CH,CH,OH); 2.58 (s
large, 8 H, ArCH,CH,NH); 3.26 (s large, 8 H, ArCH,CH,NH); 3.39 (d, J = 13.6 Hz, 2 H, ArCH,Ar); 3.40
(d, J=12.8 Hz, 2 H, ArCH,Ar); 4.18 - 4.33 (d + t, 6 H et 4 H, ArCH,Ar + OCH,CH,CH,0OH); 6.82 (s, 4
H, ArH); 6.88 (s, 2 H, ArH); 6.91 (s, 2 H, ArH); 9.59 (s, 2 H, OH); 9.89 (s, 1 H, OH).

RMN **C (100 MHz, CDCls): 28.75 (CMe3); 31.98, 32.35 (ArCH,Ar); 35.74 (CH,CH,CH,OH); 36.17,
36.30 (ArCH,CH,NH de a, b et c); 42.25 (ArCH,CH,NH de a, b et c); 54.48 (ArOCH,CH,CH,OH);
74.69 (ArOCH,CH,CH,OH); 79.54 (CMe3;); 128.75, 129.12 (C,, de a, b et ¢); 129.31, 129.71 (C, de a,
b et c); 130.33 134.43 (C, de a, b et c); 148.17, 149.33 (C,s, de a, b et c); 150.22, 156.37 (CO).

Analyse élémentaire calculé pour CsgHgoN4O13, ¥2 CH,Cl, (1096.60): C: 65.10%; H: 7.62%; N :
5.10%; trouvée : C: 65.43%; H : 7.64%; N : 5.18%.

ES-MS (ES"): 1055.5 [M + H']"; 1077.48 [M + Na[".

ES-MS (ES): 665 [M — 4 CF;COOH].
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NH, 4 CF3COOH 5,11,17,23-Tétra-(aminoéthyl)-25-[1-oxy-(3-hydroxy)propyl)]-
HoN NH, NH; 26,27,28-trihydroxycalix[4]aréne, tétra-trifluoroacetate 65
N Le calixaréne 64 (0.15 g, 0.12 mmol, 1 éqg.) est mise en solution
| @ dans un mélange CH,Cl, anhydre et TFA (75:25), on laisse sous
Q / , agitation et sous argon a température ambiante. Aprés une nuit de
OHOH OHO%/ réaction le solvant est évaporé et I'huile obtenue est plusieurs fois
OH reprise au CH,Cl, et évaporé afin d’éliminer le maximum de TFA

résiduel. Le résidu est par la suite séchée sous vide poussé. Le
brut est alors repris et trituré dans Et,O pour donner un précipité légérement colorée. La précipité est

filtré sur fritté, lavé a I'Et,O et séchée puis lyophylisé pour donner le produit attendu (0.12 g, 95%).
F°: 164-165°C

IR (KBr): 3144.5 (OH); 1686.6 (NH3").

UV-Vis (D,0): 303.0 (9430).

RM N *H (400 MHz, D,0) : 2.26 (t, J = 5.6 Hz, 2 H, ArCH2CH2CH20H); 2.66 (); 2.86 (); 3.05 (); 3.22
(); 3.54 (); 3.622 (); 3.98 (); 4.11 — 4.33 (); 6.91(); 7.00 (); 7.16 ().

RM N *3C (100 MHz, D,0): 30.96 31.12 (Ar-CH,-Ar); 32.05 32.24 (ArCH,CH,N et ArOCH,CH,CH,0OH);
40.58 40.73 (ArCH,CH,N a ou c); 40.97 (ArCH,CH,N b); 59.27 (ArOCH,CH,CH,OH); 74.75
(ArOCH,CH,CH,OH); 116.67 (q, Jc.r = 362 Hz, CF3); 129.43, 129.46 (Cn, Ar a, b et ¢); 129.56 (C, Ar
b); 130.06 (Cr, Ar a ou c); 129.53 (C, Ar b); 130.73 (C, Ar a ou c); 134.48 (C, Ar a ou c); 128.88
129.34 129.66 134.71(C, Ar a ou c et b); 147.68, 150.83 (C; Ar a ou c); 150.15 (C; Ar b); 163.27 (q,
Jcr =53 Hz, COO).

Analyse élémentaire calculé pour CzgHs5oN;Os, 4 CF3COOH, 3 H,O (116.98): C: 48.46% ; H:
5.19% ; N : 4.81%. Trouvée : C : 48.36% ; H : 4.84% ; N : 4.76%.

ES-MS (ES"): 655.40 [M - 4 CF;COOH + H']", 328.24 [M — 4 CF,COOH + 2 H+]*"?, 219.17 [M - 4
CF,COOH + 3 H'PP™.

5,11,17,23-Tétra-(Boc-aminoéthyl)-25,27-bis

(o]
>Lo O%NH o~ HN)KOJ< (oxypropylnalidixate)-26,28-dihydroxycalix[4]aréne 57
NH

Le tétra-para(bocaminoéthyl)-calix[4]arene 8 (0.39g, 0.38

mmol, 1éq.) est mis en solution dans 30 ml de CH;CN

o} o o0
o o o OH%O% (fraichement distillée sur CaH,) en présence de K,COj
~ o! ‘ ‘ P
ffé* (X
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(0.10 g, 0.75 mmol, 2 éq.). On porte la réaction a reflux (90°C), sous argon pendant 30 minutes, avant
I'addition du bromopropylnalidixate (0.27 g, 0.75 mmol, 2 éq.) et Kl (une dizaine de cristaux). La
réaction est suivie par CCM (SiO,, CH,Cl,/MeOH 3%). Apres environ 24 h, le solvant est évaporé, le
résidu est repris au CH,Cl,, filtré sur papier filtre afin d’éliminer des résidus minéraux. La phase
organique subit ensuite une purification par chromatographie (SiO,, CH,Cl,/MeOH 1% a 3%) pour

donner le composé attendu sous forme d’huile coloré (0.23 g, 40%).

RMN H (400 MHz, CDCl,) : 1.38-1.43 (m, 72 H, tbu + CHsCH,N); 2.46 (s large, 4 H, ArCH,CH,NH):
2.53 — 2.68 (M, 8 H, ArCH,CH,NH + ArOCH,CH,CH,0CO); 2.63 (s, 3 H, CHy); 3.16 (s large, 4 H,
ArCH,CH,NH); 3.2 — 3.3 (m, 4 H, ArCH,CH,NH); 3.26—4.27 (AB, Jag = 13.04 Hz, 8 H, ArCH,Ar); 4.20
(s large, 4 H, ArOCH,CH,CH,OCO); 4.34 (s large, 4 H, CHsCH.N); 4.86 (t, J = 5.68 Hz,
ArOCH,CH,CH,0CO); 6.71 (s, 4 H, ArH); 6.76 (s, 4 H, ArH); 7.18 (d, J = 8.04 Hz, 2 H, H(6)); 8.22 (s
large, 2 H, OH); 8.54 (d, J = 8.04 Hz, 2 H, H(5)); 8.63 (s large, 2 H, H(2)).

RMN 'C (100 MHz, CDCl;): 15.58 (CHsCH,N); 25.44 (CHj); 28.87 (CMes); 29.71
(OCH,CH,CH,0OCO0); 31.97 (ArCH.,Ar); 35.64, 36.25 (ArCH,CH,NH); 41.18, 42.54 (ArCH,CH,NH);
47.00 (CHsCH,N); 61.95 (OCH,CH,CH,0OCO); 73.34 (OCH,CH,CH,OCO); 79.48 (CMe;); 112.05
(C(3));121.45 (C(6)); 121.69 (C(9)); 128.32 (C,); 129.08 (C.); 129.68 (C,); 129.76 (C.); 133.83,
136.01 (C,); 137.11 (C(5)); 148.90 (C(7)); 149.14 (C(2)); 150.85 (Cipso); 152.09 (Cipso); 156.25, 156.37
(NCOO); 163.01 (Cy0); 165.67 (OCH,CH,CH,0OCO); 175.15 (C,).

4 CF4COOH 5,11,17,23-Tétra-(aminoéthyl)-25,27-Bis[oxy

NH,

propylnalidixate]- 26,28-Bis (hydroxy)-calix[4]
arene, tétra-trifluoroacétate 59

Le calixaréne 57 (0.088 g, 0.057 mmol, 1 eq) est mise
| S en solution dans 10 ml de CH,CI, anhydre et additionné

N de 3.5 ml de TFA, on laisse sous agitation et sous

argon a température ambiante. Aprés une nuit de
réaction, le solvant est évaporé et le résidu huileux obtenu est plusieurs fois repris et évaporé afin
d’éliminer le maximum de TFA résiduel. Le résidu est ensuite séché sous vide poussé, le brut est
repris et trituré dans I'Et,O pour donner une poudre Iégerement coloré, qui est filtrée sur fritté et lavée
a I'Et,0O suivi d'une lyophilisation (0.087g, 96%).

Fe°: 156-157°C.

IR (KBr): 3403.04 (OH); 2934.02 (NH;"); 1682.37 (NH3").
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UV-Vis (D,0): 250.0 (14775.05); 288.0 (4670.32); 330.0 (7298.26).

RMN *H (400 MHz, D,0): 1.35 (t, J = 7.18 Hz, 6 H, CHj); 2.40 — 2.69 (m, 12 H, ArOCH,CH,CH,0 +
ArCH,CH,NH + ArCH,CH,NH); 2.65 (s, 6 H, CHs); 2.88 (t, J = 6.80 Hz, 4 H, ArCH,CH,NH); 3.03 (t, J
= 7.18 Hz, 4 H, ArCH,CH,NH); 3.28 — 4.14 (AB, J = 13.36 Hz, 8 H, ArCH,Ar); 4.20 — 4.30 (m, 8 H,
NHCH,CH; + ArOCH,CH,CH,OCO); 4.83 (s large, 4 H, ArOCH,CH,CH,OCO); 6.71 (s, 4 H, ArH);
6.73 (s, 4 H, ArH); 7.39 (d, J = 8.28 Hz, 2 H, H(6)quinclone); 8.34 (d, J = 8.32 Hz, 2 H, H(5)quinolone); 8.73
(s, 2 H, H(2)quinolone)-

RMN **C (100 MHz, D,0): 14.55 (CHsCH,N); 24.55 (CHs quinoione); 28.22 (OCH,CH,CH,OCO); 30.77
(ArCH,Ar); 32.09, 32.27 (ArCH,CH,NH); 40.48, 40.82 (ArCH,CH,NH); 47.62 (CH3;CH;N); 63.63
(OCH,CH,CH,0CO); 73.45 (OCH,CH,CH,0CO); 110.79 (C(3)); 120.60 (C(9)); 122.56 (C(6)); 127.58,
127.79 (C,); 129.14, 129.65 (Cy,); 133.90, 134.05 (Cp); 136.22 (C(5)); 148.21 (C(7)); 149.97 ((C(2));
151.25, 151.54 (Cipso); 164.60 ((C(10)); 166.68 (COO); 176.40 ((C(4)).

