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La maladie d’Alzheimer, qui affecte entre 12 et 15 millions d’individus dans le 

monde, est la maladie neurodégénérative la plus fréquente. Suite au vieillissement de la 

population, elle constitue à l’heure actuelle un problème majeur de santé publique. 

Comme dans plusieurs autres maladies neurodégénératives (maladie de Parkinson, 

maladie de Huntington ou maladies liées aux prions par exemple), la pathologie est 

associée à un repliement toxique d'une protéine qui conduit à l’agrégation de celle-ci. 

Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, c'est le peptide β-amyloïde (Aβ) qui s'agrège dans 

le cerveau sous forme de plaques amyloïdes. Les ions métalliques (cuivre, zinc, fer, …) 

interagissant avec Aβ sont impliqués dans cette précipitation et prennent également part à 

sa toxicité via la génération d’espèces réactives de l’oxygène induisant des dommages sur 

de nombreuses entités biologiques (lipides, protéines, ADN).  

Seuls deux types de traitements existent actuellement dans le cadre de la maladie 

d’Alzheimer, et agissent sur les symptômes cliniques de celle-ci. Des stratégies 

thérapeutiques ciblant les causes de cette maladie sont donc souhaitables pour lutter 

contre sa progression. Parmi les différentes voies envisagées, la chélation des ions 

métalliques interagissant de manière toxique avec le peptide β-amyloïde semble être un 

axe de recherche intéressant. 

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés au développement de molécules 

chélatantes à activité anti-Alzheimer potentielle. Dans le but d'améliorer les propriétés 

de chélation de ligands bidentates du CuII et du ZnII, notre stratégie a consisté à relier 

deux de ces ligands par un lien covalent pour former des molécules tétradentates 

stables afin de pouvoir moduler, en particulier, l'homéostasie des ions métalliques tels 

que le cuivre dans le cerveau. 

 

 

L'étude bibliographique présentée dans le premier chapitre de ce mémoire sera 

consacrée aux mécanismes de la maladie d’Alzheimer. Elle traitera en particulier du 

peptide β-amyloïde et de son interaction avec les ions métalliques, ainsi qu’aux 

événements qui lui sont associés et qui conduisent à la dégénérescence et à la mort 

neuronale. Suite à cette description seront exposées les stratégies thérapeutiques actuelles 

et en développement. 



Introduction générale 

2 

Le second chapitre rapportera une première étude sur la Cyclo-bi-Phen, un 

composé de type polyphénanthroline qui chélate les ions métalliques et a montré des 

effets intéressants sur des souris transgéniques modélisant la maladie d’Alzheimer.  

Dans le troisième chapitre, nous décrirons la conception et la synthèse de 

chélateurs polyquinoléine (principalement bisquinoléine) pour lesquels les entités 

quinoléine composant ces molécules sont reliées par un bras de jonction en position 2 ou 

8 du noyau quinoléine.  

Le quatrième chapitre présentera une étude des propriétés de chélation de ces 

ligands pour les ions métalliques CuII et ZnII
 impliqués dans la maladie d'Alzheimer. Il 

exposera également l'évaluation in vitro des chélateurs synthétisés, qui a révélé pour 

certains composés une activité d'inhibition de la précipitation d'Aβ42 induite par les ions 

métalliques mais aussi de la production de peroxyde d’hydrogène due aux complexes 

Aβ42·métal.  

Enfin, le dernier chapitre proposera une étude mécanistique concernant la 

production et la dégradation du peroxyde d’hydrogène par le peptide Aβ42 en présence 

d’ions métalliques rédox-actifs et d'un réducteur. Le mode d’action des chélateurs vis-à-

vis de ces phénomènes de production / dégradation d'H2O2 sera également étudié.  
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I. La maladie d'Alzheimer 

La maladie d’Alzheimer est la maladie neurodégénérative la plus fréquente (elle 

représente 50 à 60 % des cas de démence estimés) et touchait en 2005 entre 12 et 15 

millions d’individus dans le monde (Alzheimer International, www.alz.co.uk). Dans les 

pays occidentaux, elle constitue la quatrième cause de décès, précédée par les maladies 

cardiaques, le cancer et les accidents vasculaires cérébraux. 

 

Cette maladie affecte plus de 10 % des personnes de plus de 65 ans. L’âge est un 

facteur de risque majeur, la probabilité de développer la maladie doublant tous les 5 ans 

après 65 ans. Avec l’augmentation et le vieillissement de la population, aussi bien dans 

les pays développés que dans les pays en voie de développement, le nombre de cas de 

maladie d’Alzheimer va continuer à s’accroître. Ainsi, d’après l’Organisation Mondiale 

de la Santé (OMS), le nombre de personnes de plus de 60 ans atteignait 600 millions en 

2001, et les prévisions annoncent 1,2 milliard en 2025 et 2 milliards en 2050. Par ailleurs, 

en Europe, l’une des régions du monde où la tendance au vieillissement est la plus 

marquée, la proportion des plus de 60 ans devrait passer de 20 à 35 % d’ici 2050 (OMS, 

www.who.int/fr). La maladie d’Alzheimer est donc actuellement un problème majeur de 

santé publique. 

 

I.1 Manifestations cliniques  

Les manifestations cliniques de la maladie d’Alzheimer incluent des troubles 

importants de la mémoire, particulièrement des évènements récents (mémoire épisodique) 

dans les stades initiaux de la maladie, les faits anciens restant en mémoire jusqu’à un 

stade avancé de la maladie (Vandenberghe and Tournoy, 2005). L’aggravation des 

troubles conduit à une perte de cohérence dans le discours et une inintelligibilité de 

l’expression écrite, ainsi qu’à des détériorations dans d’autres domaines cognitifs 

interférant avec l’humeur, la raison ou le jugement. Il en découle une altération de la 

personnalité, des troubles neurologiques (aphasie, crises épileptiques) et une démence 

prononcée. A un stade final, même des taches simples comme le maintien de l’hygiène ne 

peuvent plus être accomplies et le patient devient totalement dépendant. L’agitation et des 

comportements délirants viennent de plus compliquer la prise en charge du malade par 

son entourage, ce qui rend la phase terminale de la maladie particulièrement difficile. 

http://www.alz.co.uk/
http://www.who.int/fr
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Une fois le diagnostic établi, l’espérance de vie peut atteindre 20 ans, même si la 

durée moyenne de survie se situe entre 5 et 10 ans.  

 

Lésions présentes dans le cerveau 

La maladie d'Alzheimer se caractérise par deux types de lésions cérébrales qui 

avaient été décrites dès 1906 par le médecin psychiatre allemand Alois Alzheimer : les 

plaques amyloïdes extracellulaires et des enchevêtrements intra-neuronaux de 

neurofibrilles (Fig. 1) (LaFerla and Oddo, 2005). Ces lésions sont principalement 

accumulées dans le cortex (partie superficielle du cerveau) et l'hippocampe (Fig. 2). 
 

 
Fig. 1. Plaques et enchevêtrements dans un cerveau de patient atteint de la maladie d’Alzheimer, 
post mortem (d’après LaFerla and Oddo, 2005). (a) Microphotographie de plaques amyloïdes 
marquées par des anticorps spécifiques anti-Aβ42. (b) Microphotographie de neurofibrilles 
marquées par des anticorps spécifiques.  

 

De plus, la maladie d'Alzheimer se caractérise par la perte de synapses et de 

neurones. Ce phénomène a lieu dans un premier temps dans la partie la plus interne du 

lobe temporal du cerveau (cortex entorhinal et hippocampe), qui est la région vers 

laquelle convergent les informations pour être mises en mémoire (Fig. 2). Les lésions se 

développent ensuite vers les lobes pariétaux, occipitaux et frontaux, pour envahir presque 

tout le cerveau, sans toutefois atteindre les centres de commande de la motricité.   

 

 
 

Fig. 2. Représentation des zones du cerveau impliquées dans la mémoire épisodique (d'après 
Vandenberghe and Tournoy, 2005). 
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Enfin, le cerveau des malades d'Alzheimer présente d’autres altérations 

neuropathologiques (Fig. 3) incluant l’atrophie du cerveau, la réduction sélective de 

certains systèmes de neurotransmetteurs (tels que l’acétylcholine) qui sont retrouvés en 

particulier dans les zones associées aux plaques amyloïdes et aux neurofibrilles et une 

diminution du métabolisme énergétique. On trouve également dans le cerveau de ces 

malades un taux de stress oxydant important et un niveau élevé d’inflammation (Mattson, 

2004).    

 
Fig. 3. Comparaison de cerveaux de personnes saines et d’individus atteints de la maladie 
d’Alzheimer (d’après Mattson, 2004). (a) Volume global du cerveau (rétrécissement marqué du 
lobe temporal (partie basse) et des lobes frontaux (partie gauche)). (b) Imagerie TEP révélant le 
glucose : le patient atteint de la maladie d'Alzheimer montre une forte diminution du métabolisme 
énergétique dans le cortex frontal (haut du cerveau) et les lobes temporaux (sur les cotés).    
 

I.2 Diagnostic 

Le diagnostic actuel de la maladie d'Alzheimer repose sur la combinaison de tests 

neuropsychologiques et de techniques d’imagerie cérébrale (IRM, tomographie à 

émission de positrons (TEP)). Cependant, à l’heure actuelle, aucune de ces techniques 

n’est capable de déceler les troubles ou les lésions à des stades précoces, ce qui est 

problématique pour une prise en charge rapide des malades. Aujourd’hui encore, un 

diagnostic certain ne peut être établi que par l'observation des plaques amyloïdes et des 

enchevêtrements de neurofibrilles lors d’un examen post mortem. 

 

De plus, il faut noter que pendant de nombreuses années l’absence d’un modèle 

animal de la maladie, propre à l'homme, a constitué un lourd handicap pour la 

compréhension de la pathologie et l’exploration de nouveaux axes thérapeutiques. En 
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effet, la maladie d’Alzheimer se développe lentement et toute amélioration est 

essentiellement évaluée par des tests comportementaux de fiabilité limitée. 

Il est actuellement possible d’utiliser des souris transgéniques pour tester des 

hypothèses biologiques et des molécules ayant une activité thérapeutique potentielle. Ces 

souris sont produites par surexpression de un à deux (voire trois) gènes humains, le plus 

souvent mutés, impliqués dans le développement de la maladie d’Alzheimer. Les souris 

transgéniques résultantes, bien que ne développant pas tous les aspects de la maladie 

d’Alzheimer, sont des modèles puissants pour l’étude des lésions caractéristiques de la 

maladie et des déficits cognitifs associés (Higgins and Jacobsen, 2003).  

 

 

Nous nous attacherons dans la suite de cet exposé à établir un lien entre les 

observations cliniques associées aux déficits cognitifs (les plus dramatiques étant la 

dégénérescence des neurones et la perte de synapses) et les causes de ces 

dysfonctionnements. 

 

II. Systèmes cellulaires perturbés dans la maladie 

d'Alzheimer  

II.1 Introduction : les cellules du tissu nerveux 

II.1.1 Les neurones et la transmission neuronale 

Le neurone est un type de cellule différenciée qui compose, avec les cellules 

gliales, le tissu nerveux. Il est composé d'un corps cellulaire et de prolongements de deux 

types : les dendrites et l'axone (Fig. 4). Son rôle est d'assurer la transmission du signal 

nerveux. Il est important de noter que la plupart des neurones sont incapables de 

division cellulaire. Cette incapacité fait qu'un traumatisme endommage le système 

nerveux de façon irréversible. 

 

Lors de la transmission neuronale, les dendrites reçoivent une information 

provenant d'autres neurones sous la forme d'un potentiel membranaire électrique 

(potentiel d'action). Celui-ci est engendré par un flux d'ions Ca2+ dans la cellule au travers 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_%28biologie%29
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des canaux ioniques suivi d'un efflux de K+ à travers la membrane pour restaurer le 

potentiel membranaire au repos. Cet influx nerveux se propage de proche en proche le 

long de l'axone, puis est transféré au neurone suivant au niveau de la synapse. Le signal 

électrique y est alors converti en signal chimique : l'axone du neurone présynaptique 

contient des neurotransmetteurs chimiques qui sont libérés au niveau de la synapse sous 

l'influence du potentiel d'action. Le neurotransmetteur diffuse dans la fente synaptique et 

se lie à des récepteurs spécifiques sur le neurone post-synaptique, initiant un signal qui 

sera à son tour transmis dans cette cellule (Fig. 4). 
 

