





La chimie combinatoire :
nouvelle discipline ou
stratégie de développement 2

a synthése rapide et contrélée d’une famille d’individus chimiques a
révolutionné la stratégie de recherche de I'industrie pharmaceutique.
Cette approche a la fois moléculaire et statistique n’a pu se meftre en
place que gréce a un développement des méthodes analytiques et & un

renouveau de la chimie des supports.

De plus, en ce qui concerne |'industrie pharmaceutique, I'intérét de la
chimie combinatoire n’est validé que si il y a mise au point concomitante de
méthodes spécifiques de tests. On voit par la que, dans ce domaine, la
chimie combinatoire participe davantage d’une stratégie d’économie de

développement que de I'émergence d’une nouvelle discipline.

Cependant, dés lors que la chimie combinatoire intégre la recherche de
sélectivité, s’approprie les assemblages moléculaires, on voit apparaitre une
nouvelle discipline. D’'une maniére générale, la gestion de la synthése
et des propriétés des systémes moléculaires complexes n’est-elle pas I'abou-

tissement du concept de chimie combinatoire 2

On pourra se rendre compte de I"évolution extrémement rapide et de
I'impact de ces recherches dans ce numéro spécial congu par Olivier

Lavastre que la rédaction tient & remercier vivement.

Bernard Sillion

Rédacteur en chef

PS : Le nombre d’annonceurs, présents dans ce numéro et que nous remercions, témoigne
de l'intérét de I'industrie pour la chimie combinatoire.
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La synthése & haut débit (synthése combinatoire],
une discipline arrivée & maturité
dans la recherche pharmaceutique ¢

Francois Bellamy* docteur

High throughput synthesis (combinatorial chemistry) in the pharmaceutical industry, a technique that has

Combinatorial chemistry, which should more appropriately be termed high throughput synthesis, was the
necessary offspring in the early 1990's of high throughput screening. Beginning with the synthesis of large non-
oriented peptide library mixtures, the discipline has now matured whereby targeted libraries respond to standard
pharmaceutical prerequisites pertaining to molecular weight, lipophilicity, chemical and metabolic stability and
trans-membrane transport. In most cases, syntheses are run in parallel and not as a mixture, with each product
being analysed and purified, if necessary. Beginning as a technical curiosity, this approach is now a cornerstone

Summary :

reached maturity

of drug discovery.
Motsclés:  Synthése combinatoire, drug discovery.
Key-words: Combinatorial synthesis, drug discovery.

La synthése combinatoire,
une réponse

aux nouvelles techniques

de screening & haut débit

Les deux principales étapes de la
découverte d’une nouvelle molécule
biologiquement active sont |I’identifica-
tion d'une cible biologique pertinente
ainsi que I’identification de composés
qui interagissent spécifiquement avec
cette cible.

Beaucoup d’ espoirs ont été mis dans
la génomique et la protéomique pour
générer de nouvelles cibles biologiques
associées a des pathol ogies aujourd’ hui
encore mal soignées, mais il est encore
un peu trop tét pour juger de la perti-
nence de ces approches.

L' avénement de la biologie molécu-
laire, associée au fantastique dévelop-
pement de I'informatique et de la robo-
tique, a permis la mise au point de tests
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de screening a haut débit, le plus sou-
vent sur des cibles humaines. Ainsi, le
screening a énormément gagné en perti-
nence grace a I’ utilisation de cibles
humaines et son débit a augmenté de
facon considérable. En |’ espace d'un
peu plus d' une décennie, on est passé
de quelques molécules étudiées chaque
jour sur un modele animal (ou de
quelques dizaines en inhibition
d’enzyme ou en organes isolés) a plu-
sieurs milliers, dizaines de milliers sur
une cible bien caractérisée. Le « ultra
high throughput screening » permet
aujourd’ hui d’atteindre 100 000 molé-
cules/j et au-dela.

Parallélement a ce fantastique déve-
loppement du HTS, les progrés de la
synthése chimique étaient certes réels
mais quantitativement sans commune
mesure et, trés rapidement, |’ approvi-
sionnement du screening en molécules
est devenu une étape limitante du proces-
sus de drug discovery. Or, ce n'est pas le
nombre de molécules potentiellement
disponibles qui constitue une limitation
(on estime en effet qu'il y a 10 nou-
velles entités chimiques possibles possé-
dant un poids moléculaire < 750), mais

bien la vitesse a laquelle il est possible
de les synthétiser. Les raisons de cette
« lenteur » de la synthése organique
résident essentiellement dans le fait que
les chimistes avaient I’ habitude de faire
les molécules une a une et que, par
ailleurs, ils passaient en moyenne 70 %
de leur temps a traiter les mélanges
réactionnels, a en extraire le produit
désiré puis a le purifier, et tout cela en
vue d’en obtenir des quantités non
négligeables (souvent plusieurs cen-
taines de mg).

Il est donc logique que la premiére
tentation et les premiéres tentatives des
chimistes aient été de préparer des pro-
duits en mélange et de les faire tester
tels quels, ¢’ est-a-dire en I'absence de
toute purification, éliminant ainsi les
limitations mentionnées ci-dessus.
La chimie qui se prétait e mieux a ces
premiers essais de haut débit était
incontestablement la synthése pepti-
dique qui, gréace a |’ optimisation des
réactions de couplage entre acides ami-
nés, permettait d obtenir de bons rende-
ments et qui, gréce a I utilisation des
résines de type Merrifield, permettait un
traitement aisé des milieux réactionnels.




La course aux grands nombres :
production massive
de composés en mélange

Le début des années 90 a vu un véri-
table emballement de la synthése de
banques de peptides avec une course
spectaculaire au gigantisme. Certaines
équipes ont revendiqué avoir synthétisé
des librairies de plusieurs dizaines de
millions de composés. L’objectif
d’ approvisionner le screening avec un
nombre suffisant de molécules était
aing atteint mais en ayant quelque peu
perdu de vue la finalité qui a toujours
été de découvrir de nouveaux médica-
ments, ¢’ est-a-dire, dans la grande
majorité des cas, des produits présen-
tant une stabilité chimique et métabo-
lique raisonnable et actifs apres admi-
nistration par voie orale. Or les peptides
ne répondent généralement pas a ces
critéeres.

Par ailleurs, le screening de
meélanges contenant un grand nombre
de molécules différentes a vite montré
seslimites:

* La nécessité de déconvoluer les
mélanges trouvés actifs sur un test bio-
logique, ' est-a-dire d’identifier le (ou
les) molécule(s) active(s) contenues
dans le mélange. Cette phase de décon-
volution, souvent longue et fastidieuse,
faisait perdre une grande partie du
temps gagné auparavant.

« Il est bien connu que le fait de tes-
ter des mélanges (qu'ils soient issus de
la synthése combinatoire ou d’ extrac-
tion de plantes ou de tissus/organes)
conduit & de nombreux « faux posi-
tifs » : d’'un mélange trouvé actif en
screening, on ne peut identifier aucun
composant actif, d' ol une perte seche
detemps (et d'argent).

Des parades a ces divers inconvé-
nients ont été imaginées puis mises en
oavre par différents groupes : les tech-
niques de déconvolution se sont multi-
pliées, simplifiées, ont gagné en rapi-
dité mais cette étape reste quelque peu
frustrante pour les chercheurs qui sont
toujours avides de connaitre |a structure
des « hits » (produits trouvés actifs sur
un test de screening primaire) le plus
rapidement possible.

Parall&éement, on a vu apparaitre des
procédés « d’ étiquetage » des mol é-
cules a l’aide de différentes techniques,
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telle que celle développée par C. Still
ou I utilisation d’ une puce émettant une
radiofréguence incluse dans la bille de
support solide.

Synthése en paralléle
et diversité moléculaire

D’ autre part, la meilleure fagon
d' éviter la déconvolution et/ou I’ étique-
tage étant de tester les molécules une
par une, il paraissait logique de les syn-
thétiser également une par une, mais en
tirant profit de I’ expérience récemment
acquise avec les mélanges, a savoair la
miniaturisation, la robotisation et la
synthése sur phase solide qui facilite le
traitement des expériences et permet
une purification grossiére.

En méme temps, ce type de synthese
a été appliqué a des molécules de moins
en moins peptidiques, voire « totalement
organiques » afin de s'affranchir des
inconvénients inhérents aux structures
peptidiques. Ce changement de chimie
requérait, dans de nombreux cas, une
synthese en phase liquide et non plus en
phase solide. L'ére de la synthése en
paralléle était née mais la course aux
grands nombres toujours d’ actualité.
Toutefais, les chimistes médicinaux ont
commencé a se poser des questions
quant a I’ utilité de tester des banques
contenant de nombreux produits structu-
rellement trés proches (le bien connu
meéthyle, éthyle, butyle, futile !). De la
est née la polémique relative a la diver-
sité moléculaire, polémique car d'un
coté, il peut parditre peu efficace, mais
par contre colteux, de tester des molé-
cules trés proches en vue d'identifier un
hit actif a 10°°M sur une cible donnée
alors que I’ espace chimique potentiel est
si vaste ; d'un autre c6té, chaque chi-
miste médicinal connait au moins un cas
ou, dans une série chimique donnée, en
remplagant tel méthyle (ou tout autre
groupe) par « autre chose », on perd
toute I’ activité biologique.

Alors, diversité ou pas diversité ?
Tout dépend a quoi va servir lalibrairie
en question : Hit Generation, Lead opti-
mization...? Diverses ou pas, les librai-
ries se sont multipliées aussi bien au
sein de I’industrie pharmaceutique que
dans une multitude de « start up » qui
se sont créées a travers le monde (mais
principalement aux Etats-Unis et en
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Angleterre) et qui proposent, soit des
librairies, soit leurs compétences en
chimie & haut débit. Des millions de
produits ont été testés sur des centaines
de cibles générant des milliers de hits.
Mais, méme en tenant compte de lalen-
teur des processus de recherche et déve-
loppement dans I’industrie pharmaceu-
tique, il a fallu reconnaitre que peu de
ces hits ont conduit a des produits
entrant en développement clinique. Ces
merveilleuses techniques de screening a
haut débit et de synthése combinatoire
n'auraient-elles abouti qu’'a augmenter
proportionnellement la taille de la
meule de foin et la vitesse a laquelle on
y cherche I’aiguille ? L’ efficacité glo-
bale du processus de drug discovery
n'en aurait pas été augmentée ?

Objectif :
synthétiser des molécules
devant devenir des médicaments

(drug like)

De cette réflexion est né un change-
ment de philosophie et donc de straté-
gie en privilégiant la « qualité » aux
dépends de la « quantité ».

Progressivement, les brochures de
présentation des sociétés de service en
chimie combinatoire se sont mises a
vanter le fait que les molécules de leurs
librairies sont toutes « drug like »,
c'est- adire qu' elles possédent un cer-
tain nombre de propriétés physico-chi-
miques, communément regroupées sous
le nom de « régles de Lipinsky » du
nom d’'un chimiste médicinal de chez
Pfizer qui a observé que la plupart des
médicaments actifs par voie orale ont :

- un poids moléculaire < 500,

-unlogP<5,

- moins de 5 possibilités de donner
une liaison hydrogéne,

- moins de 5 possibilités d’ accepter
une liaison hydrogéne,

- moins de 5 liaisons & libre rotation.

A peu prés en méme temps, on
S apercoit que le fait de tester des bruts
réactionnels, des produits non purifiés,
coltait cher car générait de nombreux
faux positifs. Aussi, actuellement, la
grande majorité des librairies qu'elles
soient commerciales ou faites « in
house » ne contiennent que des produits
dont la pureté est supérieure ou égale a
80 %. Pour obtenir une telle pureté, dif-
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férentes approches doivent étre mises
en cauvre:

- lachimie utilisée se doit d’ étre effi-
cace en termes de sélectivité et de ren-
dements,

- utilisation, a chaque étape ou pres-
que, de techniques grossieres de purifi-
cation. Fréguemment, on élimine |’ excés
de réactif (qui permet d'augmenter le
rendement) a I’ aide de résines « scaven-
gers » (par exemple, lors de laformation
d'une liaison amide par réaction d'une
amine sur un chlorure d’acide, on va
piéger |'exces de chlorure d’acide a
I’aide d’ une résine basique) ;

- analyse des produits de la librairie
finale, le plus souvent par LC-MS. Les
produits ne présentant pas une pureté
suffisante sont soit jetés a la poubelle,
soit purifiés.

La synthése a haut débit
s'intégre dans le processus
de drug discovery

Ce critére de pureté a donc deux
conséquences importantes, d’ une part la
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E MOLECULTES

nécessité d' une analyse des produits
finals et, d’autre part, la mise en place
d’un systéeme de purification a haut
débit. On voit ainsi qu'il ne s agit plus
seulement de synthese a haut débit pour
répondre aux besoins du screening a
haut débit, mais de tout un processus et
donc de toute une organisation qui se
met en place pour tenter d’augmenter
I’ efficacité du drug discovery et pour
réduire les délais entre |’ identification
d’une nouvelle cible biologique et la
premiere administration d’'un produit a
I"homme (phase I). En effet, il serait
vain d augmenter le débit d’ une étape
sans augmenter proportionnellement le
débit des étapes en amont et en ava de
celle-ci. En fait, la chimie combinatoire
ou plus exactement la synthése a haut
débit n’est plus une « béte de cirque »,
mais constitue une discipline qui, tout
en modifiant les habitudes des chi-
mistes, mais aussi celles des analystes,
s'intégre dans le processus plus global
du drug discovery.

Cette intégration est d ailleurs faci-
litée par le fait que les réactions chi-
miques utilisables a haut débit se

multiplient,
puisqu’il est
maintenant
possible de
travailler sous
vide, sous
pression, sous
atmosphere
contrblée, a
basse comme
a haute tem-
pérature, etc.,
autorisant
I’accés a des
structures
finales de plus
en plus com-
plexes. Aussi,
la synthese a
haut débit est
maintenant
utilisée aux
différents
stades du drug
discovery, a
savoir identi-
fication de
hits, passage
de hit & lead,
optimisation
de lead, etc.

C'est en cela que I'on peut dire qu’elle
aatteint un degré de maturité qui en fait
un des outils indispensables du drug
discovery.

Perspectives

Le débit a augmenté tout au long
du processus entrainant une augmenta-
tion des codts, notamment au niveau
du screening et plus particuliére-
ment pour le poste « radioactivité »,
sachant que de nombreux tests bio-
logiques font appel a des réactifs
radiomarqués. D’ou le retour, préné
par certains, au screening de pro-
duits en mélange. Il ne s'agit plus,
cette fois, de screener des mélanges
de milliers de produits anal ogues,
mais plutdt de screener des mélanges
de quelques (quelques dizaines) de
produits, obtenus par synthése paral-
Iele, purs & plus de 80 % et sélection-
nés pour étre chimiquement trés diffé-
rents, ceci afin d'éviter, autant que
faire se peut, les problémes de faux
positifs.

Une autre fagon de baisser les colts
du screening est d’en pousser encore
plus la miniaturisation. Toutefois, on
atteint assez vite lalimite de sensibilité
des techniques de détection de la
radioactivité, ce qui explique I'émer-
gence des techniques de fluorescence.
On parle maintenant de nanotechnolo-
gies. Un des systémes de screening
les plus puissants utilise des plaques
a 3456 puitsavec 1 a 2 uL de solution
de produit a tester dans chaque puits.
Les chimistes vont-ils pouvoir suivre
dans cette course a I'infiniment petit ?
Le « lab on a chip » est-il une utopie
ou une réalité de demain ? Si la syn-
thése combinatoire a plus été une révo-
lution culturelle que technique, la « lab
on a chip » ne pourra que résulter
d’une vraie révolution technique sur
laquelle plusieurs groupes travaillent
dga

Mais d'ici 1a, la synthése a haut
débit devrait avoir fait ses preuves
en ayant contribué a la mise en éva-
luation clinique de nombreux can-
didats médicaments et ce, dans des
délais nettement plus courts que ceux
auxquels nous avons été habitués, prou-
vant ainsi qu’elle a atteint sa pleine
maturite.
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Linkers et stratégies de clivage en synthése

sur support solide

Bilan et perspectives

Bertrand Carboni* directeur de recherche CNRS, Francois Carreaux* enseignant-chercheur,

Jean-Francois Pilard* enseignant-chercheur

Summary :

Linkers and cleavage strategies for solid phase synthesis. Overview and future prospects

Snce the last decade, the explosion of interest in combinatorial and parallel synthesis has greatly stimulated
developments in solid phase organic chemistry. Nowadays, their potential applications in such diverse areas as
drug discovery, material science, cosmetics, catalysis or plant protection generates a tremendous demand for
new linkers and cleavage processes. This brief review summarizes some of the recent advances involving these

two crucial elementsin solid phase synthesis.
Motsclés:

Synthése sur support solide, liens, clivage, chimie combinatoire.

Key-words:  Solid phase synthesis, linkers, cleavage, combinatorial chemistry.

Au cours de la derniére décennie, la chimie combinatoire,
associée au criblage robotisé a haut débit, est devenue une
des stratégies majeures pour la découverte de nouvelles
molécules d'intérét thérapeutique [1a]. Plus récemment,
cette approche a permis également d’ obtenir des résultats
trés prometteurs dans les domaines de la catalyse et des
matériaux [1b]. La majorité des chimiothéques (banques ou
collections de molécules) ont été préparées par synthése sur
support solide. Le succeés de cette méthodologie repose sur
un choix judicieux du polymére support, des « briques molé-
culaires » que I’on va réunir et sur I’ efficacité des réactions
chimiques mises en cauvre pour réaliser cet assemblage.
Deux autres parameétres tout aussi importants, qui ne peu-
vent étre dissociés I'un de I’ autre, sont également a prendre
en compte : lelinker, ¢'est-a-dire |’ élément qui assure le lien
entre le support et le substrat initial, et la méthode de clivage
qui permet de libérer e produit final [2].

Facilement accessible et, si possible bon marché, le linker
doit permettre de réaliser le greffage du composé de départ
avec un rendement élevé. 1l doit également présenter une
trés bonne stabilité chimique durant toute la séquence réac-
tionnelle. Enfin, le clivage final devra étre réalisé dans des
conditions douces et produire le moins possible d’'impuretés.
Cet article a pour objectif d'illustrer la diversité des straté-
gies d'accrochage et de clivage utilisés en synthése sur sup-
port solide, en privilégiant les développements les plus

* Synthése et Electrosynthése Organiques, UMR CNRS 6510, campus de
Beaulieu, 35042 Cedex. Tél. : 02.99.28.67.47. Fax : 02.99.28.69.78.
E-mail : bertrand.carboni@univ-rennes1.fr
francois.carreaux@univ-rennes 1 .fr
ifpilard@univ-rennes1.fr

récents et les perspectives qui en découlent. Pour la suite de
la discussion, nous avons choisi une classification basée sur
la nature du linker, simple groupe protecteur ou source
d’une nouvelle fonctionnalité.

Linker passif : un groupe protecteur insoluble

Initialement développés pour les synthéses de peptides et
d oligonucléotides, ces linkers, et les résines auxquelles ils
sont associés, jouent le rdle de groupes protecteurs insolubles.
Le groupement fonctionnel (alcool, amine, acide...) impliqué
dans le greffage est régenéré lors de la libération du produit
final. Dans ce domaine, les exemples sont hombreux et on
retrouve les stratégies couramment utilisées dans les
séquences protection-déprotection. Les systémes les plus
employés restent basés sur des enchainements de type benzy-
loxy (Wang 1a, Sasrin 1b) ou trityl 2, mais il est apparu plus
récemment de nouveaux linkers mettant en jeu des motifs
dihydropyrane 3, diol 4, ou chlorosilane 5 (schéma 1).
L’introduction de ces nouveaux systémes visaient principae-
ment & améliorer |’ efficacité et la sélectivité des réactions
d’accrochage, |a stabilité des linkers pendant les diverses
étapes conduisant au produit recherché et la mise en ceuvre de
conditions les plus douces possibles pour réaliser le clivage.

En complément des méthodol ogies précédemment
décrites s’ est graduellement fait sentir le besoin de dévelop-
per des procédés de clivage moins dénaturants pour la syn-
thése d’ espéces sensibles (oligosaccharides, par exemple).
Trois principales approches sont actuellement explorées.
Elles font appel, soit & des organismes biologiques
(enzymes), soit a des procédés photo- ou éectrochimiques.
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1a, R=H

1b, R=OCH, /
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Schéma 1 - Linkers jouant le role de groupes protecteurs.

Procédé de décrochage enzymatique

L’utilisation d’'enzymes en tant que réactifs de coupure
est actuellement en phase de maturation, particuliérement
a I'interface chimie-biologie, afin d accéder a des pep-
tides, glycopeptides ou hydrates de carbone. Initié en 1992
par Elmore [3], le processus de dégreffage s’ effectue
par I'intermédiaire d’ une reconnaissance spécifique du
linker de type enzyme-substrat. Cette association inter-
vient de maniére intra-chaine ou sur un fragment excroissant
(extra-chaine) en fonction de la nature du matériel biolo-
gique utilisé, respectivement une endo- ou une exo-enzyme

(schéma 2).
@? Exo Enzyme

C—B—A«wy//\\ @wi'a—AMwm

Schéma 2 - Différentes approches de coupure enzymatique.

Endo Enzyme

Le clivage s’ opére en milieu agueux a pH et tempéra-
ture contrdlés et présente I’ avantage de limiter les rejets
organiques. L’ utilisation de I’ a-chymotrypsine a été pour la
premiére fois mise a profit pour la synthése d’' une glycopro-
téine [4] (schéma 3).

a-Chymotrypsine

o

0
@—(CHg)a—NH—(GIy)B-NH\HAO,-D\E/NH\[(\H )J\R
o} ©/‘ o}

Schéma 3 - Coupure enzymatique par I’ a-chymotrypsine.

L' utilisation d'une exo-enzyme, la pénicilline amidase a
été décrite plus récemment [5]. Dans ce cas, le mécanisme
de coupure fait apparaitre, apres hydrolyse enzymatique de
lafonction amide, un hémiaminal qui se décompose sponta-
nément a température ambiante en libérant la fonction al cool
(schéma 4).
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Pénicilline
amidase
( Ph
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‘\HfO

( NH,
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Schéma 4 - Mécanisme de clivage par I'intermédiaire d' une exo-enzyme
(pénicilline amidase).

Procédé de décrochage photochimique

En marge des dével oppements précédents a été imaginé un
procédé nécessitant uniquement une activation régiosélective
du linker par exposition a une certaine longueur d'onde. Le
concept de dégreffage photolytique a été décrit pour la pre-
miére fois il y a plus d'une vingtaine d’années. Basés sur
I’excitation de groupements nitro- ou céto-aromatiques pho-
tosensibles (schéma 5), les dével oppements ultérieurs réalisés
par Holmes [6] en synthése peptidique supportée représentent
une avancée trés significative dans I’améioration des condi-
tions de coupure (sélectivité, durée d'irradiation).

Br

NO,

Me

HsC Br
o]
NH [o]
Q@ Q — @ <\0

o}

o}

Schéma 5 - Quelques exemples de linkers supportés photolabiles.

Issues de ces recherches, les résines photosensibles actuel -
lement privilégiées présentent une excellente stabilité chi-
mique autorisant, durant les étapes d' élongation successives,
I" utilisation de réactifs acides ou basiques (schéma 6) [7].

Me R
=
0 o
Q@ Me
NO
o

2

hv 365 nm

X=0,NH ta-2h

R—COXH

Schéma 6 - Décrochage de peptides par voie photochimique.
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Procédé de décrochage électrochimique

Plus récemment, le concept de linker éectrochimique-
ment labile a conduit au développement d' une nouvelle
approche basée sur des matrices conductrices de type poly-
thiophénes 3-fonctionnalisés [8] (schéma 7).

o.

I
Q)
/ N\ °

S n

\ 2e / 2H*

Q)
+ HXR4R,
/ N\

§ 'n X:CH,N
R4, Ra: H, alkyles

Schéma 7 - Coupure électrolytique de linkers phényl-sulfone ou sulfo-
namide sur polymeres conducteurs.

Ces résines électrogénérées peuvent étre déposées sur des
supports de nature (platine, carbone) ou de forme (plagues,
filaments, barreaux ou disques) variées et présentent une sta-
bilité chimique comparable a leurs homologues polystyré-
niques. L’ originalité de la méthode réside dans I’ utilisation
d’ électrons comme agents de coupure agissant par scission
cathodique de liaisons arylS-N ou arylS-C. Le mécanisme
de dégreffage consomme deux électrons par mole et produit
un sulfinate et une amine ou un dérivé carboné libre de tout
résidu de coupure. En outre, le recyclage de larésine devient
possible par transformation de I’ entité sulfinate en chlorure
de sulfonyle.

Linker actif : un réactif supplémentaire

Pour ce type de linkers, le groupe fonctionnel libéré
lors du dégreffage de la résine est différent de celui qui
a permis d’accrocher le substrat initial sur le support.
On distingue aors deux familles suivant le nombre d' éta-
pes nécessaires pour réaliser la libération du produit
final, celle pour qui le procédé de dégreffage se fait en
une seule étape, et celle qui nécessite une activation préa-
lable au décrochage.

Procédé de décrochage direct

De trés nombreuses résines commerciales peuvent étre
regroupées dans cette catégorie. Larésine amide Rink est la
plus couramment utilisée en chimie combinatoire pour libé-
rer une fonction amide (schéma 8) [9]. Dans I’ exemple
décrit, une réaction de UGI a quatre composants a été mise
en oauwvre. Larésine jouelerdle d’ un équivalent d ammoniac
insoluble, le transfert de |I’atome d’azote au produit final
s effectuant lors de |’ étape de dégreffage.

Dans cette catégorie, on doit également inclure les linkers
« traceless ». Ce terme est principalement utilisé pour
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Schéma 8 - Utilisation de la résine Rink amide comme réactif.

décrire un systeme engendrant durant |’ étape de dégref-
fage une nouvelle liaison carbone-carbone ou carbone-
hydrogéene a I’ endroit ou la molécule était liée a la résine
[10]. La molécule obtenue aprés clivage ne présente plus
aucune trace ou mémoire du support solide sur lequel €elle
était fixée. Les premiéres publications montrant I’inté-
rét d’ une telle approche en chimie combinatoire sont
apparues récemment en 1995. Ainsi, I'atome de silicium est
remplacé par un hydrogene dans I’ exemple représenté sur le
schéma 9 [11].

72
—ln_R1 ~ l—Fh
O, N O !