Analyse élémentaire calculée pour CgsHggNgO19, 5 CF3COOH, H,O (1721.5): C: 52.78% ; H:
4.84% ; N : 6.48%, trouvée : C : 52.87% ; H: 4.98% ; N : 6.56%.

ES-MS (ES"): 1141.58 [M — 4 CF,COOH — H *T*, 1163.55 [M - 4 CF,COOH + Na— 2 H 'T".

5,11,17,23-Tétra-[(N,N'-di-Boc)guanidino éthyl]-25-
[oxy propylnalidixate]- 26,27,28-Tris(hydroxy)-calix
[4]aréne 60

Le sel du calix[4]aréne 58 (0.13 g, 0.10 mmol, 1 éq.) est
mis en suspension dans 20 ml de CH,Cl, anhydre puis
‘ solubilisé par le minimum de MeOH avant ajout de Et;N
9 9 o on (164 pl, 1.177 mmol, 12 éq.), et de N,N-Bis(tert-
MO/Q butoxycarbonyl), N“triflylguanidine (0.15 g; 0.39 mmol,
N N
N

4 éq.). Le mélange est maintenu sous agitation et sous

argon pendant une nuit (contréle CCM: SiO,, CH,Cl,/MeOH 2%). Le solvant est évaporé pour donner
un brut qui est solubilisé dans CH,Cl, (30 ml) et lavé par 2 x 20 ml de H,O. La phase organique est
séchée sur Na,SO,, filtrée et évaporée. On effectue ensuite une purification sur colonne
chromatographique (SiO,, CH,Cl,/MeOH 2%) pour obtenir et le produit attendu sous forme d’huile
(0.12 g, 65%).

RMN 'H (400 MHz, CDCly): 1.46 - 1.49 (m, 72 H, tert); 2.5 — 2.8 (m, 13 H, ArCH,CH,NH +
CH,CH,CH, + CHs); 3.56 (m, 8 H, ArCH,CH,NH); 3.39 - 4.20 (1/2 AB, J = 13.56 Hz, 4 H, ArCH,A);
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3.35 - 4.31 (1/2 AB, J = 12.84 Hz, 4 H, ArCHAr); 4.32 (m, 2 H, CH,CH,CH,0CO); 4.39 (m, 2 H,
OCH,CH,CH,0CO0); 4.80 (t, J = 6.18 Hz, 2 H, OCH,CH,CH,0CO); 6.87 (s, 2 H, ArH); 6.90 (s, 2 H,
ArH); 7.23 (d, J = 8.04 Hz, Hg quinolone); 8.39 (m, 4 H, NH guanidine); 8.62 (d, J = 8.04 Hz, 1 H, Hs
quinolone); 8.70 (s, 1 H, H, quinolone); 9.33 (s, 2 H, OH); 9.67 (s, 1 H, OH); 11.46 (s large, 4 H, NCH
guanidine).

RMN C (100 MHz, CDCls): 15.59 (CHsCH,N); 25.48 (CHs quinoione), 28.46, 28.72 (CMes); 29.72
(OCH,CH,CH,OCO); 31.81, 32.32 (ArCH,Ar); 34.87, 35.16 (ArCH,CH,NH); 42.39, 42.66
(ArCH,CH,NH); 46.98 (CH3CH,N); 61.75 (OCH,CH,CH,0CO); 74.10 (OCH,CH,CH,OCO); 79.62,
83.38 (CMes); 112.17 (C(3)); 121.53 (C(6)); 121.93 (C(9)); 128.71, 128.86, 129.24 (C,); 129.12,
129.57, 130.27 (Cn); 131.08, 132.07, 134.56 (C;); 136.53 (C(5)); 137.25 (C(2)); 148.26 (); 149.01 ();
149.33 (); 149.84 (); 150.40 (); 153.56 (Cipso); 156.48 (C guanidine); 163.03 (CO); 164.02 (C(4));
165.88 (OCO).

4 CF3COOH 5,11,17,23-Tétra-(guanidinoéthyl)-25,26,27-
Tris(hydroxy)-28-propyl-nalidixate-calix[4] aréne,

tétra-trifluoroacetate 62

Le calixaréne 60 (0.127 g, 0.069 mmol, 1 éq.) est mise
en solution dans un mélange CH,Cl, anhydre et TFA
(75:25) et on laisse sous agitation et sous argon a
température ambiante. Aprés une nuit de réaction le

solvant est évaporé et I'huile obtenue est plusieurs fois

reprise au CH,CI, et évaporé afin d'éliminer le maximum
de TFA résiduel. Le résidu est par la suite séchée sous vide poussé. Le brut est alors repris et trituré
dans Et,O pour donner une poudre légérement colorée qui est filtrée sur fritté, lavée a I'Et,0 et
séchée, puis lyophylisée. (0.095 g, 91.3%).

RMN 'H (400 MHz, D,0): 1.38 (t, J = 7.04 Hz, 3 H, CH3CH,N); 2.43 — 2.61 (m, 6 H, 2 ArCH,CH,NH +
ArOCH,CH,CH,0CO); 2.69 (s, 3 H, CHaquino); 3.14 (s large, 4 H, ArCH,CH,NH); 3.27 (t, J = 6.92 Hz, 4
H, CH,CH,NH); 3.36-4.03 (AB, Jas = 13.06 Hz, 4H, ArCH,Ar), 3.41 — 4.19 (AB, Jag = 13.06 Hz, 4 H,
ArCH,Ar); 4.43 (t, J = 7.042 Hz, 2 H, ArOCH,CH,CH,0OCO); 4.60 — 4.70 (m, 4 H, ArOCH,CH,CH,0CO
+ CH3CH,N); 6.65 (s, 2 H, ArH); 6.71 (s, 2 H, ArH); 6.76 (s, 2 H, ArH); 6.80 (s, 2 H, ArH); 7.36 (d, J =
8.04 Hz, 2 H, H(6)); 8.32 (d, J = 8.28 Hz, 2 H, H(5)); 8.80 (s, 2 H, H(2)).

RMN®C (100 MHz, D,0): 14.39 (CHs;CH,N); 24.49 (CH; quinolone); 28.00 (OCH,CH,CH,OCO);
30.96 (ArCH,Ar); 33.54, 33.85 (ArCH,CH,NH3); 42.48, 42.73 (ArCH,CH,NH;); 47.56 (CHsCH,N);
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63.03 (OCH,CH,CH,0CO0); 73.71 (OCH,CH,CH,0CO); 78.74 5° 110.63 (C(3)); 116.73 (CF;COO);
120.61 (C9); 122.60 (C6); 128.03, 128.46; 129.09, 134.07 (Co Ar a et b); 129.13, 129.24 (C,, Ar b);
129.38, 129.99 (C, Ar a et ¢); 128.91, 130.62, 134.07, 134.61 (C, ArH a, ¢ et b); 136.28 (C5); 145.47
(Cipso ArH a ou c); 148.18 (C10); 149.87 (C2); 150.27 (Ci Ar b); 150.52 (Cipso ArH a ou c); 163.23
(CF;COO); 164.60 (C7; 166.78 (COO); 176.30 (C4).

Analyse élémentaire calculée pour CgsHggNgOig, 5 CF3COOH, H,O (1721.5): C: 52.78% ; H:
4.84% ; N : 6.48%, trouvée : C : 52.87% ; H: 4.98% ; N : 6.56%

ES-MS (ES*): 519.60 [M-4 CF;COOH + 2 H']**%; 823.83 [M-NAL-4 CF;COOH + H + H'T"; 1037.82 [M-
4 CF;COOH + H'T".

o} o-[para-(Boc-aminoéthyl)-phénoxy] toluene 68
)K""'
(©)

PN

HN La tyramine boquée 48 (0.10 g, 0.42 mmol, 1 éq) est mise en solution avec

K,CO; (0.58g, 0.42 mmol, 1 éq) dans 15 ml de CHsCN fraichement distillée sur

CaH, et laissé a reflux 30 minutes avant I'ajout du bromure de benzyle a (50 pL,

0.42 mmol, 1 éq). On laisse ensuite sous agitation, a reflux (90°C) et sous argon.

Une fois le produit de départ consommeés, environ 24 heures (controle CCM :

O\/@ SiO,;, CH,CI,/MeOH 2%), Le retour a température ambiante est suivie d'une
évaporation du solvant. Le résidu obtenu est repris dans le CH,CI, et filtré sur

papier filtre afin de d’éliminer les impuretés minérales. On concentre le filtrat et le brut est purifié par

colonne chromatographique (SiO,: CH,Cl,/MeOH 0 a 2%) pour ainsi obtenir le composé attendu,

sous forme d’une poudre blanche 68 (0.124g, 89.8 %).
F°: 151 — 152°C.

IR (KBr): 3360.66 (-CONH-); 1681.61 (CO).

UV-Vis (CDCl): 277 (2960.29).

RMN *H (400 MHz, CDCly): 1.46 (s, 9 H, tert); 2.74 (t, J = 7.04 Hz, 2 H, ArCH,CH,NH); 3.34 (s large, 2
H, ArCH,CH,NH); 5.05 (s, 2 H, ArOCH); 6.93 (d, J = 8.56 Hz, 2 H, ArH); 7.12 (d, J = 8.56 Hz, 2 H,
ArH); 7.33 —7.44 (m, 5 H, ArH).

RMN "*C (100 MHz, CDCls): 28.53 (CMe3); 35.60 (CH,CH,NH); 42.21 (CH,CH,NH); 70.70 (ArCH,0);
79.52 (CMes); 114.20 (C, ou Cy); 127.21, 128,32, 128.80, 141.20 (Cu); 129.00 (Cy ou Cy); 131.80
(Cp); 151.02 (Cipso); 157.90 (CO).
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Analyse élémentaire calculée pour CyoHus N O3 (327.42): C: 73.37 %; H: 7.70 %; N: 4.28 % ; trouvée:
C: 73.45 %; H: 7.64 %; N: 4.34 %.