 
 

Fig. 4. Représentation schématique d'un neurone et d'une synapse (d'après 
www.lecerveau.mcgill.ca). 

 

De plus, la mémoire et l'apprentissage sont associés à la transmission neuronale par 

un processus appelé potentialisation à long terme. Ce phénomène consiste en un 

renforcement de l'activité et de l'efficacité des synapses sur de longues durées, via des 

changements morphologiques durables des neurones.  

 

II.1.2 Les cellules gliales 

Les cellules gliales sont une composante majeure du système nerveux central, leur 

nombre étant environ trois fois supérieur à celui des neurones. Sans participer de façon 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Synapse
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directe à la neurotransmission, les cellules gliales jouent un rôle de soutien qui contribue 

à la définition des contacts synaptiques et au maintien des capacités de transmission des 

signaux des neurones.  

On trouve dans le système nerveux central plusieurs types de cellules gliales, dont 

les astrocytes et les cellules microgliales. Les astrocytes assurent un support mécanique 

aux neurones et les approvisionnent en nutriments. Ils ont de plus un rôle de digestion et 

d'élimination des "déchets". Les cellules microgliales constituent quand à elles la 

première ligne de défense contre les envahisseurs étrangers, avec un rôle comparable à 

celui des macrophages.  

 

II.2 Dysfonctionnement des systèmes de neurotransmetteurs dans 

la maladie d'Alzheimer  

Certains systèmes de neurotransmetteurs (acétylcholine et glutamate) sont 

particulièrement affectés lors de la maladie d'Alzheimer, en particulier dans les zones du 

cerveau les plus touchées par la maladie que sont l'hippocampe et le cortex.  

 

II.2.1 L'acétylcholine 

L’acétylcholine (ACh) est un neurotransmetteur important impliqué dans 

l'attention et l'apprentissage. Son taux est régulé par deux enzymes : elle est synthétisée à 

partir de la choline par la choline acétyltransférase (ChAT) et hydrolysée par 

l’acétylcholine estérase (AChE) (Schéma 1).  
 

N
O

O
N

OH O

O
H+

acétylcholine choline

AChE

ChAT  
Schéma 1. Libération de la choline à partir de l’acétylcholine. 

 

Dans les parties endommagées du cerveau des malades atteints par la maladie 

d’Alzheimer, on observe une perte importante de neurones cholinergiques avec de faibles 

niveaux d’acétylcholine dans l’espace intersynaptique (Fig. 5). Ce faible niveau 

d'acétylcholine ne peut être relié seulement à l’activité de l’acétylcholine estérase. En 

effet, l'activité de cette enzyme diminue lors de la progression de la maladie. L'existence 

d'une enzyme de la même famille, la butylcholine estérase (BuChE), qui reconnait 
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également l’acétylcholine comme substrat et dont l’activité croît au cours de la maladie, 

pourrait expliquer ce déficit en acétylcholine (Scarpini et al., 2003). 

Le déficit en acétylcholine se traduit par une diminution des fonctions cognitives 

suite à une diminution de l’activation des récepteurs cholinergiques. 

De plus, la maladie d'Alzheimer présente également une diminution du nombre de 

récepteurs nicotiniques (type N) dans le cortex cérébral et l'hippocampe (Hellström-

Lindhal, 2000), ce qui constitue un handicap supplémentaire pour la transmission 

neuronale cholinergique. 
 

 
 
 

Fig. 5. Représentation schématique du système cholinergique (d’après Scarpini et al., 2003). 
ChAT : choline acétyltransférase, ACh : acétylcholine, AChE : acétylcholine estérase, BuChE : 
butylcholine estérase, récepteurs cholinergiques de types M : muscariniques et N : nicotiniques.  

 

II.2.2 Le glutamate : phénomène d'excitotoxicité 

Le glutamate est un neurotransmetteur excitateur majeur du système nerveux 

central. Les neurones à glutamate sont impliqués dans les processus cognitifs du cortex 

tels que l’apprentissage et la mémoire, dont le processus de potentialisation à long terme.  

 

Lors de la maladie d'Alzheimer, des dysfonctionnements du métabolisme 

énergétique et des systèmes de transport du glutamate, ainsi que le stress oxydant, 

conduisent à l’accumulation de ce neurotransmetteur dans les synapses. Or le glutamate 

endogène induit un effet neurotoxique (appelé excitotoxicité) via l’activation excessive 

des récepteurs qui lui sont associés, en particulier les récepteurs du NMDA (N-Méthyl-D-

Aspartate).  
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Le récepteur du NMDA est couplé à un canal ionique perméable au Ca2+ (et au 

Na+) (Fig. 6). Au potentiel de repos de celle-ci, ce canal calcique est bloqué par des ions 

Mg2+. Une dépolarisation de la membrane permet d'expulser le Mg2+
. Dans ces 

conditions, et si du glutamate est fixé sur le récepteur, le canal ionique s'ouvre, 

permettant un influx de Ca2+ dans la cellule. L’hyperactivation des récepteurs du NMDA 

par le glutamate en excès est accompagnée d’une entrée massive des ions calcium dans la 

cellule neuronale qui est toxique pour celle-ci, comme cela sera évoqué par la suite 

(Lipton, 2006). 

 
 

Fig. 6 : Représentation du récepteur du NMDA activé par le glutamate (d'après Lipton, 2006). 
"NR1" et " NR2" : sous-unités 1 et 2 du récepteur du NMDA. "Glu or NMDA" : site de liaison du 
glutamate ou du NMDA. "Gly" : site de liaison de la glycine. "Zn2+" : site de liaison du Zn2+. 

 

 

II.2.3 Le zinc "libre" comme neuromodulateur 

Parmi les espèces libérées au niveau des synapses de l'hippocampe, on trouve 

également des ions métalliques, et en particulier le ZnII (Atwood et al., 1999).  

Le ZnII "libre", c'est-à-dire rapidement échangeable, est contenu dans les vésicules 

synaptiques de certains neurones situés principalement au niveau de l'hippocampe. Il est 

libéré de manière Ca2+-dépendante dans la fente synaptique lors de la transmission du 

signal nerveux, à des concentrations pouvant atteindre 300 µM. Le ZnII peut alors 

pénétrer dans le neurone post-synaptique par l'intermédiaire de canaux perméables au 

zinc (Frederickson, 2003).  

Il a un rôle de neuromodulateur, permettant le transport d'information d'une cellule 

à une autre.   
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Du CuII échangeable est également libéré dans la fente synaptique, mais à des 

concentrations beaucoup plus faibles que pour le ZnII (de l'ordre de 15 µM) (Atwood et 

al., 1999). 
 

 

II.3 Toxicité générée par le dérèglement de l’homéostasie du 

calcium   

L’ion calcium est le messager intracellulaire le plus important du cerveau. Il joue 

un rôle fondamental dans les processus d’apprentissage et de mémoire et est impliqué 

dans la survie et la mort neuronale. 

 

L’incapacité des neurones à réguler l’homéostasie du Ca2+ est un aspect de la 

maladie d’Alzheimer intimement responsable de la mort des neurones. 

En effet, des taux élevés de calcium intracellulaire ont de nombreuses 

conséquences délétères. Ainsi, une concentration élevée de Ca2+ génère du stress oxydant 

via la surconcentration de calcium dans les mitochondries. De plus, une dérégulation de 

l’homéostasie du calcium a un impact sur les fonctions neuronales dépendant du calcium 

telles que la libération de neurotransmetteurs et la plasticité synaptique.  

Enfin, l’excès de Ca2+ intracellulaire cause l’activation de kinases, caspases et 

d’autres facteurs d’induction d’apoptose, conduisant à la perte des neurones (Lipton, 

2006; Suh and Checler, 2002).  

 

II.4 Inflammation  

La mort des cellules nerveuses dans la maladie d’Alzheimer est accompagnée de 

phénomènes inflammatoires, les marqueurs de cette inflammation étant significativement 

plus élevés dans le cerveau des malades que chez les contrôles (Suh and Checler, 2002).  

 

Les cellules microgliales et les astrocytes sont alors à l’origine de la libération de 

médiateurs inflammatoires (cytokines, chémokines, facteur de croissance TGF, facteur de 

transmission NFκB,…) et de la production d'espèces oxygénées réactives à la suite de 

l'activation du complément. Tous ces phénomènes issus du processus d'inflammation 

peuvent faciliter le développement de stress oxydant et / ou induire l'apoptose (Bachurin, 

2003). 
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III. Dégénérescence des axones et disparition des 

synapses dans la maladie d'Alzheimer 

Le dysfonctionnement des synapses est un événement précoce dans la maladie 

d'Alzheimer et précède la mort neuronale. En perturbant la transmission du signal 

nerveux au niveau synaptique, il est responsable des déficits cognitifs et de la perte de 

mémoire observés dans la maladie. 

 

Ce problème trouve son origine dans les enchevêtrements de neurofibrilles observés 

dans les neurones au sein des zones du cerveau touchées par la maladie d’Alzheimer. Il 

faut noter que ce type de lésions n’est pas spécifique à la maladie d’Alzheimer, mais est 

également retrouvé dans d’autres maladies neurodégénératives regroupées sous le terme 

de "taupathies" car elles impliquent la même protéine tau. Des exemples de taupathies 

sont la démence fronto-temporale avec parkinsonisme liée au chromosome 17, la maladie 

de Pick ou encore la paralysie supranucléaire progressive (LaFerla and Oddo, 2005).  

 

III.1  La protéine tau et son implication dans les neurofibrilles 

III.1.1 La protéine tau 

La protéine tau est responsable de l’assemblage et de la stabilisation des 

microtubules, qui sont des composants essentiels du cytosquelette des neurones. Les 

microtubules structurent les axones et assurent le transport intracellulaire.  

Dans son état natif, tau est une protéine comprenant entre 352 et 441 acides aminés 

(de masse 55 à 62 kDa) et existant sous six isoformes produites à partir d’un gène unique 

situé sur le chromosome 17. Des mutations ont été reportées sur ce gène, conduisant 

notamment à la démence fronto-temporale avec parkinsonisme, mais aucune n'a été reliée 

à la maladie d’Alzheimer (LaFerla and Oddo, 2005). Ces protéines ont la particularité de 

posséder dans leur séquence trois à quatre répétitions d’un même domaine qui permet la 

liaison aux microtubules (Fig. 7). Celle-ci est fortement régulée par la phosphorylation de 

la protéine tau au niveau de résidus sérine et thréonine. 
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Fig. 7. Représentation de l'isoforme la plus longue de la protéine tau (d'après Buée et al., 2000). 
Le domaine de projection interagit avec le cytosquelette et le domaine de liaison aux 
microtubules régule la polymérisation de ceux-ci.  

 
 

III.1.2 Les neurofibrilles 

Les enchevêtrements de neurofibrilles sont constitués d’agrégats de protéines tau 

sous forme hyperphosphorylée (Grundke-Iqbal et al., 1986). De nombreuses kinases, 

dont GSK-3 (kinase glycogène-synthase 3) et cdk-5 (kinase cycline-dépendante 5), sont 

impliquées dans l'hyperphosphorylation de tau (Buée et al., 2000). Elles sont notamment 

activées par le stress oxydant et le Ca2+ en excès. En effet, les neurones affectés par les 

enchevêtrements de neurofibrilles présentent des taux de calcium élevés et des signes 

d’hyperactivation des protéases et des kinases Ca2+-dépendantes (Mattson, 2004).  

 

Suite à cette hyperphosphorylation, tau se dissocie des microtubules (Bramblett et 

al., 1993). 

La protéine tau hyperphosphorylée libérée montre une solubilité nettement plus 

faible. Elle est aussi plus sensible aux modifications chimiques induites par le stress 

oxydant (Takeda et al., 2000). Elle subit des changements conformationnels à la suite de 

son oxydation puis s’agrège sous forme de paires hélicoïdales de filaments, selon un 

processus de polymérisation avec étape de nucléation (Barghorn and Mandelkow, 2002). 

Enfin, les paires de filaments s’associent en structures plus grandes : les neurofibrilles. 

Par ailleurs, il est suggéré que les ions AlIII et FeIII, retrouvés associés à tau dans des 

cerveaux de patients post mortem, soient impliqués dans la polymérisation des protéines 

tau hyperphosphorylées (Sayre et al., 2000; Shin et al., 2003; Smith et al., 1997a).  