Ra_N N\R2
N _IBAFin THFE

N~g,
Si— ;
/

Schéma 9 - Exemple de linker « traceless ».

Dans la mgjorité des cas, les linkers « traceless » sont
décrits comme pouvant générer lors du dégreffage des liai-
sons autres que C-C ou C-H. C’est notamment le cas des
dérivés silylés qui peuvent donner naissance aux halogé-
nures correspondants. Le groupement boronate, quant a lui,
présente I’ avantage de pouvoir étre impliqué dans des réac-
tions de protodéboronation, oxydation et des couplages au
palladium [12].

Ce type de dégreffage multidirectionnel offre I’ avantage
principal de générer de la diversité lors de I’ éape de cou-
pure, augmentant ainsi le nombre de molécules finales. A
titre d’ exemple supplémentaire, on peut citer le cas des
acides carboxyliques attachés alarésine Wang qui sont libé-
rés sous |’ effet de I’ acide trifluoroacétique, alors que le trai-
tement de la méme résine avec une amine ou dans des
conditions réductrices génére la fonction amide ou alcool
correspondante [13] (schéma 10).

Une approche différente, mais également tres efficace,
est basée sur la mise en ceuvre de réactions de cyclisa-
tion. La création d’une nouvelle liaison par voie intra-
moléculaire s accompagne alors de la libération du produit.
Cette stratégie présente un avantage déterminant. Seules
les molécules présentant une structure appropriée seront cli-
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Schéma 10 - Exemples de clivage multidirectionnel.

vées. Par conséquent, méme si I’ une des réactions précédent
le clivage s effectue de fagon imparfaite, la pureté du pro-
duit final ne sera pas affectée.

Ce type de clivage a trouvé de nombreuses applications,
principalement lors de |la préparation d' hétérocycles par for-
mation d'une liaison carbone-hétéroatome. Plus récemment,
laréaction de métathese a été utilisée avec succes pour accé-
der a des composés cycliques par création d’une liaison car-
bone-carbone [14] (schéma 11).

H30 CH3
>< o H CHj
HsC ‘/< |

Schéma 11 - Exemple de clivage par cyclisation impliquant une réaction de
métathése.

Procédé de décrochage en deux étapes

Parmi les stratégies développées spécifiquement pour la
synthése supportée de petites molécules organiques, le prin-
cipe du « safety catch » est devenu de plus en plus popu-
laire. En effet, dans ce cas, I’ étape de dégreffage ne peut
avoir lieu qu’ apres une étape préliminaire d' activation. Ceci
permet d'avoir un linker stable vis-&vis d’un grand éventail
de conditions réactionnelles, incluant celles du dégreffage.
Ce principe, décrit pour la premiére fois par Kenner, en
1974, dans le domaine de la chimie des peptides [15], était
basé a I’ origine sur la réactivité du groupe sulfonimide.
Depuis, ce concept a été employé avec succes par plusieurs
autres groupes, en particulier pour la syntheése de pyrimi-
dines[16] (schéma 12).

Le décrochage par une amine (attague nucléophile) ne
peut étre effectué qu’ aprés oxydation. Cette stratégie offre
une grande flexibilité, puisgue cette étape peut ére program-
mée a n'importe quel stade de la synthése, a condition que
les produits soient stables vis-a-vis des conditions d’ activa-
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tion et de libération. Dans le schéma 12, I’ attaque nucléo-
phile peut étre réalisée par des amines, mais également, par
I" azoture de sodium, des oxanions et des carbanions, ce qui
augmente considérablement la taille et la diversité des chi-
miothéques.

R, Ry
0 !
Q/\S)\\N | R _activation ,J\\ |
» Q/;,/s\\d N" R,
Ry
e
dégri,f:,age Nu)\\N Ry

Nu= amines, oxanions
azoture, carbanions

Schéma 12 - Principe et exemple d’un linker activable.

Enfin, citons également les résines de type REM ou le
greffage est réalisé grace a I’addition de Michael d’une
amine sur un motif acrylate (ou, plus récemment, vinylsul-
fone) [17]. La quaternisation par un agent éectrophile intro-
duit une diversité supplémentaire et simultanément active le
linker en vue d'une réaction d’ élimination en milieu basique
(schéma 13).

1

R
|
o HNR'R? o) No_»
g - \”/\ L Q/ T(\/ R
lo} (o]

l R3X
1
1 +/R R
R\_, Ry base o N
VR i g
F!‘S le} X

Schéma 13 - Principe d’ une résine de type REM.

Conclusion

Comme on a pu le constater a la lecture de ce document,
la nature des linkers et |’ efficacité des processus de clivage
constituent deux éléments clés en synthése sur support
solide. Dans la recherche d’'un systéme idéal, peu codteux,
produisant le moins d’'impuretés possibles et permettant
d accéder a une grande diversité structurale, les efforts des
chimistes se sont principalement portés sur la découverte ou
I’ optimisation de linkers « traceless » et photoactivables,
ainsi que sur les stratégies de clivages multidirectionnels. La
mise au point de conditions de dégreffage les plus douces
possibles, en particulier compatibles avec des biomolécules,
reste toujours d' actualité. Nul doute que, comme pour la chi-
mie plus classique en solution, le respect de I’ environnement
deviendra dans le futur une condition sine qua non a la
conception de nouvelles stratégies en chimie sur support
solide.
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Summary :

Palladium-mediated cascade reactions : new strategies for combinatorial chemistry

The urgent need for new bioactive molecules has prompted the search for new strategies that allow the efficient
generation of large numbers of structurally diverse organic compounds targeted at the agrochemical and phar-

maceutical industries.

Among them, palladium-mediated multicomponent cascade reactions offer major opportunities for the design of
innovative multireaction « one pot » processes. The new methodol ogies enable a combination of complexity and

diversity to be achieved that is not available by conventional chemistry.

Motsclés:
Key-words :

La chimie combinatoire occupe
aujourd hui une place importante dans
la découverte de nouvelles molécules
bio-actives. En effet, la recherche de
nouvelles tétes de série ou « hits » par
les sociétés pharmaceutiques et agro-
chimiques est actuellement basée
sur |’évaluation de tests biologiques
du plus grand nombre de molécules.
Afin d’alimenter les tests de criblage,
de nouvelles stratégies doivent étre
développées permettant de créer
rapidement des banques ou biblio-
théeques de composés analogues,
généralement de petites molécules
de grande diversité chimique et
présentant une certaine originalité
vis-a-vis des molécules commer-
ciales.

La mise au point de nouvelles voies
d’ accés rapides, simples et efficaces a
des systémes complexes et variés a tou-

Université Claude Bernard Lyon |, Laboratoire
de chimie organique 1, UMR CNRS 5622,
CPE, bat. 308, 43, bd du 11 Novembre
1918, 69622 Villeurbanne Cedex.
Tél. : 04.72.43.14.16. Fax : 04.72.43.12.14.
balme@univ-lyon1.fr

bouyssi@univ-lyon1.fr

monteiro@univ-lyon1.fr

jours été un des objectifs majeurs du
chimiste organicien. Parmi celles-ci, les
réactions en cascade [1], appelées éga
lement réactions tandem ou domino,
constituent d’'élégantes méthodes de
synthése permettant de créer plusieurs
liaisons carbone-carbone ou carbone-
hétéroatome en une seule opération.
Compte tenu de leur potentiel en chimie
combinatoire, la découverte de nou-
velles réactions tandem ou domino,
principalement pour la synthése de
composés hétérocycliques, présente
donc un intérét croissant. Dans ce
contexte, les remarquables potentialités
des réactions initiées par des métaux de
transition avaient déja été exploitées
dés le début des années 80 [2]. Parmi
les métaux de transition, le palladium

Chimie combinatoire, catalyse, processus en cascade, réactions multi-composants.
Combinatorial chemistry, catalysis, cascade process, multicomponent reactions.

occupe une place de choix pour la for-
mation de liaison carbone-carbone
selon différentes réactions de couplage
dont la plupart seraient impossibles par
les voies de la chimie classique. La pre-
miére étape, commune a la plupart de
ces réactions, est une addition oxydante
d’un halogénure ou triflate insaturé
sur le palladium zérovalent (figure 1).
L’intermédiaire ainsi formé peut alors
réagir ;

- soit avec des dérivés du bore, du
zinc, du cuivre, du silicium, de I’ étain
ou de I’auminium (réaction de Suzuki,
Negishi, Sonogashira, Stille) [3].
L’ étape de transmétallation est suivie
d’une étape d’ élimination réductrice
conduisant au produit de couplage et
régénérant le catalyseur.

R{M

Heck R
RX + Pd(0) —» RPdX——
R,

RPdR,

R—Pd—X

@
D

2
<z, R-Pe R
)

—— R-Ry

R

Nu = nucléophile

Figurel.
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- soit avec des alcenes (réaction de
Heck) [4]. Dans ce cas, une syn inser-
tion de la double liaison sur I'intermé-
diaire organopalladié est alors suivie
d’une syn B-élimination d hydrure de
palladium.

- soit avec des dérivés éthyléniques
ou acétyléniques comportant un carbo-
ou hétéronucléophile [5]. Le complexe
organopalladié joue ici le role d agent
d activation de I'insaturation vis-a-vis
de I’ attague du nucléophile. Cette cycli-
sation « tandem » se déroule ici selon
un processus de trans addition de
« type Wacker » et est suivie d'une
élimination réductrice régénérant le
catalyseur.

Ces réactions, permettant |’ acces a
de nombreux dérivés carbocycliques et
hétérocycliques en une seule étape et
avec un fort degré de régio- et stéréosé-
lectivité, connaissent actuellement un
grand essor. En effet, les contraintes
récentes imposeées par le respect de
I’ environnement (économie de matiere,
d’énergie, procédés propres...) S gou-
tant aux problémes posés par la création
de banques de molécules non pepti-
diques incitent au développement de
nouvelles méthodologies de synthése,
et les réactions en cascade réalisées en
présence d'un catalyseur répondent par-
faitement a ces exigences.

Réactions en cascade
catalysées par le palladium

Le champ d'application de la réac-
tion de Heck, connue depuis 1968, s est
considérablement élargi a la fin des
années 1980, grace aux travaux pion-
niers de plusieurs groupes [6]. Ces dif-
férents auteurs ont en effet montré que
I'insertion d' un complexe organopalla-
dié, réalisée sur une insaturation conve-
nablement choisie, pouvait conduire a
la formation d’un nouvel intermédiaire
métallé ayant une durée de vie suffi-
samment longue pour étre engagé dans
de nouvelles réactions de couplage,
créant ainsi une liaison carbone-car-
bone ou carbone hétéroatome supplé-
mentaire (figure 2).

Ce principe a permis laréalisation de
nouvelles combinaisons multiples de
plusieurs réactifs plus communément
appelées réactions multi-composants et
est ala base de la plupart des réactions
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RX + Pd (0)

Figure2.

en cascade palladocatalysées que I’on
voit paraitre dans la littérature.
Parallélement a ces travaux, une nou-
velle méthode de cyclisation catalysée
par le palladium s'est développée per-
mettant la synthése en une seule étape
de composss de structures trés variées.
La grande diversité de nucléophiles et
de précurseurs de complexes organo-
palladiés qui peuvent étre mis en jeu
dans cette réaction dite de « type
Wacker » en fait un nouvel outil trés
performant particulierement adapté a la
synthése rapide de composés analogues
principa ement hétérocycliques. La syn-
thése de nombreuses énollactones a
partir de composés commerciaux
montre |e potentiel synthétique de cette
nouvelle réaction [7] (figure 3).

S’ gjoutant a toutes ces réactions
domino pallado-catalysées, de nou-
velles réactions multi-étapes en une
seule opération ont été récemment
développées, les différents partenaires
mis en jeu réagissant dans des étapes
réactionnelles dont une seule peut étre
catalysée par le palladium (par exemple
réaction de Heck suivie in situ d'une
réaction de Diels-Alder).

Le développement de ces réactions
pour la production de bibliothéques de
mol écules nécessitent, cependant, que
plusieurs critéres soient respectés :

- les différents partenaires mis en
jeu dans ces réactions doivent étre
commerciaux ou aisément accessibles
et capables d’apporter une grande
diversité au sein des composés syn-
thétisés ;

- laréaction doit étre générae, facile
a mettre en cauvre et permettre une iso-
lation rapide des produits d'arrivée en
évitant les étapes fastidieuses de purifi-
cation. L’idéal serait d’'optimiser la

réaction en solution homogéne de
maniére & limiter la formation de sous-
produits et I’ utilisation d’ excés de réac-
tifs. Ceci étant rarement réalisable, il
est apparu judicieux de transposer la
réaction sur phase solide permettant
ainsi d'isoler les produits désirés par
simple filtration [8]. Enfin, une
approche complémentaire en phase
liquide consiste a piéger sélectivement,
en fin de réaction, le ou les réactifs en
exceés et éventuellement les sous-
produits de la réaction par I’ utilisa-
tion de résines fonctionnalisées ou
« scavengers » [9].

Les quelques exemples présentés ci-
dessous vont tenter d'illustrer les diffé-
rentes possibilités qu’ offrent ces réac-
tions palladocatalysées pour la chimie
combinatoire.

Réactions de type Heck

Lorsgue la réaction de Heck est réa-
lisée sur des substrats ne permettant
pas une terminaison classique du cycle
catalytique par une syn B-élimination
d’hydrure de palladium, une nouvelle
liagison carbone-carbone ou carbone-
hétéroatome peut étre formée par réac-
tion de couplage avec des alcénes,
alcynes, des composés organométal -
liques ou intramoléculairement par des
nucléophiles. Une telle situation appa-
rait, lorsgue le substrat insaturé est un
composeé bicyclique rigide tel que le
norbornéne, un alcyne disubstitué ou en
version intramoléculaire une double
liaison 2,2-disubstituée. Différentes
réactions de couplage, ayant été mises
au point sur le norbornéne en phase
homogene par plusieurs groupes dans
les annés 80, ont été récemment adap-
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Figure 3.




tées en phase solide pour la synthése de
dérivés du tropane [10] (figure 4). Cet
exemple montre que la transposition de
réactions multi-composants peut poser
d’ énormes problémes aux chimistes
organiciens, les nouvelles conditions
expérimentales laissant apparditre des
réactions de couplage compétitives
entre les différents partenaires. Le suc-
cés de cette réaction tandem est donc
ici limité par le fait que I'intermédiaire
organopalladié doit étre isolé avant
d’étre remis en réaction avec le troi-
siéme composant.

De nombreux composés hétérocy-
cliques ont pu cependant étre obtenus
sur phase solide lorsque la réaction de
Heck est effectuée en présence de déri-
vés acétyléniques [11] ou de composés
éthyléniques en version intramol écu-
laire[12] (figure 4).

Des réactions tandem peuvent égale-
ment étre réalisées lorsque la réaction
de Heck est appliquée a des systémes
polyinsaturés. Cette réaction conduit a
la formation d’intermédiaires Tr-ally-
liques qui peuvent ensuite étre piégés
intra- ou intermoléculairement par
divers nucléophiles. De trés nom-
breuses réactions multi-composants
basées sur ce principe ont été réalisées
en phase homogeéne ; certaines d’ entre
elles, transposées sur phase solide, ont
récemment permis la création de diffé-
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rentes bibliothéques d’ hétérocycles
azotés [13] (figure5).

On peut également distinguer la
remarquable ségquence réactionnelle
dans laquelle un halogénure d' aryle, un
bicyclopropylidene et un diénophile
réagissent sélectivement dans une réac-
tion domino Heck-Diels-Alder. Trois
liaisons carbone-carbone sont alors for-
mées en une seule opération avec un
haut degré de régiosélectivité. Son
application en phase solide peut
conduire, lors du dégreffage de la
résine, a la formation d’'une nouvelle
liaison carbone-carbone [14] (figure 5).

Réaction en cascade

de « type Wacker »

De nombreux hétérocycles de struc-
tures trés variées ont été récemment
synthétisés par cette méthode en phase
homogeéne et I’ application en phase
solide d’une synthése d'indoles trisub-
stituées a été récemment développée
[15] (figure 6).

Une série de composés tétrahydrofu-
raniques hautement fonctionnalisés a
été également récemment atteinte par
une nouvelle réaction tandem mettant
en jeu trois composants commerciaux
ou aisément accessibles. Cette nouvelle
approche s'appuie sur la création en
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une seule étape d'une liaison O-C et de
deux liaisons C-C par I’ addition de type
Michael d'un alcoolate alylique sur un
arylidéne (ou akylidéne) malonate, sui-
vie, in situ, d’une carbocyclisation pal-
ladocatalysée de type Wacker [16].
Cette réaction nécessitait cependant
I’ajout au pousse-seringue de |"alcoo-
late sur le mélange des deux autres par-
tenaires afin d’éviter des réactions
secondaires. Cependant, lorsque
I"alcool alylique est remplacé par son
homologue acétylénique, I'alcoolate,
I"accepteur de Michael et |"halogénure
arylique peuvent étre ajoutés ensemble.
Cette réaction a été transposeée sur
phase solide mais elle n’a cependant
pas un caractére général. En consé-
guence, une optimisation des conditions
réactionnelles a été entreprise en phase
liquide : les trois composants ont pu
étre gjoutés en quantité équimoléculaire
et mis en réaction simultanément. Dans
la plupart des cas étudiés, une conver-
sion pratiquement totale de ces trois
réactifs en le produit furanique ont sm-
plifié les étapes de purification.

Conclusion
La nécessité de créer de nouvelles

bibliotheques de molécules pour le sec-
teur biomédical et phytosanitaire est a
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I’origine du récent essor des réactions
tandem et surtout multi-composants. De
nouvelles voies d' accés élégantes et
astucieuses a des molécules complexes
et des synthons multifonctionnels ont
ains été élaborées prouvant ainsi que la
chimie combinatoire pouvait étre une
source de créativité pour les chimistes
organiciens. Cependant, |’ application
de ces nouvelles méthodologies de syn-
thése a la production de bibliothégues
de molécules est rarement réalisée par
ces mémes chimistes organiciens, peut-
étre en raison des difficultés souvent
rencontrées lors de la transposition sur
phase solide. De nouvelles techniques
permettant une purification rapide des

produits synthétisés, sans modifier les  [4]

conditions réactionnelles mises au point
en phase homogeéne, devraient sans

5
doute rapidement voir le jour. R
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Summary :

Motsclés:
Key-words:

High resolution magic angle spinning NMR in combinatorial chemistry

The development of rapid and robust analytical techniquesis essential for the introduction of solid phase organic
chemistry in the field of combinatorial chemistry. We describe here the technique of high resolution magic angle
spinning NMR, which allows to obtain high quality homo- and heteronuclear spectra of resin bound molecules.
Solvent signal suppression is possible through the diffusion filter, allowing a reaction monitoring without any
purification step. The same method gives access to the detection and identification of impurities coming from
secondary reactions on the resin. Finally, we evaluate the sensitivity criteria necessary for identification of the
molecules on one individual bead.

RMN HR MAS, chimie combinatoire, chimie organique en phase solide, suivi de réactions, impuretés.
High resolution magic angle spinning (HR MAS) NMR, combinatorial chemistry, solid phase organic chemistry,

reaction monitoring, impurity detection

Les méthodes modernes de synthése organique stéréosé-
lective se trouvent au coaur de la découverte et du dévelop-
pement des médicaments. Afin de préparer les petites molé-
cules qui seront des candidats médicaments pour demain, la
chimie organique utilise des stratégies améliorées de syn-
thése, de meilleures méthodes de purification et des outils
analytiques avancés. La synthése organique en phase solide
(SOPS), basée sur les idées originales de la synthese pepti-
dique en phase solide [1], contient des promesses pour aug-
menter d’une fagon dramatique la diversité et le nombre de
ces petites molécules [2].

SOPS est une méthode de choix pour la chimie combina
toire entre autre parce qu’ elle méne facilement vers I’ auto-
matisation. Néanmoins, |’ application de schémas de réaction
connus en solution pour la chimie en phase solide n’est pas
toujours évidente. A partir de cette expérience, il est clair
gue la détermination des conditions de réactions sera dans
beaucoup de cas I’ étape qui demandera le plus de temps, et
ceci encore plus en chimie combinatoire ou |’ optimisation
d’un schéma de réaction n’implique pas deux molécules
mais deux classes de molécules.

Un désavantage important dans ce processus d’ optimisa-
tion est le manque d' une méthode rapide et robuste pour
analyser d'une fagon quantitative les molécules sur le sup-
port solide, aussi bien pour les étapes intermédiaires que
pour le produit final. L’analyse aprés coupure reste bien siir
possible, mais demande un investissement considérable en

* UMR 8525, Institut de Biologie de Lille, Université de Lille Il, Institut
Pasteur de Lille, 1, rue du Professeur Calmette, BP 447, 59021 Lille
Cedex.

! Tél.:03.20.87.12.29. Fax : 03.20.87.12.33.

E-mail : guy.lippens@pasteur-ille.fr

temps. Pour des réactions plus complexes, la résonance
magnétique nucléaire a haute résolution et al’ angle magique
(RMN HR MAS) [3-8] se présente comme un nouvel outil
analytique qui répond a cette question. En analysant les dif-
férentes étapes d’ une banque combinatoire, Luo et al. ont
démontré |’ avantage décisif de la RMN HR MAS pour
I’ analyse des étapes plus complexes de laréaction [9] : avec
les mémes séquences d’'impulsion que la RMN en solution,
la méthode permet d'identifier tous les protons et carbones,
comme laRMN en solution.

Apreés lapublication initiale des spectres de bonne résolu-
tion d'une résine grace a I’ utilisation d'un gonflement cor-
recte du gel et larotation al’ angle magique (cf. encadré) [3-
4], les groupes impliqués, dont le nbtre, ont cherché les
criteres physicochimiques du gonflement afin d' obtenir les
meilleurs spectres. La conclusion basée sur |’ expérience du
chimiste est simple : le solvant qu'il utilise pour sa réaction
est en général celui qui permet une bonne « injection de
mobilité », et donc I’ obtention de bons spectres. La mobilité
rotationnelle des molécules sur le support solide n’est pas
trés différente de celle en solution, tandis que le polymeére
réticulé se comporte comme un vrai support solide, ce qui
permet d’obtenir d’une fagon sélective le spectre des pre-
miers, tout en éliminant les signaux du polymere.

Nous avons montré que méme avec une quantité de résine
inférieure au milligramme (avec une charge normale de
0,4 mmole/g), on peut obtenir des spectres a une dimension
satisfaisants dans la minute (figure 1). Dans une application
classique de chimie combinatoire, on dispose facilement de
plusieurs milligrammes de résine, et des spectres 2D
(comme le TOCSY ou HSQC) peuvent étre enregistrés en
quelques heures, permettant une procédure d'identification
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Encadré

La qualité des spectres obtenus sur les résines tient en ce
gue I"'inhomogénéité présentée par I’ échantillon de la
résine, avec ses zones de polystyrene, de solvant, de molé-
cule organique... peut étre traitée formellement de la méme
fagon que I'interaction dipolaire entre deux spins. Quand
on représente le champs dipolaire graphiquement (voir ci-
dessous), on s apergoit qu'il existe une orientation ou il
n'est pas nul (ce qu'il n'est qu’'al’infini), mais perpendicu-
laire ala direction imposée par le grand champs extérieur,
réduisant ainsi a zéro I'interaction dipolaire, produit sca-
laire du champ et du moment magnétique associé au spin.

Bo

Lignes de champs dipolaire d'un spin 1 orienté selon la direction z
de B, et a I’origine. Ce champs n’a plus de composante selon z
quand I’ angle 6 est de 54,7 °, solution de 3 cos?(6)-1 = 0.

Le rotor tourne autour d'un axe qui fait 54,7 °
avec la direction du champs magnétique B,

L’interaction
dipolaire, qui
conduit a des
signaux tres
larges en
RMN en phase
solide (plu-
sieurs dizaines
de kHz), est
moyennée a
Zéro en solu-
tion par suite
des mouve-
ments mol écu-
laires rapides.
De méme,
la rotation a
I"angle magi-

que fait que chaque paire de spins se trouve en moyenne
sous cette orientation magique. Si la vitesse de rotation
est supérieure al’interaction que I’ on souhaite moyenner,
des lignes fines résultent. L’ élargissement des lignes di
aux inhomogeénéités de I’ échantillon, qui est de quelques
centaines de Hz, impose une vitesse de rotation supé-
rieure a 1 kHz, ce qui est facilement réalisable.
Néanmoins, les largeurs de ligne obtenues par HR MAS
NMR ne sont pas auss fines que celles des mémes molé-
cules en solution, pour des raisons d’ anisotropie de la

susceptibilité magnétique.
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Figure 1 - Région amide du spectre proton d’un tétrapeptide Gly-Asn-Leu-
Ile greffé par un bras moléculaire AHMB (acide hydroxyméthyle ben-
zoique) sur une résine de polystyréne/divinylbenzéne 1%, gonflé dans le
DMF-d7. L’acquisition a été faite en une minute sur un spectrométre
Bruker DMX & 600 MHz.

identique a celle de la RMN en solution. L’intégration des
spectres a une dimension, avec les précautions habituelles de
temps de récupération suffisamment long, permet une quan-
tification des molécules greffées.

L’identification et la quantification des produits de réac-
tion étant possibles, on peut suivre I’ avancement d’ une réac-
tion sans coupure des molécules de la résine. Nous avons
démontré ceci par deux expériences différentes [10] :
d abord, une réaction d’ Horner-Emmons directement dans le
rotor, dans un solvant deutéré, et ensuite, la méme expé-
rience dans un récipient standard avec prélévement de
guel ques milligrammes de résine a des moments précis de la
réaction. La premiére expérience, malgré sa simplicité
conceptuelle, ne représente pas de conditions réalistes de
réaction - la petite taille du rotor (100 pl, dans un rotor
plein), I'impossihilité de contréler I’ atmosphére de réaction,
I’ effet de la rotation (3 000 tours par seconde !)..., peuvent
tous influencer la cinétique. Dans |a deuxiéme expérience, la
résine rincée et séchée était regonflée dans un solvant deu-
téré, et la comparaison de I'intégrale du signal correspon-
dant au produit formé avec un standard soluble permet une
guantification du produit de réaction.