ES-MS (ES"): 373.49 [M + 2Na]", 350.20 [M + Na]*, 228.05 [M-Boc+2H]", 211.02 [M-Boc-NH]".

NH2 Trifluoroacétate d’a-[para-(aminoéthyl)-phénoxy]toluéne 69

CF4COOH Le composé 68 (0.1g, 0.30 mmol), est mis en solution dans 11 ml de CH,CI,
anhydres puis 4 ml de TFA est additionné. La réaction est laissée sous
agitation, sous argon et a température ambiante. Apres 5 heures, les solvants
sont évaporés. L’huile obtenue est plusieurs fois repris au CH,Cl, et évaporé
afin d’éliminer le maximum de TFA résiduel, puis séchée sous vide. Le résidu

© est alors repris et trituré dans Et,O pour donner une poudre blanche qui est

filtrée sur fritté, lavée a I'Et,O pour donner une poudre blanche 69 (0.10 g, 96%).
F°: 151 - 152°C.

IR (KBr): 3037.75 (-NH3"); 1676.29 (-NH;"); 1514.12 (-NH5").

UV-Vis (D,0): 273 (1641.87).

RMN 'H (400 MHz, D,0): 2.89 (t, J = 7.04 Hz, 2 H, ArCH,CH,NH); 3.19 (t, J = 7.18 Hz, 2 H,
ArCH,CH,NH); 5.13 (s, 2 H, ArOCH,); 7.02 (d, J = 8.56 Hz, 2 H, ArH); 7.22 (d, J = 8.28 Hz, 2 H, ArH);
7.37 = 7.47 (m, 5 H, ArH).

RMN **C (100 MHz, D,0): 36.02 (CH,CH,NH); 38.10 (CH,CH,NH); 70.77 (ArOCH,); 114.21 (C, ou
Cm); 130.16 (C,,, 0u Cy); 127.21, 128.72, 140.20 (Cpy); 130.78 (C,); 157.91(Cipso)-

Analyse élémentaire calculée pour Ci5H;7 N O, CF;COOH, 0.25 H,O (345.82) : C: 59.04 %; H: 53.9
%:; N: 4.05; trouvée : C: 59.37 %; H : 5.29 %; N : 4.05 %.

ES-MS (ES™): 228.05 [M-CF;COOH+H']", 211 [M-CF;COOH-NH]".
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)\ )‘j\ a-[para-(di-Boc-guanidinoéthyl)-phénoxy] toluéne 70
O N
J\ /k' Le sel 69 (0.10 g, 0.29 mmol, 1éq) est mis en suspension dans 10 mL de
HN CH,CI, anhydre puis solubilisé par le minimum de MeOH avant I'ajout de
EtzN (112 L, 087 mmol, 3éq) et de N,N'-bis(tert-
butoxycarbonyl),N"triflylguanidine (0.114 g, 0.29 mmol, 1éq). Le mélange
O

Ej est maintenu sous agitation et sous argon pendant 9 heures (contrble

o
N)J\O
Q CCM : SiO,, CH,CI,/ MeOH, 0.1%). Le solvant est évaporé pour donner

un brut qui est solubilisé dans le CH,CI, (30 ml), lavée par 30 ml d’H,0.
La phase organique est reprises par 2 x 20 mL de CH,Cl,, les phases organiques rassemblées sont
séchées sur Na,SO,, filtré et évaporée. On effectue ensuite une purification sur colonne
chromatographique (SiO,, CH,Cl,/ MeOH 0 a 0.5%) et I'on obtient le produit attendu 70, sous forme
d’huile (0.116 g, 85%).

Fe: 131-132°C.
IR (KBr): 3402.5 (-CONH-), 1730.4 (CO), 1516.3 (-NH-).

RMN 'H (400 MHz, CDCly): 1.48 (s, 9 H, tert); 1.51 (s, 9 H, tert); 2.81 (t, J = 7.18 Hz, 2 H,
ArCH,CH,NH); 3.64 (t, J = 6.54 Hz, 2 H, CH,CH,NH); 5.03 (s, 2H, ArOCH,); 6.91 (d, J = 8.56 Hz, 2
H, ArH); 7.13 (d, J = 8.56 Hz, 2 H, ArH); 7.37 — 7.43 (m, 5 H, ArH); 8.37 (t, J = 6.54 Hz, 1 H, NH);
11.49 (s large, 1 H, NHguan).

RMN *C (100 MHz, CDCly): 28.46 (CMe;); 28.74 (CMes); 34.80 (CH,CH,NH); 42.85 (CH,CH,NH);
70.42 (ArOCH,); 79.61 (CMe;); 83.38 (CMey); 115.36 (C,); 127.87; 128.32; 128.97 (Cp); 130.19 (Cp);
131.29 (C,); 137.52 (Cpy); 153.56 (CO); 156.55 (Cguan); 157.93 (Cipso); 164.03 (CO).

Analyse élémentaire calculée pour C,sH3505N3 (469.57): C: 66.50%; H: 7.51%; N: 895%; trouvée: C:
66.56%; H: 7.50%; N: 8.84%.

NH CrycooH Trifluoroacétate d’a-[para-(guanidinoéthyl)-phénoxy]toluene 71

NS N2 Le composé 70 (0,150 g, 0,319 mmol, 1 éq) est mis en solution dans un mélange

CH,CI,/CF;COOH (15 ml, 75 :25) et est placé sous agitation pendant 6 heures a
température ambiante. Les solvants sont alors évaporés et le résidu obtenu est

trituré dans Et,O pour donner une poudre blanche qui est filtré sur fritté, rincé a

\/@ 'Et,O et séché. Puis il subit une derniére purification par lyophilisation pour
(0]
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donner le produit attendu 71 (0.12 g, 96.7%).

F°: 148 - 149°C.

IR (KBr): 3522.2 (-NH,); 3167.7 (-NH3"); 1664.5 (CO); 1513.2 (-NH3").
UV-Vis (D,0): 273.0 (1947.25)

RMN 'H (400 MHz, D,O): 2.81 (t, J = 6.68 Hz, 2 H, CH,CH,NH); 3.40(t, J = 6.68 Hz, 2 H,
CH,CH,NH); 5.15 (s, 2H, ArOCH,); 7.02 (d, J = 8.56 Hz, 2 H, ArH); 7.22 (d, J = 8.28 Hz, 2 H, ArH);
7.38 —7.46 (m, 5 H, ArH).

RMN *C (100 MHz, DMSO-Dg): 33.91(CH,CH,NH); 42.62 (CH,CH,NH); 69.50 (ArOCH.,); 115.05 (C,
ou Cp,); 127.98 (C, ou C,); 128.13, 128.78, 130.16, 137.55 (Cp); 130.78 (C,); 157.15, 157.34 (Cipe, €t
Cyua)-

Analyse Elémentaire calculée pour C;H;90ON3, CF3;COOH, 0.5 H,0 (392,37) : C : 55,10 %; H: 5,43
%; N : 10,97 % trouvée : C : 55,03 %; H : 5,43 %; N : 10,97 %.

ES-MS (ES") : 270 [M — CF;COOQ] *.

JL /K Bis-[a,a’-[para-(Boc-aminoéthyl)-phénoxy]]- o-xyléne 72
HN o\ i

La tyramine boquée 48 (0.36 g, 1.51 mmol, 2 éq) est mise en

solution avec K,CO; (0.21 g, 1.51 mmol, 2 éq) dans 20 ml de
HN%O% CH3CN fraichement distillée sur CaH, et laissé a reflux 30 minutes
avant I'ajout du O-dibromo-méthyl benzéne b (0.20 g, 0.757 mmol,
1 éq). On laisse ensuite sous agitation, a reflux (90°C) et sous
argon. Une fois le produit de départ consommés, environ 24 heures

° (contrdle CCM : SiO,, CH,Cl,/MeOH 2%), Le retour a température

ambiante est suivie d'une évaporation du solvant. Le résidu obtenu
est repris dans le CH,Cl, et filtré sur papier filtre afin de d’'éliminer les impuretés minérales. On

concentre le filtrat et le brut est purifié par colonne chromatographique (SiO, : CH,Cl,/MeOH 0 a 2%)

pour ainsi obtenir le composé attendu, sous forme d’une poudre blanche 72 (0.27 g, 62.00%).
F°: 181 — 182°C.

IR (KBr): 3360.55 (-CONH-); 1681.84 (CO).
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RMN *H (400 MHz, CDCl5):1.43 (s, 18 H, tert); 2.72 (t, J = 6.80 Hz, 4 H, CH,CH,NH); 3.33 (s large, 4
H, CH,CH,NH); 4.53 (s large, 2 H, NH); 5,14 (s, 4 H, ArOCH,); 6.90 (d, J = 8.56 Hz, 4 H, ArH);
7.09 (d, J =8.28 Hz, 4 H, ArH); 7.36 (m, 2 H, ArH); 7.50 (m, 2 H, ArH).

RMN C (100 MHz, CDCl): 28.82 (CMes); 35.04 (CH,CH,NH); 42.30 (CH,CH,NH); 68.55 (ArOCH,);
77.00 (MesC). 115.34 (C, ou Cy); 128.83, 129.34 (Cagy); 130.19 (C, ou Cp); 131.91 (Cy); 135.59
(Cam); 156.27 (CO); 157.69 (Cipso).

Analyse élémentaire : calculée pour Cs4H4406N, (576.32): C: 70.81%; H: 7.69%; N: 4.86% ; trouvée:
C: 70.32%; H: 7.80%; N: 4.86%.

ES-MS (ES"): 577.41 [M + H'] ¥, 599.31 [M + Na]+.