 

III.1.3 Toxicité des neurofibrilles 

Ces structures en filaments hélicoïdaux présentes dans le cytoplasme des neurones 

sont responsables de neurodégénérescence. Leur nombre et leur localisation dans le 
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cerveau de malades d'Alzheimer a pu être corrélé à la dégénérescence des neurones et au 

niveau de démence (Arriagada et al., 1992). 

 

En effet, l'hyperphosphorylation de tau inhibe l'assemblage des microtubules et 

cause leur dissociation, conduisant à la perturbation du cytosquelette neuronal. Il en 

résulte une altération du transport intracellulaire vers les parties les plus éloignées du 

corps cellulaire. Ces deux phénomènes conduisent à la disparition progressive des axones 

et par conséquent des synapses. Il s'en suit une altération de la mémoire à court terme, de 

la cognition et des capacités d'apprentissage qui mènent à la démence. 

 

IV.  Le peptide β-amyloïde : une origine possible 

de la maladie d'Alzheimer 

Bien que les principaux symptômes de la maladie d'Alzheimer aient été décrits, 

nous n'avons pas encore proposé de causes à ces effets délétères. L'origine du stress 

oxydant, le lien avec les systèmes de neurotransmetteurs et le déclenchement de la 

pathologie associée à tau restent à définir.  

Cette origine est très probablement liée au peptide β-amyloïde (Aβ), qui est le 

composant principal des plaques amyloïdes caractéristiques de la maladie d'Alzheimer.  

 

IV.1  Origine d'Aβ : la protéine APP 

Le peptide Aβ est issu de la protéolyse de la protéine APP ("Amyloid Precursor 

Protein") dont le gène est situé sur le chromosome 21 et code pour plusieurs isoformes 

d'APP. Les APP sont des glycoprotéines transmembranaires de taille variable (entre 695 

et 770 résidus). Elles possèdent une longue partie N-terminale située dans le domaine 

extracellulaire, une partie transmembranaire et une courte région C-terminale dans le 

cytoplasme (Fig. 8). Les protéines APP sont exprimées dans tous les tissus, mais il faut 

noter que les neurones expriment plus particulièrement la forme APP695 que l’on trouve 

en forte quantité dans le cerveau (Clippingdale et al., 2001). Dans cet organe, APP est 

produite dans le corps neuronal puis est transportée le long des axones jusqu'aux 
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synapses, où elle est principalement concentrée au niveau de structures membranaires en 

"raft". 
 

 
 

Fig. 8. Représentation schématique de la protéine APP. La numérotation des acides aminés de 
l'APP est donnée pour la forme la plus longue (770 acides aminés). La forme comportant 695 
résidus commence en position 75.  "α", "β" et "γ" indiquent les sites de coupure de l'APP par les 
enzymes α-, β-, et γ- sécrétases, respectivement.  

 

Le rôle de ces protéines n’est pas totalement compris actuellement, mais une 

hypothèse fréquemment rencontrée dans la littérature propose leur implication dans la 

régulation de l’homéostasie du cuivre dans les neurones (Gaggelli et al., 2006; Maynard 

et al., 2002; White et al., 1999). En effet, APP fixe un équivalent de CuII avec une valeur 

de KD = 10 nM (Hesse et al., 1994), et des études RMN ont mis en évidence le rôle des 

His147 et His151, de la Tyr168 et de la Met170 dans une sphère de coordination tétraédrique 

pouvant favoriser la coordination de CuI (Barnham et al., 2003; Multhaup et al., 1996).  

 

Les protéines APP sont dégradées par des protéases appelées sécrétases (Fig. 9).  

L’APP est coupée dans un premier temps par l’α- ou la β-sécrétase (Selkoe, 2001). 

L’α-sécrétase coupe près du domaine transmembranaire, au milieu de la région Aβ de 

l’APP, pour sécréter un large ectodomaine hydrosoluble (α-APPs) et laisser un fragment 

de 83 acides aminés (C83) dans la membrane. La β-sécrétase coupe APP plus loin de la 

membrane, ce qui produit un ectodomaine soluble appelé β-APPs et un fragment C-

terminal de 99 résidus (C99).  

C83 et C99 sont tous deux substrats d’une troisième protéase, la γ-sécrétase. Cette 

enzyme est constituée d’un complexe multi-protéique, comprenant la préséniline, la 

nicastrine, Aph-1 et Pen-2 (De Strooper, 2003). Elle catalyse une hydrolyse inhabituelle 

car se produisant au sein de la région transmembranaire. L'hydrolyse de C83 par la γ-

sécrétase libère le fragment p3, alors que C99 est coupé pour donner le peptide Aβ. Ce 

dernier correspond à la partie N-terminale de C99. Il est libéré à l'extérieur de la cellule, 
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essentiellement au niveau des synapses, où la protéine APP est majoritairement localisée. 

Néanmoins, une localisation intraneuronale d'Aβ a aussi été mise en évidence au moyen 

d'anticorps dans des cellules de souris transgéniques APP2576 et des extraits de cerveaux 

humains (Takahashi et al., 2002).  
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Fig. 9. Les voies de protéolyse de la protéine APP. AICD : domaine intracellulaire de l'APP 
(d'après Selkoe, 2001). 

 
 

IV.2 Le peptide β-amyloïde (Aβ) 

Lors de la production d'Aβ par la γ-sécrétase, la coupure du fragment C99 est 

hétérogène. Elle conduit principalement (dans près de 90 % des cas) à un peptide Aβ de 

40 acides aminés noté Aβ40. Cependant, d’autres formes plus courtes ou plus longues sont 

également produites (entre 39 et 43 acides aminés), en particulier la forme Aβ42 (Fig. 10), 

qui représente environ 10 % des espèces d'Aβ produites. 

 

Asp1-Ala-Glu-Phe-Arg-His6-Asp-Ser-Gly-Tyr10-Glu-Val-His13-His14-Gln-Lys-Leu-Val-Phe-
Phe-Ala-Glu-Asp-Val-Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-Ile-Ile-Gly-Leu-Met35-Val-Gly-Gly-Val-
Val40-Ile41-Ala42 

 
Fig. 10. Séquence du peptide Aβ42, écrite du N-terminal vers le C-terminal. La partie en gras 
correspond au domaine transmembranaire (d’après Clippingdale et al., 2001). Aβ40 ne comporte 
pas Ile41 et Ala42 (en bleu).  Les acides aminés en rouge ont été évoqués comme impliqués dans la 
coordination des ions métalliques et / ou la production d’espèces oxygénées réactives.  
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Les deux peptides Aβ40 et Aβ42 sont présents en tant qu’espèces solubles dans les 

fluides biologiques de tous les individus.  

Cependant, les peptides Aβ sont enclins à l’agrégation. Cette agrégation est 

considérée comme un évènement critique dans la maladie d’Alzheimer. Dans le cerveau 

des malades d’Alzheimer, la majorité de l'Aβ est en effet agrégé sous forme d'oligomères 

et de fibrilles, ou de plaques plus ou moins denses (Clippingdale et al., 2001). La forme 

Aβ42 est la principale composante de ces agrégats (Iwatsubo et al., 1994) et elle est 

supposée jouer un rôle plus important qu'Aβ40 dans la pathologie. 

 

IV.2.1 Oligomérisation et fibrillation d'Aβ en absence d'ions métalliques 

Le peptide Aβ libéré lors de la protéolyse de l'APP est une espèce monomérique 

soluble. La structure secondaire de ce monomère est essentiellement non organisée 

("random coil"), avec une faible proportion d'hélices-α (Clippingdale et al., 2001). 

 

Une étape clé dans l’agrégation d’Aβ est la transition de cette structure secondaire 

vers une structure en feuillets-β (Walsh et al., 1999). 

Cet effet est dépendant du solvant, du pH et de la force ionique, ainsi que de la 

concentration en peptide (Bitan et al., 2003; Clippingdale et al., 2001; Jarrett et al., 

1993).  En particulier, un pH compris entre 4 et 7 favorise la formation de structures en 

feuillets-β (Soto et al., 1995).  

Ces structures en feuillets-β sont stabilisées par des interactions hydrophobes. 

Elles ont tendance à interagir entre elles pour former des structures oligomériques de type 

protofibrille (Walsh et al., 1997). Toutefois, d'autres assemblages oligomériques solubles 

ont également été décrits, tels que des oligomères globulaires d’Aβ (allant des trimères 

aux 12-mères principalement) appelés ADDLs (pour "Aβ-derived diffusible ligands") 

(Gong et al., 2003; Lambert et al., 1998). Ces espèces ont pu être détectées ex vivo sur 

des coupes de cerveaux humains par des anticorps spécifiques de ces espèces 

oligomériques d'Aβ (Gong et al., 2003).  

Les protofibrilles s'associent également en structures plus grandes sous la forme 

de fibrilles "torsadées" (de diamètre de 6 à 10 nm et de longueur indéterminée)  qui 

peuvent être visualisées par des colorants spécifiques des structures en feuillets-β tels que 

la thioflavine T (Walsh et al., 1999). 
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Une étude récente de RMN [15N,1H] basée sur des échanges hydrogène/deutérium, 

associée à des résultats antérieurs issus d'expériences de RMN du solide et d'études de 

mutagénèse, a pu conduire à un modèle tridimensionnel de ces structures fibrillaires 

impliquant Aβ42 (Fig. 11). A l'intérieur d'un même peptide, les résidus 1-17 sont 

désordonnés et les résidus 18-42 forment deux brins-β antiparallèles (acides aminés 18 à 

25 et 31 à 42) (Fig. 11, C). Des interactions hydrophobes entre feuillets-β stabilisent 

l'association de différents peptides Aβ de manière parallèle (Fig. 11, A). Une interaction 

ionique forte entre les résidus Lys28 et Asp23 de deux peptides (Fig. 11, B) favorise 

également l'association des peptides et la croissance de protofibrilles (Fig. 11, C). Ces 

dernières s'associent à leur tour pour former des fibrilles (Fig. 11, E) (Lührs et al., 2005).  
    

 
 

Fig. 11. Structure tridimensionnelle d’une fibrille d'Aβ42 (oxydé sur Met35) (d’après Lührs et al., 
2005). La direction de l’axe de la fibrille est indiquée par les flèches. (A et B) Structure en rubans 
des résidus 17-42 illustrant la nature intermoléculaire des interactions entre les feuillets β. (C) 
Polarité de la surface de van der Waals (code couleur des résidus : jaune : hydrophobe, vert : 
polaire , rouge : chargé négativement et bleu : chargé positivement). (D) Simulation d’une 
fibrille constituée de 4 protofibrilles. (E) Exemples de micrographies de fibrilles d'Aβ42 (oxydé sur 
Met35), échelle de la barre : 50 nm. 
 

Des structures issues d'expériences de RMN du solide ont également été réalisées 

pour des fibrilles d'Aβ40. Elles ont aussi mis en évidence des structures en brins-β 

antiparallèles pour les résidus 10 à 22 et 30 à 40 d'une séquence d'Aβ40, qui s'assemblent 

de manière parallèle pour former les fibrilles d'Aβ40. Dans ce modèle, les liaisons 

stabilisant les feuillets-β sont intramoléculaires. Des liaisons intermoléculaires 
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ponctuelles, telles que l’interaction électrostatique entre Lys28 et Asp23, stabilisent les 

fibrilles (Petkova et al., 2006).  

En fait, Aβ40 et Aβ42 adoptent des structures différentes en solution et ne 

s’agrègent pas selon le même mécanisme (Bitan et al., 2003), ce qui conduit 

probablement à ces modèles structuraux différents suivant le peptide étudié. Des études 

cinétiques ont indiqué que la fibrillation comporte deux étapes pour les deux peptides : 

une étape lente de nucléation suivie d’une étape rapide de polymérisation. Ces deux 

étapes sont accélérées dans le cas d'Aβ42 (Jarrett et al., 1993), de part la formation 

préalable de pentamères ou d'hexamères qui s’associent ensuite entre eux lors de la 

fibrillation (Bitan et al., 2003). Ces structures multimériques, observées par 

chromatographie d'exclusion stérique, n'ont pas été retrouvées dans le cas d'Aβ40. Cette 

absence de pré-organisation explique probablement la polymérisation plus lente de ce 

dernier. 