Dans larobotisation de la synthése paralléle, une fraction
importante du temps est perdue dans les étapes de ringage,
lavage et séchage des résines. Ceci est également le cas pour
I’analyse par RMN HR MAS, ou les trois étapes prennent
facilement quelques heures. L’ étape de lavage et ringage,
méme s elle enléve les molécules qui n'ont pas réagi, ne
suffit pas, car les solvants organiques que |’on utilise cou-
ramment en SOPS possédent facilement plusieurs signaux
intenses, qui ne peuvent pas étre supprimés facilement par
les techniques standard de la RMN en solution. Afin de
résoudre ce probléme, nous avons exploité la nature inso-
luble du polymeére : les molécules qui ont réagi ont, par défi-
nition, perdu leur dégrés de liberté trandationnelle, tout en




maintenant leur liberté rotationnelle (autrement, laRMN HR
MAS ne serait pas possible), contrairement aux molécules
restées en solution ou aux molécules du solvant. Utilisant un
filtre de diffusion décrit pour laRMN en solution, nous pou-
vons supprimer sélectivement les signaux de ces derniéres,
sans sacrifier les signaux RMN des molécules ancrées
(figure 2) [11]. Le méme filtre de diffusion peut étre intro-
duit dans toute séguence 2D, permettant I'identification des
molécules greffées avec un échantillon prélevé directement
du ballon de réaction (figure 3). Ainsi, le suivi de la réaction
devient facile : on transfére quelques milligrammes de sus-
pension dans un rotor, on enregistre le spectre avec le filtre
de diffusion, et aprés quelques minutes, on peut quantifier
I'état d’avancement de la réaction en comparant I'intégrale
du produit formé avec un signal commun au produit de
départ et produit final. Cette facilité ne peut méme pas étre
obtenue en chimie en phase homogéne, car ici, la séparation
des molécules attachées et réactifs solubles ne demande
aucune étape de purification mais est faite par I’ expérience
RMN - les avantages chimiques de la SOPS se transforment
en avantage analytique !

A

Figure 2 - Spectre de 0,15 mg de la méme résine en DMF-h7, (a) avec une
séquence a une impulsion et (b) avec le filtre de diffusion. Le nombre
d accumulations est identique pour les deux spectres.

Une autre question que |I'on peut poser a une technique
analytique est la détection, identification et quantification
des impuretés. Avec un systeme artificiel de glutamate et
pyroglutamate greffés simultanément sur un dipeptide préa-
lablement synthétisé sur une résine, nous avons démontré
gu’avec 10 mg de résine, 1 % d’'impureté pouvait étre
détecté et identifié aprés 12 heures d'acquisition a la fré-
guence de 600 MHz (figure 4) [12]. Pouvoir discriminer trés
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Figure 3 - Spectres & 2 dimensions (TOCSY, avec, en insert, la région des
méthyls d'un spectre HSQC 1H-13C) de 2,5 mg de la méme résine (a) en
DMF-d7 et (b) en DMF-h7, ou le solvant a éé éliminé grace au filtre de
diffusion.

50 4.5 40 35 3.0 25 20 ppm

Figure 4 - Spectre TOCSY d'une résine contenant 99 % de tripeptide
Ala-Phe-Glu, et 1 % de Ala-Phe-pyroglutamate. La détection et I"identifica-
tion du systéme de spins de la pyroglutamate sont possibles aprés une nuit
a 600 MHz, avec 10 mg derésine.
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tot dans le développement d'un produit des conditions de
réactions qui meénent vers des réactions secondaires et donc
des impuretés est d’ une grande importance, car plusieurs cas
sont connus ou un résultat positif dans I’ étape suivante de
criblage n’ éait pas dd au produit attendu mais a un produit
d'une réaction secondaire.

Les applications de la RMN HR MAS décrites ci-dessus
concernent surtout |’ optimisation des réactions de la SOPS -
une autre application est I'identification des molécules sur
une bille individuelle de résine. Dans le cadre d’une
approche « split-and-mix » suivie d’un test biochimique sur
les billes, comme développée par le groupe de Carlsberg
[13], I'analyse de la structure moléculaire sur la bille pour-
rait éviter des stratégies de marquage de la bille.
Malheureusement, la faible sensibilité de laRMN en généra
la rend a priori incompatible avec le nanomole de produit
sur une billeindividuelle. Travailler avec une molécule enri-
chie en 3C sur une résine permet de détecter le signa des
molécules sur une bille [14], mais I’ attribution totale d’une
mol écul e sans connaissance préalable du résultat parait diffi-
cile. Des approches avec des macrobilles ou avec des den-
driméres augmentant la charge de la bille ont été décrites
[15], maisil nous semble que, du fait de safaible sensibilité,
la RMN reste un mauvais compétiteur d autres techniques
analytiques comme la spectrométrie de masse ou la spectro-
scopie infrarouge a transformée de Fourrier.

En conclusion, nous croyons qu'il existe de nombreuses
applications potentielles pour laRMN HR MAS en synthése
organique en phase solide, et que I'outil accélérera le pro-

M OLECUTLES

cessus d’ optimisation, étape cruciale dans son application a
la chimie combinatoire. Ainsi, les méthodes de RMN HR
MAS rentreront dans les laboratoires de SOPS comme un
outil indispensable, équivalent de la RMN en solution pour
la chimie organique en phase homogéne.
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Summary :

Contribution of mass spectrometry to the development of combinatorial chemistry

In the field of the search for biological active compounds, the development of high throughput screening tech-
nics, combinatorial chemistry and parallel synthesis have caused the need for efficient analytical methods able to
handle complex mixtures or large numbers of compounds. In this article, various mass spectrometric technics
allowing the analysis of libraries or collections of compounds will be discussed. New high throughput tech-
nologies like high-density sampling MALDI (matrix assisted laser desorption ionization) targets, coupling of
parallel liquid chromatography and mass spectrometry, and new developments of mass spectrometry-based pre-
parative chromatography, isotopic encoding and biological screening will be reported.
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Durant la derniére décennie, les
développements de la spectrométrie de
masse (nouvelles méthodes d' ionisation
douce, couplage avec la chromatogra-
phie en phase liquide, etc.) ont permis
les progrés de chimies non convention-
nelles comme la chimie combinatoire
[1-3]. Selon les différentes stratégies
retenues pour découvrir une molécule
biologiquement active, le probléme de
I’identification moléculaire peut étre
posé de maniére extrémement variée.
En effet, sous le vocable « chimie
combinatoire », on distingue en réaité
des problématiques tres différentes : la
nature méme de I’ échantillon peut étre,
soit un mélange, dénommé librairie,
d’un nombre plus ou moins grand de
molécules obtenues par chimie combi-
natoire proprement dite (de quelques
unités a plusieurs milliers d’ exem-
plaires), soit, au contraire, un nombre
tout aussi variable de molécules isolées
obtenues par synthese paralléle et I'on
parlera aors de collection de produits.
Ces principes ne seront pas revus ici,
mais |'importance de la spectrométrie

* Institut de Recherches Servier, division de

Physico-chimie analytique, 11, rue des
Moulineaux, 92150 Suresnes.

Tél. : 01.55.72.22.68. Fax : 01.55.72.23.80.
E-mail : libpca@francenet.fr

de masse dans ce type de recherche y
sera soulignée.

Analyse de librairies obtenues
par synthése combinatoire

Quelle que soit la stratégie choisie
(déconvolution itérative, « positional
scanning », etc.), une librairie se
compose d un mélange plus ou moins
complexe de molécules dont les struc-
tures possedent une partie commune.
Sur celles-ci sont greffés des substi-
tuants pris parmi différents ensembles,
afin de synthétiser, par un jeu de syn-
thése combinatoire, le plus grand
nombre de combinaisons possibles de
molécules, e but étant de recouvrir une
certaine diversité moléculaire. Les pro-
blémes posés a I’ analyste sont de diffé-
rentsordres:

- contrbler la présence de chaque
mol écule attendue,

- estimer leur éguimolarité,

- identifier les possibles produits
secondaires.

Pour cefaire, le choix des techniques
de spectrométrie de masse va dépendre
essentiellement du nombre de compo-
sants de la librairie ainsi que de sa
dégénérescence, c est-a-dire de la frac-

Spectrométrie de masse, chimie combinatoire, librairies, collections, haut débit.
Mass spectrometry, combinatorial chemistry, libraries, collections, high-throughpuit.

tion de molécules possédant la méme
masse moléculaire par rapport au
nombre total de molécules.

Analyse de librairies par specirométrie
de masse basse résolution

Considérons une librairie de tétra-
peptides du type O1X2X3X4 synthéti-
sée selon la méthode « mix and split »
en vue d’'une déconvolution itérative
et pour laquelle X sera choisi parmi
20 acides aminés : cette librairie est
composée de 20° soit 8 000 peptides de
nature différente. Etant donné qu'il est
illusoire de tenter de séparer efficace-
ment un tel nombre de composés, I’ ana-
lyse la plus rapide est de comparer par
spectrométrie de masse la distribution
expérimentale des intensités des molé-
cules protonées en fonction de leur rap-
port masse/charge avec la distribution
théorique calculée. Le choix de la
méthode d’ionisation sera donc limité &
une méthode d'ionisation douce suppo-
sée conduire a un ion unique par molé-
cule. Parmi celles-ci, I’ électrospray
(ESI : electrospray ionization), I'ionisa-
tion chimique a pression atmosphérique
(APCI : atmospheric pressure chemical
ionization) ou la désorption laser assis-
tée par matrice (MALDI : matrix-assis-
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ted laser desorption ionization) sont
généralement employées. Cependant, la
précision d'une telle analyse reste limi-
tée. En effet, ces méthodes d’ionisation
ne conduisent pas nécessairement a un
ion unique, par exemple de type
[M+H]* en mode positif, mais aussi,
éventuellement, a des ions multichargés
[M+nH]™, des ions adduits [M+H+sol-
vant]*, voire a des ions-fragments,
selon des abondances qu'il est difficile
de prévoir. L’ équimolarité est a I’ évi-
dence délicate a estimer d’autant que
les rendements d’ionisation de chacun
des constituants peuvent varier d' un
ordre de grandeur en fonction des pro-
priétés physico-chimiques des molé-
cules. Un certain bruit de fond chi-
mique, d0 a la matrice ou aux solvants
utilisés, peut aussi ne pas étre négli-
geable. La figure 1 montre cependant
gu’une librairie incomplétement syn-
thétisée peut étre mise en évidence par
cette smple approche.

Andlyse de librairies
Ear spectroméirie de masse
aute résolution
Afin d'améliorer la spécificité
de telles analyses, |’augmentation

E MOLECULTES

de la résolution, en séparant des ions
de méme masse nominale mais de
compositions élémentaires différentes,
peut étre envisagée. Cependant, lorsgque
la dégénérescence de la librairie aug-
mente, la résolution nécessaire pour
séparer la plupart des ions devient
vite hors de portée des spectrométres
de masse les plus résolutifs. Il a été
calculé [4] qu’une résolution procurant
une précision de 5 ppm est nécessaire
pour lever la dégénérescence d'une
librairie non peptidique composée de
seulement 12 x 96 composés. Pour une
librairie peptidique de 12 x 16 x 9
composeés, pour laguelle on s'attend a
une dégénérescence supérieure, une
telle haute résolution ne permettrait
I’identification que de 33 % de ses
constituants. Lorsque I’on met en
rapport le colt et éventuellement la
difficulté de mise en oauvre de la haute
résolution, le bénéfice de celle-ci
ne parait évident que pour des librairies
de taille limitée a quelques dizaines
de composés. Une fagon de contour-
ner cette difficulté est alors de
construire des librairies non dégéné-
rées. Hughes [5] propose un certain
nombre de régles permettant d'en éla-
borer.

200 300 400 500 600 700 800 800

Figure 1 - librairie Nip-X2X3X4-NH2 (Nip : 4-nitrophéylalanine).

a: spectre de masse ESl montrant |es tétrapeptides protonés (zone 1) et doublement protonés (zone 2).

b : distribution théorique pour une librairie compléte et équimolaire de tétrapeptides.

c: spectre de masse ES d'une librairie incomplétement synthétisée. La zone 3 est révélatrice de la pré-

sence de tripeptides protonés.

d : distribution théorique des peptides protonés en supposant que I'étape de couplage de X2 ne s'est réa-

lisée qu'avec un rendement de 20 %.
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Analyse de librairies par couplage
spectrométrie de masse/
spectrométrie de masse

(MS/MS : mass spectrometry/
mass specirometry)

La spectrométrie de masse en tan-
dem MS/MS ne peut étre envisagée que
pour rechercher plus ou moins spécifi-
gquement dans des mélanges des
familles de composés dont on suppose
gu’ une partie commune de la structure
induirait une réaction prévisible et
générale aprés ionisation en phase
gazeuse. L’ efficacité de certains modes
de balayage MS/IM'S permet de détecter
spécifiguement certains peptides
incomplétement déprotégés. Ainsi, des
peptides protégés par des groupements
tert-butyloxy et Pmc (2,2,5,7,8-penta-
méthylchroman-6-sulfonyl) sont détec-
tés par des pertes de neutres de 56 et de
309 Da, tandis que des peptides encore
tritylés peuvent I’ é&tre par des balayages
sélectionnant les ions précurseurs du
cation triphénylméthylium [6]. Les
familles particuliéres de peptides de
type O102-Arg-X4 peuvent aussi étre
détectées par MS/MS dans des librai-
ries de type O102X3X4 de 24 x 24

tétrapeptides[7].

Analyse de librairies par couplage
chromatographie en phase
liquide/spectrométrie de masse
(LC/MS : liquid chromatography/
mass spectrometry)

Bien entendu, les techniques de cou-
plage chromatographie en phase
liquide/spectrométrie de masse sont les
plus adaptées a I'analyse de librairies a
la condition qu’elles soient de taille
modérée. L’ acquisition simultanée du
signal d’un détecteur de chromatogra-
phie en phase liquide et des spectres de
masse apporte une information supplé-
mentaire sur I’ équimolarité de la librai-
rie. Avec la spectrométrie de masse, il
est possible, méme lorsgue de nombreux
composeés coéluent, de dénombrer le
nombre de composés possédant une
masse moléculaire donnée par le biais de
courants ioniques reconstitués. Pour de
trés grandes librairies, les problémes de
coélution et de sensibilité rendent cette
méthode inexploitable. Cependant, une
image partielle de la librairie peut étre
obtenue par le mode d'acquisition d'ions




sélectionnés SIM (selected ion monito-
ring) ou un (ou quelques) ion(s) de rap-
port m/z prédéfini(s) sont seulement
détecté(s). Il aains été montré [8] que
la sensibilité de cette approche est suffi-
sante pour détecter un peptide connu
pour étre le seul possédant une masse
moléculaire donnée parmi 243 soit
13 824 autres peptides dans une librairie
de type O1X2X3X4.

Analyse a haut débit
de collections obtenues
par synthése paralléle

L es problemes posés par |’ analyse de
collections différent notablement de
ceux posés par I'analyse de librairies
puisgue cette fois-ci, ¢’ est le nombre, et
non la complexité des échantillons, qui
est en cause. Pour résoudre ce pro-
bleme, I’ensemble des étapes de I’ ana-
lyse, c’est-a-dire, la préparation des
échantillons, leur introduction, leur ana-
lyse proprement dite ainsi que I’ exploi-
tation et la sortie des résultats, doit pou-
voir ére automatisé efficacement.

Analyse de collections
ar inlections en boucle
ﬁ:IA : tlow injection analysis)

Un des intéréts des méthodes d’ioni-
sation a pression atmosphérique, ESI ou
APCI, est gu'elles nécessitent I'intro-
duction des échantillons en solution. De
ce fait, la robotique existante pour des
systémes HPLC (high performance
liquid chromatography), comme les pré-
parateurs-injecteurs d’ échantillons, est
directement compatible avec des spec-
trometres équipés de ce type de source
d’ionisation. Le nombre d’ échantillons
analysables par unité de temps n’ est
limité que par le cycle d’injection et par
d’ éventuels effets mémoire. Si I'infor-
meation sur la masse moléculaire est seu-
lement souhaitée, des cadences d’un
échantillon par 0,5 & 2 minutes sont pos-
sibles. Par I'utilisation de vannes
d’injection a entrées multiples, huit
échantillons peuvent étre introduits dans
le flux de solvant en une seule injection.
L’analyse totale d'une plague de 96
puits est réalisée en seulement 12
minutes [9]. Les spectrométres de masse
récents de type MS/M'S sont aujourd’ hui
capables de reconnaitre a chaque
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balayage les ions les plus abondants et,
convenablement programmeés, d’ entre-
prendre successivement |’ enregistrement
de leurs spectres d'ions-fragments pro-
duits par collision, apportant ainsi une
information structurale complémentaire.
D’autre part, |I’avenement de spectro-
meétres de masse a analyseur a temps de
vol (TOF : time of flight), équipés de
systemes d’ extraction d’'ions retardée et
de miroirs électrostatiques rend possible,
par leur pouvoir résolutif, la détermina-
tion des compositions élémentaires de
cesions de fagon routiniére.

La principale limitation des systémes
d analyse par FIA reste le fait que I’ion
le plus abondant peut ne pas corres-
pondre & I’ espéce la plus abondante. En
effet, lors de I'ionisation, des phéno-
meénes de compétitivité, communément
dénommés « effets de suppression »,
peuvent étre responsables de la surrepré-
sentation d’une espéce minoritaire par
rapport a I’ espéce principale. Ce pro-
bleme est particuliérement aigu
lorsqu’on travaille avec un échantillon
provenant d'une bille unique (typique-
ment quelques dizaines de picomoles) et
pouvant contenir, par exemple, un sol-
vant comme le diméthyl sulfoxyde qui
produit un effet de suppression puissant.
Un mode d’introduction plus sophistiqué
faisant intervenir apreés lavage a I’ eau
une élution sur une microcolonne capil-
laire résout ce type de difficulté [10].

Analyse de collections

par couplage

chromatographie en phase liquide/
spectrométrie de masse

Malgré une mise en ceuvre plus
délicate et certaines limitations, les
avantages de la LC/MS comparés a

M OLECUTLTES

I"injection en boucle paraissent
évidents:

- raréfaction ou disparition d’ effets
de suppression évoqués plus haut,

- possibilité, par I'adjonction d'un
deuxieme type de détecteur, de disposer
d’'un critére de pureté qui peut étre
indispensable pour valider les résultats
pharmacol ogiques.

En HPLC, par I’ utilisation de nou-
velles colonnes plus courtes a granulo-
métrie plus faible, de gradients rapides,
les analystes ont cherché un compromis
entre la vitesse d'analyse, et une cer-
taine préservation de la résolution chro-
matographique. Des cycles d analyses
inférieurs a 10 minutes sont couram-
ment utilisés. Un gain de temps supplé-
mentaire est réalisé par I’ utilisation de
systemes utilisant deux colonnes en
paralléle, I’une fonctionnant en mode
analytique tandis que I’ autre est rééqui-
librée. L’emploi de chromatographie
liquide supercritique couplée a la spec-
trométrie de masse SFC/MS permet de
réduire ces cyclesal ou 2 minutes[11].

Analyse de collections par couplage
de la chromatographie

en phase liquide en paralléle

et de la spectrométrie de masse

Il est commercialisé depuis peu une
interface LC/MS qui permet le cou-
plage en paralléle de huit chromato-
graphes en phase liquide a un seul spec-
trométre de masse équipé d’une source
électrospray. Le principe de ce cou-
plage est représenté figure 2. Un rotor
sélectionne successivement par une
fenétre chacun des huit canaux et syn-
chronise I'acquisition d’un spectre de
masse et d'un signal UV dans chacun
des huit fichiers d' acquisition. Le temps

POMPE
HPLC

INJECTEUR
8 VOIES

COLONNES
HPLC

DETECTEURS
uv

SPECTROMETRE
DE MASSE

SOURCE
ESI

Figure 2 - Couplage LC'/MS selon la technologie MUX™ dével oppée par la société Micromass®.
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de cycle de 1,6 seconde respecte I'inté-
grité des profils chromatographiques.

Andl Jse de collections
par désorption laser
assistée par matrice (MALDI)

La désorption laser assistée par
matrice est susceptible d’ étre automati-
sée pour répondre aux besoins de |’ ana-
lyse de collections a haut débit. P. Little
[12] décrit un systeme capable de dis-
penser a |I'aide d’'un robot équipé de
micropipettes piézo-électriques des
volumes de quel ques nanolitres de solu-
tions de matrice et d’échantillon dans
chacun des 100 puits d’une cible de
silicium de 1 cn?. L’ ensemble est intro-
duit dans le spectrométre de masse sur
un support manoauvré par des moteurs
pas a pas de telle sorte que chague puits
est placé successivement dans la zone
de I'impact laser. L’ acquisition des 100
spectres de masse est réalisée ainsi en
moins de 6 minutes.

Exploitation des données

Devant les grandes quantités de don-
nées analytiques générées par des sys-
temes d’'analyse a haut débit, plusieurs
laboratoires ont été amenés a dévelop-
per leurs logiciels d’ exploitation de
données afin de réduire au maximum
certaines taches répétitives. Ces logi-
ciels d'interprétation sont capables
d'identifier différents types d'ions (ions
multichargés, ions adduits, etc.), de
proposer des structures pour certaines
impuretés, de définir des critéres de
pureté [13]. Des logiciels adaptés au
contréle de qualité de collections analy-
sées par plaques de 96 puits ont été
commercialisés. Les puits sont visuali-
sés par différentes couleurs selon
gu’ une molécule possédant la masse
moléculaire (ou la formule brute) atten-
due a été détectée dans le puits corres-
pondant tout en respectant certains cri-
teres de pureté.

Autres développements

Le codage isotopique

Une molécule greffée sur une hille
de résine ayant réagi positivement a un
test pharmacologique peut étre, soit
identifiée directement, soit indirecte-
ment par la lecture d'un code constitué
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généralement de molécules cosynthéti-
sées sur le support solide et dont I"ana-
lyse présente |’ avantage d’ une plus
grande simplicité. Un exemple intéres-
sant est donné par Geysen qui met en
cauvre la cosynthése de dipeptides Gly-
Gly dont chaque glycine comporte
aucun, un ou deux atomes de carbone
13. Le massif isotopique de ces dipep-
tides protonés constitue un véritable
« code-barre » qui peut étre décodé par
spectromeétrie de masse [14].

La chromatographie préparative
automatisée

La chromatographie liquide prépara-
tive assistée par spectrométrie de masse
est aujourd’ hui proposée commerciale-
ment [15-16]. Ces systémes permettent
de purifier automatiquement quelques
milligrammes de grands nombres de
produits, ce qui a pour effet d accroitre
la fiabilité des tests pharmacologiques
et de simplifier les mises au point de
synthéses combinatoires.

Le « screening »

Les technologies utilisant la spectro-
meétrie de masse en tant que détecteur
lors d’ expériences de « screening » se
développent rapidement. Des inhibiteurs
de réactions enzymatiques entre plu-
sieurs cibles et des librairies peuvent étre
mis en évidence a raison de 4 000 échan-
tillons disposés sur le porte-échantillons
de 20 cm? d’' un spectrométre de masse a
temps de vol équipé d’'une source
MALDI [17]. Les ligands d'une librairie
les plus fortement liés & un récepteur
peuvent étre identifiés par spectrométrie
de masse couplée a des techniques de
sélection par affinité. Par exemple, les
complexes récepteur-ligand, obtenus par
incubation d'une librairie avec un récep-
teur, aprés avoir été séparés des compo-
sés non liés par chromatographie
d'exclusion, sont dissociés et les ligands
résultants identifiés par spectrométrie de
masse [18-19].

Conclusion

La spectrométrie de masse intervient
atoutes | es étapes de la découverte d’ une
molécule active et prend toute sa part
dans le développement de la chimie
combinatoire. L’ apparition de nouveaux

spectrométres de masse a temps de vol
résolutifs équipés de source éectrospray
ou a désorption laser rend routiniéres les
mesures précises de masse et la détermi-
nation des compositions élémentaires.
De méme, I'information structurale est
aisément obtenue a partir d’ expérience
MS" a I'aide de trappes ioniques. Des
systemes a détecteurs multiples
LC/UVIN/MS (N : détecteur d’azote a
chimioluminescence) installés en ligne
répondent aux questions de pureté, de
guantification et d’identification des
molécules congtituant les librairies ou les
collections [20]. Des progrés en terme de
miniaturisation, d automatisation et de
vitesse d'analyse sont encore imagi-
nables en spectrométrie de masse et
conditionneront le développement de la
chimie combinatoire.
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Les condensations & composants multiples
ef leur uilisation en synthese combinatoire

Hugues Bienaymé* docfeur, Philippe Schmitt** docteur

Summary :

Multi-component reactionsin combinatorial chemistry

Since the emergence of high throughput screening techniques, corporate chemists were faced to one of their
greatest challenge : respond to the overwhelming demand for generic molecule collections to « feed » these tests.
Some reactions, characterized by an unusual synthetic efficiency, are particularly fitted to achieve this task.
Multi-component reactions (M-CRs) such as the well-known Ugi reaction have been discovered and exploited to
prepare large collections of generic moleculesin a time- and cost effective manner. Over the last five years, cor-
porate and academic researchers have made of this class of reactions one of the most efficient and cost-effective
toolsin the context of combinatorial and parallel synthesis.

Motsclés:
thése hétérocyclique.
Key-words:

La pression économique imposée
aux industries pharmaceutiques et agro-
chimiques a conduit les chercheurs
industriels a adapter leurs méthodol o-
gies a des standards de productivité tou-
jours croissants. Tandis que les biolo-
gistes ont introduit des techniques de
criblage a haut débit (high throughput
screening : HTS), les chimistes ont di
inventer une technique capable de pro-
duire de grandes collections de molé-
cules, auss diverses que possible en res-
pectant des contraintes a lafois de temps
et de prix : la chimie combinatoire[1].

L’ aspect purement quantitatif de ce
défi industriel est a présent quasi
révolu. Avec la productivité des chi-
mistes de synthese augmentée d'un fac-
teur 100, voire 1 000, la plupart des
groupes pharmaceutiques et agrochi-
miques entretiennent actuellement des
fonds moléculaires regroupant parfois
plus d' un million de molécules.

Cependant, |’ expérience industrielle
récente démontre clairement que
I atteinte seule de cet objectif quantita-
tif est insuffisant.

* CRIT Rhéne-Poulenc Industrialisation,
24, avenue Jean-Jaurés, 69156 Décines.
Tél. : 04.72.93.61.19. Fax : 04.72.93.53.37
E-mail :
hugues.bienayme@crit.rhone-poulenc.com

** Tél. : 04.72.56.08.06.
E-mail : philippeschmitt@wanadoo.fr

D’une part, le probléme de la repré-
sentativité des familles chimiques, ou
chimiotheques, dans les fonds molécu-
laires se pose : sont-elles suffisamment
diverses ? Sont-elles originales ?
Ne vaut-il pas mieux posséder dix chi-
miothéques composées chacune de
5 000 molécules variées qu'une seule
de 50 000 ?