NH, Bis-[a,a’-[para-(aminoéthyl)-phénoxy]-o-xyléne, bis-

trifluoroacétate 73

2 CF3COOH NH: e composé 72 (g, mmol), est mis en solution dans 20 ml de CH,Cl, et

TFA (75 : 25). La réaction est laissée sous agitation, sous argon et a

température ambiante environ cing heures avant évaporation du

o solvant. L’huile obtenue est plusieurs fois repris au CH,Cl, et évaporé
afin d’éliminer le maximum de TFA résiduel, puis séchée sous vide. Le

d brut obtenu est alors repris et trituré dans Et,O pour donner une

poudre blanche. Cette derniére est plusieurs fois rincées a I'Et,O, puis

filtrée et séchée sous vide poussé (0.20 g, 81.00%).
F°: 134-135°C
IR (KBr): 3035.79 (-NH3"); 1678.40 (-NH3").
UV-Vis (D,0): 273.0 (4076.49).

RMN 'H (400 MHz, D,O): 2.81 (t, J = 7.18 Hz, 4 H, CH,CH,NH); 3.11 (t, J = 7.18 Hz, 4 H,
CH,CH,NH); 5.15 (s, 4 H, ArOCH,); 6.89 (d, J = 8.32 Hz, 4 H, ArH); 7.12 (d, J = 8.32 Hz, 4 H, ArH);
7.35 (m, 2 H, ArH); 7,45 (m, 2 H, ArH).

RMN **C (100 MHz, D,0): 32.56 (CH,CH,NH,); 40.60 (CH,CH,NH,); 67.04 (ArOCH,); 115.30 (Cy);
128.39, 128.83 (Cpn); 129.93 (Cy); 130.12 (Cy); 135.56 Cpy); 157.43 (Cipso); 158.79 (g, J = 30.62 Hz,
CF5C00)).
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Analyse élémentaire : calculée pour CyH230,N,, 2 CF;COOH, H,0 (640.22): C: 54.02%; H: 5.18%;
N: 4.50% ; trouvée : C: 54.35%; H: 5.40%; N: 4.60%.

ES-MS (ES"): 377.00 [M — 2 (CF;COOH) + H']".

Bis-[a,a’-[para-(di(Boc)guanidino éthyl)-phénoxy] ]-o-

o J\i i, xyléne 74
“““ " o

o Le composé salin 73 (0.30 g, 1.14 mmol, 1éq.) est mis en
HN% o solution 30 mL de DMF (fraichement distillée sous vide) et

; HN%O<< additionnée de Et3N (0.81 g, 7.95 mmol, 7 éq.), de méthyl-

thiourée-di-boc-guanidine K (0.726 g, 2.50 mmol, 2.2 éq.) et
le tout est placé a 4°C avant I'ajout en une seule portion de

° HgCl, (0.68 g, 2.5 mmol, 2.2 éq.). Aprés une nuit de

réaction, le solvant est évaporé sous vide, le solide obtenu

est repris au CH,Cl, avant d'étre filtré sur célite. On obtient, aprés purification sur colonne

chromatographique (Al,O3;, CH,CI,) le produit attendu 74 sous forme d'une poudre blanche (0.39 g,
40.00%).

F°: 80 - 90°C
IR (KBr): 3332.88 (-CONH-); 1721.70 (CO); 1638.94 (NCO); 1511.12 (-NH-).

RMN 'H (400 MHz, CDCly): 1.47 (s, 18H, tert); 1.50 (s, 18 H, tert); 2,80 (t, J = 7,30 Hz, 4 H,
CH,CH;NH,); 3,62 (g, J = 6,55 Hz, 4 H, CH,CH;,NH,); 5,14 (s, 4 H, ArOCHy), 6,90 (d, J = 8,52 Hz, 4
H, ArH); 7,12 (d, J = 8,56 Hz, 4 H, ArH); 7,35 (dd, J = 5,56 Hz, 2 H, ArH); 7,51 (dd, J = 5,56 Hz, 2 H,
ArH); 8,36 (s large, 2 H, NH); 11,47 (s, 2 H, NHguan).

RMN ™*C (100 MHz, CDCly): 28.46, 28.72 (CMes); 34.82 (CH,CH,NH,); 42.85 (CH,CH,NH,); 70.30
(ArOCHy,); 79.64, 83.41 (CMes); 115.33 (C,); 126.87, 127.43, 127.48 (Cam); 130.14 (C,); 131.35 (C,);
137.89 (Cam); 153.57 (Cguan); 156.52 (Cipso); 157.87, 163.95 (CO).

Analyse élémentaire : calculée pour CzsHesO10Ng, ¥2 CH,Cl, (860.47) : C: 64.17%; H: 7.49%; N:
9.76% ; trouvée: C: 64.06%; H: 7.71%; N: 9.91%.

ES-MS (ES"): 861.59 [M + H']", 761.42 [M — COOCMe; + H]', 431 [M + H']*",
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HN NH,

2 CF3COOH

Fe:78-79 °C

Bis-[a,a'-[para-(guanidinoéthyl)-phénoxy]] —o-xyléne, bis-

trifluoroacétate 75

Le composé 74 (0.50 g, 0.581 mmol) est solubilisé dans 30 ml de
mélange CH,CI,/CF;COOH (75 :25). Le tout est agité durant 24
heures, a température ambiante et sous atmosphere d’argon. Les
solvants sont ensuite évaporés, le résidu est plusieurs fois repris au
CH_CI, et évaporé afin d’éliminer le maximum de TFA résiduel, puis
séchée sous vide. obtenu est trituré dans I'Et,O pour donner une
fine poudre blanche qui est filtré sur fritté, rincée a I'Et,O et séchée.
Apreés lyophilisation on obtient 75 (0.30 g, 75.60 %).

IR (KBr): 3522.2 (-NH,); 3167.7 (-NH3"); 1513.2 (-NH3").

RMN 'H (400 MHz, D,0): 2.80 (t, J = 6.42 Hz, 4 H, CH,CH,NH); 3.39 (t, J = 6.66 Hz, 4 H,
CH,CH,NH); 5.24 (s, 4 H, ArOCH,); 6.96 (d, J = 8.32 Hz, 4 H, ArH); 7.18 (d, J = 8.56 Hz, 4 H, ArH);
7.45 (m, 2 H, ArH); 7.53 (m, 2 H, ArH).

RMN C (100 MHz, D,0): 33.55 (CH,CH,NH); 42.74 (CH,CH,NH); 68.12 (ArOCH,); 115.25 (C, ou
Cm); 128.86 (Cany); 129.58 (Cam); 130.18 (C, ou Cy) 131.32 (C,); 135.21 (Cam); 156.96 (Cipso);

157.01 (Cguan).

Analyse élémentaire : calculée pour CysH3,0,Ns, 2 CF3COOH, H,0 (706.63): C: 50.99%; H:
5.14%:; N: 11.89%; trouvée: C: 51.09%:; H: 4.92%:; N: 11.54%.

ES-MS (ES"): 461.26 [M-2(CF;COOH) + HJ".

Bis-[a,a’-[para -(Boc-aminoéthyl)-phénoxy]]- m-xyléne 76

La tyramine boquée 48 (0.36 g, 1.52 mmol, 2 éq) est mise en
solution avec K,CO3; (0.21 g, 1.52 mmol, 2 éq) dans 25 ml de
CH3CN fraichement distillée sur CaH, et laissé a reflux 30 minutes
avant l'ajout du dérivé m-dibromomethylbenzéne ¢ (0.2 g, 0.76
mmol, 1éq). On laisse ensuite sous agitation, a reflux et sous argon.
Aprés environs 24 heures de réaction, le produit de départ est
consommés (contréle CCM : SiO,, CH,Cl,/MeOH 1%). Le retour a
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température ambiante est suivi d’'une évaporation du solvant. Le résidu obtenu est repris dans le
CH.CI, et filtré sur papier filtre afin de d'éliminer les impuretés minérales. Le filtrat est ensuite
concentré et le brut purifié sur colonne chromatographique (SiO, : CH,Cl,/MeOH) pour ainsi obtenir le

composé 76 attendu sous forme d’une poudre blanche (0.41 g, 93.00 %).
F°: 180-181°C
IR (KBr): 3350.55 (-CONH-); 1681.74 (CO)

RMN *H (400 MHz, CDCl,) : 1.43 (s, 18 H, tert); 2.73 (t, J = 6.54 Hz, 4 H, CH,CH,NH); 3.34 (s large,
4 H, CH,CH,NH); 4.52 (s large, 2 H, NH); 5.06 (s, 4 H, ArOCH,); 6.91 (d, J = 8.32 Hz, 4 H, ArH);
7.10 (d, J =8.04 Hz, 4 H, ArH); 7.39 (s large, 3 H, ArH); 7.50 (s, 1 H, ArH).

RMN **C (100 MHz, CDCly): 28.46, 28.71 (CMe3); 34.82 (ArCH,CH,NH); 42.85 (ArCH,CH,NH); 70.30
(ArCH,0); 79.64 (CMe;); 115.33 (C,); 126.80; 127.43; 129.25 (C de Ar[CH,O],); 130.20 (Cm); 131.35
(Cp); 137.89 (C de Ar[CH,0]y); 156.52 (CO) 157.87 (Cipso).

Analyse élémentaire : calculée pour C34H4406N; (576.32): C: 70.81%; H: 7.69%; N: 4.86% ; trouvée:
C: 70.52%; H: 7.79%; N: 4.88%.

ES-MS (ES"): 577.23 [M + H']", 599,25 [M + Na]",

Bis-[a,a’-[para-(aminoéthyl)-phénoxy]]-m-xyléne, bis-trifluoroacétate
77

NH,

2 CF3COOH Le composé 76 (0.39 g, 0,68 mmol), est mis en solution dans 30 ml de

NH, CH,Cl, et TFA (75: 25). La réaction est laissée sous agitation, sous
argon et a température ambiante pendant une nuit. Les solvants sont
évaporés, le résidu est plusieurs fois repris au CH,Cl, dans le but
d’éliminer le maximum de TFA résiduel. On séche sous vide le résidu
huileux obtenu, qui est ensuite repris a I'Et,O. Le précipité blanc qui se
forme est rincé abondamment avec de I'Et,O, avant d’étre filtré et séché

16 sous vide. On obtient une poudre blanche (0.38 g, 94.00%).

F°: 133-1334°C
IR (KBr): 3045.79 (-NH5"); 1678.45 (-NH3").

UV-Vis (D,0): 273.0 (4079.49).
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RMN 'H (400 MHz, D,0): 2.81 (t, J = 7.30 Hz, 4 H, CH,CH,NH); 3.11 (t, J = 7.30 Hz, 4 H,
CH,CH,NH); 5.03 (s, 4 H, ArOCH,); 6.91 (d, J = 8.56 Hz, 4 H, ArH); 7.13 (d, J = 8.56 Hz, 4 H, ArH);
7.34 (s, 3 H, ArH); 7.41 (s, 1 H, ArH).