L'hydrophobicité supérieure d'Aβ42 par rapport à ses analogues plus courts peut 

expliquer ce phénomène. Il montre une plus faible solubilité et une tendance plus forte à 

former des structures en feuillets-β. Il possède ainsi une très forte capacité à s’agréger, 

environ 70 fois plus rapidement qu'Aβ40 (Clippingdale et al., 2001).  

 

IV.2.2 Agrégation d'Aβ en présence d'ions métalliques 

IV.2.2.1 Les ions métalliques dans la maladie d'Alzheimer 

Les ions métalliques sont impliqués dans la maladie d'Alzheimer, ainsi que dans 

de nombreuses autres maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson, la 

maladie de Huntington, la maladie de Creutzfeldt-Jacob, ou encore la sclérose latérale 

amyotrophique (Gaggelli et al., 2006). 

   

Ils sont présents dans le cerveau sain à des concentrations relativement élevées 

(Atwood et al., 1999), où ils participent à l’activité neuronale au niveau des synapses 

(ZnII en particulier) et assurent le fonctionnement des métalloprotéines (cytochrome c 

oxydase, Cu/Zn superoxyde dismutase, …). Ainsi, le ZnII est présent dans le néocortex à 

une concentration de l’ordre de 150 à 200 μM (soit dix fois plus que dans le sang), et sa 

concentration peut atteindre 300 µM dans la fente synaptique lors de la transmission du 

signal nerveux. Le CuII est également très abondant dans le cerveau, à des concentrations 

comprises entre 60 et 110 μM. Quand au fer (sous forme de FeIII ou de FeII), sa 
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concentration dans l’hippocampe et le cortex cérébral peut atteindre 400 à 600 μM, soit 

10 à 50 fois plus que dans le sang.  

Or le processus de vieillissement, en relation avec la dérégulation du métabolisme 

énergétique, conduit à une diminution du contrôle strict de la teneur et de la distribution 

des ions métalliques. Leur concentration augmente, avec l’âge de l'individu, dans de 

nombreux tissus, et dans le cerveau en particulier (Atwood et al., 1999). On retrouve ce 

phénomène accru dans le cas de la maladie d’Alzheimer. Dans le cerveau des malades, 

les concentrations en ions cuivre, zinc et fer sont plus élevées que la normale, en 

particulier dans les plaques amyloïdes et à proximité de celles-ci (Tableau 1) (Atwood et 

al., 1999; Lovell et al., 1998). 

 

 Cuivre (µM) Fer (µM) Zinc (µM) 
Plaques séniles 393 940 1055 

Neuropile – malade d’Alzheimer 304 695 786 
Neuropile – contrôle sain 69 338 346 

 
Tableau 1. Concentrations en ions métalliques dans les plaques amyloïdes et le neuropile (zone 
de la substance grise située entre les corps cellulaires et les capillaires sanguins et qui comprend 
les ramifications des neurones et des cellules gliales, ainsi que les synapses) de patients atteints 
de la maladie d’Alzheimer (d’après Atwood et al., 1999). 

  

IV.2.2.2 Interaction d'Aβ avec les ions métalliques 

Les peptides Aβ complexent les ions métalliques, en particulier le CuII et le ZnII, 

qui ont été retrouvés à proximité de structures riches en Aβ ex vivo (Cherny et al., 1999). 

Une étude récente de microscopie couplée à une analyse spectrométrique Raman a 

montré que ces deux ions métalliques sont coordinés à Aβ dans les extraits de cerveaux 

humains, faisant de Aβ une métalloprotéine (Dong et al., 2003). Le FeIII (ou le FeII) 

pourrait également interagir avec Aβ, mais cette chélation est plus sujette à caution et 

dépend des conditions d'analyse. Enfin, d'autres ions métalliques comme le CoII ou le NiII
 

sont également capables d'interaction avec Aβ in vitro (Atwood et al., 1998). 

 

Des constantes d’affinité très élevées entre Aβ et les ions métalliques CuII et ZnII 

ont été estimées par des expériences de compétition avec différents chélateurs (Atwood et 

al., 2000) ou des études de chélation en présence de 65Zn2+ (Bush et al., 1994a) (Tableau 

2).   
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  log K  Ion 
métallique 

(M) 
pH Stœchiométrie 

M / Aβ Aβ40 Aβ42 Référence 

CuII pH = 7,4 
0,5 

2 

10,3 

7,9 

17,2 

8,3 
Atwood et 
al., 2000 

CuII pH = 6,6 
0,5 

2,5 

9,6 

7,0 

16,3 

7,5 
Atwood et 
al., 2000 

ZnII pH = 7,4 
0,7 

2,5 

7,0 

5,3 

n.d. 

n.d. 
Bush et al., 

1994a 

 
Tableau 2. Valeur du logarithme des constantes d'affinité (log K) des formes Aβ40 et Aβ42 pour les 
ions métalliques CuII et ZnII. N.d. : non déterminé. 

 

L'affinité d'Aβ pour le CuII est la plus étudiée. A pH = 7,4, Aβ42 pourrait chélater 

jusqu'à 2,5 équivalents de CuII, en liant ces ions métalliques au niveau d'un site de forte 

affinité (log K = 17,2) et d'un site de plus faible affinité (log K = 8,3). Dans le cas d'Aβ40, 

les constantes d'affinité sont nettement plus faibles, en particulier pour le site de forte 

affinité. Il a été proposé que les atomes de CuII se fixent de manière coopérative sur ces 

peptides. Par ailleurs, une diminution du pH de 7,4 à 6,6 diminue l'affinité d'Aβ42 ou Aβ40 

pour le CuII d'environ 1 unité de log (Atwood et al., 2000). 

Dans d'autres études, seul un site de coordination qui pourrait correspondre au site 

de plus faible affinité pour le CuII a été observé. Ainsi, une première étude par 

spectrophotométrie UV-visible proposait pour Aβ42,  à pH = 7,4, une valeur de log K = 

6,5 pour son affinité envers le CuII (Atwood et al., 1998). Ces valeurs de constantes 

d'affinité restent un sujet de discussion et d'autres types d'analyse n'ont fait apparaître que 

des valeurs beaucoup plus faibles. Ainsi, une analyse par fluorescence propose une valeur 

de log K = 5,7 pour le CuII dans le cas d'Aβ42 (Garzon-Rodriguez et al., 1999).  

 

L'affinité pour le ZnII n'a été étudiée qu'avec Aβ40. Il possèderait également deux 

sites de chélation à pH = 7,4 : un site de haute affinité (log K = 7,0) et un site de plus 

faible affinité (log K = 5,3) (Tableau 2). Dans une autre étude réalisée en présence de 
65Zn2+, seule une valeur de log K = 5,5 a pu être observée (Clements et al., 1996). 

 

Enfin, l'affinité d'Aβ pour le FeIII a été beaucoup moins étudiée et semble être plus 

faible que pour le CuII ou le ZnII
 (Garzon-Rodriguez et al., 1999).  
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De telles différences pour les affinités mesurées peuvent être en partie expliquées 

par la forte tendance à la précipitation du peptide Aβ. Ainsi, pour des méthodes 

d'analyses basées sur l'observation spectrométrique directe du peptide, une précipitation 

partielle de celui-ci peut conduire à une sous-estimation de la constante d'affinité du 

peptide pour les ions métalliques étudiés. 

 

Des études de RPE, de RMN 1H et de spectroscopie Raman sur Aβ et sur des 

peptides synthétiques dont la séquence a été sélectivement modifiée par rapport à la 

forme sauvage ont permis d’identifier les acides aminés impliqués dans la chélation du 

CuII et du ZnII (Gaggelli et al., 2006). Le site de chélation est situé dans le domaine 1-16 

d'Aβ, qui est la partie non structurée dans le modèle de fibrilles d'Aβ42 décrit plus haut 

(Fig. 11). Il a été proposé que la coordination implique des environnements 3N1O ou 4N 

pour le CuII et le ZnII (Miura et al., 2000; Syme et al., 2004). 

Les trois histidines (en positions 6, 13 et 14) d'Aβ participent à la chélation des 

ions métalliques CuII et ZnII (Curtain et al., 2001; Dong et al., 2003; Liu et al., 1999; 

Miura et al., 2000; Syme et al., 2004; Yang et al., 2000). La nature du quatrième résidu 

impliqué dans la chélation est sujette à débat. Suivant le pH auquel a été réalisée 

l'analyse, l’oxygène de la Tyr10 a été proposé (Miura et al., 2000), ainsi que la fonction 

NH2 terminale (Karr et al., 2005; Syme et al., 2004; Syme and Viles, 2006), des résidus 

carboxylates (sur Asp1, Glu3 ou Glu11) (Karr et al., 2005; Mekmouche et al., 2005; Zirah 

et al., 2006) ou encore des azotes du squelette peptidique (Miura et al., 2000).  

Les sites proposés pour la coordination des ions métalliques sur Aβ varient en 

effet en fonction de la nature de cet ion métallique, du pH, et de la stœchiométrie métal : 

ligand envisagée (Miura et al., 2000; Syme et al., 2004). Ainsi par exemple, des études de 

spectroscopie Raman indiquent que les modes de liaisons des ions métalliques par le 

peptide sont différents à pH = 7,4 et à pH = 6,6. De même, si le peptide lie des quantités 

équimolaires de CuII et de ZnII à pH = 7,4, le CuII déplace totalement le ZnII fixé sur Aβ 

en occupant son site de liaison à pH plus acide (pH = 6,6) (Atwood et al., 2000).  

 

Divers schémas de coordination impliquant différentes stœchiométries peptide / 

ion métallique ont été proposés. La figure 12 en donne deux exemples. C'est ainsi que 

pour un ratio Aβ / CuII = 1, un mode de chélation faisant intervenir une seule molécule 

d'Aβ par ion métallique a été proposé (Fig. 12, A). Mais l'une des histidines pourrait être 

un résidu pontant entre deux atomes de cuivre. Ainsi, pour le même ratio Aβ / CuII, un 
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schéma de coordination favorisant des structures dimériques a également été envisagé 

avec une histidine pontante (Fig. 12, B) (Curtain et al., 2001; Smith et al., 2006).  

             
Fig.12. Exemples de modèles du site de coordination de CuII lié à Aβ (d’après Curtain et al., 
2001). (A) Site de coordination monomérique dans un environnement 3N1O. (B) Proposition de 
modèle dimérique mettant en jeu une histidine pontante entre deux atomes de CuII, expliquant la 
fixation coopérative des ions métalliques et la formation d’espèces dimériques. Une structure 
dimérique avec une histidine pontante et  deux sites de coordination identiques pour les CuII 

(3N1O) a également été proposée (Smith et al., 2006).  
 

De façon importante, une histidine pontante complexant plus d'un ion métallique 

pourrait expliquer les stœchiométries élevées en CuII
 et ZnII observées pour Aβ (Tableau 

2) (Atwood et al., 2000; Bush et al., 1994a).  

D'autres types de liaisons intermoléculaires ont été proposés dans le cas du ZnII
. 

Dans ces modèles, un atome de zinc est complexé par deux peptides (Aβi) différents 

selon un schéma de coordination de type His(Aβ1)-ZnII-His(Aβ2) susceptible de conduire 

à des espèces polymériques (Miura et al., 2000; Syme and Viles, 2006). 

 

IV.2.2.3 Rôle des ions métalliques dans l'agrégation d'Aβ  

De nombreux travaux ont montré que l’interaction du peptide Aβ avec les ions 

métalliques, notamment le ZnII et le CuII, à des concentrations sub-micromolaires favorise 

l’agrégation de celui-ci (Bush, 2002; Cuajungco et al., 2005). Les dépôts formés sont 

amorphes (par opposition aux agrégats fibrillaires observés en absence d'ions 

métalliques), et peuvent être visualisés avec des colorants spécifiques (Yoshiike et al., 

2001). 

 

Ainsi, le ZnII à des concentrations physiologiques (≥ 300 nM) induit in vitro 

l’agrégation rapide d’Aβ40 (par comparaison à l’agrégation lente en absence de métal) en 

structures résistantes aux protéases (Bush et al., 1994a; Bush et al., 1994b; Huang et al., 

1997). Le CuII, et dans une moindre mesure le FeIII, induisent également la précipitation 

d'Aβ à pH = 7,4 (Atwood et al., 1998). La précipitation d'Aβ42 est de plus fortement 
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accrue par rapport à Aβ40, quelles que soient les conditions. Ainsi, des traces de CuII      

(< 0,1 µM) suffisent à induire la précipitation d'Aβ42 (Atwood et al., 2000).   