Ces questions ne sont pas
innocentes : I’industrie pharmaceutique
S attend & une augmentation importante
du nombre de nouvelles cibles théra-
peutiques dans les années a venir, avec
la montée en puissance de la géno-
mique et de la protéomique. Maximiser
la diversité et I'originalité des fonds
moléculaires est la garantie de trouver
des touches, ou « hits », lors des cam-
pagnes de tests. Cet aspect qualitatif de
la synthése combinatoire (nouvelles
familles chimiques), n’est que trés
imparfaitement pris en compte al’ heure
actuelle.

D’autre part, un défi nouveau
émerge : comment choisir parmi les
centaines de touches ou « hits » générés
par le couple « synthése combina-
toire/tests a haut débit » ceux qui ont un
potentiel réel de développement ? [2].
La réponse a cette question est évidem-
ment loin d étre triviale. La minimisa-
tion du risque lors de cette étape de

Synthése combinatoire, condensations a composants multiples, efficacité synthétique, réaction de Ugi, syn-

Combinatorial chemistry, multi-component reactions, synthetic efficiency, Ugi reaction, heterocyclic synthesis.

choix est cependant un des facteurs clé
de succes des programmes de recherche
pharmaceutique : rien ne sert de courir,
si I’on ne suit pas la bonne direction ! |1
faut donc décider tres t6t de I’ opportu-
nité d’'approfondir ou d’ écarter ces
pistes (« fast-kill strategy » [3]).
L’ enjeu est d’ autant plus important que,
dans I’ histoire de I'industrie pharma-
ceutique, le temps et les ressources
n’'ont jamais été aussi précieux !

En pratique, afin de maximiser les
chances de succes lors des phases
avales d’optimisation, certaines
contraintes portant sur les structures des
molécules et leurs propriétés physico-
chimiques seront prises en compte lors
de la conception des chimiothéques
génériques [4]. Le regain d'intérét pour
les familles hétérocycliques, actuelle-
ment constaté en synthése combina-
toire, reléve de laméme démarche [5].

On comprendra donc aisément que
I’ objectif de la synthése combinatoire
aujourd hui n'est plus de préparer seu-
lement de grandes collections de molé-
cules (objectif quantitatif), mais bien de
concevoir des chimiothégues qui répon-
dent alafois aux contraintes des tests a
haut débit (nombre et diversité des
molécules) et a celles de I’ optimisation
des « hits » (profil physico-chimique),
tout en répondant a un souci d’ origina-
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lité des familles chimiques (brevetabi-
lité). Il s'agit bien d'un objectif ala
fois quantitatif et qualitatif.

L’ objet de cet article est de montrer
gue certaines réactions chimiques, les
condensations a composants multiples,
sont des outils permettant de répondre
de maniére satisfaisante a ce nouveau
défi de la synthése combinatoire.

Les condensations a composants
multiples (multi-component reactions,
M-CR’s), peuvent étre brievement
décrites comme des réactions ou au
moins trois réactifs distincts contri-
buent a la structure du produit final
(schéma 1) [6].

L’ engouement récent en synthése
combinatoire, pour ces réactions, se
comprend facilement :

» Des chimiothéques diverses et
de grandes tailles sont accessibles a
partir d’un petit nombre de blocs de
construction.

* Ce sont des transformations « pro-
ductives » (dans le sens du nombre
d’ échantillons qu’un chimiste
peut préparer par unité de temps).
Ceci est bien sir le résultat du petit
nombre de manipulations nécessaires
pour préparer chague molécule d'une
chimiothéque (une seule étape chi-
mique).

* Elles peuvent étre conduites aussi

D

E MOLECULTES

bien en solution que sur phase solide.
Cette souplesse d'utilisation est tout a
fait appréciable, le choix de la stratégie
étant alors dicté par la nature des réac-
tifs, la structure considérée, le niveau
de pureté souhaité, etc.

e Le temps de mise au point de la
méthode chimique sera plus court que
pour une chimiothéque utilisant un
schéma synthétique multi-étapes.

* Elles sont souvent facilement mises
en cauvre (par exemple, compatibles
avec des conditions d’inertage impar-
faites).

D’un point de vue conceptuel,
on peut constater que ces transforma-
tions possédent, de fait, de nombreux
attributs d’ efficacité synthétique. En
particulier, elles sont « hyper-conver-
gentes », sélectives, générales, répon-
dent au critere d’ économie d’atome
[7], et maximisent la complexité struc-
turale entre réactifs et produits
(schéma 2) [8]. Aucune autre classe de
transformations chimiques ne ras-
semble, & notre connaissance, autant
de qualités synthétiques.

Ces qualités se traduisent, en pra-
tique, par la facilité relative avec
laquelle il est possible de générer des
collections importantes de molécules
(chimiotheques génériques).

Mais leur intérét ne s arréte pas la :

Schéma 1 - Les condensations & composants multiples.

Sélectivité

N

Economie d'atomes

/

Condensations a
composants multiples

e

Maximisation
de la complexité

Convergence

™~

Généralité

Schéma 2 - Propriétés des condensations a composants multiples.
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dans la plupart des cas, la synthese de
chimiothéques ciblées autour d’un
« hit » est également rapide. Il est ainsi
possible d’évaluer son potentiel, et
d’acquérir les premiers éléments de
relation structure/activité, dans un
temps relativement court.

Par ailleurs, un autre avantage, plus
subtil, doit étre cité : les condensations
a composants multiples permettent
I"acces a des familles chimiques dont
I"invariant structurel (le coaur de la chi-
miotheque) est minimisé.

L’ expérience montre que pour les
chimiotheques obtenues par fonctionna
lisation séguentielle d’'un « répartiteur
moléculaire » [9], I'éément invariant a
I"intérieur d’ une famille, tend souvent a
contribuer trop lourdement a la struc-
ture finale pour permettre d’ optimiser
facilement les « hits » obtenus. De la
méme fagon que la masse élevée de ces
répartiteurs imposera des contraintes
fortes quant aux substituants dispo-
nibles pour conserver a I’ ensemble une
masse acceptable, leur caractére sou-
vent lipophile tendra & déplacer la
balance hydrophobe/hydrophile d une
famille donnée en dehors des normes de
biodisponiblité orale admissibles [4].
L'intérét de minimiser I'invariant struc-
turel au sein d’une famille chimique
permet d’ éviter ces dérives, et d' optimi-
ser le profil physico-chimique des
chimiotheques.

Ces avantages sont précieux lors des
étapes d’ optimisation des molécule
actives.

Les condensations a composants
multiples sont parmi les outils les plus
performants de la synthése organique,
et les plus adaptés a la préparation
de chimiotheques a fort « potentiel
pharmaceutique ».

La réaction de Ugi constitue la plus
connue d’ entre elles (schéma 3) [10].

L’ étape déterminante, pour cette
réaction, est sans aucun doute liée a la
propriété unique des isonitriles a subir
une « a-addition ». Au cours de la réac-
tion, I’atome de carbone de I'isonitrile
évolue d'une configuration divalente a
une configuration tétravalente (imidate)
en formant deux liaisons covalentes
nouvelles. Dans le cas d'une réaction
de Ugi, cette a-addition de I’isonitrile
intervient entre une espéce électrophile
(un adéhyde ou un cation immonium)
et un nucléophile hétéroatomique (un
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Schéma 3 - Laréaction de Ugi.

anion carboxylate). De ce point de vue,
la fonction isonitrile peut étre apparen-
tée & un analogue stable d’ une espéce
vinylidene-carbéne. Cet événement,
multi-composant par nature, est a la
base du succes de la réaction de Ugi,
ainsi que d’autres réactions basées sur
I utilisation d’ espécesisonitriles.

Les adduits de réaction de Ugi sont
pseudo-peptidiques par nature et peu-
vent, de ce point de vue, apparaitre
comme avoir des propriétés pharmaco-
dynamiques relativement mal adaptées
a des applications pharmacologiques. I
est en effet admis que des structures
compactes, hétérocycliques notamment,
possedent un meilleur « potentiel phar-
maceutique » lié a divers critéeres :
meilleure biodisponibilité, métabolisa-
tion plus lente, etc.

Une maniére simple d’'obtenir des
structures hétérocycliques, tout en gar-
dant I’ extraordinaire potentiel de cette
condensation a quatre composants, est
de faire en sorte qu’'un des réactifs

contienne deux des quatre fonctionnali-
tés nécessaires a la réaction. Par I’ utili-
sation de céto-carboxylates, ont ainsi
été notamment obtenus plusieurs
familles de lactames de taille de cycle
variable [11]. D’ autres lactames ont
également été obtenus selon une straté-
gie synthétique voisine par |’ utilisation
de [-amino-acides. L’utilisation
d’ a-amino-acides entraine, quant a elle,
la formation transitoire de O-acylimi-
dates activés susceptible de réagir avec
le solvant (ici le méthanol). Cette der-
niére réaction est souvent désignée
par la réaction de Ugi a 5 centres et
4 composants (schéma 4) [12].

Si I’on néglige la diversité introduite
par le solvant, le nombre de sites
variables est réduit dans ce type
d’ approche de quatre a trois. Néan-
moins, |’ expérience montre que cette
stratégie reste intéressante pour
la production de bibliothéques de taille
moyenne (5-10 000 composés) pour
peu que la classe des réactifs bifonc-
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Schéma 4 - Synthése directe d' hétérocycles par réaction de Ugi.
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tionnels contienne suffisamment de
représentants ai sément disponibles.

Il existe une stratégie alternative
pour obtenir des composés cycliques
qui consiste a préparer un adduit acy-
clique de type Ugi possédant la capacité
d’ étre ultérieurement activé afin de
subir une réaction de cyclisation. Dans
cette approche, c'est la fonction amide
secondaire créée au cours de la conden-
sation multi-composant qui est la plus
susceptible d’ étre activée. Pour ce faire,
le recours au 1-cyclohexénylisonitrile
permet |’ obtention d’un énamide qui,
aprés protonation et formation d’un
cation transitoire N-acylimmonium, éli-
mine une espéece cyclohexyle-immo-
nium et conduit a la formation d’'une
minchnone intermédiaire. Cette
miinchnone peut étre piégée par un
nucléophile interne pour conduire a des
espéces aussi intéressantes et variées
gue des 1,4-benzodiazépine-2,5-diones
[13], des céto-pipérazines, dicéto-pipé-
razines et des lactames [14]. En
absence de nucléophile interne, I’ addi-
tion d’un dipolarophile conduit alafor-
mation de pyrroles polysubstitués pos-
sédant un excellent potentiel
d’ application pharmaceutique ou agro-
chimique (schéma 5) [15].

De nombreuses variantes sont pos-
sibles. Ainsi, en utilisant un isonitrile
contenant un fragment (3-diméthylami-
noacrylate en combinaison avec une
imine et de I’ acide hydrazoique, il a été
possible d’ obtenir, aprés a une étape
d’addition-élimination, une classe de
tétrazoles bicycliques d’ un grand intérét
pharmacologique [16]. Cette procédure,
gue I’on peut décrire comme relevant
d’une méthode « two-step one-pot »,
démontre que des classes de molécules
élaborées, hétérocycliques et rigides
peuvent aisément étre obtenues a partir
de précurseurs relativement simples et
disponibles (schéma 6).

Hormis laréaction de Ugi et celle de
Passérini qui lui est apparentée, les
remarquables propriétés des isonitriles
ont été récemment exploitées dans
d’autres transformations. Ainsi, une
grande variété d' amino-3-imidazoles
fusionnés ont été obtenus par une
condensation a trois composants, met-
tant en jeu une cyclo-addition [4+1]
remarquablement efficace (schéma 7)
[17]. Cette réaction est en plusieurs
points remarquable, et illustre parfaite-
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Schéma 7 - Une synthése d' amino-3-imidazoles a trois composants.
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ment le potentiel des condensations a
composants multiples.

Premiérement, par sa généralité et
sa simplicité de mise en cauvre, plus de
30 000 hétérocycles élaborés ont ainsi
€été obtenus dans notre laboratoire en un
temps réduit. D’ autre part, I'invariant
structurel au sein de la chimiothéque est
composé de seulement sept atomes :
deux carbones, trois azotes et un hydro-
gene, constituant le noyau amino-3-imi-
dazole (masse molaire = 67 gmolY). Les
représentants de cette chimiothégue sont
non seulement structurellement tres
divers, comme illustré sur le schéma 7,
mais leurs propriétés physico-chimiques
sont parfaitement optimisables par le
choix judicieux des substituants.

Relevant de réactions mécanistique-
ment variées, il apparait, des exemples
jusgu’ici présentés, qu’ au centre de leur
efficacité synthétique se trouve la fonc-
tion isonitrile et son profil réactionnel
unique. Encore sous-exploitée, cette
fonction sera sans doute au coaur de
nouveaux développements méthodolo-
giques dans les années a venir.

Au-dela des réactions basées sur la
fonction isonitrile, d’'autres condensa-
tions a composants multiples existent.

Ces transformations mettent souvent
en jeu des intermédiaires réactifs obte-
nus par condensations entre deux pré-
curseurs simples. Par exemple, une
imine obtenue par condensation d’une
aniline avec un aldéhyde, ou une cétone
a,B-insaturée obtenue par réaction de
Knoevenagel entre un composé a
méthyléne activé et un aldéhyde, peu-
vent étre engagées dans des réactions
de cycloadditions [4+2], pour fournir
des hétérocycles d’intérét pharmaceu-
tique (schéma 8, eq. 2 et 3) [18].

De méme, la cycloaddition dipolaire
entre une oléfine activée et un ylure
d’ azométhyne, est a la base d’'une
méthode é égante d’ acces a des pyrroli-
dines substituées. La « déconnexion »
de I'espéce dipolaire en deux précur-
seurs stables, un a-aminoacide et un
aldéhyde (ou une cétone), permet
d’ envisager la déclinaison de cette réac-
tion classique en une variante a
trois composants. Par cette astuce,
25 600 composés ont été préparés (sur
un total potentiellement réalisable de
plus de 400 000) a partir d'isatines,
d’a-aminoacides et de chalcones com-
merciaux (schéma 8, eq. 1) [19].
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Encore rares mais certainement pro-
mises a un développement important
dans I’ avenir, plusieurs réactions impli-
quent la participation d'un catalyseur
organomeétallique. Ainsi, la combinai-
son en cascade d’'une addition de
Michael suivie d' une fonctionalisation
de type Heck d'une oléfine a conduit a
la préparation de tétrahydrofurannes
diversement substitués (schéma 9)
[20].

Outre les avantages déja decrits, les
condensations & composants multiples
bénéficient de qualités de productivité
incomparables. Hyper-convergentes,

répondant aux critéres d’ économie
d’atome et de sélectivité habituellement
recherchés dans le cadre de développe-
ment industriel, ces réactions sont
rapides et se prétent aisément au chan-
gement d' échelle (scale-up). Elles sont
souvent robustes, compatibles avec des
conditions d’inertage imparfaites et
éventuellement transposables en syn-
thése sur phase solide. Autant de para-
meétres indispensables a I’ usage d’ auto-
mates de distribution XY lors de la
production de chimiotheques (Tom-
tech™, Rapid Plate™, Hydra96™,
Gilson... figure 1).

EtO,C.__CO,Et

R! R?

HOX/ + ]/ + Ar—I

R3

EtO
Pd(0) cat. Ar 2 COEt
base R? +1R
~0
R

Schéma 9 - Une cascade a trois composants métallo-catalysée.

Figure 1 - Appareillage typique utilisé en synthese paralléle.
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De ces considérations particuliére-
ment importantes lorsgue des chimio-
théques doivent étre produites, chacun
comprendra que les réactions multi-
composants constituent un outil synthé-
tique puissant dont il serait préudi-
ciable de se passer.

Conclusion

Quarante ans se sont écoulés depuis
la découverte de laréaction de Ugi. Des
structures originales pseudo-pepti-
diques, jusqu’aux hétérocycles a fort
« potentiel pharmaceutique » qui for-
ment le noyau dur des molécules d’inté-
rét thérapeutique et agrochimique, de
nombreux progreés ont été accomplis.

Il est frappant de constater qu’une
part importante des condensations
a composants multiples est basée sur
la chimie remarquable des isonitriles.
L’ exploitation d’autres fonctions
chimiques porteuses d’'un potentiel
similaire, encore & identifier, initierait
sans aucun doute un enthousiasme
renouvelé pour ce domaine de
recherche. L’engouement récent
constaté pour ces réactions se com-
prend aisément au vu de leurs
immenses qualités, et il ne fait pas de
doute que la recherche de nouvelles
condensations & composants multiples
constituera un axe important de déve-
loppement en synthése combinatoire
dansles années avenir [21].
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Summary :

Combinatorial approachesin heterogeneous catalysis : strategy and perspectives for academic research

Applying combinatorial chemistry to heterogeneous catalysis is analysed in term of present strategies and pers-
pectives on the industrial and academic level. Potential methodologies for academic research laboratories are
proposed with emphasis on both theoretical and practical specificity for that rapidly devel oping process.
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La progression rapide du nombre
d articles et revues traitant de la chimie
combinatoire appliquée a la catalyse
hétérogéne (figure 1) atteste d’un phé-
nomene certain : I'intérét de la commu-
nauté scientifique pour cette méthodo-
logie nouvelle visant ala découverte de
matériaux susceptibles de surpasser par
leurs propriétés les meilleures formula-
tions d' usage industriel. De la fascina-
tion, voire crédulité pour les uns, a un
fort scepticisme, voire rejet catégorique
pour les autres, la trés large palette
d’avis qui s'exprime aujourd’hui au
sein des universités, instituts, centres
de recherche publique ou indus-
trielle reléve pour large part de
I’image trés brouillée des stratégies en
cours.

Il existe tout d'abord une grande
confusion dans les champs traités ou
envisagés par I’ approche combinatoire.
La synthése de structures organiques
nouvelles (CHONX) peut explorer un
champ en apparence quasi illimité mais,
en fait, borné par nos connaissances en
chimie organique de base. En revanche,
la syntheése de matériaux inorganiques
nouveaux par combinaison des élé-
ments utiles du tableau périodique

* Institut de Recherches sur la Catalyse,

2, avenue Albert Einstein, 69626 Villeur-
banne Cedex. Tél. : 04.72.44.53.66. Fax :
04.72.44.53.99.

E-mail : mirodato@catalyse.univ-lyon1.fr

Catalyse hétérogeéne, chimie combinatoire.
Heter ogeneous catalysis, combinatorial chemistry.

Figure 1 - Evolution du nombre d' articles consacrés & la chimie combinatoire appliquée & la catalyse en

général et ala catalyse hétérogene en particulier.

(environ 75) ouvre a la créativité
combinatoire un domaine plus vaste
encore. Dans ce domaine, il convient de
différencier la préparation de matériaux
a propriétés physiques déterminées,
comme par exemple la supraconducti-
vité [1], de matériaux plus spécifique-
ment adaptés a la catalyse hétérogene,
dont la finalité reste une réactivité chi-
mique ciblée vis-a-vis de mélanges
gazeux ou liquides donnés.

Un deuxiéme élément majeur de
confusion découle de I’information
opague que produisent certaines socié-
tés nouvelles (Symyx, Aventium,
HTE...) spécialisées dans la chimie
combinatoire. Ces derniéres annoncent

ainsi, sans données aujourd’ hui véri-
fiables, des progrés considérables
accomplis en quelques années (généra-
lement amalgamés avec les avancées
certaines obtenues dans le domaine de
la chimie moléculaire pharmaceutique),
tout en menant des politiques de protec-
tion industrielle agressives (cf. les
débats en cours sur la validité des bre-
vets américains Symyx dans |’ espace
européen).

Sur le front de la recherche publique,
des prises de positions individuelles
sous forme d' articles généralistes [2-3],
I’ organisation tout azimut de confé-
rences et d’écoles spécialisées [4]
témoignent d' une activité évidente mais
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fortement polymorphe dont il est mal
aisé de cerner la réalité des efforts
consentis et des objectifs retenus. La
divulgation a minima d’informations
sur des regroupements en réseaux/
consortiums nationaux, transnationaux
et internationaux (Etats-Unis, Europe,
Japon) n’goute en rien a la clarté de
I’ensemble.

Enfin, le dernier élément propre a
engendrer la confusion reléve de la
guasi-absence de publications acadé-
miques détaillées sur la réalité de la
recherche menée en laboratoire (déve-
loppement et mise en oauvre d’outils de
synthése et d’ évaluation rapide des per-
formances, logiciels de gestion des don-
nées et de pilotage dans la préparation
des générations de catalyseurs, applica-
tion concréte a des réactions cibles en
catalyse hétérogene). Ce dernier point
permet simplement de constater que
cette recherche est encore balbutiante,
ne serait-ce que par I’ampleur des
ouvertures possibles pour appliquer
cette démarche.

Analyse
de la démarche combinatoire
en catalyse hétérogéne

Sans prétendre a une quelconque
analyse exhaustive du phénomeéne
(aujourd’ hui impossible du fait du
médiocre niveau de communication
évoqué précédemment), il est quelques
éléments d'analyse qui peuvent per-
mettre d’en cerner de plus prés les
contours et peut-étre d' éviter tout exces
de critique ou d’espoir irraisonné. Pour
ce faire, nous limiterons cet article a
I’ analyse des questions que peut 1égiti-
mement se poser un laboratoire de
recherche publique en catalyse hétéro-
gene « pour y aler ou pas », sur la base
de notre propre expérience en la
matiere [5].

La démarche combinatoire peut, en
premiére approximation, étre envisagée
selon deux méthodologies complémen-
taires:

- I'investigation primaire (primary
screening) qui revendique la découverte
de nouveaux matériaux ab initio, par
I’exploration systématique de combinai-
sons aéatoires d’ ééments constitutifs de
matériaux multi-composants. Cette pro-
gression « empirique et pragmatique »
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reléve généralement de la recherche
industrielle. Ainsi, la société Symyx [6]
annonce-t-elle la redécouverte en
guelgues mois de la meilleure formula-
tion pour la réaction de déshydrogéna-
tion oxydante de I’ éthane en éthyléne
mise au point aprés plusieurs années de
recherche [7] : un catalyseur a base de
Mo, V, Nb, O. Cette investigation
primaire aurait ensuite conduit a des
nouveaux matériaux quadruplant le ren-
dement en éthyléne, ¢’ est-a-dire suscep-
tibles de directement concurrencer les
procédés industriels de vapocraquage
des naphtas. Une telle démarche néces-
site objectivement des moyens tech-
niques considérables, avec des bancs
robotisés de préparation des catalyseurs,
couplés a des systemes de controle des
performances catalytiques susceptibles
de tester des quantités astronomiques de
formulations en des temps records (plus
de 10 000 par mois). Notons que la pré-
paration des solides dans ce cas S appa-
rente plus a la science des surfaces
(dépdt de multicouches par vapodéposi-
tion physique ou chimique) qu’ aux tech-
niques chimiques conventionnelles
(imprégnation, coprécipitation ou syn-
these sol-gel).

- I'investigation secondaire (secon-
dary screening) qui cible I’ optimisation
de formulations déja existantes, sans
toutefois exclure la découverte, en pas-
sant, de matériaux imprévus. La princi-
pale caractéristique de cette seconde
démarche est d'associer un potentiel de
préparation/évaluation de matériaux a
débit élevé (au moins plusieurs dizaines
de formulations par jour) et dans des
conditions aussi réalistes que possible
(type microréacteurs en paraléle) ala
démarche rationnelle et cognitive qui
oriente I'investigation sur des voies
prédéterminées. La référence dans ce
domaine de I’ approche intelligente reste
la science des surfaces qui explore les
propriétés intrinseques fondamentales
de solides modéles (monocristaux,
alliages homogenes et structurés) par
des spectroscopies aptes a visualiser le
processus catalytique a I’ échelle molé-
culaire. De méme, la microcinétique,
par modélisation et couplage avec des
techniques spectroscopiques in situ,
analyse les étapes élémentaires de la
réaction et notamment celles qui déter-
minent le déroulement global de I’ acte
catalytique.

Cette classification en investigation
primaire et secondaire présente évidem-
ment un caractére arbitraire, non néces-
sairement adapté a chaque type de cata-
lyse. C'est cependant la seconde voie
qui associe approche fondamentale et
exploration programmée de domaines
insuffisamment ou jamais étudiés qui
nous semble correspondre au mieux
aux possibilités techniques d’un labo-
ratoire de recherche publique a
vocation fondamentale (CNRS, uni-
versité).

Quelles en sont les principales carac-
téristiques ?

Stratégies et technologies

Laclé del’ approche combinatoire en
catalyse hétérogéne consiste a disposer
d’un ensemble cohérent qui associe :

- une définition des objectifs chi-
miques a atteindre (par exemple un
rendement en produit ciblé ou une
sélectivité ou une résistance a I’ empoi-
sonnement par le coke, etc.) et des élé-
ments chimiques de base constitutifs
des catalyseurs envisagés (nature et
nombre de composants €l émentaires ou
ensembles de base, mode de prépa-
ration et d’activation...). Cette défi-
nition initiale souligne d’emblée la
nécessité d’ une prédétermination impli-
cite des domaines a explorer (fondée
sur I’expérience et la littérature, ce
qui n'exclut pas d'y intégrer des
éléments marginaux jamais ou rarement
envisageés) :

- un systéeme de préparation des
solides catalytiques de composition
variable en vue de constituer des
« bibliotheques » de catalyseurs ;

- un systeme d’ évaluation rapide des
performances ou propriétés ciblées des
solides préparés en vue d’une sélection
selon un ou des critéres (ou fonctions
d’ objectifs) qui renvoient directement
ou indirectement aux objectifs chi-
miques prédéterminés ;

- une gestion/programmation des
données qui permette a partir de la
sélection des catalyseurs d'une généra-
tion donnée de préparer la génération
suivante ou d'évoluer vers une
deuxieme boucle de confirmation ou
rejet des formulations sélectionnées
apres synthése en plus grande quantité
et test selon des conditions proches des
conditions industrielles.
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Lafigure 2 expose le principe de ces
boucles d' optimisation adaptées aux
spécificités de la catalyse hétérogene.
Explicitons-en les étapes clé.