RMN 3C (100 MHz, D,0): 32.56 (CH,CH,NH.,); 40.60 (CH,CH,NH,); 67.04 (ArOCH,); 126.10, 127.83,
129.93 (Cag); 130.12 (C,); 135.56 (Cy); 157.43 (Cipso).

Analyse élémentaire : calculée pour C,4H,30:N,, 2 CF3;COOH, ¥ H,0 (613.54): C 54.81, H 5.09, N
4.57; found: C 55.05, H 5.00, N 4.59.

ES-MS (ES™): 377.17 [M — 2 CF;COOH + H'T", 230.07 [M — 2 CF3COOH — CgH13NO + 3H'T".

Bis-[a,a’-[para-(di(Boc)guanidino éthyl)-phénoxy]]-m-

/:"LOJLN . xyléne 78

HN N o 0 Le composé salin 77 (0.17 g, 0.28 mmol, 1 éq.) est mis en

O\( suspension dans 15 ml de CH,Cl, anhydre et solubilisé par le

HN/<\ /_/4 s minimum de MeOH avant I'ajout de Et3N (250 pl, 1,66 mmol,

" 0)\ 6 éq) et de N,N’-Bis(tert-butoxycarbonyl),N"triflylguanidine

(0.22 g, 0.55 mmol, 2 éq.). Le mélange est maintenu sous

agitation et sous argon pendant environ 24 heures. Le

solvant est par la suite évaporé, pour donner un brut qui est

solubilisé dans CH,Cl, (50 ml) et lavée par H,O (40 ml). La

phase organique est séchée sur Na,SO,, filtrée et évaporée. On effectue ensuite une purification sur

colonne chromatographique (SiO,, CH,CI,) et I'on obtient le produit attendu 78 sous la forme d’'une
poudre blanche (0.23 mg, 98.80 %).

F°: 79 - 80°C
IR (KBr): 3332.88 (-CONH-); 1721.70 (CO); 1638.94 (NCO); 1511.12 (-NH-).

RMN 'H (400 MHz, CDCly): 1.47 (s, 18 H, tert); 1.50 (s, 18 H, tert); 2.81 (t, J = 7.30 Hz, 4 H,
ArCH,CH,NH,); 3.62 (g, J = 6.55 Hz, 4 H, ArCH,CH,NH,); 5.14 (s, 4 H, ArOCH,), 6.90 (d, J = 8.52 Hz,
4 H, ArH); 7.12 (d, J = 8.56 Hz, 4 H, ArH); 7.39 (s large, 3 H, ArH); 7.50 (s, 1 H, ArH); 8.36 (s large, 2
H, NH); 11.47 (s, 2 H, NHguan).

RMN **C (100 MHz, CDCly): 28.44, 28.70 (CHy); 34.77 (CH,CH,NH,); 42.87 (CH,CH,NH,); 70.29
(ArOCH,); 79.64, 83.41 (CMes); 115.33 (C,); 126.87, 127.43, 129.24 (Caq); 130.14 (C,); 131.35 (C,);
137.89 (Cam); 153.57 (Cquan); 156.52 (Cipso); 157.87, 163.92 (CO).
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Analyse élémentaire calculée pour C4eHgsO10Ng, ¥2 CH,Cl, (924.16) : C: 64.17%; H: 7.49%; N: 9.71%
trouvée: C: 64.06%; H: 7.71%; N: 9.91%.

ES-MS (ES"): 883.43 [M + Na] *, 861.59 [M + H']", 761.42 [M — COOCMe; + H']", 431 [M + H']"*"2,

Bis-[a,a’-[para-(guanidinoéthyl)-phénoxy]] —-m-xylénes, bis-

trifluoroacétate 79

NH
HN)J\NHZ
2 CF3;COOH
N, Le composé 78 (0.15 g, 0.180 mmol, 1 ég.) est mis en solution dans un
/< mélange CH,CIl,/ CF;COOH (20 ml, 75: 25) et placé sous agitation
T NH - pendant 5 heure, a température ambiante. Les solvants sont évaporés, le
résidu obtenu est plusieurs fois repris au CH,Cl, puis évaporé. Le
° mélange huileux-solide obtenu est séché sous vide, puis repris a I'Et,0
pour donner une fine poudre blanche. Cette derniere est filtrée, rincé a

'Et,O et séchée sous vide. Le produit 79 final est obtenu aprés
lyophilisation (0.12 g, 97.00 %)

Fe: 77-78°C
IR (KBr): 3522.2 (-NH,); 3167.7 (-NH;"); 1664.5 (CO); 1513.2 (-NHy").

RMN 'H (400 MHz, D,O ): 2.78 (t, J = 6.56 Hz, 4 H, CH,CH,NH);3.36 (t, J = 6.66 Hz, 4 H,
CH,CH,NH); 5.03 (s, 4 H, ArOCH,); 6.92 (d, J = 8.28 Hz, 4 H, ArH); 7.15 (d, J = 8. 32 Hz, 4 H, ArH);
7.38 (s large, 3 H, ArH); 7.41 (s large, 1 H, ArH).

RMN **C (100 MHz, DMSO-Dg): 33.55 (CH,CH,NH); 42.74 (CH,CH,NH); 68.12 (ArOCH,); 115.25 (C,
ou Cp); 128.86 (Cam); 129.58 (Cam); 130.18 (C, ou Cy) 131.32 (Cp); 135.21 (Cam); 156.96 (Cipso);
157.01 (Cguan).

Analyse élémentaire: Calculée pour C,sH3,0,Ng, 2 CF3;COOH, % H,0 (697.53) : C: 51.65 %; H: 5.06
%; N:12.05%; trouvée: C: 51.60%; H: 4.86%; N:12.06%.

ES-MS (ES™): 461.25 [M — 2 CF;COOH + H'T".
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d‘éliminer les impuretés minérales.

Tris-[a,a’,a” -[para-((Boc)aminoéthyl)-phénoxy ]] mésityléne
80

La tyramine boquée 48 (0.39 g, 1.64 mmol, 3 €q.) est mise en
solution avec K,COj3 (0.23 g, 1.64 mmol, 3 ég.) dans 30 ml de
CH3CN fraichement distillée sur CaH, et laissé a reflux 30 min
avant I'ajout du bromo mésitylene e (0.2 g, 0.56 mmol, 1 éq.).
Le tout est laissé, sous agitation et sous argon. Aprés 24 h de
réaction (contréle CCM : SiO, ; CH,CIl,/MeOH 0.2 %) le retour a
température ambiante est suivi d’'une évaporation du solvant. Le
résidu obtenu est repris dans le CH,Cl, et filtré sur fritté afin

le filtrat est concentré et le brut est purifié€ sur colonne

chromatographique (SiO, ; CH,CIl,/MeOH 0.2%). On obtient ainsi, le composé solide attendu (0.32 g,

69.00 %).

F°: 104 — 105°C

IR (KBr): 3361.81 (CONH); 1697.23 (CO); 1510.34 (NH).

RMN H (400 MHz, CDCly): 1.43 (s, 27 H, tert); 2.73 (t, J = 6.80 Hz, 6 H, CH,CH,NH); 3.34 (s large, 6
H, CH,CH,NH ); 4.55 (s large, 3 H, NH ); 5.06 (s, 6 H, ArCH,0); 6.91 (d, J = 8.80 Hz, 6 H, ArH ); 7.10
(d,J=7.56 Hz, 6 H, ArH ); 7.46 (s, 3 H, Hz.4).

RMN *C (100 MHz, CDCly): 28.82 (CMes); 35.72 (CH,CH,NH); 42.33 (CH,CH,NH); 69.53 (ArCH,0);
70.17 (CMes); 115.36 (Cy); 128.32 (Cya6); 130.29 (C,); 131.85 (C,); 138.38 (Cy35); 156.31 (Cipso);

157.73 (CO).

Analyse élémentaire: Calculée pour CygHgzOgN3 (826.03) : C: 76.79%; H: 7.69%; N: 5.09%; trouvée:

C: 76.53%; H: 6.79%; N:4.91%.

NH,

3 CF3COCH

tris-[a,a’,a” -[para-(amino éthyl)-phénoxy]mésityléne, tris

trifluoroacétate 81.

Le composé 80 (0.15 g, 0.18 mmol, 1 ég.) est mis en solution
dans un mélange CH,Cl, / CF;COOH (15 ml, 75 : 25) et placé
sous agitation pendant une nuit, a température ambiante. Les
solvants sont évaporés et le résidu obtenu est plusieurs fois

repris au CH,Cl, puis évaporé. Le mélange huileux-solide
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obtenu est séché sous vide, puis repris a I'Et,O pour donner une fine poudre blanche. Cette derniere
est filtrée, rincé a I'Et,O et séchée sous vide. Le produit 81 final est obtenu aprés lyophilisation (0.15
g, 97.00%).

F°: 130 — 131 °C.
IR (KBr): 3037.14; 2932.42 (-NH,); 1677.34 (-NH,); 1512.53 (-NH,).
UV-Vis (D,0): 273.0 (43496).

RMN 'H (400 MHz, D,O): 2.84 (t, J = 7.44 Hz, 6 H, CH,CH,NH); 3.13 (t, J = 7. 42 Hz, 6 H,
CH,CH,NH); 4.81 (s, 6 H, ArOCH,); 6.84 (t, J = 8.56 Hz, 6 H, ArH); 7.13 (t, J = 7.56 Hz, 6 H, ArH);
7.25(s, 3 H, Haap).