Ce phénomène de précipitation est d’autre part amplifié à pH acide (pH = 6,6), 

dans le cas du CuII comme du FeIII (Atwood et al., 1998).  

 

On peut noter enfin que l’utilisation de chélateurs d’ions métalliques, tels que 

l’EDTA ou l'acide diéthylènetriaminepentaacétique (DTPA), permet de solubiliser Aβ40 

ou Aβ42 agrégé en présence d’ions métalliques in vitro (Atwood et al., 1998; Atwood et 

al., 2000). 

 

IV.2.3 Aβ : constituant principal des plaques amyloïdes 

Dans le cerveau, le peptide Aβ est également retrouvé précipité sous la forme de 

structures beaucoup plus complexes, les plaques amyloïdes. Aβ est le composant 

principal de ces structures dans lesquelles il est associé à de nombreuses autres protéines 

(α-synucléine, α2-macroglobuline, acétylcholine estérase, apolipoprotéine E, cytokines, 

…) (Atwood et al., 1999).  

 

Des ions métalliques ont également été retrouvés associés à ces structures dans 

des cerveaux humains post mortem (Cuajungco et al., 2005; Dong et al., 2003; Sayre et 

al., 2000; Smith et al., 1997a; Tabner et al., 2002). Des chélateurs tels que la N,N,N',N'-

tetrakis(2-pyridyl-méthyl)ethylène diamine (TPEN), la bathocuproïne (BC), l'acide 

éthylènebis-(oxyéthylènenitrilo)-tétraacétique (EGTA) ou le clioquinol sont capables de 

dissoudre des plaques amyloïdes issues de cerveaux humains ex vivo (Cherny et al., 1999; 

Cherny et al., 2001). Le clioquinol permet également de diminuer de près de 50 % le taux 

de plaques amyloïdes chez des souris transgéniques APP2576 (Cherny et al., 2001).  

 

Certaines expériences indiquent que les ions métalliques contribuent directement 

à la formation des plaques amyloïdes.  

Ainsi, des souris transgéniques Tg2576 surexprimant APP (et donc aptes à former 

des plaques amyloïdes) mais délétères pour le gène codant pour ZnT3 (responsable du 

transport de ZnII dans les vésicules synaptiques) ont un taux de plaques réduit et une 

quantité d'Aβ soluble augmentée (Lee et al., 2002).  
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Une autre étude chez des lapins modélisant la maladie d’Alzheimer grâce à un 

régime riche en cholestérol a montré que des traces de cuivre dans l’alimentation sont 

suffisantes pour induire la formation de plaques amyloïdes et générer des problèmes 

d’apprentissage (Sparks and Schreurs, 2003).  

Il est d'autre part important de remarquer que chez les rongeurs, trois mutations 

sur la séquence d'Aβ (Arg5 → Gly, Tyr10 → Phe et His13 → Arg) altèrent sa capacité à 

chélater les ions métalliques. Ainsi l’Aβ40 de rat lie le zinc beaucoup plus faiblement que 

son homologue humain (KD = 3,8 µM) (Bush et al., 1994b). Il en résulte que l'Aβ de rat 

n'est pas affecté par la présence de zinc ou de cuivre à des concentrations de l’ordre du 

micromolaire, à la différence du peptide d'origine humaine (Atwood et al., 1998). Cela 

pourrait expliquer la rareté avec laquelle ces animaux forment des plaques amyloïdes 

avec l’âge (Higgins and Jacobsen, 2003). 

 

IV.3 Toxicité associée au peptide β-amyloïde 

Le peptide Aβ est toxique sur culture cellulaire (Atwood et al., 2003). Or, il existe 

sous diverses formes qui peuvent toutes être responsables d'une part de cette toxicité. 

 

IV.3.1 Structures impliquées dans la toxicité d'Aβ 

La nature de l'espèce à l'origine de la toxicité (oligomérique ou fibrillaire, 

extracellulaire ou intracellulaire) est toujours débattue actuellement (Hardy and Selkoe, 

2002; Klein et al., 2001). 

 

Toutefois, des études biochimiques et immunologiques sur cerveaux humains post 

mortem montrent que les dysfonctionnements cognitifs dans la maladie d’Alzheimer 

corrèlent mieux avec les taux d'Aβ soluble que ceux des plaques amyloïdes (McLean et 

al., 1999). Ce phénomène a été retrouvé chez différents types de souris transgéniques 

exprimant la protéine APP humaine, pour lesquels des déficits cognitifs ont été relevés 

dès l'âge de trois mois. A cet âge, seuls des taux élevés d'Aβ soluble peuvent être mis en 

évidence par des anticorps spécifiques, alors que les plaques amyloïdes ne sont pas 

visibles avant sept mois chez ces animaux (Moechars et al., 1999; Mucke et al., 2000).  

Les oligomères globulaires d’Aβ42 (ADDLs) et les protofibrilles ont aussi été 

proposés comme des formes solubles d’Aβ pouvant générer de la toxicité (Gong et al., 

2003; Hartley et al., 1999; Lambert et al., 1998; Walsh et al., 2002).   
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D'autre part, des accumulations intraneuronales d'Aβ, visualisées au moyen 

d'anticorps et de techniques de microscopie électronique, corrèlent avec une altération de 

la morphologie et du fonctionnement des synapses in vivo (Mucke et al., 2000; Oddo et 

al., 2003; Takahashi et al., 2002). 

 

IV.3.2 Toxicité des complexes métalliques d'Aβ : Génération d’espèces 

oxygénées réactives 

IV.3.2.1 Production d'H2O2 par Aβ en présence d'ions métalliques 

Les ions métalliques cuivre et fer présentent une forte activité rédox dans les 

conditions physiologiques en présence de réducteur et d’oxygène moléculaire. En effet, 

l’oxygène moléculaire peut être réduit, en présence de CuI ou de FeII, en espèces 

oxygénées réactives (EORs, Schéma 2, Eq. 2-4). Celles-ci comprennent l’anion 

superoxyde O2
•-, le peroxyde d’hydrogène H2O2 et le radical hydroxyle OH• obtenu par 

des réactions de type Fenton (Eq. 4) ou Haber-Weiss (Eq. 6) (Gaggelli et al., 2006).  
   

M(n+1)+ + e-                                               Mn+ (Eq. 1)

Mn+ + O2                                                  M(n+1)+ + O2
.-               (Eq. 2)

Mn+ + O2
.- + 2 H+                                    M(n+1)+ + H2O2             (Eq. 3)

Mn+ + H2O2                                              M(n+1)+ + OH- + OH.   (Eq. 4)

2 O2
.- + 2 H+                                            H2O2 + O2                     (Eq. 5)

H2O2 + O2
.-                                              OH- + OH. + O2          (Eq. 6)  

 
Schéma 2. Principales réactions conduisant à la production des espèces oxygénées réactives   
(Cu : n = 1, Fe : n = 2).  

 

Les radicaux OH• sont très réactifs et par conséquent très toxiques. Ils créent des 

dommages oxydants à proximité de leur site de production. Par contre, H2O2 est une 

espèce particulièrement diffusante. Elle peut franchir les barrières biologiques et 

engendrer des dégâts loin de son site de production, notamment via sa réduction en OH•. 

Le peptide Aβ en présence d’ions métalliques cuivre et fer est toxique sur culture 

cellulaire. Cette toxicité est inhibée par l’ajout de catalase (enzyme qui réduit H2O2 en 

H2O et O2), ce qui implique la production d'H2O2 dans le processus de toxicité (Huang et 

al., 1999a; Opazo et al., 2002). Cette réaction peut également être inhibée par des 
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antioxydants et des piégeurs de O2
•- et/ou d'H2O2, des concentrations élevées de zinc 

entrant en compétition avec le cuivre et le fer (Cuajungco et al., 2000) ou des chélateurs 

du cuivre et/ou du fer tels que la bathophénanthroline (BP), l'acide diéthylènetriamine- 

pentaacétique (DTPA), le clioquinol ou encore la desferrioxamine (Barnham et al., 

2004b; Huang et al., 1999a; Huang et al., 1999b; Sayre et al., 2000).  

Tous ces résultats sont en accord avec une production d'H2O2 par les complexes 

de Cu ou de Fe d'Aβ selon les mécanismes proposés dans le schéma 2.  

   

Il est à noter que le potentiel de réduction de CuII en CuI par Aβ42 est fortement 

positif (environ + 500-550 mV par rapport à Ag/AgCl) et caractéristique des 

cuproprotéines réductrices, suggérant que la forme CuI est stabilisée par le peptide 

(Huang et al., 1999b).  

Des expériences de compétition en présence de chélateurs affins pour CuI 

(bathocuproïne) ou FeII (BP) sont en accord avec la capacité du peptide Aβ42, et dans une 

moindre mesure Aβ40, à réduire le CuII ou le FeIII qui lui est coordiné en CuI et FeII, 

respectivement. Il est à noter que cette observation n'a pas été retrouvée pour les formes 

plus courtes (telles qu'Aβ28) ou l'Aβ40 de rat (Huang et al., 1999a). Cette réduction des 

ions métalliques pourrait impliquer les résidus Met35 ou Tyr10 d'Aβ, facilement oxydables 

en espèces radicalaires Met-S+• ou Tyr-O• (Barnham et al., 2004b; Varadarajan et al., 

1999). Ainsi, des formes oxydées de la Met35 d'Aβ ont été retrouvées dans des régions 

riches en ions métalliques des plaques amyloïdes (Dong et al., 2003). 

Des réducteurs comme l'ascorbate ou la dopamine présents dans le cerveau peuvent 

également générer des phénomènes d'oxydoréduction au niveau des complexes 

métalliques d'Aβ (Opazo et al., 2002).  

 

 

En résumé, les complexes métalliques d'Aβ (en particulier de la forme Aβ42) 

réduisent le CuII et le FeIII in vitro, entraînant alors la production d'H2O2 par le système en 

présence d'oxygène moléculaire (selon les équations 2 et 3 du schéma 2) (Huang et al., 

1999a). Cette production d'H2O2 peut être catalytique en présence de réducteur (Opazo et 

al., 2002).  

Le peroxyde d’hydrogène formé va pouvoir entraîner la production de radicaux OH• 

via la réaction de Fenton. Ainsi, des études de RPE avec des piégeurs de radicaux ont 
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montré in vitro la présence de radicaux hydroxyle associée aux complexes Aβ·CuI ou 

Aβ·FeII (Dikalov et al., 2004; Tabner et al., 2002).  

 

IV.3.2.2 Auto-oxydation du peptide Aβ 

La réduction du CuII ou du FeIII complexé à Aβ et la production d'H2O2 rendent le 

peptide sensible à l’auto-oxydation. Des modifications d'Aβ, dues à son oxydation, ont 

été relevées in vitro et ex vivo au niveau des plaques amyloïdes (Piccini et al., 2005; 

Roher et al., 1993; Zirah et al., 2006). Ainsi, des formes tronquées d'Aβ peuvent être 

générées, en particulier par la formation de pyroglutamates N-terminaux. On retrouve 

également au niveau des plaques amyloïdes des modifications de certains acides aminés 

d'Aβ telles que l’isomérisation (notamment au niveau des aspartates), la racémisation ou 

l’oxydation (en particulier la sulfoxydation des méthionines) (Fig. 13).  
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Fig. 13. Modifications chimiques observées sur Aβ et associées à un phénomène d'oxydation. 
 

De plus, les ions métalliques structurent les peptides en favorisant des 

assemblages polymériques. Cette "pré-organisation" va faciliter la création de liens 

covalents entre ces différents peptides en particulier par la formation radicalaire de 

dimères de tyrosines (Fig. 13) (Atwood et al., 2004). Ces dimères ont été retrouvés dans 

les extraits de cerveaux de malades d’Alzheimer post mortem (Dyrks et al., 1992). De 

façon importante, la création de ces liens covalents inter-brins conduit à la formation de 

polymères d'Aβ40 et d'Aβ42 particulièrement résistants. Ainsi, l'emploi de détergents 

comme le SDS ne permet pas de solubiliser ces structures in vitro (Atwood et al., 2000). 

 

Ces diverses modifications entraînent une résistance aux protéases, rendant ainsi 

plus difficile la métabolisation et l’élimination des peptides.  
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IV.3.3 Toxicité d'Aβ via son interaction avec les membranes 

Aβ est un peptide présentant un domaine hydrophobe retrouvé dans la région 

transmembranaire de l’APP dont il est issu. Cette caractéristique favorise son interaction 

avec les membranes.  