Préparation de « bibliothéques »
de catalyseurs

Au plan technique

La préparation d’'un grand nombre
d’ échantillons de composition diffé-
rente impose a terme une automatisa-
tion compléte. Il existe aujourd’ hui une
offre de robots de synthése de cataly-
seurs susceptibles de préparer de
maniére précise et reproductible des
bibliothéques d' échantillons (quelques
mg par échantillon). Ces robots doivent
idéalement posséder un systéme de pré-
Iévement et d’injection automatisé x,y,z
de liguides et de solides pour réaliser
des collections d'échantillons (jusqu’a
une centaine de compositions par série),
avec des fonctions programmables
d’ agitation, filtration, chauffage, et
manipulation des phases solides, éven-
tuellement sous atmosphére contrélée.
Ces fonctions correspondent en fait aux
différents actes effectués manuellement
lors de la préparation de solides par
méthodes conventionnelles (coprécipi-
tation, coimprégnation, sol-gel). Un
premier écueil sera de constater que les
offres commerciaes du moment ne pré-
sentent pas toutes ces fonctions simul-
tanément et qu’une adaptation au
niveau du laboratoire est requise. Un
second écueil sera leur colt élevé lié a
leur caractére prototypique. L’ ouverture
du marché et la mise en concurrence
entre de nouvelles PME spécialisées,
voire une commercialisation par les
laboratoires publics eux-mémes,
devraient dans les années a venir rendre
plus accessibles ces outils. Notons
cependant que la plupart des labora-
toires précurseurs en la matiéere ont
débuté avec des micro-pipettes
manuelles et des batteries des tubes a
bon marché.

Avu plan conceptuel

Il ne s'agit pas de préparer « n'im-
porte quoi » dans cette démarche
d’investigation secondaire, mais d’ avoir
pour cible des matériaux qui présen-
tent une concentration maximisée
de sites actifs et sélectifs. Illustrons

THEMATIQUTES

Objectifs ciblés et matériaux de base
(éléments constitutifs de formulations
éprouvées + éléments annexes
chimiquement "raisonnables")

'

1¢® geénération ou bibliothéque de

catalyseurs (mg) fondée sur une
composition aléatoire ou une formulation

éprouvée.

Test d'évaluation catalytique rapide en
microréacteurs paralléles :

- en continu

- non stationnaires

I

Synthese de la génération/bibliotheque
suivante (mg) suivant des régles de type
algorithme génétique :

- reproduction des meilleurs éléments

- croisement entre deux formulations
sélectionnées,

- mutation interne ou ajout d'un élément
externe

conversion, sélectivité, rendement
> vitesse de vieillissement par
mesure directe
— cinétique intrinséque des étapes
¢lémentaires par modélisation
non critéres

infirmés

critéres pré

FONCTIONS CIBLES

selon
objectifs
ciblés

préparation conventionnelle (g),
caractérisation et évaluation sous
conditions proches de l'application

industriels

confirmés

Extrapolation vers catalyseur industriel
(kg), tests pilote

industrielle (P, T)

Figure 2 - Boucles d’ optimisation de catalyseurs hétérogenes a I’ échelle du laboratoire.

d’un exemple la complexité de cet
objectif.

Dans le domaine trés sensible des
réactions de déshydrogénation oxy-
dante (ODH) d'alcanes légers (produc-
tion d'alcénes dont la demande mon-
diale ne cesse d augmenter), une idée
de base largement développée dans la
littérature associe la sélectivité cataly-
tique a un type de structure bien défi-
nie. Ainsi la phase orthovanadate d’un
catalyseur VMgO serait plus sélective
que des phases pyro- ou ortho-, bien
que des propositions contraires aient
également été formulées [8]. La rédlité
d’ une telle loi chimique limiterait sans
conteste toute démarche combinatoire
rationnelle, vu le nombre limité de
structures cristallines existantes pour un

ensemble ternaire V-Mg-O. Cependant,
de nombreuses évidences tendent a
démontrer que c'est plutdt la structure
superficielle des phases supportées (qui
peut étre totalement différente des
structures de coaur) qui « régle » les
performances ODH. Ainsi, en optimi-
sant la teneur en vanadium, nous avons
démontré que les meilleurs rendements
en alcene C; ou C, correspondaient a de
tres faibles teneurs pour lesquelles il
n’ existe plus de structures définies mais
seulement une forte concentration de
tétragdres distordus VO,* (avec I’ évo-
lution rapide d’une structure amorphe
dispersée vers une structure cristallisée
de type spinelle selon les conditions
réactionnelles [9-10]). De méme, une
étude fondamentale d’ oxydes de type
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Mo-V-Nb pour I"ODH de I’ éthane a
montré que les meilleures formulations
(déduites d'une approche précombina-
toire sur une dizaine de solides) sont
multiphasiques avec un réle important
des phases amorphes aisément réduc-
tibles [11]. Un tel constat élargit consi-
dérablement les perspectives combina-
toires en matiére d’'ODH puisqu’il ne
s'agit plus de découvrir de nouvelles
structures cristallines massiques, mais
de combiner des ééments en vue de
créer des structures superficielles
pseudo cristallines, denses en lacunes
et oxygenes de réseau mobiles et
Sectifs.

Comment constituer
une bibliothéque de catalyseurs
par combinaison d’éléments ?

Cette étape cruciale de la démarche
combinatoire se référe généralement
aux regles de sélection et d’évolution
gue I’ on observe dans la nature sous le
terme générique d’algorithmes géné-
tiques [12]. Une excellente adaptation
de ces régles a la catalyse hétérogene,
qui combine statistique aléatoire et
organisation rationnelle, est proposée
par Wolf et al [13].

Une premiére génération est tout
d’abord réalisée par combinaison aléa-
toire d’ éléments de base choisis pour
leur fonctionnalité propre, jugée néces-
saire pour un catalyseur performant.
Ainsi, dans le cas de |'ODH, les élé-
ments de base seront des oxydes pri-
maires présentant des fonctions
diverses d'acidité, de basicité, de fort
potentiel redox ou d' aptitude a facile-
ment dissocier I’oxygéne, comme des
oxydes de type, V,0;, M0O,, Fe,0,,
GaO, MgO, La,0,. Chaque combinai-
son/formulation est codée, en incluant
la concentration de chaque élément et
des données complémentaires sur le
mode de préparation ou d’ activation
(figure 3).

Puis, aprés évaluation des perfor-
mances de ces différentes combinaisons
initiales (nous reviendrons sur le mode
d’évaluation), les trois principaux opé-
rateurs mathématiques qui permettent la
création évolutive d’ une nouvelle géné-
ration de solides sont appliqués :

- la sélection (tri des « bonnes » et
« mauvaises » formulations par rapport
aun critére ou une fonction d’ objectif),
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Figure 3 - Représentation de formulations en catalyse de déshydrogénation oxydante par codage binaire
et schéma des deux opérateurs de croisement et de mutation qui permettent le passage d' une génération

de catalyseurs a une autre (selon [13]).

- le croisement (échange d’ éléments
constitutifs entre deux formulations
sél ectionnées),

- la mutation (changement de
concentration d’ ééments constitutifs ou
dans I’ ordre d'addition pour précipita-
tion séquentielle ; ajout d’un nouvel
élément, par exemple en ODH, un nou-
vel oxyde sans fonctionnalité a priori
importante pour la chimie considérée).

Ainsi, de génération en génération,
une évolution rapide vers des formula-
tions optimisées est théoriquement
envisageable. Soulignons cependant
I’importance primordiale des choix
initiaux du chimiste dans la constitu-
tion des éléments de base qui servent a
la combinaison des formulations com-
plétes. Ces choix sont auss dictés par la
possibilité ou non de combiner physi-
guement et chimiguement ces éléments
(le cas favorable de la combinaison
d’ oxydes en ODH ne I'est pas forcé-
ment pour la combinaison de différents
métaux, préparés par réduction de sels
précurseurs, CVD, plasma, etc.). On
voit |a toute la complexité de la
démarche et surtout I’ évidence que des
démarches combinatoires pourront rapi-
dement aboutir dans certains cas mais
également rapidement faillir dans
d autres.

Evaluation et sélection des catalyseurs

De nombreux systémes d’ évaluation
rapide des catalyseurs ont déja été pro-

posés dans la littérature, reflet de
I”avancement des techniques et du type
d'information recherché. Ainsi, la ther-
mographie infrarouge sur plaques
d’ échantillons [14-15] conduit a une
évaluation de la seule activité ther-
migue d'un solide. Le développement
de réacteurs paralléles sous flux
continu, couplés a des systémes d ana-
lyse rapide (comme la microchromato-
graphie en phase gazeuse ou la spectro-
métrie de masse) donne acces aux
données cinétiques globales d’ une réac-
tivité (conversion, sélectivité, vieillisse-
ment). Enfin, la cinétique non station-
naire [16-17] permet, grace a la
modélisation des signaux transitoires,
un acces rapide aux parametres ciné-
tiques intrinseques relatifs aux étapes
élémentaires de la réaction (figure 2).
D’autres modes d’ évaluation, mettant
en cauvre par exemple des mesures phy-
sico-chimiques in situ (comme la
conductivité électrique), sont techni-
guement envisageables a |’ échelle du
laboratoire. Nous privilégierons les
modes d’ évaluation les plus informatifs
car ils permettent des critéres de sélec-
tion directement fondés sur des proprié-
tés essentielles pour |’ acte catalytique.
L& encore, la connaissance fondamen-
tale de la réaction envisagée et notam-
ment de sa cinétique intrinseque reste
déterminante pour |’ efficacité de la
méthodologie [18].

Concrétement, la technique d évalua-
tion doit évidemment présenter un degré
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d’automatisation compatible avec le
débit de rotation souhaité dans la pre-
miére boucle d’ optimisation représentée
dans lafigure 2. La sélection se fera par
analyse de convergence (type moindres
carrés) entre les données recueillies par
le test d’évauation et les critéres prééta-
blis (fonction d objectifs = rendement,
vitesse de désactivation, chaleur
d adsorption d'un réactif ou de désorp-
tion d'un produit cible, coefficient de
collage, vitesse de diffusion de I’ oxy-
géne de réseau, constante redox, €etc.).

Notons que la commercialisation de
ces techniques d' évaluation (microréac-
teurs en paralléle, DRX en balayage,
thermographie infrarouge, etc.) reste
encore extrémement confidentielle par
comparaison avec les techniques de
préparation, mais devrait rapidement
envahir les sites « .com » du marché
mondial.

Extrapolation
vers des matériaux adorrés
aux exigences industrielles

Une critique majeure de I’ approche
combinatoire est que celle-ci ne condui-
rait qu'a des formulations pas ou peu
reproductibles et non extrapolables a de
réelles formulations industrielles (a
noter que I’on retrouve la une antienne
sur la préparation des seuls catalyseurs
modéles dans les laboratoires universi-
taires). La mise en place d'une
deuxiéme boucle d’ optimisation (a rota-
tion plus lente et sans processus automa-
tisé), basée sur la préparation (quantité
de I’ordre du g ou kg), la caractérisation
et |'évaluation conventionnelle des
meilleures sélections de la premiére
boucle nous semble pouvoir répondre a
cette interrogation (cf. figure 2).

Conclusions

Au-dela d' une certaine confusion en
terme de concepts et stratégies,
I" approche combinatoire nous apparait
comme une réelle opportunité a saisir
dans cette phase initiale d’ ouverture au
vaste champ de la catalyse hétérogene,
et ce notamment en matiére de
recherche publique. Les outils de base
de cette recherche, tant techniques que
théoriques, existent et des avancées
sans doute trés inégales selon les chi-
mies abordées peuvent étre raisonnable-
ment envisagées a court terme. Quant
a la « rentabilité » attendue d'investis-
sements humains ou matériels non
négligeables, il convient de souli-
gner que cette approche qui conju-
gue découverte et compréhension
s'inscrit au coaur méme des objectifs
de notre métier. De ce fait, €elle ne
peut que renforcer la créativité de nos
|aboratoires.
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Catalyse combinatoire

Nouveau concept et nouvelles techniques

Olivier Lavastre* chargé de recherche

Summary :

New concept and new methods in combinatorial catalysis

Recent progress in medicinal chemistry for the rapid identification of active substances in drug design has
increased the demand for new molecules. Several methods of combinatorial synthesis connnected to new analyti-
cal techniques allow synthesis and high throughput screening of huge number of molecules. Nowadays, this
concept is almost applied exclusively for drug discovery. Pioneering researchers are showing that combinatorial
chemistry can be applied for other research areas such as materials or catalysis.

The combinatorial catalysisis a new and powerful method to generate and evaluate a large number of catalysts

in very short delay.

Mot clés:
Key-words :

La chimie combinatoire est mainte-
nant largement utilisée en recherche
pharmaceutique [1]. En effet, de
récentes études [2] ont démontré que
I" approche combinatoire permet un gain
facteur temps de 1 000 et un gain fac-
teur colt de production de 600 par
rapport a |I’approche traditionnelle
visant a isoler et purifier chaque sub-
stance avant d'en tester, dans une pre-
miére évaluation, le potentiel théra-
peutique. Dans le sillage de ce dévelop-
pement révolutionaire en chimie phar-
maceutique, la chimie combinatoire est
maintenant appliquée a d’autres
domaines, comme la mise au point de
nouveaux matériaux [3] ou catalyseurs
[3-4].

La catalyse combinatoire représente
une approche totalement innovante
pour la détection et la mise au point de
nouveaux systémes catalytiques dans
des délais ultra-rapides.

L’ objectif de cet article n’est pas tant
de faire une liste exhaustive des diffé-
rents résultats en catalyse combinatoire,
mais plutét d’attirer I’ attention sur le
formidable impact de cette technique
pour larecherche en catalyse.
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Diversité de catalyseurs, chimie combinatoire, évaluation a haut débit.
Catalysts diversity, combinatorial chemistry, high throughput screening.

Bien qu’il s'agisse d’une approche
en pleine émergence, il est important de
parler d’impact, plutdt que de potentiel
car les résultats sont déja la. Plusieurs
bangues de catalyseurs ont déja été éla
borées [5] ; de nombreuses réactions
catalytiques ont été testées en alant de
I"homogeéne [6] a |’ hétérogéne [7],
incluant des réactions de polymérisa-
tion [8] ou des réactions énantiosélec-
tives [9-11]. Destechniques d’ analyse a
haut débit, adaptées a la catalyse, ont
été développées. L’ analyse du graphe 1
démontre clairement que nous sommes
au point de départ d'un phénomene en
croissance exponentielle. De 4 articles
entre 1996 et 1997, la catalyse combi-
natoire a fait I’objet au minimum
de 20 articles en 1999, sans inclure les
brevets.

Graphe 1 - Croissance du nombre d'articles de
catalyse combinatoire.

Présentation du concept
et des techniques
de catalyse combinatoire

Les réactions organiques catalysées
par des complexes de métaux peuvent
étre décrites comme des problémes a
multi-composants : type de réactions,
nature du métal et des ligands associés,
solvant, température et durée de réac-
tion. Par |I’approche traditionnelle
lorsqu’un catalyseur a été imaginé, il
est synthétisé, purifié, caractérisé puis
testé. Puis, selon le résultat, le cataly-
seur est |égérement ou complétement
modifié. Enfin, pour le meilleur cataly-
seur, les conditions expérimental es sont
alors optimisées par de fines variations
du solvant, de la température et du
temps de réaction. Si restrictivement
seulement trois précurseurs organomé-
talliques, cing ligands, trois solvants,
deux températures et deux durées de
réaction sont sélectionnés pour une
réaction catalytique donnée, 3 x 5 x 3
X 2 x 2 = 180 différentes combinaisons
devraient étre testées. L’ approche « une
réaction catalytique aprés une réaction
catalytique » n’est pas adaptée pour
évaluer toutes ces possibilités. Aussi,
trés souvent, le chimiste doit restreindre
le nombre de combinaisons en dimi-
nuant le nombre de paramétres en
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étudiant par exemple |’ association d’'un
seul métal a deux ou trois ligands pour
un solvant donné.

La chimie combinatoire peut per-
mettre d’ éviter cette restriction :

1) par la diversité de catalyseurs qui
peuvent étre créés,

2) par la détection rapide des cataly-
seurs les plus actifs,

3) pour I’ optimisation d’ une réaction
catalytique en variant les conditions
expérimentales.

La catalyse combinatoire repose a la
fois sur une nouvelle conception de la
recherche en catalyse et sur de nou-
veaux « outils » de synthése et de
caractérisation.

Nouveau concept

La stratégie catalyse combinatoire
consiste a créer et évaluer simultané-
ment un grand nombre de catalyseurs.
Le fait d' utiliser des banques de cataly-
seurs est en effet fondamental ement
différent de I’ approche traditionnelle en
catalyse qui vise la synthése, la caracté-
risation et I’évaluation d’'un catalyseur
aprés |’ autre.

Outils

Pour créer et évaluer cette diversité
catalytique, des techniques de synthése
et d'analyse a haut débit sont indispen-
sables.

Techniques pour créer de la diversité

Les méthodes de synthése, appli-
quées en chimie combinatoire pour la
recherche pharmaceutique, sont directe-
ment applicables pour générer tres rapi-
dement de nombreux catalyseurs.

- Une premiére technique est basée
sur I'utilisation de billes de polymeres
fonctionnalisées (technique Split and
Poal). Ces hilles, de taille homogene et
de concentration contrdlée en fonctions
réactives, sont commercialisées par de
nombreuses compagnies (ex : billes de
polystyréne, diametre 300 pm, teneur
en fonction amino -NH, : 1 mmol/g
billes). A la surface de ces billes, via
leurs fonctions réactives, un ligand peut
étre construit en plusieurs étapes par
une succession de réactions (chimie
organique supportée COS) (schéma 1).

La diversité provient du nombre
d’ étapes et du nombre de variables pour
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Schéma 1 - Synthése multi-étapes de molécules triblocs ABC.

chacune de ces étapes. Par exemple, a
partir de 10 synthons A, , 10 synthons
B, €t 5 synthons C, ., une banque de
500 ligands constitués de trois blocs A-
B-C peut étre créée en seulement trois
étapes (fixations successives de A, B
puis C ala surface des hilles). La tech-
nique Split and Pool offre de plus
I’avantage de ne générer qu’un seul
type de molécules a la surface d’une
bille donnée ; par exemple, une bille
supporterale ligand A,-B.-C,, et aucune
autre combinaison. A chaque étape de
synthése, il y a une opération de mar-
quage (fixation par liaison covalente
d’une molécule précise a hauteur
de 1 % par rapport aux fonctions réac-
tives ; un exemple de marqueur est
reporté dans |le schéma 2).

Lorsqu’une bille est repérée comme
trés active en catalyse, il suffit de libé-
rer et de lire les marqueurs correspon-
dants. Ceci permet de déterminer la
nature du ligand qui, associé au précur-
seur organométallique étudié, présente
I"activité catalytique maximale. Une
banque de ligands se présente donc
sous la forme d' une multitude de billes,
chacune correspondant a un seul ligand
(photo 1). Un gramme de billes peut
contenir 10 000 billes. Cette technique

Photo 1 - Banques de catalyseurs sous forme de
billes.

a démontré toute sa puissance aussi
bien pour la détection de nouveaux
catalyseurs que pour |’ optimisation
d’un ligand donné [5h, 12].

- A cette premiére technique, il faut
gjouter la synthése en paralléle pour
laguelle la nature de la combinaison
étudiée va dépendre de sa position dans
un repére orthonormé direct XY. Cette
approche est tout a fait applicable a la
catalyse homogeéne. Une plague présen-
tant 96 puits (photo 2) permettra par
exemple de combiner en solution
12 précurseurs métalliques (1 par
colonne) a8 ligands (1 par rangée) pour
générer potentiellement 96 combinai-
sons métal/ligand différentes. L’ utilisa
tion d’'automates de synthése ouvre des
perspectives vers des préparations a
grande échelle : nombre d’'exemplaires
d’une méme banque ou nombre de
banques différentes.

Photo 2 - Répartition de réactifs dans une plaque
96 puits.

Evaluation d’activité catalytique
a haut débit

De nombreuses techniques ont été
élaborées pour comparer |’ activité cata
lytique d’une banque de catalyseurs
dans des délais ultra-rapides.

Schéma 2 - Exemple de marqueur avec détection par chromatographie en phase gazeuse.
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Les techniques classiques de chro-
matographie (GC [3], HPLC [6]) ou de
spectrométrie de masse [3, 13-14] ont
€té modifiées par |'adjonction d analy-
seurs automatiques d’ échantillons
(microprélévement, injection et analyse
automatiques, gestion informatisée des
résultats). Des méthodes permettant de
visualiser instantanément I’ activité de
I’ensemble d’ une banque de catalyseurs
ont été utilisées comme techniques
ultracrapides d’ évaluation. Par exemple,
la thermographie infrarouge, capable de
mesurer des variations de température
del’ordre de 0,02 °C, s est avérée parti-
culierement performante pour détecter
tout dégagement de chaleur associée a
des réactions catalytiques hétérogenes
[15], homogeénes [5b] ou énantio-
sélectives[16].

Cependant, la catalyse combinatoire
n'est pas obligatoirement dépendante
d' une instrumentation complexe et oné-
reuse. La « boite a outils » du chimiste
peut s avérer particulierement perfor-
mante en catalyse combinatoire. Par
exemple, |"association d’ un change-
ment de couleur a la présence d’une
activité catalytique représente un test
visuel tres simple, d'un colt sans com-
mune mesure avec les différents équi-
pements cités ci-dessus, pour détecter
tout catalyseur actif [4a]. Par exemple,
sur la photo 3, les catalyseurs actifs
pour la réaction d'akylation alylique
sont facilement repérés sous la forme
de spots de couleur rouge.

THEMATIQUTES

Résultats et perspectives

De nombreuses réactions cataly-
tiques ont déja été évaluées par
I’ approche catalyse combinatoire. En
catalyse hétérogene, I'hydrogénation de
I"hexyne [15], |’ oxydation du
monoxyde de carbone [7a] et la réduc-
tion du monoxyde d’ azote [13], la déhy-
drogénation du cyclohexane [7b] ainsi
gue I’ oxydation du propéne [7c] ont
déja été étudiées. La liste de I’encadré
1, non exhaustive, donne un apercu du
nombre et de la diversité des réactions
de catalyse homogene déja étudiées.

Encadré 1 - Diversité de réactions
catalytiques étudiées

par I'approche chimie
combinatoire

Catalyse combinatoire (références)

Alkylation allylique [44]
Hydrosilation d’alcénes et d' imines
[4b]

Couplage de Heck [4c]

Réaction d' acylation [5b]
Hydrocyanation d’'imines [6a]
Ouverture d’ époxydes en diols[16]
Epoxydation d’ oléfines [12]
Hydrogénation d’ énamides[17]
Alkylation d'aldéhydes[9]
Réaction de métathése [18]
Insertion dans des liaisons C-H [6c]
Polymérisations d’ oléfines [9, 19]

Photo 3 - 96 combinaisons différentes (12 complexes de métaux et 8 ligands). Détection des catalyseurs

actifs par colorimétrie.
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Ces premiers résultats démontrent
clairement |’ étendue des domaines
accessibles par la catalyse combina-
toire. Toutes ces recherches ont été
menées dans des délais beaucoup plus
courts que I’ approche traditionnelle en
catalyse. A titre d'exemple, sur le prin-
cipe du test visuel présenté dans la
photo 3, un tout nouveau catalyseur
pour laréaction d’alkylation alylique a
été découvert en moins de deux mois
entre I'idée de départ et la mise en évi-
dence du résultat [4a].

La « vitesse » d' exécution de la cata-
lyse combinatoire représente un atout
indéniable pour les chimistes et ouvre
de nombreuses perspectives. Elle peut
permettre, par de fines et nhombreuses
variations, d'accéder rapidement au
meilleur catalyseur pour une famille
donnée. Mais elle offre surtout aux chi-
mistes |’ opportunité de tester un grand
nombre de systémes catalytiques diffé-
rents et d’'oser des combinaisons
métal/ligands inusuelles, ce qui repré-
sente une porte ouverte vers la
découverte de catalyseurs totalement
innovants. Si de nombreux résultats
attestent de I’efficacité de cette
approche, il faut néanmoins noter qu’il
s'agit d’un domaine en pleine émer-
gence. Aussi, afin de généraliser cette
technique, un effort important de pros-
pection et d'innovation doit étre fourni
pour repousser les limites actuelles de
cette méthode. Par exemple, la diversité
des catalyseurs accessibles actuelle-
ment par la chimie combinatoire n’est
pas aussi étendue que celle proposée
par |’ approche traditionnelle et doit
donc étre dargie. D’ autre part, les tech-
niques classiques utilisées pour évaluer
une activité catalytique ne sont pas
toutes adaptées pour évaluer a haut
débit ; en particulier, les techniques
chromatographiques sont difficilement
envisageables pour des banques impor-
tantes de composés. Pour repousser ces
limites, de nouvelles stratégies de syn-
thése et de caractérisation doivent étre
imaginées et proposées, ce qui repré-
sente un domaine d’ investigation totale-
ment nouveau.

Le présent article est axé sur la cata-
lyse combinatoire, mais il est impor-
tant de signaler que la chimie combina-
toire est aussi en train de révolutionner
la fagon de découvrir et de mettre au
point de nouveaux matériaux [3], autre
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secteur économique d’importance.
Il semble donc que, dans un proche
futur, I'expérimentation a haut débit
puisse devenir une technigue incontour-
nable pour bien des domaines scienti-
fiques et, en tout cas, pour la plu-
part des domaines de la chimie. Ces
prévisions sont renforcées par le
fort engouement et les investisse-
ments du secteur industriel pour cette
nouvelle approche ainsi que par la créa-
tion et le développement de plusieurs
sociétés spécialisées dans cette
thématique.
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Tails and steeds versus heads and beads

The case for fluorous phase methodology in combinatorial

and parallel syntheses

Christian Rocaboy* doctorand, John A. Gladysz* professor

Summary :

The development of fluorous phase synthetic chemistry is reviewed from its recent origins in strategies for

recoverable catalysts through emerging applications in high-throughput library synthesis. The roles of « pony
tails », (CH,), (CF,), ,CF,, as solubility control or « phase |labelling » elements, are described. The synthesis and
properties of fluorous aliphatic amines are detailed, and lead references to fluorous protecting groups and chro-
matographic methods are given.