RMN **C (100 MHz, D,0): 33.51 (CH,CH,NH); 42.75 (CH,CH,NH); 69.25 (ArOCH,) 115.09 (C, ou
Cnm); 126.21 (C46); 130.08 (C, ou Cpy); 131.07 (Cp); 137.68 (C135); 157.05 (Cipso)-

Analyse élémentaire: calculée pour: Cs3H3zgN3O3, 3 CF3COOH (867.28) C: 53.98% H: 4.88% N :
4.84%; trouvée : C : 53.59%; H : 4.74% ; N : 5.24%.

o tris-[a,a’,a” -[-[para-(di(Boc)guanidinoéthyl)-phénoxy] -
/LO N*on‘ i o
)\ J1 )\ mésityléne 82
0O O H NH )O\
>»OO)\)N\H o JN\ i J\ Le sel 81 (0.14 g, 0.16 mmol, 1 ég.) est mis en suspension
O%N/ NH HN™ N0 ' dans 5.2 ml de CH,CI, anhydre et solubilisé par 3 ml de
5 MeOH avant I'ajout de EtsN (271 pl, 1.90 mmol, 11 éq.).
5 5 Puis, nous additionnons aprés une dizaines de minutes le
0.5 5 1o N,N’-bis(tert-butoxycarbonyl), N"triflylguanidine ( 0.19 g,
4

0.49 mmol, 3 éq.). Le mélange est maintenu sous agitation
et sous argon pendant environ 24 heures. Le solvant est par la suite évaporé, pour donner un brut qui
est solubilisé dans CH,Cl, et lavée par H,O (10 ml). La phase aqueuse est lavée par 3 x 10 ml de
CH,CIl,. Les phases organiques rassemblées sont séchées sur Na,SO,, filtrées et évaporées. On
effectue ensuite, une purification sur colonne chromatographique (SiO,, CH,Cl,) pour obtenir le
produit attendu, sous la forme d’une poudre blanche (0.18 g, 87.60 %).

F°: 103 — 104°C.
IR (KBr): 3361.81 (CONH); 1697.23 (CO); 1510.34 (NH).

UV-Vis (CDCly): 288 (43496).
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RMN 'H (400 MHz, CDCly): 1.47 (s, 27 H, tert); 1.50 (s, 27 H, tert); 2.81 (t, J = 7.30 Hz, 6 H,
CH,CH,NH); 3.63 (t, J = 6.53 Hz, 6 H, CH,CH,NH ); 5.06 (s, 6 H, ArOCH, ); 6.91 (d, J = 8.56 Hz, 6 H,
ArH); 7.13 (d, J = 7.80 Hz, 6H, ArH ); 7.47 (s, 3 H, ArH); 8,36 (t, J = 4.78 Hz, 3 H, NH); 11.46 (s, 3 H,
NHguan).

RMN **C (100 MHz, CDCls): 28.46, 28.71 (CHs); 34.83 (CH,CH,NH); 42.85 (CH,CH,NH); 70.18
(ArOCHy); 79.64, 83.41 (CMejg); 115.32 (C, ou Cp); 126.40 (C,46); 130.22 (C, ou Cp); 131.42 (Cp);
138.34, 138.40 (Cy 35); 143.57 (CO); 156.52 (Cipso); 157.83 (CO); 164.02 (Cguanidine)-

Analyse élémentaire : Calculée pour CggHgsO15Ng (1251.68): C: 63.29%; H: 7.48%; N: 10.06% ;
trouvée: C: 62.97%; H: 7.59%; N: 10.36%.

ES-MS (ES"): 1252 [M + H'T"; 626 [M + 2 H']**"2.

INH Tris-[a,0’,a” -[para-( guanidinoéthyl)-phénoxy] mésitylene, tris
H,N NH 3 CF,COOH trifluoroacétate 83
NH, NH Le composé 82 (0.16 mg, 0.13 mmol, 1 eq) est mis en solution
HN NH HN NH, dans un mélange CH,CI, sur tamis moléculaire / CF;COOH (15
ml, 75:25) et est placé sous agitation pendant 6 heure a
o température ambiante et sous atmosphére d'argon (contrble
1 CCM: SiO,, CH,CI,/CH;OH 2 9%). Les solvants sont alors
évapores et le résidu huileux obtenu est repris deux a trois au
4 CH,Cl, et soumis aux ultrasons afin d’éliminer le maximum de
TFA résiduel par évaporation. Le produit résiduel final (solide blanc) est trituré dans I'Et,O pour
donner une fine poudre blanche qui est filtrée sur fritté, rincée a I'Et,O, séchée puis lyophilisé pour

donner le produit attendu (0.11 g, 86.00 %).

Fe: 78 —79 °C

IR (KBr): 3522.2 (-NH,); 1664.5 (CO); 1513.2 (-NH3").
UV-Vis (D,0): 288 (43496).

RMN 'H (400 MHz, D,0): 2.67 (t, J = 6.04 Hz, 6 H, CH,CH,NH); 3.24 (t, J = 6.04 Hz, 6 H,
CH,CH,NH); 4.80 (s, 6 H, ArOCH,); 6.74 (t, J = 7.32 Hz, 6 H, ArH); 7.02 (t, J = 7.56 Hz, 6 H, ArH);
7.20 (s, 3H, Hy ).

RMN 3C (100 MHz, D,0): 33.51 (CH,CH,NH); 42.75 (CH,CH,NH); 69.25 (ArOCH,) 115.09 (C, ou
Cn); 126.21 (Cp4); 130.08 (C, ou Cypy); 131.07 (C,); 137.68 (Cra5); 156.91 (Cipso), 157.05 (Cguan)-
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Analyse élémentaire: calculée pour CzgHssNgO3, 3 CF;COOH, 3/2 H,O (1020.87) : C: 49.41%; H :
5.04%:; N : 12.35%; trouvée : C : 49.15%; H : 5.08%; N : 12.94%.

ES-MS (positive mode): 880 [M - CFsCOOH + H']"; 766 [M — 2 CF;COOH + H']"; 652 [M — 3
CF;COOH + H'T".

BocHN NHBoc 1,2,4,5-tétrakis-[para-Boc(guanidino
\/\Q /©/\/ éthyl)-phénoxyméthyl]lbenzéne 84
o) o)
Le para-éthylamino-Boc-phénol 48 (0.21g,
o
BocHN/\/©/

o 0.89 mmol, 4 ég.) est mise en solution
O\/\ dans 20 ml de CH;CN fraichement distillé,
NHBoc
mmol, 6 €q.) et placé a reflux sous atmosphére d’argon pendant une trentaine de minutes. On

en présence de K,CO; (0.13 g, 0.93

additionne alors le composé bromé : 1,2,4,5-tétra-(bromométhyl) benzéne (0,1 g, 0.222 mmol, 1 éq.).
Le tout est laissé a reflux pendant 24 heures (contréle CCM, SiO,, CH,Cl, / MeOH).

Le retour a température ambiante est suivi d'une évaporation du solvant. Le solide résiduel est repris
au CH,Cl, puis lavé a I'eau distillée pour éliminer les sels minéraux, les phases aqueuses sont lavée
avec 3 x 20 ml de CH,CIl,. les phases organiques rassemblées sont séchées sur Na,SO;,, filtrées et
évaporées. On effectue une chromatographie sur la fraction organique (SiO,, CH,Cl,/MeOH 97 : 3)
afin d’éliminer les impuretés ainsi que la boctyramine résiduel. On obtient le composé 84 attendu sous
forme solide (0.23 g, 99.00 %).

F°: 124 — 125 °C
IR (KBr): 3342.44 (-CONH-) 1688.54 (CO).
UV-Vis (CDCl): 276.0 (10206)

RMN H (400 MHz, CDCly): 1.43 (s, 36 H, tert); 2.73 (t, J = 6.92 Hz, 8 H, CH,CH,NH); 3.33 (s large, 8
H, CH,CH,NH); 4.60 (s large, 4 H, NH); 5.14 (s, 8H, ArOCH.,); 6.89 (d, J = 8.56 Hz, 8 H, ArH); 7.09 (d,
J =856 Hz, 8 H, ArH); 7.66 (s, 2 H, Ha).

RMN 3C (100 MHz, CDCl;): 28.83 (CMes); 35.79 (CH,CH,NH); 42.44 (CH,CH,NH); 68.10 (ArOCH,);
79.64 (CMes); 115.32 (C,); 130.00 (Cs); 130.22 (C,); 131.99 (C,); 135.75 (C1245); 156.30 (Cipso);
157.58 (CO).
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Analyse élémentaire : calculée pour CgHg,O1oN4s (1074.59): C: 69.25%; H: 7.69%; N: 5.21% ;
trouvée: C: 68.9%; H: 7.59%; N: 5.18%.

1,2,4,5-tétrakis-[para-(aminoéthyl)-phénoxy

HzN NH

: 4 CF3COOH : , . , . ,

meéthyl] benzeéne, tétra(trifluoroacétate 85
(6] (0]
6
1
5
o} ’ > o}

/\/©/ 3

HoN N

sous argon a température ambiante.

Le composé 84 (0,218 g, 0.203 mmol, 1 eq) est mis
en solution dans 15 ml de mélange CH,CI, anhydre et

H, TFA (75:25). La réaction est laissée sous agitation et

Aprés 24 heures de réaction (contréle CCM : SiO,, CH,CI,/CH;0OH 2 %), le solvant est évaporé et
I'huile obtenue est plusieurs fois reprise au CH,CIl, et évaporée afin d'éliminer le maximum de TFA
résiduel. Le brut est ensuite séché sous vide poussé, avant d’étre repris et trituré a I'éther. On obtient

une poudre, qui est filtrée sur fritté, rincé a I'Et,O et séchée sous vide (0.06 mmol, 71 %).
F°: 142 - 143 °C
IR (KBr): 3454.32 (-NH3"); 1681.42 (-NH3"); 1560.15 (-NH3").

RMN *H (400 MHz, D,0): 2.81 (m, 8 H, CH,CH,NH) ; 3.24 (m, J = 5.92 Hz, 8 H, ACH,CH,NH ) ; 5.15
(s, 8 H, ArOCH, ) ; 6.87 (m, 8 H, ArH ) ; 7.11 (m, 8 H, ArH ); 7.58 (s, 2 H, ArH).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-Dg): 32.26 (CH,CH,NH); 40.22 (CH,CH,NH); 66.84 (ArOCH,): 114.98
(Co); 128.88 (Caq); 129.69 (Cpy) 129.82 (Cp); 135.08 (Carpy); 157.11 (Cipso).

Analyse élémentaire : Calculée pour C4Hs004N4, 4 CF3;COOH, 4/3 H,O (1144.33): C: 52.00 %; H:
4.95 %:; N: 4.85 %; trouvée: C: 51.94% ; H: 4.84 % ; N: 4.87 %.

ES-MS (positive mode): 789.28 [M + H']*; 338.22 [M + 2H']**".