   

La structure de l'Aβ associé aux membranes est relativement peu connue. Des 

études de RMN du solide et de dichroïsme circulaire en présence d'Aβ et de 

phospholipides ont toutefois permis d'en obtenir des modèles. En présence de CuII ou 

ZnII, Aβ se structure en oligomères comportant des hélices-α qui peuvent pénétrer dans la 

membrane (Curtain et al., 2001).  

 

L'interaction d'Aβ avec les membranes a été associée à sa toxicité (Ciccotosto et 

al., 2004; Smith et al., 2006). En effet, l’agrégation d'Aβ en structures fortement 

hydrophobes et leur pénétration au sein des structures lipidiques a plusieurs conséquences 

sur leur intégrité.  

Ainsi, la libération d’espèces oxygénées réactives (EORS) par des complexes 

métalliques d'Aβ à proximité ou au sein des membranes est responsable de dommages 

oxydants sur celles-ci (Murray et al., 2005). L’attaque de radicaux sur les liaisons 

d’acides gras insaturés (acide arachidonique, acide docosohenènoïque, …) initie des 

réactions en chaînes sur d’autres acides gras. Les produits formés incluent le 2-propèn-1-

al (acroléine, Fig. 14), le 4-hydroxy-2-nonèn-1-al, le malondialdéhyde et les isoprostanes. 

Ces espèces ont été retrouvées à des niveaux élevés dans les cerveaux de malades 

d'Alzheimer, à proximité des plaques amyloïdes et des neurofibrilles (Butterfield et al., 

2001). Ces oxydations d'acides gras ont également des conséquences sur les protéines. En 

effet, la formation d'adduits covalents entre des protéines et le 4-hydroxy-2-nonèn-1-al ou 

l’acroléine est également observée dans les régions présentant des neurofibrilles ou des 

dépôts amyloïdes (Butterfield et al., 2001; Smith et al., 1997b). 
  

OH
H

O

H

O
4-hydroxy-2-nonèn-1-alacroléine  

 

Fig. 14. Structures du 2-propèn-1-al (acroléine) et du 4-hydroxy-2-nonèn-1-al. 
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Des espèces oxydées du cholestérol (telles que le 4-cholestèn-3-one) ont 

également été retrouvées in vivo chez des souris transgéniques modélisant la maladie 

d’Alzheimer et dans des cerveaux humains post mortem (Puglielli et al., 2005). 

 

Par ailleurs, Aβ peut former des canaux membranaires à cations (Arispe et al., 

1993). Des études de microscopie à force atomique ont montré la présence de structures 

multimériques (tétramériques ou hexamériques) d'Aβ42 en forme de canaux au sein de 

bicouches lipidiques, favorisant l’influx de Ca2+ dans les cellules (Lin et al., 2001).  

D’autre part, l’insertion dans les membranes d’oligomères d'Aβ entraîne une 

diminution de la fluidité de celles-ci (Kremer et al., 2000). Il en résulte une altération de 

leurs propriétés, conduisant par exemple à leur dépolarisation (Hartley et al., 1999) ou à 

l’augmentation de leur perméabilité. Celle-ci est accompagnée de l’augmentation de la 

concentration intracellulaire de Ca2+ (sans impliquer la formation de pores ou de canaux 

ioniques) (Demuro et al., 2005).  

Enfin, Aβ active également des canaux à calcium voltage-dépendants au niveau 

des membranes (MacManus et al., 2000).  

 

Ainsi, le peptide Aβ (qu'il soit sous une forme monomérique ou oligomérique, en 

absence ou en présence d'ions métalliques) peut causer des effets délétères sur les 

membranes. La conséquence principale de ces phénomènes d'oxydation et de pénétration 

des membranes est une augmentation de la perméabilité de celles-ci. Il en résulte une 

dérégulation de l’homéostasie du Ca2+ conduisant à la mort cellulaire. 

 

 

D'un point de vue plus général, Aβ est donc un peptide particulièrement complexe 

qui est retrouvé in vivo sous la forme de monomères, d'oligomères, de fibrilles et 

d'agrégats métalliques. Mis à part les espèces solubles intra- ou extracellulaires, ces 

diverses structures forment à plus grande échelle des dépôts diffus, des plaques 

extracellulaires ou des structures organisées au niveau des membranes. Toutes ces 

structures sont en interaction les unes avec les autres et ont de nombreuses toxicités. 
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IV.4  Facteurs favorisant l'accumulation et la toxicité d'Aβ 

IV.4.1 Les facteurs génétiques 

Dans environ 5 % des cas, la maladie d’Alzheimer est d'origine génétique et se 

déclenche précocement, avant 60 ans. On parle alors de "forme familiale" de la maladie 

d’Alzheimer. A ce jour, plus de 150 mutations sur trois gènes ont été identifiées et sont 

responsables de la transmission génétique de la maladie. Les gènes impliqués sont un 

gène du chromosome 21 codant pour la protéine APP et deux gènes situés sur les 

chromosomes 14 et 1, codant respectivement pour les présénilines 1 et 2 composant les γ-

sécrétases. C’est ainsi que la plupart des personnes atteintes de trisomie 21 (syndrome de 

Down) expriment 1,5 fois plus d’APP que les individus sains et souffrent de démence de 

type Alzheimer dès l’âge de 40 ans (Selkoe, 2001). 

 

Toutes ces mutations conduisent à une protéolyse altérée de l’APP, qui provoque 

une surproduction d'Aβ, que ce soit chez les souris transgéniques ou chez l’homme.  

Ainsi, toutes les mutations identifiées sur l'APP sont situées à proximité des sites de 

coupure par les sécrétases, et favorisent les voies de protéolyse qui conduisent à Aβ (Fig. 

15). De même, les mutations des gènes codant pour les présénilines PS1 et PS2 

accentuent l’activité de coupure du système γ-sécrétase (Hardy, 1997; Selkoe, 2001).  
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Fig. 15.  Mutations de la protéine APP responsables de la forme familiale de la maladie 
d'Alzheimer (d'après Gaggeli et al., 2006). La région détaillée est celle comprenant la séquence 
du peptide Aβ. Les acides aminés mutés sont entourés et les changements d'acides aminés 
correspondant sont indiqués. Les flèches indiquent les sites de coupure des sécrétases.  

 

Il est important de noter que les mutations sur les présénilines et sur l'APP 

(lorsqu'elles se situent à proximité du site de coupure de la γ-sécrétase) favorisent de plus 

l’espèce Aβ42 parmi les différentes formes d'Aβ (Hardy, 1997; Selkoe, 2001). 

 

IV.4.2 Le cholestérol 

Le cholestérol est un constituant essentiel des membranes cellulaires. Il joue un 

rôle fondamental dans le développement et le maintien de la plasticité et du 

fonctionnement des neurones (Shobab et al., 2005).  

 

Des études épidémiologiques ont montré qu’un niveau élevé de cholestérol 

pouvait être corrélé avec un risque plus élevé de développement de la maladie 

d’Alzheimer (Kivipelto et al., 2001).  

Il existe par ailleurs des facteurs de susceptibilité génétique pour la maladie 

d'Alzheimer au niveau du gène APOE, qui code pour l'apolipoprotéine E (ApoE) 

impliquée dans le transport du cholestérol. Trois variants alléliques existent pour ce 

gène : APOE2, APOE3 et APOE4. Les personnes possédant deux copies du gène APOE4 

ont un risque plus élevé que la moyenne de développer la maladie d’Alzheimer, tandis 

que les porteurs de APOE2 ont un risque plus faible (Corder et al., 1993). Or, le transport 

du cholestérol est altéré pour les individus possédant l'isoforme ε4 de la protéine ApoE. 

Ils ont alors un taux plasmatique de cholestérol élevé comparé à l’ensemble de la 

population (Shobab et al., 2005).  

 

Il existe un rapport direct entre le cholestérol et la production d'Aβ. Chez des 

souris transgéniques [APP × PS1] nourries selon un régime riche en cholestérol, les taux 

d'Aβ et le nombre de plaques amyloïdes sont nettement plus élevés que chez les souris 

contrôle (Refolo et al., 2000). D'autre part, des cultures neuronales traitées par des 

statines (inhibiteurs de la biosynthèse du cholestérol) présentent une forte réduction des 

taux d'Aβ intracellulaires et sécrétés. De même, l’administration de statines à des cochons 

d’Inde diminue les taux plasmatiques de cholestérol mais aussi la concentration d'Aβ 

dans le fluide cérébrospinal et les tissus cérébraux (Fassbender et al., 2001).  
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L'influence du cholestérol sur les taux d'Aβ est liée à l’activité des sécrétases 

impliquées dans le métabolisme de l’APP : le cholestérol semble moduler leur activité et 

favoriser la voie amylogène. Des études sur cultures neuronales ou sur des souris 

transgéniques [APP × PS1] montrent que des environnements riches en cholestérol 

réduisent la protéolyse de l’APP par l'α-sécrétase, conduisant ainsi à un taux élevé d'Aβ 

(Bodovitz and Klein, 1996; Refolo et al., 2000). A l’opposé, une diminution des taux de 

cholestérol (via des agents réalisant l’extraction du cholestérol ou des statines) a pour 

conséquences une augmentation de la coupure de l'APP par l’α-sécrétase (Kojro et al., 

2001), ou une diminution de cette coupure par la β-sécrétase (Simons et al., 1998). Par 

ailleurs, l’élimination du cholestérol dans les membranes inhibe l’activité de la γ-

sécrétase de façon totale mais réversible (Wahrle et al., 2002).  

Le mécanisme d’action du cholestérol sur les sécrétases n’est pas totalement 

connu, mais il est admis que le taux de cholestérol influence la fluidité des membranes : 

une diminution du taux de cholestérol augmente leur fluidité. Cette modification pourrait 

affecter les sécrétases associées à celles-ci en perturbant le contact entre les enzymes et 

leur substrat APP. Elle pourrait aussi modifier l’activité intrinsèque des enzymes, 

notamment pour la γ-sécrétase dont le site actif est situé dans la membrane (Bodovitz and 

Klein, 1996; Wahrle et al., 2002). 

 

IV.4.3 Aβ et le système cholinergique 

IV.4.3.1 Stimulation de la production d'Aβ 

Les récepteurs cholinergiques, et en particulier ceux de type muscarinique, ont 

également un rôle sur la protéolyse de la protéine APP et la production d'Aβ. Ainsi, la 

stimulation des récepteurs cholinergiques muscariniques par l'acétylcholine active la 

protéine kinase C (PKC). Celle-ci active l'α-sécrétase et favorise le clivage de l'APP par 

la voie non amylogène (Hellström-Lindhal, 2000). Le déficit en acétylcholine observé dès 

les premiers stades de la maladie d'Alzheimer pourrait donc défavoriser la coupure de 

l'APP par l'α-sécrétase et augmenter la production d'Aβ. 

 

IV.4.3.2 Stimulation de l'accumulation d'Aβ  

L'acétylcholine estérase est fréquemment colocalisée avec les plaques amyloïdes 

dans le cerveau des malades d'Alzheimer, et semble participer à la formation de ces 



Chapitre I.  La maladie d’Alzheimer : Mécanismes et stratégies thérapeutiques 

 34 
 

dépôts. Des études de fluorescence et de dichroïsme circulaire ont montré que la 

formation de structures en feuillets-β et la fibrillation d'Aβ étaient amplifiées en présence 

d'acétylcholine estérase (Bartolini et al., 2003). Il faut noter que l'utilisation d'inhibiteurs 

compétitifs et non compétitifs de cette enzyme a permis d'exclure l'intervention du site 

catalytique de celle-ci dans l'interaction avec Aβ. Cette interaction Aβ / AChE semblerait 

plutôt avoir lieu à proximité d'un site de liaison anionique périphérique de l'enzyme. En 

effet, un inhibiteur cationique non compétitif de l'AChE ciblant ce site périphérique 

inhibe de façon significative la fibrillation d'Aβ. 

 

Ce rôle de cofacteur de l'acétylcholine estérase dans la fibrillation d'Aβ permet 

d'expliquer la localisation des dépôts amyloïdes au niveau des synapses des neurones 

cholinergiques. Elle explique aussi pourquoi cette classe de neurones est 

préférentiellement affectée par le stress oxydant généré par Aβ lors de la maladie. 