Motsclés:
Key-words :

Fluoré, pony tail, coefficients de partition, amines, basicité.
Fluorous, pony tail, partition coefficients, amines, basicity.

e récent développement de la chimie en phase fluorée est revu depuis ses premiéres utilisations

en catalyse jusqu’a ses applications émergentes en chimie combinatoire. Le réle des « pony

tails », (CH,) _(CF,)_,CF,, comme éléments de contrdle de la solubilité, est décrit. La synthése
et les propriétés d’amines aliphatiques fluorées sont détaillées, ainsi que les premiéres références
concernant les groupes protecteurs et méthodes chromatographiques fluorés.

The term « fluorous » was introdu-
ced by Horvéth in 1994 as an analog to
« aqueous » for highly fluorinated
alkane, ether, and tertiary amine sol-
vents [1]. Such solvents are very non-
polar, and many are commercialy avai-
lable [2]. They commonly give bilayers
with organic solvents at room tempera-
ture, as illustrated by the first container
in scheme 1. At the same time, many
such solvent combinations become mis-
cible at elevated temperatures, as illus-
trated by the second container in
scheme 1. Many synthetic chemists had
been unaware of these characteristics.

Organic compounds - even hydro-
carbons such as dodecane - normally
have low affinities for fluorous solvents
relative to organic solvents. However,
compounds that consist mainly of per-
fluoro-alkyl segments show high affini-
ties. This reflects a « like dissolves

*
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Henkestrasse 42, 91054 Erlangen, Germany.
Phone : +49 (0)9131-8522540.
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Scheme 1 - Some possibilities for catalysis with fluorous solvents (R ;. = (CH,) .(CF,), ,CF,).

like » effect, and similar strategies are
used to design dyes that can adhere to
Teflon. Accordingly, Horvath noted
that high fluorous affinities could be
imparted to common catalysts and rea-
gents by appending « pony tails »
(CH,)-(CF,),.,CF, (abbreviated
(CH,),R;,) in sufficient numbers
or lengths. Compilations of fluorous/
organic phase partition coefficients
are available [2], and continually upda
ted on the authors’ web page
(http://www.organik.uni-erlangen.
de/gladysz/research/partition.html).

The (CH,),, segments of the pony
tails can be used to fine-tune electronic
properties. When sufficiently long, they
insulate the active site from the electron
withdrawing fluorines. When short,
catalysts and reagents have enhanced
Lewis acidities.

However, the most important func-
tion of the pony tail is as a solubility
control device, which furthermore pro-
vides the basis for an innovative new
approach to recoverable catalysts and
reagents, combining all advantages of
one-phase chemistry with biphase pro-
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duct separation. Reactions can be effec-
ted under homogeneous conditions in
the high temperature monophasic limit,
and the organic products disassociated
from the fluorous catalyst or transfor-
med reagent in the low temperature
biphasic limit (scheme 1, middle and
right containers). Many applications of
this protocol have been developed over
the last few years[3-4].

A variant involving (trifluoro-
methyl)toluene, CF,C H,, deserves note.
This solvent is able to dissolve both
fluorous and non-fluorous substances. It
can be removed at the end of a reaction,
and a non-fluorous or fluorous solvent
added to extract the desired material.

In more genera terms, fluorous che-
mistry represents a new use of « ortho-
gonal phases » in separation strategy.
As nicely articulated by Curran [5],
organic workups commonly involve
manipulations of target molecules and
by-products through various states and
media : (1) solid phases, (2) gas phases,
(3) agueous liquid phases, (4) organic
liquid phases, and (5) fluorous liquid
phases. These can be idealized as
mutually exclusive, but various
approximations are obvious. For
example, some water is soluble in most
organic liquids, and gases dissolve to
some extent in all liquids (particularly
fluorous liquids, which readily accom-
modate small molecules irrespective of
polarity) [2].

High-throughput combinatorial and
paralel syntheses entail an even more
demanding series of manipulations
involving different orthogonal phases.
Hence, it is not surprising that fluorous
chemistry was rapidly extended in this
direction [6]. The applicability to solu-
tion-phase methodologies is particu-
larly obvious. Advantages and disad-
vantages of solution methodologies

THEMATIQUTES

versus the presently dominant solid-
phase technologies have been extensi-
vely discussed and debated [7].
However, as analyzed below, fluorous
chemistry has impressive potential for
all types of high-throughput synthesis.

A current goal of polymer bead-
based synthesis is to be able to repro-
duce - as much as possible within cer-
tain intrinsic limitations - the entire
repertoire of organic reactions.
Fluorous chemistry has a similar goa :
to develop a complete « parallel uni-
verse » of fluorous functional organic
molecules, reagents, and catalysts.
Although much work remains to be
done, this « fluorous library » will be
achieved in the forseeable future.
Fluorous analogs of, for example,
Swern oxidations or Mitsunobo reac-
tions would give fluorous sulfur, phos-
phorus, and nitrogen-containing by-pro-
ducts that could be removed under the
conditions of scheme 1. These would
have immediate application in solution
phase parallel synthesis.

Curran and Wipf have developed a
« tagging » or « phase labeling » proto-
col (scheme 2) for fluorous variants of
the Ugi and Biginelli multicomponent
condensations [8]. The basic idea is to
derivatize the educt with some type of
removable assembly of pony tails. A
series of liquid phase reactions are then
conducted, and the labeled product
recovered by means of its enhanced
fluorous phase affinity. The partition
coefficients do not need to be as high as
those required in scheme 1. At the end
of the sequence, the tag or phase label
isremoved.

Fluorous silica gel is easy to prepare,
and analytical columns are commer-
cially available [9]. As illustrated in
scheme 3, efficient reverse-phase sepa-
rations are possible, with homologous
compounds eluting in inverse order of
fluorous content. This provides an alter-
native to extraction, especialy for com-
pounds with low fluorous phase affini-
ties. Curran prepared a 4 x 4 amide
library where each member was puri-

CiF; GsFyy
33 6.7

0]

R¢

(min)

(O~

0 min
80% MeOH 30 min
20% HZU: u /\ 100% MeOH
:.--J
Ri=  CjHys CyFg CeF1z3  CiFys CgFy; CoFjg CioFy)
time = 2.6 4.6 9.7 13.5 17.7 220 26.0

Scheme 3 - Chromatogram of homol ogous fluor ous amides on a fluofix 120E column.

Scheme 2 - Reversible « phase labelling » of educts and products.

L'ACTUALITE CHIMIQUE e SEPTEMBRE 2000




fied by a simple fluorous silica gel
filtration [9].

Protecting groups that have been
phase labeled are aso of obvious utility
in high-throughput synthesis. To date,
fluorous analogs of benzyl, THP, and
alkoxy ethyl ether protecting groups for
alcohols have been developed (scheme
4A) [10-11]. Fluorous strategies for the
rapid purification of non-fluorous [12]
and fluorous [4d] organometallic com-
pounds have been described (scheme
4B). Inhibitors are sometimes employed
in high-throughput syntheses.
Noteworthy in this regard is a fluorous
diaryl diselenide that, in conjunction
with stannanes, retards certain radical
rearrangements (scheme 4C) [13].

Scavengers play important roles in
both solid and solution phase parallel
synthesis. For example, the quest for
optimal covalent scavengers for pri-
mary and secondary amines has been
detailed in a recent review [14]. The
use of fluorous amines for scavenging
excess isocyanates has been reported
[15]. These and other factors prompted
us to develop systematic syntheses of
fluorous aliphatic amines with fine-
tuned fluorous phase affinities and basi-
cities. These data are summarized in the
final portion of thisarticle [4i].

The fluorous aldehydes 1-3 shown in
scheme 5 are easily prepared, and
reductive aminations can be conducted
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Scheme 5 - Versatile syntheses of fluorous primary, secondary and tertiary amines.

with Na(AcO),BH in THF at different
aldehyde/amine stoichiometries. When
two-fold excesses of benzyl amine are
used, workups give the secondary
amines 4-6 in 88-90 % yields. When
two-fold excesses of aldehydes are
used, the 4-6 generated can condense
further. Workups give the tertiary
amines 7-9 in 85-91 % yields. The ben-
zyl protecting groups in 4-9 can be
removed under mild hydrogenolysis
conditions, giving the primary amines
10-12 and the secondary amines 13-15
in>99-92 % yields.

As shown in scheme 5, the secon-
dary amines 13-15 are then condensed
with 1.0-1.2 equivalents of aldehydes
1-3 under identical reductive amination
conditions. Workups give the corres-

A. Alcohol protecting groups

B. Rapid purification

C. Miscellaneous

éf6_< >_S€>
2
Inhibitor

Ej:- (Rfs(CH2)2)3SIF _\j
1% Sn((CH,),Ry6)3
Y + TaCly —— | + CISn((CHy);R )3

| \
((CHZ men X

N
Current targets

TaCl4

organic phase
soluble

fluorous phase
soluble

Scheme 4 - Additional fluorous compounds and applications.

ponding tertiary amines 16-18 in 97-
86 % yields. The fluorous amines 10-18
dissolve in quite a broad range of sol-
vents. All are highly soluble in CHCI,,
CF,C¢H;, and fluorous solvents such as
CF,C4F,,. The primary and secondary
amines 10-15 are also very soluble in
methanol. The highly fluorous tertiary
amines 16-18 remain sparingly soluble
in methanol. None of the amines are
soluble in water or DMSO.
Quantitative data on relative fluo-
rous phase affinities are given by the
CF,C4F,,/toluene partition coefficients
in table I. Aswould be expected from a
simple « like dissolves like » model,
affinities decrease as the methylene
chain islengthened (10 vs11vs12; 13
vs14vs 15; 16 vs 17 vs 18). They also
decrease when pony tails are replaced
by hydrogen atoms (16 vs 13vs 10 ; 17
vs 14 vs 11 ; 18 vs 15 vs 12). The two
amines with the highest partition coeffi-
cients (16, 17) show no detectable resi-
dual quantity in the organic phase
(< 0.3 %). This represents, with respect

Table! - Partition coefficients (24 °C)

analyte CF.C/F,,/toluene
10 NH,(CH,CH,CH,R) 70.0:30.0
11 NH,(CH,CH,CH,CH,R,) 632368
12 NH,(CH,CH,CH,CH,CH,R ) 56.9:43.1
13 NH,(CH,CH,CH,R.,), 96.5:35
14 NH,(CH,CH,CH,CH,R,), 95149
15 NH,(CH,CH,CH,CH,CH,R ), 93.0:7.0
16 N(CH,CH,CH,R.), >99.7:<0.3
17 N(CH,CH,CH,CH.R.), >99.7:<0.3
18 N(CH,CH,CH,CH,CH,R.)),  99.5:0.5
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to the protocol in scheme 1, avery high
degree of immobilization.

Brgnsted basicity measurements
show that the inductive effect of the
perfluoroalkyl groups is strongly felt in
tertiary amine 16, which has three
methylene groups in each pony tail.
Amine 18, which features longer five-
methylene segments, remains a weaker
base than tri(dodecyl)amine (ca. 25-
30:75-70 protonation ratio in CDCl,).
The corresponding fluorous trialkyl-
phosphines exhibit similar behavior
[4c, h]. Hence, more than five methy-
lene groups are required to fully insu-
late heteroatom lone pairs from electro-
negative perfluoroalkyl groups.

In conclusion, a two-part
summary/outlook is offered. First,
the work detailed from our laboratory
has provided three series of nearly isos-
teric fluorous amines - primary, secon-
dary, and tertiary - with finely modula-
ted fluorous phase affinities and
basicities. Similar families of pyridines,
sketched in scheme 4C, will be reported
in the near future. These constitute
valuable « toolkits » for the syste-
matic development of new catalytic
and stoichiometric reactions, inclu-
ding high-throughput synthesis, based
upon fluorous nitrogen bases and
nucleophiles.

L'ACTUALITE CHIMIQUE e SEPTEMBRE 2000

THEMATIQUTES

Second, the many developments out-
lined above clearly indicate a growing
role for fluorous techniques in all of
combinatorial and parallel synthesis.
Additional innovative applications can
be expected at a rapid pace. Some
cognoscente caution, however, that com-
mercial uses are already covered by an
extremely broad patent [16], such that
licensing inquiries would be prudent.
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Combinatorial chemistry and supramolecular chemistry
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éculaire

The concept of dynamic combinatorial chemistry has developed from the consideration that self-assembly in a
multicomponent system is a combinatorial process. Combinatorial libraries based on the covalent or non-cova-
lent reversible assembly of initial building blocks allow a continuous variation of the proportions between
library products in response to a particular assay. Such dynamic libraries have recently emerged as an efficient
tool to detect and to evaluate molecular recognition between some library products and a target molecule.

Motsclés:
Key-words:

La chimie combinatoire repose sur la
mise au point de méhodes de synthése
et de criblage de vastes mélanges
construits par combinaison systéma-
tique d’unités de base. Cependant, si
I”on définit une combinaison comme un
« arrangement dans un certain ordre de
divers éléments », force est de constater
que la chimie est par essence une
science combinatoire. Les molécules
sont des combinaisons d’atomes, les
(bio)polymeéres sont des combinaisons
de monomeéres, les supermolécules sont
des combinaisons de molécules, etc.
L’ outil du chimiste de synthése est un
ensemble hiérarchisé d’ éléments & com-
biner : groupes fonctionnels, synthons,
molécules complexes, macromolécules
et supermolécules, et I'objet de la chi-
mie structurale est précisément de défi-
nir dans quel ordre ces éléments sont
arrangés au sein d' une combinaison. De
la synthese organique aux matériaux, en
passant par la catalyse et les biomolé-
cules, il est donc naturel que les déve-
loppements récents du combinatoire
trouvent échos et ramifications dans
toutes les branches de la chimie. En
chimie supramoléculaire, une mise en
perspective de |’'auto-assemblage
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comme un processus combinatoire a
aboutit a I'idée de bibliotheques dyna-
miques, dans lesquelles des liaisons
réversibles s établissent entre les unités
de bases [1]. Le principal avantage de
tels systémes est de permettre une
variation continue des proportions entre
les produits d’une bibliothéque en
réponse a un changement des condi-
tions, comme par exemple I’introduc-
tion d’un composé cible pouvant se lier
a certains produits de la bibliothéque.
Le criblage du mélange se fait smple-
ment en analysant les modifications de
la composition du mélange, notamment
le changement des proportions entre les
produits.

Réversihilité, dynamique, auto-assemblage, reconnaissance moléculaire, combinatoire.
Reversibility, dynamic, self-assembly, molecular recognition, combinatorial.

L'auto-assemblage
comme processus combinatoire

La formation dans des conditions
thermodynamiques d’ assemblages hien
définis de molécules par association et
agencement spontané est un outil puis-
sant pour la préparation de complexes
édifices moléculaires et supramol écu-
laires. Deux exemples sont représentés
figure 1, illustrant d'une part I’ auto-
assemblage d’une grille supramol écu-
laire par liaisons non covalentes entre
quatre ions Ag* et quatre ligands pyri-
diniques [2] et, d'autre part, |’ auto-
assemblage d’un macrocycle par liai-

+ 4 Ag C F3SO3

Me o]
KOMe, [18]crown-6,
toluene, reflux
N

H - -

S

/

N

Figure 1 - Exemples d’ auto-assemblages quantitatifs non covalents et covalents.
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sons covalentes entre trois unités d'un
hydroxy-ester dérivé de la cinchonidine
[3]. Ces assemblages se produisent a
I” équilibre thermodynamique de fagon
guantitative. Toutefois, les structures
obtenues ne sont pas les seuls produits
envisageables. L’ hydroxy-ester aurait
pu former d’autres oligomeéres
cycliques ou linéaires, de méme pour le
systeme ligand pyridinique et ion Ag*.
Le caractére combinatoire de ces
assembl ages covalents ou non covalents
apparait donc lorsque I'on considére
non pas seulement les produits formés,
mais tous les produits potentiellement
accessibles au systeme. Chacun d’ entre
eux représente une combinaison, ¢’ est-
a-dire une maniére d'agencer les unités
de base du systéme en nombre, en
nature et en orientations relatives.
L’ ensemble de ces combinaisons définit
la bibliothéque des produits potentielle-
ment accessibles au systeme.

Les deux exemples de la figure 1
constituent d’ un certain point de vue
des cas extrémes dans lesquels une
combinaison unique parmi toutes celles
possibles est réellement exprimée. Mais
il est facile d'imaginer des systéemes
moins « efficaces », dans lesquels plu-
sieurs structures, voire un mélange
complexe de produits seraient formés
en quantité significative. D’ une fagon
générale, |I'expression plus ou moins
compléte de la variété des structures
accessibles est dirigée par les para-
meétres thermodynamiques et cinétiques
associés aux composants et a leurs
connexions : les réactivités intrinségques
des fonctions connectrices, les facteurs
structuraux aboutissant éventuellement
a une prédisposition ou une préorgani-
sation (énergies des conformations et
configurations), les termes de solvata-
tion des différentes structures, et les
interactions non covalentes spécifiques
attractives ou répulsives intra- et inter-
moléculaires.

Finalement I’ auto-assemblage peut
étre envisagé de deux maniéres :

- dans le contexte de la synthese
d'un édifice donné, on tchera de sélec-
tionner les composants de fagon a
orchestrer les paramétres essentiels
pour la formation de |’ assemblage
attendu ; afin d’éviter la formation de
produits secondaires, cette démarche
implique une connaissance a priori de
I’ ensembl e de ces paramétres ;
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- dans une approche réciproque,
I’ expression préférentielle et inattendue
d’assemblages a partir d’un mélange
combinatoire de composants devrait
permettre d'identifier des associations
originales et les interactions non
covalentes spécifiques mises en jeu
dans leur formation (reconnaissance
moléculaire).

Alors que la premiére démarche est
depuis longtemps établie, cette
deuxiéme voie ne s'est vraiment déve-
loppée que dans les cing derniéres
années, amenant au concept de chimie
combinatoire dynamique qui met en
cauvre des bibliothéques dynamiques
virtuelles[1, 4].

La chimie combinatoire
dynamique

Le principe fondamental d’une
bibliothéque combinatoire dynamique
est la réversibilité de I'assemblage des
unités de base (figure 2). On peut envi-
sager des liaisons réversibles covalentes
comme par exemple des imines, des
borates ou des disulfures, menant a des
bibliothéques de molécules. On peut
également utiliser des liaisons réver-
sibles non covalentes comme des liai-
sons hydrogene, des liaisons ioniques,
ou des liaisons de coordination a des
métaux, menant a des bibliothéques de
supermolécules. Les proportions entre
produits de la bibliothégue reflétent ini-

tialement les paramétres cinétiques et
thermodynamiques associés aux unités
de bases et & leur connexions. Mais ces
proportions peuvent varier sous |’ effet
d’un agent extérieur comme |’ ajout
d’un compose cible, une irradiation, ou
I’application d’'une contrainte méca-
nique, électrique ou magnétique. La
variation des proportions renseigne sur
I’ effet de I’agent et ses interactions
avec la bibliothéque. La formation pré-
férentielle d' un produit (d’une combi-
naison) au détriment des autres s appa-
rente au criblage spontané du mélange.
Une bibliothéque dynamique se dis-
tingue donc essentiellement d’une
bibliothéque classique dans le fait que
la composition du mélange n’est pas
préétablie, et notamment que la propor-
tion des produits recherchés peut étre
amplifiée au cours du criblage, effectué
simultanément a la synthése. En fait, il
se peut fort bien que parmi tous les
composants possibles d' une telle biblio-
théque, seuls s’ expriment ceux qui se
lient &lacible, d’ ol la notion de biblio-
thégque combinatoire virtuelle [1, 4].
Dans les travaux décrits jusqu’a pré-
sent dans la littérature, I’agent externe
est généralement un composeé cible
gjouté, dont la présence peut conduire a
un augmentation de la fraction molaire
(et a I'identification) des produits qui
lui sont le mieux complémentaires
(figure 2). Cette stabilisation spécifique
de produits par le biais des forces de la
reconnaissance moléculaire consiste en

catégories de
produits

ALY
: o v TR KXo
* O

Figure 2 - La chimie combinatoire dynamique. Principe du coulage d'un substrat par un récepteur.
Trois catégories de produits sont distinguées : 1- ceux qui lient fortement la cible (deux sites d’ ancrage),
2- ceux qui lient faiblement la cible (un site d ancrage), et 3- ceux qui ne lient pas la cible. Le coulage
aboutit & une augmentation de la fraction molaire de produits de la premiéere catégorie aux dépens des
produits de la deuxieme catégorie. La fraction des produits de la troisieme catégorie peut également
augmenter substantiellement. L’amplitude de la stabilisation par la cible de produits de la premiére
catégorie est limitée par |I'association des produits de la deuxiéme catégorie qui, bien que plus faible,

devient significative s ces produits sont abondants.




un coulage par effet matrice d' un sub-
strat par un récepteur (comme pour un
bronze coulé dans un moule), ou réci-
proguement, en un moulage d’ un récep-
teur sur un substrat. Au cours des cing
derniéres années, de nombreux sys-
temes combinatoires dynamiques orga-
niques, inorganiques, et biochimiques
ont été décrits. Des articles de revues
récents font I’inventaire de ces travaux
[1], nous nous contenterons de citer
guelgques exemples représentatifs
(figure 3).

Un certain nombre de bibliothégques
dynamiques est basé sur des équilibres
thermiques ou photochimiques entre
isomeéres de configuration [5-6] ou de
conformations [7]. Dans ces systemes,
la stabilisation d’un isomére par inter-
action avec le substrat s'apparente a
I” adaptation conformationnelle du site
actif des enzymes. De nombreux
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exemples d auto-assemblage de récep-
teurs supramoléculaires induits par la
reconnaissance du substrat ont été trai-
tés [4]. De multiples unités de bases
s'associant par liaisons hydrogéne ou
par coordination d’un métal peuvent
étre introduites dans ces systémes avec
le dessein d’augmenter le nombre de
combinaisons [8-9]. Des bibliotheques
de macrocycles ont été construites par
connexion covalente réversible d’un
nombre variable de différents mono-
meéres [10]. D’autres systemes mettent
en jeu lareconnaissance moléculaire de
peptides [11], d' acides nucléiques [12],
ou d’ anticorps [13]. Plus proches
d’ applications d’intérét pharmaceu-
tique, des exemples de moulage de sites
actifs d’ enzymes par des petites biblio-
théques dynamiques ont été décrits
pour I’anhydrase carbonique [14] des
lectines [15], ou latrypsine [16].
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Figure 3 - Exemples d' effet matrice dans des systémes combinatoires dynamiques tirés respectivement
des références [6], [4], [14], et [16]. Les équilibres représentent schématiquement les unités de base, la
molécule cible, et I' espéce la mieux complémentaire stabilisée
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Aspects pratiques

Un certain hombre d’ aspects pra-
tiques pour la mise en cauvre d’'un sys-
téme combinatoire dynamique méritent
d' étre discutés.

Réactions

De multiples réactions permettent de
former réversiblement des liaisons
covalentes entre unités de bases : Diels-
Alder, condensation aldoliques, etc.
Ces réactions, souvent délaissées par
les chimistes comme étant une source
d’instabilité des produits, trouvent
maintenant un champ d’application
nouveau. Outre les réactions effective-
ment réversibles connues de la chimie
organique et de la chimie de coordina
tion, la catalyse enzymatique offre tout
un arsenal de processus réversibles. Les
liaisons peptidiques, par exemple, peu-
vent étre formées et hydrolysées réver-
siblement en présence de protéases
[13].

Une forte contrainte s applique sur le
choix des réactions réversibles dans le
fait que la reconnaissance moléculaire
du composé cible (le criblage) a généra-
lement lieu dans le méme milieu que la
formation du mélange combinatoire.
Méme si des phénomeénes de reconnais-
sance moléculaire ont été caractérisés
dans I’ éthyléne glycol areflux (196 °C)
[4], les interactions non covalentes
s expriment en général dans des condi-
tions douces. Pour des applications
pharmacologiques, le nombre de réac-
tions réversibles en milieu physiolo-
gique n’'est pas trés grand. Une solution
consiste a effectuer la reconnaissance
de la cible et I’équilibre dynamique
dans deux chambres différentes entre
lesquelles circulent les produits de la
bibliothégue [5, 13].

Réactivité

Dans un mélange combinatoire
dynamique, toutes les unités de bases
sont continliment en compétition pour
la formation des produits. Des réactivi-
tés trop différentes les unes des autres
conduisent & une distribution initiale de
produits trés inégale. Ces déséqui-
libres sont indésirables dans une syn-
thése combinatoire classique et géné-
ralement minimisés par des méthodes
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de séparation et recombinaison des
produits. Dans un mélange dynami-
que, I’ effet matrice du composé cible
peut compenser de faibles réactivités
et promouvoir une combinaison qui
autrement serait quantitativement
absente.

Réversibilité

La réversibilité des processus est
constitutive d’'une bibliothéque dyna-
mique, mais elle peut devenir un obs-
tacle al'identification ou I’ utilisation des
produits recherchés : que se passe-t-il s
ceux-ci ne sont pas stables en absence de
la cible ? Pour effectuer une analyse
chromatographique d’'un mélange sans
que les produits ne se désassemblent, il
peut étre utile de bloquer les équilibres
en refroidissant, en changeant le pH, ou
par un traitement chimique, comme la
réduction irréversible d’'imines en
amines [14]. De méme, un produit sélec-
tionné a partir d'un mélange dynamique
ne sera pas considéré comme un candidat
direct a une utilisation pharmaceutique,
mais plutdt comme un point de départ
(téte de série) pour concevoir des com-
posés stables.