BOCNYNHBOC BOCNYNHBOC 1,2,4,5-tétrakis-[para-(di(Boc) guanidino
HNV\@\ /@NNH éthyl)-phénoxyméthyl] benzéne 86
i i Le composé 85 (0.18g, 0.16 mmol, 1 éq.) est
o mise en solution dans 20 ml de CH,Cl,/MeOH

O.
NHBoc NBoc
BocN)\ng/ \QWHJKNHBOC (1:1) puis on additionne la Et;N (0.28 ml, 1.99
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mmol, 12 éq.). Puis, on additionne le N,N'-Bis(tert-butoxycarbonyl)-N'-triflylguanidine (0.26 g, 0.66
mmol, 4 éq). La réaction est placée sous agitation, sous argon a température ambiate (contréle CCM:
SiO,/MeOH). Apres 24 heures de réaction, les solvants sont évaporés, le résidu obtenu est solubilisé
dans 20 ml de CH,CI, puis lavé par 2 x 25 ml d'H,O. Les phases organiques sont sont rassemblées et
séchées sur Na,SQ,, filtrées et concentrées. Le brut obtenu subit alors une purification par colonne de
chromatographie (SiO,, CH,Cl, a CH,Cl,/MeOH 99:1). On obtient le produit attendu 86 sous forme de
solide blanc (0.16 g, 58.00 %).

F°: 129 — 130°C
IR (KBr): 3334.05 (-CONH-); 1721.54 (CO); 1638.74, (NCO); 1510.69 (-NH-).

RMN *H (400 MHz, CDCl,): 1.45 (s, 36 H, tert); 1.48 (s, 36 H, tert); 2.80 (t, J = 7.16 Hz, 8 H,
CH,CH;NH); 3.61(qg, J = 6.20 Hz, 8 H, CH,CH,NH); 5.13 (s, 8 H, ArOCH,); 6.88 (d, J = 8.08 Hz, 8 H,
ArH); 7.11 (d, J=7.84 Hz, 8 H, ArH); 7.67 (s, 4 H, ArH); 8.36 (s, 4 H, NH); 11.30 (s large, 4 H, NHguan
).

RMN *3C (100 MHz, CDCly): 28.17, 28.43 (CMes); 34.55 (CH,CH,N); 42.56 (CH,CH,N); 67.79
(OCH,ATr); 79.36, 83.13 (CMes); 115.02 (C,); 129.71 (Can); 129.96 (Cm); 131.25 (Cp); 135.43 (Cam);
153.29 (Cipso); 156.24 (CO); 157.40 (Cguan); 163.73 (CO).

Analyse élémentaire : calculée pour CggH120020N1, (1643.96): C: 62.83 %; H: 7.48 %; N: 10.22 %;
trouvée: C: 62.77% ; H: 7.12 % ; N: 9.99 %.

ES-MS (ES"): 1643.88 [M + H']"; 1643.8 [M + Na']"; 822.9 [M + 2 H']*"2.

ES-MS (ES): 1641.88 [M — H'T".

HNg__NH, HNy__NH, 1,2,4,5-tétrakis-[para-(guanidino éthyl)-
1/ 4 CF;,COOH T\; phénoxyméthyllbenzéne,
V\QO o tétra(trifluoroacétate 87
6
é@i Le composé 86 (0.14 g, 0.08 mmol) est mis
)Niz N ; ° O\Q\A I en solution dans un mélange
HNT N N N2 CH,CI,/JCF;COOH (15 ml, 75:25). Le tout est

placé sous agitation (24 heures), a température ambiante, et sous atmosphere d'argon (contrble
CCM: SiO,, CH,CI,/CH30H).
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Les solvants sont alors évaporés et le résidu huileux obtenu est repris deux a trois au CH,Cl, et
soumis aux ultrasons afin d'éliminer le maximum de TFA résiduel. Le produit résiduel final (solide
blanc) est trituré dans I'Et,O pour donner une fine poudre blanche qui est filtrée sur fritté, rincée a
I'Et,0, séchée puis lyophilisé pour donner le produit attendu 87 (0.79 g, 74%).

F°: 91-92°C
IR (KBr): 3360.16 (-NH,); 3184.31 (-NH;"); 1671.14 (CO); 1511.63 (-NH3").
UV-Vis (D,0): 272 (6088)

RMN 'H (400 MHz, D,O): 2.74 (t, J = 6.78 Hz, 8 H, CH,CH,NH); 3.31 (t, J = 6.92 Hz, 8 H,
CH,CH,NH); 5.01 (s, 8 H, ArOCH,); 6.82 (d, J = 8.32 Hz, 8 H, ArH); 7.08 (d, J = 8.28 Hz, 8 H, ArH);
7.49 (s, 2 H, Hap).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-Dg): 2.71 (t, J = 7.16 Hz, 8 H, ArCH,CH,NH); 3.30 (q, J = 6.80 Hz, 8 H,
ArCH,CH,NH); 5.19 (s, 8 H, ArOCHy); 6.96 (d, J = 8.56 Hz, 8 H, ArH); 7.18 (d, J = 8.32 Hz, 8 H,
ArH); 6.94 — 7.67 (s large, 12 H, NHguan); 7.70 (s large, 4 H, NH guan).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-Dg): 33.91(CH,CH,NH); 42.63 (CH,CH,NH); 67.14 (ArOCH,); 115.07
(Co); 129.12 (C3); 130,05 (Cp) 131,05 (Cy); 135,38 (C1245); 157,15 (Cipso); 157,21(Cyuan); 159.35 (g,
J = 32.02 Hz, CF;COOH).

Analyse élémentaire calculée pour C4HsgO4N1,, 4 CF3COOH, H,0 (1317.13): C: 49.24%; H: 4.90%;
N: 12.76%; trouvée: C: 49.00%; H: 5.27%; N: 12.63%.

ES-MS (ES™): 1185.47 [M — CF;COOH]", 1071.48 [M-2 CF;COOH]", 957.48 [M-3 CF;COOH — 2H]",
422.26 [M — 4 CF3COOH — 2H]"?2,

Hexakis-[para-(Boc-guanidinoéthyl)-phénoxyméthyl]
benzéne 88.

Une solution de boctyramine 48 (0.22 g, 0.93 mmol, 6 éq.) dans
20 ml d’acétonitrile préalablement distillé est additionnée de
K,CO3 (0.13 mg, 0.93 mmol, 6 €g.). Le mélange est laissé a
température ambiante, sous argon pendant 30 minutes. On
ajoute I'hexa (bromométhyl) benzene (g) (0.1 g, 0.167 mmol, 1
€q.). La réaction est suivie par CCM (SiO,, CH,Cl,/MeOH 99:1).

Aprés 24 heures de réaction, le mélange réactionnel est
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évaporé. Le solide résiduel est repris au CH,CI, puis lavé a I'eau distillée pour éliminer les sels
minéraux, les phases aqueuses sont lavée avec 3 x 20 ml de CH,Cl,. les phases organiques
rassemblées sont séchées sur Na,SO,, filtrées et évaporées. On effectue une chromatographie sur la
fraction organique (SiO,, CH,Cl,/CH;OH 97:3) pour éliminer les impuretés ainsi que la boc-tyramine

résiduel. On obtient le composé sous forme solide (0.27 g, 93.00%).
F°: 129 — 130°C

IR (KBr): 3366.59 (-CONH-); 1699.77 (CO); 1509.20 (-NH).

UV-Vis (CDCl3): 275.0 (18590).

RMN *H (400 MHz, CDCly): 1.41 (s, 54 H, tert); 2.69 (t, J = 6.80 Hz, 12 H, CH,CH,NH); 3.29 (s large,
12 H, CH,CH,NH); 4.57 (s large, 6 H, NH); 5.15 (s, 12 H, ArCH,0); 6.81 (d, J = 8.56 Hz, 12 H, ArH);
7.02 (d, J = 8.56 Hz, 12 H, ArH).

RMN *3C (100 MHz, CDCly): 28.52 (CMes); 35.47 (CH,CH,NH): 42.11 (CH,CH,NH): 67.79 (ArCH,0):
79.30 (CMes); 115.00 (Co); 129.69 (Cyy); 131.69 (Cp); 135.44 (Cprp); 155.98 (Cipso); 157.26 (CO).

Analyse élémentaire calculée pour CgoHi0018Ns (1572,87) : C: 68.68%; H: 7.68%; N: 5.34% ;
trouvée: C: 68.58%; H: 7.20%; N: 5.03%.

Hexakis-[para-(aminoéthyl)-phénoxy méthyl] benzéne,

hexa-trifluoroacétate 89.

NH;
NH;
6 CF3COOH
) Le composé 88 (0,205 mg, 0,133 mmol ) est mis en solution
6 11 y
2

H,N
V\Q dans 16 ml de CH,Cl, anhydre et additionné e 4 ml de TFA,
0

o. 5 on laisse sous agitation et sous argon a température

J/Q/ 04 3o ambiante(contrdle CCM, SiO,, CH,CIl,/MeOH 2%) ). Aprés
H,N \QWNHZ environ trois heures de réaction le solvant est évaporé et
I'huile obtenue est plusieurs fois reprise et évaporée pour

N éliminer le maximum de TFA résiduel puis séchée sous vide
2

poussé. Le brut est alors repris et trituré dans Et,O, pour
donner une poudre blanche qui est ensuite filtré sur fritté, lavée a Et,O et séchée (0,19 mg, 90.00%).

IR (KBr): 3453.32 (-NH3"); 1681.42 (-NH3").
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RMN 'H (400 MHz, D,0O): 2.87 (t, J = 7.30 Hz, 12 H, ArCH,CH,NH); 3.17 (t, J = 7.42 Hz, 12 H,
ArCH,CH,NH); 5.35 (s, 12 H, ArCH,0); 6.91 (d, J = 8.56 Hz, 12 H, ArH); 7.14 (d, J = 8.80 Hz, 12 H,
ArH).

RMN 3C (100 MHz, D,0): 35.47 (CH,CH,NH); 42.11 (CH,CH,NH); 67.79 (ArCH,0); 79.30 (CMe);
115.00 (Co); 129.69 (Cpy); 131.69 (Cp); 135.44 (Cprp); 155.98 (Cipso)-

Analyse élémentaire: Calculée pour CgH720¢Ng, 6 CF3COOH, ¥ H,0 (1686.48): C: 51.62%; H:
4.81%:; N: 5.02%; trouvée: C: 51.64%:; H: 4.25%; N: 4.86%.