 

IV.4.4 Le zinc (II) 

Le ZnII est un autre élément qui favorise la précipitation du peptide Aβ. Ainsi, la 

concentration élevée de zinc au niveau de la fente synaptique lors de la transmission 

neuronale permet d'expliquer l'accumulation d'agrégats d'Aβ au niveau des synapses.   

 

De plus, une dérégulation des systèmes de transport du zinc plus importante chez 

les femmes pourrait favoriser chez elles le développement de la maladie (Henderson, 

1997; Lee et al., 2002). Des études épidémiologiques ont montré que les femmes ont un 

risque plus grand que les hommes de développer la maladie d’Alzheimer (Andersen et 

al., 1999), même après une correction due à leur plus longue espérance de vie.  

 

IV.4.5 Diminution de l'activité d'enzymes assurant la dégradation d'Aβ  

Enfin, l’accumulation du peptide Aβ dépend également de la balance entre la 

production et la dégradation de ce peptide. En plus de sa surproduction lors de la maladie 

d’Alzheimer, il semblerait que sa dégradation par des peptidases spécifiques soit elle 

aussi altérée.  

 

Ainsi, une variabilité de séquence du gène codant pour l’α2-macroglobuline, 

impliquée dans la dégradation d'Aβ, a été identifié comme facteur de risque (Selkoe, 
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2001). Des modifications de cette protéine suite à cette variabilité génétique pourraient 

être responsables d'une diminution de son activité.  

Une autre protéine est impliquée dans la dégradation d'Aβ : la néprilysine. Une 

diminution de l'activité de cette endopeptidase a été reportée dans l’hippocampe suite au 

vieillissement (Iwata et al., 2002; Selkoe, 2001). Les taux de néprilysine (et de son 

ARNm) sont de plus réduits dans l'hippocampe et le cortex temporal des malades 

d'Alzheimer, favorisant l'accumulation du peptide Aβ dans ces zones (Higuchi et al., 

2005). 

 

V. Relation entre Aβ et tau 

Le lien entre les lésions de la maladie d’Alzheimer observées histologiquement 

(plaques amyloïdes et enchevêtrements de neurofibrilles) et les composants qui leur sont 

associés (Aβ et tau) ont longtemps été controversés. De même, l'origine du processus 

neurodégénératif a été discutée : elle pourrait être due à la production anormale d'Aβ ou à 

la dégénération du cytosquelette neuronal causée par tau (Suh and Checler, 2002). 

 

          Des travaux sur des kinases ont apporté les premiers éléments de réponse : les 

kinases GSK-3 et cdk-5, capables de phosphoryler tau in vitro, sont activées suite à 

l’agrégation d'Aβ et conduisent à la mort neuronale (Alvarez et al., 1999; Takashima et 

al., 1993). 

 

Plus récemment, des études réalisées sur des souris triplement transgéniques [APP 

× PS1 × tau] ont élégamment montré le lien hiérarchique entre Aβ et tau (LaFerla and 

Oddo, 2005).  

L'emploi d'anticorps spécifiques a montré que ces souris développent les 

pathologies associées à Aβ et à tau, mais de façon non synchrone. En effet, la détection 

d'Aβ intracellulaire est possible dès trois mois et celle des dépôts amyloïdes 

extracellulaires vers six mois alors que les premiers changements conformationnels de tau 

ne sont visibles qu'au bout de dix à douze mois et l'hyperphosphorylation de tau 

seulement à partir de douze à quinze mois (Oddo et al., 2003). 

Dans une seconde étude sur cette même lignée de souris, Oddo et al. ont de plus 

montré que la suppression d'Aβ par immunothérapie (ou grâce à un inhibiteur de γ-
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sécrétase) conduit à un retrait de la pathologie associée à tau si le traitement est réalisé à 

un stade précoce (avant qu’il y ait hyperphosphorylation). La disparition d'Aβ précède 

celle de tau et la réapparition de la pathologie associée à Aβ précède également celle 

associée à tau (Oddo et al., 2004). Ces travaux suggèrent ainsi qu'Aβ peut moduler la 

progression de la pathologie liée à tau.  

Cela est corrélé au fait que des souris transgéniques [PS1 × tau] (dépourvues d’APP 

humain et donc ne développant pas de pathologie associée à Aβ) développent des 

taupathies plus tardivement et moins sévèrement (les dysfonctionnements synaptiques 

sont en particulier moins prononcés) que des souris triplement transgéniques [APP × PS1 

× tau] (Oddo et al., 2003).   

 

Il faut toutefois noter que tau lui-même est essentiel pour la neurotoxicité associée à 

Aβ. Ainsi, dans un modèle cellulaire en présence d'Aβ fibrillaire, on observe une 

dégénérescence des neurones isolés de souris transgéniques surexprimant tau (humain ou 

de souris), alors que les cellules issues d’animaux délétères pour tau ne dégénèrent pas. 

De plus, la dégénérescence est rétablie suite à la réexpression de tau (Rapoport et al., 

2002). 

 

 

En tant que points essentiels, nous pouvons retenir que le peptide Aβ est à l'origine 

d'un niveau élevé de stress oxydant qui va engendrer une dérégulation de l'homéostasie 

de calcium et conduire à l'hyperphosphorylation de tau et à la taupathie.  

 

VI.  La cascade amyloïde 

La maladie d’Alzheimer est une maladie complexe et multifactorielle, qui touche 

principalement les synapses de certains neurones situés dans l'hippocampe et le cortex. 

C'est au niveau de ces zones que les principaux acteurs de la maladie exercent leurs effets 

délétères (Fig. 16). 
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Fig. 16.  Localisation des principaux facteurs conduisant à la maladie d'Alzheimer (d'après 
Mattson, 2004). ER : réticulum endoplasmique.  

 

Pour expliquer l'origine et le développement de la maladie, la cascade amyloïde est 

le plus souvent proposée (Hardy and Higgins, 1992; Hardy and Selkoe, 2002). Elle est 

illustrée sur le schéma 3.  

 

Dans l'hypothèse de cette cascade amyloïde, l'origine de la dégénération neuronale 

et synaptique observée dans la maladie d'Alzheimer réside dans une protéolyse altérée de 

la protéine APP. Des causes génétiques et environnementales (le taux de cholestérol par 

exemple) et une altération générale du fonctionnement du cerveau liée à l'âge sont 

responsables de l'augmentation de la production d'Aβ (et plus particulièrement de sa 

forme la plus toxique, Aβ42). Celui-ci est alors libéré au niveau de la membrane 

présynaptique des neurones, où l'APP est accumulé. 

 

Dans le cas des neurones à acétylcholine, la présence de l'acétylcholine estérase 

dans cette zone favorise la fibrillation d'Aβ et la formation de plaques amyloïdes. De 

même, les ions métalliques ZnII et CuII libérés lors de la transmission synaptique causent 

l'agrégation du peptide au niveau des synapses.  
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Schéma 3. Illustration du rôle central occupé par le peptide β-amyloïde dans les différents 
évènements conduisant à la toxicité neuronale et à l’apoptose.  

 

 

Ces ions métalliques peuvent être à l'origine de toxicité, via la production de stress 

oxydant. Celui-ci conduit en particulier à l'oxydation des membranes et à la perte de leur 

intégrité. De plus, l'interaction directe du peptide Aβ hydrophobe avec ces membranes et 
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sa pénétration entraîne également la perméation de celles-ci. Il en résulte une 

augmentation du flux de Ca2+ à l'intérieur de la cellule neuronale. 

 

L'augmentation du taux de Ca2+ intracellulaire a de nombreux effets délétères. Elle 

génère du stress oxydant supplémentaire. Cette augmentation active également des 

kinases, conduisant à l'hyperphosphorylation de tau. Il s'en suit une déstructuration des 

axones et une perte des synapses qui conduit à l'altération de la mémoire et des fonctions 

cognitives.  

Une concentration intracellulaire de Ca2+ excessive peut également déclencher des 

facteurs d'induction d'apoptose et conduire à la mort neuronale. 

 

 

Un cercle vicieux vient amplifier ces phénomènes.  

La dérégulation des synapses perturbe le fonctionnement des systèmes de 

neurotransmetteurs cholinergiques et favorise ainsi la production supplémentaire d'Aβ et 

son accumulation.  

Les dysfonctionnements synaptiques et le stress oxydant augmentent par ailleurs 

l'influx de Ca2+ dans la cellule au niveau des neurones à glutamate, via la suractivation 

des récepteurs au NMDA. Ce phénomène conduit à une toxicité accrue au niveau de ce 

type de neurones.  

Enfin, l'inflammation déclenchée suite à ces évènements produit davantage de 

stress oxydant et accentue la toxicité générale. 

 

VII.  Stratégies thérapeutiques  

Plusieurs revues permettent de faire le point sur les différentes approches 

thérapeutiques actuellement envisagées pour lutter contre la maladie d'Alzheimer 

(Bachurin, 2003; Suh and Checler, 2002). Ces stratégies peuvent être regroupées en deux 

classes selon qu’elles agissent ou non sur les causes de la maladie (Schéma 4).  
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Schéma 4. Cibles pharmacologiques et approches thérapeutiques pour la maladie d’Alzheimer. 
Les agents ciblant les causes directes de la maladie sont notés en jaune.  

 

Les molécules étudiées dans ces différentes stratégies thérapeutiques ont un point 

commun : elles doivent atteindre leur cible dans le cerveau, qui est un organe très 

protégé. Pour cela, elles doivent franchir la barrière hémato-méningée, qui contrôle le 

passage éventuel des substances transportées par le sang vers le fluide cérébrospinal. 

Plusieurs caractéristiques sont essentielles pour la pénétration passive d'un composé à 

travers les barrières biologiques en général, et la barrière hémato-méningée en particulier 

(Lipinski et al., 2001). Le composé doit notamment posséder un faible poids moléculaire 

(< 500) et être hydrophobe. De plus, il doit être suffisamment stable pour ne pas être 

dégradé avant d'atteindre le cerveau. 

 

 

Après une présentation des approches symptomatiques, nous détaillerons plus en 

détail les stratégies ciblant les causes de la maladie, et notamment les protéines Aβ et tau. 

 

VII.1 Approches symptomatiques et traitements utilisés 

Il n’y a actuellement aucun traitement curatif pour la maladie d’Alzheimer. Mis à 

part des neuroleptiques et des antidépresseurs utilisés pour lutter contre les troubles 

comportementaux des malades, les seuls traitements utilisés à ce jour sont des inhibiteurs 

des choline estérases ou des antagonistes des récepteurs du NMDA. D’autres axes 
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thérapeutiques, utilisant des antioxydants ou des anti-inflammatoires, sont actuellement 

en cours d’évaluation clinique quand à leur efficacité sur la maladie d’Alzheimer.     

 

VII.1.1 Inhibiteurs des choline estérases 

Afin de compenser le déficit du neurotransmetteur acétylcholine observé dans la 

maladie d'Alzheimer, une voie thérapeutique intéressante consiste à utiliser des 

inhibiteurs des choline estérases. Leur rôle est d’augmenter la concentration et la durée 

d’action de l’acétylcholine dans la fente synaptique et donc d’améliorer l’activation des 

récepteurs cholinergiques, améliorant ainsi les fonctions cognitives. 

 

Ces composés ont été les premières molécules utilisées pour le traitement des 

patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Bachurin, 2003).  

 

La tacrine (Cognex®) a été une des premières molécules employées (Fig. 17). 

C’est un inhibiteur non compétitif de l'acétylcholine estérase mais aussi de la 

butylcholine estérase. Cependant, sa faible organospécificité et ses effets secondaires 

toxiques (consistant principalement en l'inhibition des canaux à sodium et potassium) 

font qu’elle a été abandonnée en faveur d’inhibiteurs de seconde génération. 

Ces composés, tels que le donepezil (Aricept®) et la galantamine (Reminyl®), 

ciblent l'acétylcholine estérase et l'inhibent de façon compétitive. Ils semblent également 

avoir une fonction agoniste sur les récepteurs cholinergiques nicotiniques (Arias et al., 

2005) et pallient ainsi efficacement les déficits en acétylcholine.  