L'ACTUALITE CHIMIQUE e SEPTEMBRE 2000
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Facteurs entropiques

Une grande part des bibliotheques
combinatoires dynamiques décrites
dans la littérature met en jeu un nombre
relativement limité de combinaisons
(< 10%). Dans quelques systémes, la
diversité accessible, sans pouvoir étre
réellement exprimée, est virtuellement
infinie. De plus grands mélanges
devraient en principe permettre d aug-
menter |a probabilité de trouver des
composes satisfaisants aux critéres de
sélection. Cependant, comme dans
toutes approches combinatoires, une
augmentation inconsidérée de la taille
des bibliothégques aboutit a des difficul-
tés. Dans le cas de hibliotheques com-
binatoires dynamiques, e moulage de
produits complémentaires par un com-
posé cible est limité par des facteurs
entropiques quand la taille du mélange
augmente, du fait qu’un nombre crois-
sant de composés pouvant lier faible-
ment la cible entrent en compétition
pour |'association avec celle-ci (voir
explication figure 2). D'un point de vue
pratique, une grande bibliotheque
pourra étre envisagée quand une sélec-
tion forte et sélective est possible. Pour

évaluer des différences
d’ énergies plus faibles,
une bibliothéque petite
et focalisée sera pré-
férée. Comme tout
mélange combinatoire,
un mélange combina-
toire dynamique devra
étre daboré avec atten-
tion afin, en particulier,
d’ éviter toute redon-
dance dans I'informa-
tion structurale portée
par les unités de base.
Le concept de chi-
mie combinatoire dyna-
mique a déja été appli-
qué dans de multiples
contextes organiques,
inorganiques ou biochi-
miques, principalement
pour identifier des phé-
nomeénes de reconnais-
sance moléculaire. Un
développement attendu
est le criblage de biblio-
théques virtuelles pour
d’autres fonctions que
la reconnaissance,

comme les propriétés mécaniques, élec-
triques, et magnétiques des produits, ou
encore la catalyse. Il n'y a pas s long-
temps, « un mélange d’espéces
instables » était pour un chimiste un
cul-de-sac dont on ne savait quoi faire.
C’est maintenant un ensemble dyna-
mique de produits utile a la découverte
de structures ou de propriétés nou-
velles.
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Synthése et application de polyméres fonctionnels
 sfructure poreuse pour la chimie combinatoire

Anthony Mercier*s"** doctorant, ingénieur chimiste, Hervé Deleuze* maitre de conférences,
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Summary :

Syntheses and applications of emulsion-derived ultraporous functional polymers

We describe the preparation and post-functionalization of an emulsion-derived polymeric foam, called
polyHIPE", bearing pendant vinyl functionalities. Particularly of great interest is the low resistance to flow, due
to large pores and large channels, making possible the functionalization of a monolithic column of polyHIPE® by
simple circulation of reactants with low applied pressure. In the presence of a free-radical initiator, compounds
such as HBr and thiols underwent a regiosel ective anti-Markovnikov addition to the residual vinyl groups. These
functional porous polymers find applications in the field of polymer-supported catalysis, solid-phase organic
synthesis, quenching and combinatorial chemistry.

Motsclés:
Key-words:

(Vinyl)polystyréne PolyH| PEZ, groupement vinylbenzyle, écoulement, thiols.
(vinyl)polystyrene PolyHIPE", vinylbenzene groups, cross-flow, thiols.

a polymérisation d’une émulsion inverse hautement concentrée, composée uniquement dans

sa phase continue de divinylbenzéne commercial, conduit & une résine ultraporeuse,

inferconnectée, constituée d’'un grand nombre de groupements vinylbenzyles. Ces groupes
vinyles résiduels font I'objet d’addition radicalaire conduisant & des fonctions supportées séparées du
squelette polymére par des espaceurs diméthylénes. D’autre part, la structure poreuse connectée
permet une circulation en continu d’espéces chimiques d travers le polymére. L'accessibilité des
fonctions greffées ouvre le champ & de nombreuses applications en catalyse supportée, synthése
organique sur support solide et chimie combinatoire.

Les matériaux poreux ont déja fait
I’ objet de nombreuses études et sont
produits selon des techniques diffé-
rentes, de la solubilisation de particules
inorganiques a I’ expansion de gaz, en
passant par la séparation de phase. La
structure des matériaux obtenus par ces
méthodes est souvent irréguliére et diffi-
cile & contréler. Une méthode récente,
basée sur la polymérisation d’une émul-
sion inverse hautement concentrée
(HIPE = High Internal Phase Emulsion),
a été développée par les chercheurs
d’'Unilever, conduisant a un matériau
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poreux de structure plus réguliere. Le
terme générique polyHIPE" a été attri-
bué a cette mousse polymeére[1].

Un travail considérable a été réalisé
par Williams et al. afin de déter-
miner les facteurs qui influent sur
la structure cellulaire [2] et la taille
des cellules [3] du polyHIPE, obtenu
avec le systéme styréne/divinylben-
zéne comme mélange de monomere
congtituant la phase continue de I’ émul-
sion inverse hautement concentrée.
Sherrington et al. ont décrit la prépara-
tion de matériaux polyHIPE a haute
surface spécifique interne, utilisant une
méthodologie similaire a celle utili-
sée pour la préparation de billes de
polymeres poreuses en présence d'un
porogéne [4].

Les polyHIPE sont caractérisés
par une densité trés faible inférieure a
0,1 g.cm3, due a un volume poreux

élevé et une compléte interconnexion
entre les cellules adjacentes [5].

Laformation, les propriétés, la stabi-
lité d’une émulsion inverse hautement
concentrée ainsi que la méthode géné-
rale de préparation d’ un polyHIPE ont
fait I’ objet d' un précédent article [6].

A travers les années, de nombreuses
tentatives ont été entreprises pour fonc-
tionnaliser des polymeres réticul és, inso-
lubles par modification de précurseurs
polyméres plutbt que par copolymérisa-
tion de monomeres fonctionnels [7-8].

Précurseur
de fonctionnalisation :
le (vinyl)polystyréne polyHIPE

En ce qui concerne la composition
de la matrice polymeére, le systéme le
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plus étudié est celui du styrene/divinyl-
benzene avec trés peu d’agent réticu-
lant, le divinylbenzéne.

Cependant, des études récentes ont
montré que la polymérisation de cet
agent réticulant n’est que partielle et
que I’on peut tirer profit des groupe-
ments vinyles résiduels, n’ayant pas
réticulés, pour une fonctionnaisation a
posteriori [9]. C’est pourquoi nous
avons eu |'idée de fabriquer un
polyHIPE composé uniquement de
divinylbenzeéne commercial (80 % divi-
nylbenzéne/20 % éthylvinylbenzene)
(figure 1).

Nous avons appel é cette matrice
polymeére (vinyl)polystyréne polyHIPE,
noté Ps-CH = CH,. Elle comporte
de nombreux groupements vinyl-
benzyles révélés et quantifiés par spec-
troscopie infrarouge a transformée de
Fourier : le taux de groupes vinyles
pendants a été estimé entre 3,0 et
4,0 mmol/g.

Propriétés physiques et chimiques

Les propriétés chimiques de ces
matériaux sont pour |'essentiel iden-
tiques a celles de leurs analogues non
poreux, préparés par les voies clas-
siques de la polymérisation.

Par contre, les propriétés physiques
sont considérablement changées. Les
propriétés les plus remarquables sont
les suivantes :

« Densité macroscopique tres faible :
de 0,02 g/cm® a 0,25 g/cm?® selon la
valeur de @imposée.

* Volume de vide correspondant au
volume des pores supérieur a 74 % (par
exemple 90 % de volume de pore pour
10 % de polymere pour ¢ = 0,90).

» Macroporosité avec des tailles de
poresalant de 5 a25 pm.

« Structure complétement inter-
connectée et uniforme avec toutes
les cellules connectées a leurs voi-
sines. Cette structure est clairement
mise en évidence par microscopie
a balayage électronique. On constate
le nombre important de petites fenétres
de taille 1 a 5 um, entre les pores
adjacents.

 Possibilité de percolation de
liquide sans qu'il soit nécessaire
d appliquer de fortes pressions. L’ écou-
lement a travers le polymere obéit a
I’ équation de Hagen-Poiseuille sui-
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Figure 1 - Polymérisation d’une émulsion inverse hautement concentrée de divinylbenzéne commercial

(méta:para 2:1).

vante, reliant la pression exercée a la
vitesse d’ écoulement :

AP=——vV
Pr?

(AP : pression exerceée sur le liquide ;
n : viscosité de la phase mobile ; L :
longueur du monolithe ; @ : fraction
volumique de pore ; r : rayon moyen
d’ une connexion entre deux pores
adjacents).

» Grande accessibilité des sites
internes rendant possible une modifica-
tion chimique al’intérieur du polymere.

Fonctionnalisation du précurseur

Ecoulement a travers la structure
a cellule ouverte

La taille relativement élevée des
pores associée au caractére intercon-
necté de la structure des polyHIPE per-
met la circulation de réactifs en solution
atravers le monolithe, sous faible pres-
sion. Nous avons ainsi pu réaliser au
laboratoire les fonctionnalisations
du précurseur (vinyl)polystyrene
polyHIPE placé dans une colonne, par
écoulement continu de réactifs dans des
solvants adéquates.

Addition radicalaire régiosélective

Nous avons réalisé des additions de
mol écules fonctionnelles sur les grou-
pements vinyles du précurseur
(vinyl)polystyréne polyHIPE" par ce
procédé d’ écoulement. Ces additions
peuvent se produire avec des réactifs
électrophiles, avec des boranes, avec
des thiols ou encore d’autres radi-
caux libres [10-11]. Les additions de
type Markovnikov, en a du noyau

benzénique, conduisent a des fonctions
supportées sur polymére du type
Ps-CHX-CHj,, et sont indésirables du
fait de la proximité des groupements
fonctionnels greffés vis-a-vis du sque-
lette polymeére : les liaisons C-X sont
relativement fragiles du fait de la stabi-
lisation par résonance des charges
potentielles créées lors d’ éventuelles
ruptures [12]. Par contre, les additions
anti-Markovnikov, en 3 du noyau
benzénique, qui représentent la plu-
part des additions radicalaires, créent
un espaceur diméthyléne entre la
fonction X et le noyau benzénique,
augmentant ainsi la stabilité et |’ acti-
vité des fonctions supportées du
fait d'une plus grande mobilité et
accessibilité [13].

En particulier, |I’addition radicalaire
de thiols HS-R présente I'intérét de
conduire exclusivement a I’isomére
anti-Markovnikov, d a la formation en
premier lieu du radical intermédiaire le
plus stable (figure 2).

L’ addition radicalaire sur les groupe-
ments vinylbenzyles nous a ainsi permis
d’obtenir un large panel de polyHIPE
fonctionnels, comme le montre la
figure 3, avec des taux de fonctionnali-
sations relativement élevés[14].

Applications
en chimie combinatoire :
chimie organique
sur support solide, scavenging

La diversité des polyméres fonc-
tionnels obtenus ouvre le champ a
de nombreuses applications en
chimie organique sur support solide
et scavenging.

W HX, amorceur, A
Ps—\Q

s

Ps —\_ W(_> Ps
X L X

am

Figure 2 - Addition radicalaire anti-Markovnikov sur le (vinyl)polystyréne polyH| PE®.
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Figure 3 - (Vinyl)polystyréne polyHI PE® fonctionnels synthétisés par la méthode par écoulement continu

(taux de fonctionnalisation en mmol/g).

Synthése organique sur phase solide
(SOPS)

Il est possible de modifier les
polyHIPE fonctionnels obtenus par
addition radicalaire de petites molé-
cules, en utilisant les voies classiques
de la chimie. Nous avons ainsi pu
modifier certaines fonctions supportées
(le plus souvent substitutions nucléo-
philes, réductions, oxydations, forma-
tion de liaison C-C) et avoir acces a des
groupes fonctionnels supplémentaires,
ainsi que des entités plus complexes

8r

OH = “
&\ . ) T ]

N

KOH J [Z]

ete
Sy I Sy |

Figure 4 - Synthése sur phase solide d’un ligand
bipyridinique pour la complexation de métaux de
transition.
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comme des ligands pour la complexa
tion de métaux de transition (figure 4)
[15] ou encore des liaisons peptides
supportées (figure 5) [16].

Extraction sélective

L’intérét majeur de la SOPS est la
facilité avec laquelle la purification
peut étre réalisée : un simple lavage
permet la séparation des espéces en
solution du polymére, rendant alors
possible I'emploi d’excés de réactifs
pour atteindre une réaction compléte.
Dans cette approche, des produits de
réaction peuvent étre formés a partir

d'une réaction en solution, et I’ excés de
réactif nécessaire a un bon taux de
conversion peut étre facilement éliminé
grace a une étape ultérieure dite de
« scavenging » impliquant la formation
d’une liaison covalente avec une espéce
électrophile ou nucléophile supportée
sur le polymere (figure 6).

Au laboratoire, nous avons choisi
comme réaction test de scavenging,
I’élimination de I'isocyanate 2,6-dimé-
thylphénylisocyanate (DMPI) par for-
mation d'un liaison covalente sur un
scavenger nucléophile, I’ aminoéthylpo-
lystyréne polyHIPE [17]. Au bout de 48
heures, le contrdle par chromatographie
gazeuse montre une capacité de pié-
geage de I'isocyanate de 0,85 mmol par
gramme de polymere, soit 75 % des
sites aminés du support.

Conclusion

La polymérisation d’émulsion
inverse hautement concentrée permet
de fabriquer des polyméres ultra-
poreux a cellules ouvertes. Facile a
préparer et peu colteux, les polyHIPE
ont des pores de largeur élevée offrant
une accessibilité plus grande des
sites, par comparaison avec les billes
MEsoporeuses préparées par sus-
pension. Nous avons montré que la
largeur des cellules et la compléte
connexion permettent une circulation
aisée de liquides a travers la structure
poreuse.

Les polyHIPE peuvent ainsi faire
I’ objet d’ automatisation utile en chimie
combinatoire, en les utilisant sous
forme de monolithes a travers lesquels
des réactifs ont la possibilité de circuler
et de réagir avec les sites actifs. Un
simple lavage suivi d’ une filtration per-
met de séparer I’ exceés de réactif du
polymeére, évitant ainsi les procédés
souvent longs et colteux de la purifica-
tion en solution.

.\/\NHz + R -Cf/

OH

. Oven) o g
e

Figure5 - Formation d’ une liaison peptidique sur phase solide.

XA
Aexds)+ B —s AB+A —» @ +AB

X
Fitrati
s AB

Figure 6 - Piégeage d' un réactif A par formation de liaison covalente avec un polyHIPE® fonctionnel.
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Nous avons montré dans un premier
temps que les polyHIPE peuvent étre
facilement fonctionnalisés par voie
radicalaire, ou éventuellement par
copolymérisation de monomeres fonc-
tionnels. Nous avons mis en évidence
dans un second temps la possibilité
d'utiliser ce nouveau type de support
pour la synthése organique sur phase
solide. Les espéces réactives immobili-
sées sur le réseau polymere peuvent
étre utilisées dans des réactions de puri-
fication (« scavenger »), ou les produits
de réaction peuvent étre facilement
séparés, isolés et purifiés, souvent
par simple filtration et lavage du
support.

Nos efforts se concentrent aujour-
d'hui sur lamise au point d' un systeme
d automatisation de circulation de réac-
tifs en solution en utilisant une pompe
péristaltique qui réinjecte le mélange

réactionnel de bas en haut de la colonne
de polyHIPE. Ce procédé en boucle
devrait nous permettre de réduire
les temps de réaction et d’ augmen-
ter |'efficacité de nos supports
fonctionnels.
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a haut débit (v-HTS)

Jacques R. Chrétien* professeur, Marco Pintore* Ph. D, Frédéric Ros* docteur

Summary :

Virtual high throughput screening (v-HTS)

Combinatorial chemistry and high-throughput screening (HTS) research programs are widely used in medicinal
chemistry and agro-chemistry, in order to select new leads. But, due to the high cost associated to synthesizing
and screening a very large number of compounds, there is an increasing need of efficient tools allowing to
design and to classify large chemical libraries in order to get enhanced information content. This objective,
defined as « data base mining » (DBM), can be achieved by analyzing molecular diversity in large databases
with help of the most up-to-date methods based on Kohonen Self Organizing Maps, Fuzzy Logic techniques and
Genetic Algorithm. In fact, the proposed methods allow to get a friendly representation of the compound distri-
bution in the hyperspace derived fromtheir molecular descriptors. These derived models of virtual high-through-
put screening (v-HTS), linking the structures of the compounds with their biological properties, are suitable to
predict activity values for new untested molecules.

Motsclés:

La chimie combinatoire (CC) et le screening a haut débit
ou « high throughput screening » (HTS) font I’ objet de pro-
grammes de recherche ambitieux dans I’industrie pharma-
ceutique et I agrochimie en vue de repérer de nouvelles tétes
de séries ou « leads » [1-3]. Le but de ces travaux est
d’ accroitre la diversité moléculaire des composés envisa-
geables par la constitution de grandes collections de compo-
sés mettant simultanément a profit toutes les combinaisons
de synthéses possibles. Ce sont ces nouvelles tétes de érie,
ainsi détectées, qui vont faire I’ objet, dans un second temps,
de pharmaco-modulations appropriées pour optimiser au
mieux |’ activité biologique recherchée. Ces optimisations
résultent de modélisation moléculaire par docking, si toute-
foislaprotéine, du récepteur ou de |’ enzyme impliquée, a pu
faire I’ objet d'études 3D cristallographique préalable. Les
modélisations moléculaires sont complétées par des études
de « relations quantitatives structure activité » (QSAR),
grace aux analyses de champs de potentiels, avec par
exemple la méthode « comparative molecular field ana-
lysis» (CoMFA) [4-6] qui reste la plus utilisée.

Mais, pour réduire le colt de la synthése et des tests in
vitro de grandes collections de composés, un besoin crois-
sant d'une plus grande rationalité dans la conception et la
gestion des plans d’ expérience de chimie combinatoire se
fait sentir. De plus, il y a, souvent encore, un grand chemin a
parcourir entre une molécule active, dans un test in vivo, et
une molécule candidate, en tant que principe actif d un
meédicament, surtout lorsqu’elle résulte de synthése pepti-
dique, en particulier pour des raisons de stabilité ou de bio-
disponibilité. C'est 1a que les chimiotheques des industries
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concernées, ou les grandes bases de données de molécules
accessibles sur le plan commercia ou technique, prennent
tout leur sens, comme source de molécules pouvant rentrer
dans le champ d’investigation ouvert par le nouveau
« lead ». Le rapprochement CC/chimiothegues/grandes
bases se situe, aors, en terme d' activité biologique visée, et
non en terme de recherche sur une série structural e reposant
sur une facilité de synthése ou un savoir faire particulier en
chimie organique classique. C'est ainsi que le concept de
diversité moléculaire et sa maitrise est devenu I’ élément
central et fédérateur des recherches actuelles de nouvelles
mol écul es bio-actives.

La diversité moléculaire est impliquée a des titres divers
dans les trois poles de la créativité pour la recherche systé-
matique de molécules bio-actives. Cestrois poles, indiqués a
lafigure 1, sont les suivants :

- 1. Lachimie combinatoire/et le HTS;

- 2. Le data base mining/ou virtual-HTS (v-HTS) ;

- 3. Lamodélisation moléculaire/ou docking et QSAR.

Diversité

Chimie
oom‘lf#lsatoi,.a

Figure 1 - Les trois poles de la créativité pour la recherche de nouvelles
mol écul es bio-actives.




Certes, trés souvent, ces trois pdles sont dissociés et mis
en oauvre indépendamment, pour des raisons de spécialités,
technologiques ou conceptuelles. Et, pourtant, ils présentent
de nombreux points de recoupements. En effet, une activité
biologique donnée implique des interactions
récepteur/ligand qui se raménent elless-mémes a des calculs
d’'interactions physico-chimiques. La maitrise de ces interac-
tions constitue e fondement de la modélisation moléculaire
mais, aussi, des stratégies d’' analyse de la diversité molécu-
laire qui sont |’ essence du data base mining (DBM) de
grandes bases qui est en plein développement (figure 2).

Figure 2 - Principes du data base mining (DBM).

L' explosion de la chimie combinatoire au cours des cing
derniéres années a conduit a renforcer I'intérét général pour
la diversité moléculaire. C'est |’ exploitation de la diversité
moléculaire qui sert de trait d’'union entre la chimie combi-
natoire et le DBM.

Si la chimie combinatoire s est imposée dans les grands
groupes industriels ou dans les sociétés spécialisées au
milieu des années 90, la modélisation moléculaire a com-
mencé a s imposer il y aune quinzaine d années. Par contre,
les bases de données en chimie, documentaires ou factuelles,
ont commenceé a se développer il y a deux ou trois décen-
nies. Elles correspondaient surtout a des besoins de stockage
et de gestion de I'information. Cependant, certaines d’ entre
elles ont pu servir de bases de connaissances a des systémes
experts, par exemple dans le cas des psychotropes [7] et ser-
vir de précurseurs au data mining, en vue de pouvoir esti-
mer, automatiquement, si une molécule nouvelle est suscep-
tible de présenter |’ activité neuroleptique ou non. Aprés
I’engouement porté a la modélisation moléculaire, puis a la
chimie combinatoire, ¢'est donc un juste retour des choses,
gu’en terme d’ épistémologie scientifique, le data base
mining permette de restaurer I'intérét porté aux « grandes
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bases maison », ou de mieux appréhender I’intérét de
grandes bases extérieures par la mise en cauvre de véritables
stratégies d’ exploitation innovantes. C'est 1a tout I’ enjeu du
DBM, avec la mise en cauvre de nouveaux concepts et de
nouvelles procédures de traitement de I’information chi-
miqgue, en vue d’ aboutir au v-HTS.

Le data base mining (DBM)

Le screening virtuel : son objet.

La CC vise a générer, de facon la plus systématique pos-
sible, I'ensemble des combinaisons réalisables, cependant
avec des limitations d’ ordre cinétiques et thermodynamiques.
La CC, dans sa phase de mise en cauvre, ne sait pasapriori si
les molécules générées seront spécialement intéressantes pour
atteindre la cible biologique visée. C'est le HTS qui permettra
de conclure. En DBM, I'analyse de la diversité moléculaire
vise a générer systématiquement de larges ensembles de des-
cripteurs capables de traduire la complexité des interactions
biologique possibles. Les moyens lourds en robotique de la
CC sont remplacés, en DBM, par une nécessité de concepts
nouveaux et d'algorithmes performants soigneusement vali-
dés. L’intérét fondamental du screening virtudl est d'aboutir a
une liste trés réduite et la plus sdlective possible de molécules
présentant |’ activité souhaitée, seules ces molécules seront
soumises a des tests in vitro ultérieurs pour vaider la prédic-
tion. En terme d' effort, de colt et de gain de temps, I’ enjeu est
donc fondamental !

Générer la diversité moléculaire

Descripteurs moléculaires

Ladiversité moléculaire vise & une approche fragmentaire
d'une information chimique globale. Cette information frag-
mentaire peut étre établie sur des bases structurales comme
dans le systeme DARC [8] ou les fingerprints. Ces
approches fragmentaires structurales sont excellentes dans
un but documentaire. Mais un nombre relativement éevés
de fragments est généré, ce qui peut nuire aux besoins de
généralité impliqué dans la maitrise de la diversité molécu-
laire en vue de la prédiction d' activités biologiques, lorsque
les composés sont en nombre trés divers et présentent une
diversité structurale trés grande.

L’information fragmentaire peut étre établie sur des bases
comportementales, c'est I’ objectif de I'utilisation des des-
cripteurs moléculaires. Ils appartiennent en fait & trois
classes : descripteurs topologiques, stériques et électro-
niques. Mais un descripteur moléculaire est par définition
réducteur. Le fait de résumer le potentiel d'information bio-
chimique qui se cache dans une structure 3D en un nombre
est obligatoirement réducteur et ce, quelle que soit la nature
del’algorithme de calcul mis en jeu. Il engendre obligatoire-
ment une perte d’information. On y remédie en testant de
facon systématique un trés grand nombre de descripteurs.

Une dégénérescence plus faible de I’ information peut étre
obtenue en prenant mieux en compte la structure molécu-
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laire 3D, maisil ne faut pas oublier que plus les descripteurs
deviennent spécifiques, plus ils perdent de leur pouvoir
généraliste dans un but de screening virtuel de grandes
bases. Un bon compromis doit donc étre trouvé dans le
choix entre spécificité et généraité, c'est pourquoi les des-
cripteurs de type 2D sont souvent retenus par rapport aux
descripteurs 3D.

Meétrique et organisation

Dans les bases de données de chimie, les composés sont
représentés sous forme de graphes qui ne sont pas directe-
ment exploitables pour des comparai sons quantitatives. Pour
pouvoir estimer a priori I’ activité biologique de ces molé-
cules, il faut étre capable de les comparer les unes aux autres
et de mettre en cauvre des raisonnements analogiques. |1 faut
passer de représentations sous forme de graphes, a une
représentation numérisée, que I’on puisse comparer entre
elles sous forme vectorielle, par exemple. Pour cela, on va
passer d’ une collection de graphes a une distribution dans un
espace de descripteurs moléculaires, comme le montre la
figure 3.

Figure 3 - L’ objectif de la diversité moléculaire est de distribuer les com-
posés dans I hyperespace de leurs descripteurs.

Ainsi, chaque molécule correspond a une position dans
I" hyperespace créé. Cet espace virtuel est muni d’une cer-
taine organisation qui n'est accessible que par voie mathé-
matique, en traitant les distances relatives entre les points
représentatifs des milliers de molécules constitutives de
cette base.

L’ objectif de créer une métrique est d'induire dans la
base de structure un ordre, une organisation qui refléte au
mieux la diversité de la population moléculaire envisagée.
Certes, cette organisation reste tributaire du pouvoir discri-
minant des descripteurs envisageés.

Visualiser ou modéliser la structure de grandes bases

Un hyperespace est un concept mathématique pour lequel
on adu mal aimaginer une représentation intuitive pouvant
conduire a une exploitation rationnelle. Une analyse en com-
posante principale (ACP) nécessite facilement une dizaine
de plans factoriels, méme dans des bases a I’ organisation
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peu complexe, pour prendre en compte 95 % de I’informa-
tion. C'est ce qui fait I'intérét de méthode de projection non
linéaire par réseaux de neurones et notamment les « self
organizing map » (SOM) de Kohonen [9-12]. La technique
SOM conduit a une représentation de la distribution des
molécules dans un hyperespace a une représentation dans un
espace 2D. L'exemple de la figure 4 illustre la possibilité
d’offrir une méthodologie simple pour comparer visuelle-
ment |’ originalité relative de deux bases de données [13]. La
figure 5 montre la possibilité de pouvoir cribler des bases de
données en discriminant simultanément quatre mécanismes
d’ action de molécules anticancéreuses.

Figure 4 - Comparaison de deux bases de données sur les pesticides orga-
nophosphorés, I’ une privée, I’ autre correspondant aux pesticides commer-
ciaux a I’aide d’'une carte SOM de Kohonen. Le degré d' originalité plus
grand de la base privée correspond aux composés qui se projettent dans les
zones en pointillé de cette carte.

Figure 5 - Screening virtuel et prédiction d’activité pour des molécules
anti-cancéreuses :

m inhibiteurs de I’aromatase, A inhibiteurs de la farnésyl transférase,
e inhibiteurs de la thymidylate synthase, O inhibiteurs de la topoisomé-
rase.