NHBoc Hexakis-[para-( di(Boc)guanidinoéthyl)-phénoxyméthyl]
HN™ “NHBoc benzéne 90.
S E; P Le sel 89 187 (0.18 g, 0.108 mmol, 1 éq.) est mis en solution
RO R 6 S dans un mélange CH,Cl, / MeOH (20 mL, 1:1). On
5
NP additionne la Et;N (0.28 ml, 1.98 mmol, 18 éq.) avant I'ajout

O. O.

BocN NHHBijO 03 i ©\AH NB::Boc de la N,N'-Bis (tert-butoxycarbonyl) - N' -triflylguanidine (0.26
g, 0.66 mmol, 6 éqg.). La réaction est placée sous agitation,
sous argon a température ambiante (contrle CCM,

NHBoc SiO,/MeOH). Aprés 15 heures de réaction, le solvant est
évaporé et le résidu obtenu est solubilisé dans 20 ml de CH,CI, puis lavé par 3 x 25 ml d’'H,O. On
rassemble les phases organiques qui sont séchées sur Na,SO,, filtrées et concentrées. Le brut
obtenu subit alors une purification sur colonne de chromatographique (SiO,, CH,Cl,/MeOH 99:1). On

obtient le produit attendu sous forme de solide blanc (0.22 g, 85.00 %).
Fe: 127-128°C
IR (KBr): 3330.89 (-CONH-); 1721.91 (CO); 1638.39 (NCO); 1615.16 (NCO); 1509.63 (NH).

RMN 'H (400 MHz, CDCly): 1.45 (s, 54 H, tert); 1.49 (s, 54 H, tert); 2.79 (t, J = 6.80 Hz, 3 H,
ArCH,CH,NH); 3.60 (t large, 3 H, ArCH,CH,NH); 5.15 (s, 12 H, ArCH,0); 6.81 (d, J = 8.08 Hz, 12 H,
ArH), 7.06 (d, J = 8.04 Hz, 12 H, ArH); 8.39 (s large, 6 H, NH); 11.46 (s large, 6 H, NHguan).

RMN '3C (100 MHz, CDCly): 28.17, 28.43 (CMej3); 33.87 (CH,CH,NH); 42.61 (CH,CH,NH); 63.94
(ArCH,0); 115.16, 130.22 (Co ou Cp); 131.38 (Cp); 137.86 (Can); 143.42 (Cipso); 156.24 (CO); 157.40
(Cguan); 163.73 (CO).

Analyse élémentaire: Calculée pour CiH150030N15 (2426.88): C: 62.38%; H: 7.48%; N: 10.39% ;
trouvée: C: 62.37%; H: 7.10%; N: 10.07%.
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PARTIE EXPERIMENTALE

ES-MS (ES"): 2426.32 [M + H']"; 2427.32 [M + 2 H'T"; 2326.27 [M — CsO,Hg + HJ; 2327.27 [M -
CsO,Hg + H]; 2328.27 [M — CsO,Hg + H]; 2330.26 [M — CsO;Hs + H]; 1214.18 [M — CsO,Hg + 2 H**'%;
1164.15 [M — CsOzHg]""; 1114.12 [M — 2CsO,Hg + H] **; 809.79 [M + 3H"; 776.44 [M + 3H]™"™,
357.20 [[M — 10CsO,Hs + 4H]**"]; 382.22 [[M — 9CsO,Hg] + 4H]*"

NH, Hexakis-[para-( guanidinoéthyl)-phénoxy méthyllbenzene,

N hexa(trifluoroacétate 91
6 CF3COOH
Hz
HZNT

Le composé 90 (0.15 g, 0.06 mmol, 1 €g.) est mis en solution dans

agitation pendant 24 heures a température ambiante et sous

?&Ei un mélange CH,Cl, /CF;COOH (20 ml, 75 : 25) et est placé sous

atmosphere d’argon (contréle CCM: SiO,, CH,Cl,/MeOH).

I
m
I

HN

Iz

Les solvants sont évaporés et le résidu huileux obtenu est repris

H,N_NH
T
NH

maximum de TFA résiduel. Le produit résiduel final (solide blanc) est trituré dans I'Et,O pour donner

deux a trois au CH,Cl, est soumis aux ultrasons afin d’éliminer le

une fine poudre blanche. Cette derniére est filtrée sur fritté, rincée a I'Et,O puis séchée avant d’'étre

lyophilisé pour donner le produit attendu (0.95 g, 83.00 %).

F°: 95-96°C

IR (KBr): 3359.31 (-NH,); 3182.36 (-NH3"); 1670.26 (CO); 1510.43 (-NH3").
UV-Vis (D,0): 288 (43496).

RMN *H (400 MHz, D,0): 2.77 (t, J = 6.80 Hz, 12 H, ArCH,CH;NH); 3.35 (t, J = 6.80 Hz, 12 H,
ArCH,CH,NH); 5.33 (s, 12 H, ArOCH,) ; 6.87 (d, J =8.56 Hz, 12 H, ArH) ; 7.11 (d, J = 8.56 Hz, 12 H,
ArH).

RMN *C (100 MHz, DMSO-Dg): 33.87 (CH,CH,NH); 42.61 (CH,CH,NH); 63.94 (ArCH,O); 115.16,
130.22 (Co 0u Cpy); 131.38 (Cp); 137.86 (Ca); 143.42 (Cipso); 157.26 (Cguan); 159.35 (g, J = 32.02 Hz,
CF4;COOH).

Analyse élémentaire calculée pour CggHgsN150g, 6 CF3COOH, 2.5 H,O (1954.66) : C : 47.93%; H
4.90%:; N : 12.90%; trouvée C : 47.91%; H : 5.05%; N : 12.86%;

ES-MS (ES"): 613.3 [M — 6 CF;COOH + 2HT*"; 409.2 [M — 6 CF;COOH + 3HT*"; 307.2 [M - 6
CF3COOH + 4H"*; 245.9 [M — 6 CF;COOH + 5H'T>".
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Résumé

L’objet de ce travail repose sur la recherche et le développement de nouveaux composés antibactériens, devant, selon
le concept initial, interagir avec la paroi bactérienne. Ces derniers sont de nature polycationique, intégrant sur une plate-
forme organisatrice rigide, tridimensionnelle de type calixaréne ou plane de type aromatique, des fonctions guanidinium en
nombre variable. Certains ont été développés en tant que prodrogues hydrosolubles, susceptibles de libérer in vivo un
principe actif déja éprouvé, la quinolone acide nalidixique. Apres une introduction et une étude bibliographique (chapitre I)
sur les calixarénes, notamment sur leurs applications en biologie, sont présentés en chapitre 11 les résultats obtenus pour la
synthese et la caractérisation des parents partiellement substitués du tétra-para-(guanidinoéthyl)calix[4]aréne, composé
antibactérien originel de cette série. L’objectif de ces synthéses est d’appréhender le rdle et I'importance du nombre et du
positionnement des fonctions guanidines sur le calixaréne, ainsi que I’influence de la présence de groupe tertio-butyles
résiduels sur I’activité antibactérienne. Dans le chapitre 111, sont abordées les différentes étapes menant a la synthese, la
caractérisation et [I’évaluation par voies physico-chimiques de nouveaux composés congus comme prodrogues
hydrosolubles de principes actifs antibactériens connus. Le travail est centré sur un ensemble de dérivés ioniques de
calix[4]arénes porteurs de motifs acide nalidixique ; le comportement de prodrogue potentiel est ainsi démontré pour 1’un
d’entre eux. Dans le quatriéme chapitre sont décrites les synthéses et caractérisations de nouvelles structures poly-ioniques,
intégrant un motif central de type benzéne, porteur d’un nombre variable de motifs latéraux para-
(guanidinoéthyl)phényléther, et congues comme une alternative aux calixarenes précédemment développés. Le chapitre V
est dédié aux résultats des évaluations biologiques de I’ensemble de ces composés. Les Concentrations Minimales
Inhibitrices ont été obtenues sur un ensemble de souches bactériennes de référence et, pour certains composés, la viabilité
et la toxicité cellulaire ont été évaluées sur cellules eucaryotes. Nous montrons que plusieurs des dérivés préparés,
prodrogues ou non, présentent une activité anti-bactérienne tres intéressante.

Mots clés : Calixarenes, composés hétérocycliques, guanidinium, prodrogue, libération, CLHP, anti-infectieux.
Summary

The main objective of this work is based on the search and the development of new antibacterial compounds, and
according to the initial concept, able to interact with a bacterial wall.

The proposed compounds are of polycationic nature, elaborated on a rigid three-dimensional calixarene structure or a
flat organizing aromatic platform and containing guanidinium functions in various number and position. Some of them were
developed as water-soluble prodrugs of the quinolone already described nalidixic acid.After an introduction and a
bibliographical study (chapter I) on calixarenes, in particular on their applications in biology, the chapter Il presents the
results obtained for the synthesis and the characterization of the partially substituted analogues of the tétra-para
(guanidinoéthyl) calix[4]arene, the first antibacterial compound at the origin of this family. The objective of this part is to
understand the role and the importance of the number and the positioning of the guanidines functions on the calixarene core,
as well as the influence of residual tertiobutyl groups on the antibacterial activity. In chapter Ill, are presented the various
steps leading to the synthesis, the characterization and the evaluation by physicochemical ways of new compounds designed
like water-soluble prodrugs of known antibacterial active compounds. The work is centered on a set of ionic derivatives of
calix[4]arenes carriers of nalidixic acid. The prodrug behavior was demonstrated for one of them. In the fourth chapter, the
syntheses and characterizations of star-like poly-ionic structures are described, based on a benzene core, including a variable
number of para (guanidinoéthyl) phényléther subunits. These compounds were constructed as an interesting alternative to
calixarenes previously developed. The chapter V is dedicated to the results of the biological evaluations of all the structure
synthetized. Minimum Inhibitory Concentrations were evaluated on a set of bacterial reference strains. For some compounds,
viability and cellular toxicity were evaluated on eukaryotic cells. We show that many of the new prepared derivatives,
prodrugs or not, present very interesting anti-bacterial activities.

Key-words: Calixarene, benzene ring, guanidinium, heterocyclic compounds, prodrug, release, HPLC, anti-infectious.
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