Latechnique SOM en tant que méthode de projection non
linéaire par réseaux de neurones conduit a une certaine dis-
torsion entre les distances relatives intermoléculaires et les
distances propres dans I’ hyperespace d' origine. C'est pour-




guoi des études directes dans |” hyperespace d’ origine ont été
entreprises par des méthodes déduites de la logique floue.

Les concepts de logique floue sont également trés utiles
pour traiter simultanément plusieurs propriétés. Ce cas a été
abordé initialement pour les parfums [14-15] ou une méme
mol écule peut présenter simultanément plusieurs notes
olfactives.

Conclusion

Les méthodes de travail en chimie organique dans la
majorité des laboratoires de synthése sont en train de subir
une révolution sous I'influence de la chimie combinatoire.
Elles se manifestent sous la forme de la miniaturisation des
procédés de synthése, des méthodes de séparation et d’ ana-
lyse par |e dével oppement de synthése sur support solide...

La chimie combinatoire comportent deux niveaux : (i) la
constitution de « librairies de composés » et (ii) le screening
in vitro (HTS). La chimie informatique y intervient surtout
pour dépouiller les séquences de synthése proprement dites
et remonter a la combinaison efficace qui a donné naissance
aune molécule active, donc a une possible téte de série.

Il existe toute une méthodologie applicable au DBM qui
n'en est qu’a ses débuts. Mais, si nul chimiste organicien ne
penserait se soustraire, aujourd’ hui, de I’apport des
méthodes séparatives (GC, HPLC) ou spectroscopiques
(RMN 1H, 13C, SM...), nous pensons que le screening vir-
tuel, indispensable a I’ exploitation de grandes bases de don-
nées structurales, deviendra un outil complémentaire de la
chimie combinatoire.

Au cours du temps, en chimie pharmaceutique et en agro-
chimie, I'intérét s'est déplacé des bases de données vers la
modélisation puis, plus récemment, vers la chimie combina
toire. Par un effet de balancier, le data base mining, avec la
mise en cauvre de concepts nouveaux et puissants [16],
redonne une nouvelle modernité a une compétence qui se
banalisait : celle de la gestion des grandes bases de données.
Gestion et exploitation poussée des grandes bases de socié-
tés, c’'est I'objectif du data base mining qui est en train de
conquérir une place de choix au coaur du processus d’inno-
vation et de drug design. Le fond documentaire qui s offre
au DBM est immense : d'un cbté, en terme rétrospectif, les
Chemical abstracts ont déja inventorié de I’ ordre de 19 mil-
lions de molécules diverses, et une action concertée a permis
de générer une base de molécules organiques plausibles du
milliard de composés. Le DBM a donc encore de beaux
jours en perspective au service du drug design !

Si le DBM est en plein développement et atteint sa phase
de maturité avec des taux de molécules correctement pré-
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dites supérieurs a 80 %, il reste & mettre en place des métho-
dologies interactives totalement intégrées avec les robots de
HTS.

LaCC et le DBM procédent d’ une méme démarche intel-
lectuelle : générer une hypercomplexité dans la phase préli-
minaire, éventuellement avec un nombre presque infini de
solutions, puis imaginer, dans la phase intermédiaire, des
procédures de simplification, reposant soit sur des bases
technologiques et robotiques colteuses, ou des bases mathé-
matiques et informatiques, elles mémes trés complexes, déli-
cates a concevoir mais de colt infiniment moindre dans la
mise en oauvre quotidienne. De toute fagon, dans les deux
cas, les objectifs se recoupent pour aboutir & des réponses,
en nombre tres limité, en I’ occurrence a quelques molécules
ou quelques dizaines de molécules.

Une intégration trés poussée et des échanges bidirection-
nels entre les trois poles CC/DBM/modélisation sont une
nécessité. Pour profiter au mieux de la synergie entre ces
trois pdles qui ont leurs contraintes propres, une stratégie
unitaire s impose.
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éculaire et criblage virtuel

Méthodes de recherche in silico d’analogues actifs
pour la découverte de composés thérapeutiques

Dragos Horvath* Ph.D, head of Molecular Modeling Department, Catherine Jeandenans** Ph.D, molecular modeler

Molecular similarity and virtual screening. In silico methods to retrieve active analogs in the context of

The « similarity paradigm », currently used by the medicinal chemist to design analogs of a known active
compound, inferring a property similarity on the basis of structural relatedness, is actually a statistical law : the
density of activesin a set of molecules that are similar to an active lead will exceed the density of activesin a set
of randomly chosen molecules - if the current definition of « molecular similarity » is a valid one. In the context
of combinatorial chemistry and high throughput screening, in silico similarity-based queries rely on molecular
descriptors and similarity metrics to select analogs of active compounds out of huge electronic molecular data-

This paper is abrief review of the high throughput similarity search methodol ogy, including a concrete compara-
tive example of the ability of different descriptors and similarity metrics to retrieve active analogs from alibrary.

Summary :
discovering therapeutic compounds
bases.

Motsclés:

Key-words:

Définir sans ambiguité le concept de
« similarité moléculaire » s'avere une
tache tres délicate du fait de la coexis-
tence de plusieurs niveaux d'interpréta-
tion d’une structure moléculaire, cha-
cun permettant d’aborder le probléme
de la similarité sous un angle différent.
En effet, on peut parler de la similarité
« 2D (topologique) » faisant référence a
la maniére dont les atomes sont inter-
connectés dans la molécule, d’' une simi-
larité « 3D (stérique) » se rapportant a
la ressemblance de forme, d'une simila-
rité « pharmacophorique » se basant sur
la comparaison des distributions dans
I’ espace des groupes fonctionnels pou-
vant interagir avec un récepteur macro-
moléculaire, enfin d’ une similarité
« quantique » des densités des nuages
électroniques. Traditionnellement, le
chimiste médicinal fait appel au
concept heuristique de similarité molé-
culaire pour concevoir des analogues
apparentés a un composé actif. En se
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fixant comme but |’ optimisation de
I"activité de ces analogues, il apprend,
au fur et a mesure qu'il accumule de
I’ expérience, la « bonne » pondération
de ces divers aspects définissant la
similarité moléculaire. Néanmoins, son
expertise sera biaisée envers des
aspects intuitivement appréhendés par
un humain comme la connectivité
moléculaire.

La puissance de |’ approche informa-
tique de la similarité moléculaire réside
en deux aspects :

* La puissance de calcul, permettant
le criblage de vastes collections de
structures chimiques.

* La possihilité de traiter des aspects
clés de la structure moléculaire diffici-
lement intelligibles par un chimiste,
comme le motif pharmacophorique ou
les « champs » moléculaires de diffé-
rents types.

Pratiquement, |’ exploitation des
bases de données moléculaires par
« criblage virtuel » exige une méthodo-
|ogie mathématique et informatique for-
melle qui doit permettre :

e L’énumération des structures des
composés contenus dans les bases de
données;;

Similarité, descripteurs, métriques, échantillonnage conformationnel, librairies combinatoires.
Smilarity, 2D and 3D descriptors, conformational sampling, combinatorial libraries.

* La représentation de chague struc-
ture par un descripteur moléculaire, soit
un vecteur localisant chaque composé
dans un point d’un « espace structural »
ainsi défini.

e La définition d’'une métrique de
(dis)similarité entre deux composeés,
représentant la « distance » entre les
vecteurs descripteurs de ces molécules
dans |’ espace structural.

Le contexte combinatoire, soit la
gestion de millions de composés poten-
tiels, entraine certaines contraintes dans
le choix des outils, en favorisant des
approches empiriques et rapides, tout
en conservant la faculté de mettre en
évidence les aspects importants de la
structure moléculaire.

Méthodologie
du « criblage virtuel »

Modélisation
des produits combinatoires

La gestion informatique de
« |"explosion combinatoire » - la géné-
ration d’un grand nombre de composés
égal au produit des nombres de syn-
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thons impliqués dans la bibliothéque
combinatoire - nécessite un algorithme
de génération des structures chimiques
a partir des motifs structuraux présents
dans les réactifs de départ, qui smulein
silico les ruptures et formations des
nouvelles liaisons chimiques observées
pendant la réaction de couplage.

Les approches de type « Analog
Builder » [1] procédent en déterminant
une sous-structure commune a toute
une librairie qui sera « décorée » des
différents groupes fonctionnels appor-
tés par chague synthon. L’ étape initiale
consiste a extraire ces groupes des réac-
tifsinitiaux [2]. L’ étape de construction
des produits est une opération purement
topologique qui consiste a mettre a jour
une table de connectivité entre les
atomes pour y inclure les nouvelles liai-
sons créées lors de I’ accrochage de ces
fragments a la sous-structure centrale.
L es groupes interconnectés sont sou-
vent des fragments bidimensionnels des
dessins moléculaires et, de toute
maniére, leurs positions relatives aprés
connexion ne sont pas optimisées afin
d’ éviter les mauvais contacts stériques.
Si la connaissance des aspects stériques
simpose, il est impératif de soumettre
les produits issus de la concaténation
des synthons, a des algorithmes de
conversion « 2D-3D » pour construire
une géométrie correcte a partir de la
table de connectivité et des valeurs
standard des longueurs de liaison,
angles de valence, etc. (module
CatConf de Catalyst [2]).

Les méthodes orientées vers la défi-
nition chimique d' une réaction permet-
tent de décrire n'importe quelle trans-
formation chimique, méme complexe, y
compris les cyclisations [3]. L’ environ-
nement chimigue commun a tous les
réactifs doit alors étre défini pour per-
mettre au logiciel de détecter tous les
groupes fonctionnels dans les réactifs
initiaux. De plus, des régles de corres-
pondance doivent étre établies entre les
groupes fonctionnels inclus dans les
réactifs et dans les produits finals.
L' énumération des produits est a nou-
veau une opération purement topolo-
gique.

Dans le cas particulier ou la structure
finale du composé combinatoire peut
étre formellement représentée comme
résultant du couplage de deux sous-
structures par la formation d’une seule

nouvelle liaison (A, +Bj — Ai—Bj), une
méthodol ogie développée récemment
[4] permet I accés direct a de multiples
conformations raisonnables des pro-
duits A—B, construites quasi instanta-
nément a partir des géométries prédéfi-
nies des sous-structures A et B. Ces
derniéres sont issues d' une méthode
spécifique d’ échantillonnage conforma-
tionnel générant des géométries dans
lesquelles les points d’ ancrage des deux
sous-structures A- et —-B sont compléete-
ment dépourvus de genes stériques
afin que le couplage générant |e produit
A—B soit stériquement possible. Avec
cet algorithme, I’ utilisation des modeles
multiconformationnels pour décrire des
chimiothéques de dizaines de millions
de composés combinatoires n’est plus
prohibitive en terme d’ effort de calcul.
L’ approche bénéficie donc de « I avan-
tage combinatoire » qui consiste a
effectuer, autant que possible, toutes les
étapes coliteuses en temps de calcul au
niveau des N, + Ny synthons, &fin de
pouvoir rapidement extrapoler les pro-
priétés desirées aux N, x Ny produits
de synthése sur la base des résultats
ains acquis.

Descripteurs moléculaires : 2D ou 3D ?

La discussion reste ouverte sur les
performances comparées des descrip-
teurs 2D relativement aux descripteurs
3D [5-6]. L'utilisation de descripteurs
3D peut en effet étre source d' artefacts
dus alavariance de ces descripteurs par
rapport a I’ ensemble des conformations
d’un composé. Si on génére, par
exemple, la géométrie d'un composé a
partir de sa table de connectivité avec
deux logiciels différents, on pourra
obtenir deux conformations soit deux
valeurs assez différentes pour un méme
descripteur 3D - jusqu'au point ou ces
deux conformeéres seront pergus comme
des especes complétement dissimilaires
par une métrique de similarité 3D. La
reproductibilité des descripteurs 3D
augmente s'ils sont pris comme valeur
moyenne par rapport a un ensemble de
conformations représentatives du com-
posé. Ceci exige de procéder a un
échantillonnage conformationnel de
chaque composg, d’ou I'intérét pour les
approches du style de celle présentée
dans la référence [4]. Actuellement, les
logiciels dédiés au traitement d’un
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grand nombre de molécules se limitent
plutét au calcul de descripteurs phy-
sico-chimiques (logP, pKa) ou topolo-
giques a partir de la structure 2D des
composés |1, 7].

Dans le but d accélérer encore plus
le calcul des descripteurs moléculaires
des chimiothéques combinatoires,
I"exploitation de « I’ avantage combina-
toire » a été envisagée par plusieurs
auteurs, notamment pour générer rapi-
dement des descripteurs 2D pour les
librairies combinatoires dans le
contexte des représentations de
Markush [8], ou pour définir des des-
cripteurs pseudo-3D des produits
comme une concaténation des vecteurs
décrivant chague synthon (sans néan-
moins générer une vraie structure 3D
du produit fini [9]). L’accés quasi ins-
tantané aux conformations des produits
[4] ouvre la voie a I’ exploitation des
descripteurs 3D dans le contexte de chi-
miothéques de trés grande taille [10].
La caractérisation compléte de 80 mil-
lions de composés combinatoires en
termes d’un descripteur pharmaco-
phorique « FBPA - Fuzzy Bipolar
Pharmacophore Autocorrelograms » - a
pu se faire en un mois de temps CPU
sur une station de travail Silicon
Graphics.

Le descripteur FBPA [10] représente
les densités de distribution des paires
d’ éléments pharmacophoriques (tels
gue « hydrophobe-cation », « hydro-
phobe-aromatique », « donneur-accep-
teur d' hydrogéne »...) en terme des dis-
tances géométriques séparant ces
éléments, moyennées sur I’ensemble
des conformations. Ceci est un cas par-
ticulier de descripteur pharmacopho-
rique, se basant sur lalogique floue afin
de minimiser I'impact des artefacts
d’ échantillonnage conformationnel.
D’ autres descripteurs pharmacopho-
riques « binaires » décrivent I’ existence
ou absence des motifs structuraux a
3, voire 4 éléments de pharmaco-
phore [11]. Chaque motif, défini par les
ééments qui le composent et les inter-
valles des distances entre ces éléments,
est codifié par un bit dans une séquence
binaire : un bit « allumé » (1) signalant
la présence tandis qu'un bit « éteint »
(0) signale |I'absence du motif. Ce
caractére binaire rend ces descripteurs
assez sensibles aux artefacts géomé-
triques, car des bits différents peuvent
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étre allumés par des conformeres diffé-
rents (un bit sera allumé dans le des-
cripteur moléculaire final si le motif
codé par celui-ci est au moins présent
dans une conformation).

Métriques de similarité

En fonction de la nature des descrip-
teurs moléculaires, il existe une grande
variété de métriques qui sont des fonc-
tions traduisant une « distance » entre
les points occupés par deux molécules
dans I'espace structurel défini par ces
descripteurs. Généralement [12], ces
métriques sont soit de type euclidien
(mieux adaptés pour la comparaison
des vecteurs de descripteurs 2D et 3D
classiques), soit des coefficients de cor-
rélation entre deux vecteurs (mieux
adaptés pour les descripteurs binaires).
Enfin, toujours dans le but de réduire
I"impact des artefacts géométriques,
une approche introduisant la logique
floue est utilisée pour comparer les
FBPA. Certaines approches peuvent
inclure des paramétres ajustables dans
le calcul de la métrique de similarité
comme c'est le cas pour la métrique
associée aux FBPA. Les métriques peu-
vent alors étre calibrées afin d optimi-
ser des problémes spécifiques dans une
approche purement mathématique ou,
au contraire, de maniére a corréler
I"intuition du chimiste qui examine les
composeés trouveés similaires par la
métrique.

Validation

Une expérience test a été congue
pour déterminer :

« s |'utilisation de ces outils permet-
tait de diminuer I'effort d’ expérimenta-
tion a haut débit des chimiotheques
dans le but d'y découvrir des composés
actifs,

« la performance relative des diffé-
rentes métriques de similarité dans la
détection de composés anal ogues actifs.

Nous avons considéré deux familles
d’'inhibiteurs A et B de la protéine
farnesyl transférase FT [13-14]
(figure 1) pour traiter le probleme sui-
vant : supposons qu’un seul inhibiteur
de la famille A soit connu et qu’'une
chimiotheque contienne plusieurs
représentants de la classe B, les outils
utilisés sont-ils capables, a partir de la
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Figure 1 - Composé de référence A inhibiteur de la farnésyl transférase a droite utilisé pour retrouver
les composés de type B (exemples des structures a droite) « cachées » dans une librairie combinatoire.

structure de A de classer les composés
de types B comme plus proches voisins
de A - prouvant ainsi que la stratégie
du test sélectif de ces plus proches voi-
sins est supérieure au test a I’aveugle
de toute la chimiotheéque. Cette
chimiothégue est un sous-ensemble de
629 médicaments de la pharmacopée
des Etats-Unis, ne contenant pas
d’ autres composés dont le role théra-
peutique majeur soit inhibiteur de FT
(bien qu’on ne puisse exclure que cer-
taines de ces molécules aient une acti-
vité résiduelle sur cette cible). Parmi
ces 629 composés, nous avons réparti
37 inhibiteurs de type B. Les familles
d’inhibiteurs de type A et B, bien
gu’ agissant sur le méme site de la pro-
téine, sont structurellement trés diffé-
rentes, leur similarité supposée n’ étant
pas intuitivement reconnaissable par un
chimiste médicinal.

Le degré de similarité de chaque
molécule dans la chimiotheque par rap-
port alaréférence A a été estimé par 4
méthodes différentes - dans les 3 der-

niers cas, les descripteurs ont été calcu-
Iés a partir des ensembles d'au plus 20
conformations pour chague molécule - :

1. descripteurs 2D, 3D (de forme) et
topologiques « standard » calculés par
le programme Cerius? [1], incluant des
informations relatives aux hétéro-
atomes (états électrotopologiques [7]) ;
métrique euclidienne,

2. descripteurs pharmacophoriques
binaires a 3 éléments ; métrique de
Dice[15],

3. descripteurs pharmacophoriques
binaires a 4 éléments ; métrique de
Dice,

4. descripteurs et métrique de Dice
«floue » FBPA [10].

Les composeés des chimiotheques ont
été classés par ordre de similarité
décroissante avec A et la fraction des
composés B « cachés » (y %) trouvés
parmi les composés classés comme les
plus similaires vis-avis de A (x %) est
représentée en fonction de x % sur la
figure 2. Plus la pente de cette courbe
est importante, moins on devra tester de

| —e— score de similarité basé surles FBPA —a— Distance Euclidi

—x— phar a 3 points —x— pharmacophores a 4 puin(s‘

% de composé de type B retrouvé
g

o
SR N o o

AAA A
° m—hmm“ﬁ*ﬂﬁﬁﬁﬁﬁa
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% de la librairie échantillonnée
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33

Ve 1 ®
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Figure 2 - Capacité de différentes métriques de similarité & retrouver les composés inhibiteurs de la far-
nésyl transférase de type B, disséminés parmi 629 composés de la pharmacopée US par sélection des
plus proches voisins du composé de référence A (figure 1).
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composés si on suit I’ ordre indiqué par
I’indice de similarité pour découvrir
une fraction donnée des actifs
« cachés » dans la chimiothéque.

En utilisant la métrique de Dice
« floue » associée aux FBPA, nous
aurions a tester seulement 10 % de la
chimiotheque, dans |’ ordre de similarité
décroissante par rapport a A, pour trou-
ver 90 % des composés inhibiteurs de
type B. La stratégie utilisant le criblage
virtuel basé sur |I'approche FBPA est
donc plus efficace que le test direct de
I’ ensembl e de la chimiothéque.

En revanche, la métrique euclidienne
associée aux descripteurs 2D classiques
ne découvre pas la similarité existante
entre la référence A et les composés de
type B. Pire, les composés de type B
apparaissent encore plus éloignés de A
gue les 629 composés de la librairie, en
principe dépourvus d’ activité sur FT.
Bien que certains descripteurs (comme
les clés électrotopol ogiques) contiennent
desinformations sur le type et le nombre
des hétéroatomes, ils sont impuissants a
traduire I’arrangement relatif des
groupes fonctionnels des molécules.
Tandis que I’ analyse des motifs pharma-
cophoriques avec la technique FBPA
arrive a mettre en évidence une simila-
rité peu évidente entre A et B,
I’ approche basée uniquement sur topolo-
gie et forme moléculaire échoue.

Les empreintes pharmacophoriques
basées sur la définition de pharmaco-
phores a 3 points classent correctement
les inhibiteurs de type B dans les
composés similaires a A, avec une per-
formance globale comparable a la
méthode FBPA. Curieusement, les
empreintes pharmacophoriques basées
sur la définition de pharmacophores a
4 points sont moins performantes que
les descripteurs 3D codant la position
de paires ou triplets d’atomes. Si on
examine les scores de similarité des
composés identifiés comme plus
proches voisins de A par les descrip-
teurs a 4 points, on constate que le
score de similarité est de 0,98 tradui-
sant une similarité presgue nulle (score
de similarité maximum = 0, dissimila-
rité maximum = 1). On en déduit
gu’aucun des composés de la librairie
(y compris les inhibiteurs de type B) ne
posséde pratiquement de motifs phar-
macophoriques a 4 points en commun
avec la référence. Ils possedent néan-

moins des motifs apparentés, mais qui
sont représentés par d autres bits allu-
més dans les empreintes. On touche ici
ala limitation de ces descripteurs 3D
qui doivent contenir une certaine notion
de « flou » pour compenser les pro-
blémes dus a la comparaison de valeurs
discrétes dans une métrique de simila-
rité. Méme s les descripteurs a 4 points
contiennent potentiellement plus
d’ information sur I’ arrangement 3D des
éléments pharmacophoriques, et donc
devraient permettre de classer plus pré-
cisément les composés en matiéere de
similarité, les problémes dus aux arte-
facts géométriques annulent compléte-
ment |’ avantage de la définition précise
des pharmacophores. L’ augmentation
de la taille de la famille des conforma-
tions utilisées pour la construction de
cette empreinte peut partiellement atté-
nuer ce probléme.

Conclusion

L’ apport des algorithmes de recon-
naissance de la similarité moléculaire a
la recherche d’analogues actifs peut,
au-delade larapidité de I’ outil informa-
tique, se concrétiser par la découverte
de composeés qui présentent I’ activité
souhaitée, méme si leur ressemblance
avec le composé de référence n'est pas
évidente. En effet, en utilisant des
approches basées sur I’analyse des
motifs pharmacophoriques 3D, le cri-
blage virtuel met en évidence des simi-
litudes significatives pour I’ activité bio-
logique, mais difficilement perceptibles
par le chimiste. Bien que colteuse en
temps de calcul, cette analyse, nécessi-
tant la construction de modéles confor-
mationnels 3D, peut désormais étre
appliquée au traitement de grandes chi-
miothégques combinatoires. Les arte-
facts engendrés par I’ utilisation des
descripteurs 3D peuvent étre minimisés
par une définition appropriée de la
métrique de similarité utilisant la
logique floue par exemple.
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...un outil complémentaire

pour l’instant

es différents articles de ce numéro spécial aménent certains éléments de réponse a la ques-

tion soulevée dans |’ éditorial « La chimie combinatoire : nouvelle discipline ou stratégie de

développement ? ».
L’ utilisation d’ équipements capables de travailler a haut débit (robot de synthése ou d’ évalua-
tion), qui permet en fait ssmplement un gain de temps, ne constitue pas en soit une nouvelle
approche de la recherche. Par contre, le temps gagné peut étre valorisé pour tester de trés nom-
breuses combinaisons qui n’auraient pu étre étudiées par I’ approche traditionnelle faute de
temps. Aussi, les outils de la chimie combinatoire sont de plus en plus employés aussi bien dans
le milieu académique gqu’'industriel. Dans ce sens, il est possible de parler d’'une stratégie de
développement avec comme priorité la compétitivite.

Néanmoins, il existe une premiére différence importante entre |’ approche traditionnelle et
I" approche combinatoire. L’ approche traditionnelle se place dans une logique itérative ou les
conclusions de chagque expérience servent a planifier la suivante jusqu’ a I’ obtention du résultat
visé. Le raisonnement de |’ approche combinatoire est inverse : sur la base d’une définition
exacte de I’ objectif, un test de sélection est mis en place ; ensuite, une banque est préparée et
évaluée. Par cette derniére approche, seules les molécules qui passent au travers de ce test, et
qui présentent donc le profil adapté a I’ objectif visé, seront resynthétisées et caractérisées. A
cette premiére différence, il faut gjouter une approche expérimentale différente. En effet, si la
base scientifique et la compétence des chercheurs dans leur domaine est indispensable pour ces
deux types de recherche, il faut, dans le cas de la chimie combinatoire, gjouter un raisonnement
supplémentaire qui prend en compte le nombre trés important de molécules qui sont préparées
et testées simultanément. S'assurer de la qualité des bibliothéques et de la pertinence du test
s effectue en effet différemment de la caractérisation et de |’ évaluation d’une seule molécule.
Néanmoins, ces différences ne suffisent pas pour parler réellement d' une nouvelle discipline.
L’ approche combinatoire pourrait donc, pour I'instant, plutét étre décrite comme un outil
complémentaire pour la recherche traditionnelle. Un outil nouveau, particuliérement
efficace mais qui doit encore progresser pour atteindre une large gamme d’ applications.

Pourquoi pour I'instant ? En fait, I’ énorme quantité de données générées par la chimie combi-
natoire représente une mine d’informations qui N’ est, pour le moment, utilisée que d’ un point de
vue qualitatif (systéme intéressant/systéme non intéressant). De récentes études visent a appli-
quer la chimiométrie d’ une part pour extraire, par des traitements informatiques, les informa-
tions cachées parmi une multitude de résultats et, d’ autre part, pour planifier les protocoles de
préparation des bibliothéques. Ceci pourrait entrainer trés prochainement les chimistes a prévoir
leurs expériences non plus uniquement sur la base de leur compétences mais en s appuyant en
plus sur |’analyse statistique des résultats précédemment obtenus par chimie combinatoire.
Dans ce sens, |’ association chimie combinatoire/chimiométrie pourrait étre décrite comme une
nouvelle discipline.

Au nom de tous les auteurs ayant participé a ce numéro spécial, je tiens a remercier chaleureu-
sement Anna Proust et Bernard Sillion pour nous avoir donné I’ opportunité de présenter cette
approche qui concerne I’ensemble de la chimie.

Olivier Lavastre
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