Enfin, une dernière catégorie de molécules, de la famille des carbamates, 

comprend la rivastigmine (Exelon®), qui est un inhibiteur des deux formes acétylcholine 

et butylcholine estérases de type "slow-binding". Cette capacité à inhiber deux enzymes 

impliquées dans la maladie est probablement responsable de sa meilleure efficacité pour 

augmenter les taux d’acétylcholine quand on la compare au donepezil et à la galantamine 

(qui n'en inhibent qu'une seule). De plus, la rivastigmine est régiosélective, permettant 

une inhibition sélective des choline estérases du cerveau par rapport aux formes 

périphériques de ces enzymes.  
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Fig. 17. Structure des inhibiteurs de choline estérases utilisés (ou ayant été utilisés) dans le 
traitement de la maladie d’Alzheimer. 
 

Toutefois, les inhibiteurs de l’activité cholinestérase induisent également des états 

dépressifs et devraient dans le futur être remplacés par de nouvelles molécules ayant 

d’autres cibles thérapeutiques au sein du système cholinergique (Fig. 5). 

 

Dans ce domaine, les voies de recherches consistent à trouver des molécules 

capables de stimuler la synthèse et/ou le relargage de l’acétylcholine au niveau 

présynaptique (Bachurin, 2003) ou de stimuler les récepteurs cholinergiques 

muscariniques ou nicotiniques post-synaptiques par des agents possédant des propriétés 

cholinomimétiques (Suh and Checler, 2002).  

 

VII.1.2 Antagonistes des récepteurs du glutamate de la famille NMDA : 

Régulation de l'homéostasie du Ca2+ 

Des antagonistes des récepteurs du NMDA qui bloqueraient l’influx de calcium 

induit par le glutamate pourraient empêcher la neurotoxicité causée par Aβ. 

 

Le plus étudié de ces dérivés est la mémantine (Namenda®, Fig. 18), un inhibiteur 

non compétitif du récepteur du NMDA. Il possède une affinité modérée pour ce récepteur 

qui permet de bloquer de manière transitoire l’ouverture des canaux à calcium. Cela 

entraîne une réduction de la mort cellulaire engendrée par excitotoxicité sans altérer les 

fonctions normales de ce récepteur du NMDA (Lipton, 2006).  
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NH2
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Fig. 18. Structure de la mémantine.  

 

La mémantine a permis de réduire les détériorations cognitives et 

comportementales chez des patients atteints de la maladie d'Alzheimer à des stades 

modérés à graves lors de la phase III d’essais cliniques (Reisberg et al., 2003). Son 

emploi en combinaison avec le donepezil a de plus permis d’améliorer les fonctions 

cognitives chez ce même type de patients (Tariot et al., 2004). La mémantine est 

actuellement utilisée en tant que traitement neuroprotecteur ralentissant le développement 

de la maladie d’Alzheimer pour des cas modérés à graves.  

 

Dans ce domaine, une autre approche consisterait à utiliser des composés inhibant 

la toxicité du calcium induite par Aβ, en bloquant par exemple certains canaux calciques 

ou en modulant l’activité de récepteurs chargés de réguler l’homéostasie du calcium. 

 

VII.1.3 Anti-inflammatoires non stéroïdiens 

La neurodégénérescence du tissu cérébral dans la maladie d’Alzheimer étant 

accompagnée de phénomènes inflammatoires, il a très vite été envisagé d’utiliser des 

anti-inflammatoires dans son traitement.  

 

Ainsi, des anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) ont été testés dans le cadre 

de la maladie d'Alzheimer (Dannhardt and Kiefer, 2001; Townsend and Pratico, 2005). 

Ces molécules agissent en inhibant les cyclooxygénases (COX), qui sont des enzymes de 

la biosynthèse des prostaglandines intervenant dans les processus d'inflammation. 

Il existe deux types de cyclooxygénases : (i) la cyclooxygénase de type 1 (COX-

1), constitutive et exprimée dans presque tous les tissus, assure un grand nombre de 

fonctions homéostatiques, (ii) la cyclooxygénase de type 2 (COX-2), inductible en 

réponse à l’inflammation, est présente constitutivement au niveau des neurones. Son 

expression est fortement augmentée dans la maladie d’Alzheimer suite à l'inflammation 

(Dannhardt and Kiefer, 2001).  
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L’ibuprofène, le flurbiprofène, ou encore l’indométhacine (Fig. 19) sont des 

inhibiteurs réversibles des deux types de COX (compétitif pour le premier et de type 

"slow-binding" pour les deux derniers) proposés pour réduire l’inflammation dans la 

maladie d’Alzheimer. Une large utilisation de ces médicaments est toutefois limitée en 

raison des effets secondaires observés généralement pour les AINS, tels que des ulcères, 

dus à l’inhibition de COX-1 (Bachurin, 2003).  
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Fig. 19. Exemples d’anti-inflammatoires non stéroïdiens testés dans le cadre de la maladie 
d’Alzheimer.  
 

Beaucoup d'efforts se portent à l'heure actuelle vers la recherche d’inhibiteurs 

spécifiques de COX-2, qui devraient permettre de cibler la réponse inflammatoire au 

niveau du cerveau. Ils devraient en particulier être dépourvus des effets secondaires liés à 

l’inhibition de la synthèse constitutive des prostaglandines puisqu'ils sont inactifs envers 

COX-1 (Dannhardt and Kiefer, 2001). Des exemples de tels composés sont le rofecoxib 

(Vioxx®) ou le celecoxib (Celebrex®), qui sont des inhibiteurs irréversibles de COX-2 

(Fig. 20). Malheureusement, les premiers essais cliniques dans le cadre de la maladie 

d’Alzheimer n’ont révélé aucun effet thérapeutique (Reines et al., 2004). 
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Fig. 20. Exemples d’anti-inflammatoires non stéroïdiens spécifiques de COX-2 testés dans le 
cadre de la maladie d’Alzheimer.  
 

VII.1.4  Antioxydants 

Afin de limiter le stress oxydant observé au cours de la maladie d'Alzheimer, de 

nombreux antioxydants ont été testés chez l’animal et chez l’homme (Bachurin, 2003). 



Chapitre I.  La maladie d’Alzheimer : Mécanismes et stratégies thérapeutiques 

 45 
 

Le principe d'un antioxydant est d'être facilement oxydé par les espèces réactives 

de l'oxygène, empêchant la réaction de ces dernières sur les molécules biologiques. 

Ainsi par exemple, la mélatonine (Fig. 21), une hormone de régulation du 

sommeil, possède des propriétés antioxydantes. La mélatonine est facilement hydroxylée 

en position 6 par OH•, ce qui explique en partie sa capacité à piéger ces radicaux 

toxiques. L’avantage essentiel de cette molécule (et de son précurseur, la sérotonine) est 

de passer facilement la barrière hémato-méningée. Administrée à des souris transgéniques 

APP2576, la mélatonine a montré une activité positive en réduisant le stress oxydant et en 

augmentant la durée de vie de ces animaux (Matsubara et al., 2003). Cependant, sa 

distribution est contrôlée dans de nombreux pays européens car une accentuation des 

états dépressifs a été associée à son administration. 

 

D'autres produits naturels possédant des propriétés antioxydantes ont été testés 

dans le cadre de la maladie d'Alzheimer. Ainsi, l’α-tocophérol (une des formes 

prédominantes de la vitamine E) a fait l’objet d’études cliniques. Bien qu'une première 

étude ait montré son efficacité pour retarder le développement de la maladie chez des 

patients atteints de maladie d’Alzheimer modérée ou grave (Sano et al., 1997), 

l'utilisation de la vitamine E reste sujette à débat (Boothby and Doering, 2005).  

De même, les hormones stéroïdiennes possèdent un effet neuroprotecteur qui a été 

associé, au moins en partie, à un fort effet antioxydant (Bachurin, 2003). Les isomères 

17α- et 17β-œstradiol et certains de leurs dérivés synthétiques passent la barrière hémato-

méningée et bloquent efficacement l’accumulation intracellulaire d’EORs. Des études 

cliniques ont montré un effet protecteur de ces œstrogènes contre le risque de maladie 

d'Alzheimer chez les femmes recevant un traitement post-ménopausique à base de ces 

molécules (Henderson, 1997). Cependant, les œstrogènes ne semblent pas entraîner 

d’améliorations probantes sur l’évolution de la maladie (Suh and Checler, 2002). 

Enfin, les polyphénols sont également des antioxydants puissants. Ainsi, la 

curcumine (une épice indienne) protège des cultures cellulaires du stress oxydant induit 

par Aβ42 et réduit les dommages oxydants chez des souris transgéniques APP2576 (Kim 

et al., 2001; Lim et al., 2001). Le resvératrol et la catéchine (des composants du vin rouge 

et du thé vert, respectivement) ont aussi un effet protecteur vis-à-vis d'Aβ sur culture 

cellulaire (Conte et al., 2003).  
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Fig. 21. Structures de quelques composés d'origine naturelle ayant montré des propriétés 
antioxydantes en relation avec la maladie d’Alzheimer. 

 

Certains dérivés synthétiques sont également évalués pour leurs propriétés 

antioxydantes vis-à-vis de la toxicité induite par Aβ. C’est le cas de polyphénols 

synthétiques dérivés des composés naturels cités précédemment, ou encore du composé 

D609 (Fig. 22). Ce dernier possède une fonction dithiocarbonate lui permettant de se lier 

aux aldéhydes α-β insaturés (4-hydroxy-2-nonèn-1-al, acroléine,…) retrouvés à proximité 

des plaques amyloïdes et de bloquer ainsi leur toxicité. Ce dérivé passe la barrière 

hémato-méningée chez des gerbilles et réduit le stress oxydant induit par Aβ introduit ex 

vivo sur des synaptosomes de ces animaux (Perluigi et al., 2006). 
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Fig. 22. Structure du composé synthétique D609 ayant montré des propriétés antioxydantes en 
relation avec la maladie d’Alzheimer.  

 

 

VII.1.5  Remarque 

Pour conclure, il faut noter que l'utilisation de ces traitements d'approche 

symptomatique a parfois des effets additionnels sur les causes de la maladie d'Alzheimer, 

par un mécanisme différent de celui qui a lieu lors de leur utilisation classique. C'est le 

cas de certains composés de la famille des anti-inflammatoires non stéroïdiens ou de 

certains antioxydants, dont les effets seront repris dans le chapitre suivant.  



Chapitre I.  La maladie d’Alzheimer : Mécanismes et stratégies thérapeutiques 

 47 
 

VII.2 Agents thérapeutiques ciblant les causes de la maladie  

Une approche curative de la maladie d'Alzheimer consiste à développer des agents 

affectant les voies responsables de la neurodégénérescence. De nombreux efforts de 

recherche ont été menés ces dernières années, conduisant à des stratégies thérapeutiques 

actuellement à des stades de développement plus ou moins avancés. Ces stratégies 

cherchent principalement à diminuer la production d'Aβ, à augmenter son élimination ou 

à bloquer son agrégation et ses effets toxiques. Une autre cible est la taupathie associée à 

la maladie. 

 

VII.2.1 Inhibiteurs de la phosphorylation ou de la polymérisation de tau 

Le blocage de la pathologie associée à la formation de neurofibrilles de protéine 

tau hyperphosphorylée est une stratégie thérapeutique intéressante, d’autant que les 

taupathies interviennent dans plusieurs maladies neurodégénératives.  

 

Des inhibiteurs des kinases responsables de la phosphorylation de tau, telles que 

la kinase cycline-dépendante 5 (cdk-5) et la kinase glycogène-synthase 3 (GSK-3) ont été 

étudiés. Il en est ainsi du lithium, déjà utilisé dans le traitement des maladies bipolaires 

telles que la maniaco-dépression, et qui est un inhibiteur réversible de la GSK-3. Sur 

culture neuronale, il réduit la phosphorylation de tau et améliore la fixation de tau aux 

microtubules, stabilisant ainsi ces dernières (Hong et al., 1997).  

Toutefois, le phénomène de phosphorylation régule un grand nombre d'enzymes. 

Il est donc important d'être spécifique pour les kinases impliquées dans la 

phosphorylation de tau, ce qui rend très difficile le développement de cette stratégie.  

 

Des agents inhibant l’agrégation de tau ou dissociant les neurofibrilles préformées 

sont également à l’étude. Un criblage à haut débit sur différents isoformes de tau et sur 

des protéines tau modifiées a permis d’identifier un certain nombre de dérivés (Fig. 23) 

capables d’inhiber in vitro l’agrégation de tau et de désassembler des agrégats préformés, 

avec des CI50 de l’ordre du micromolaire. D'un point de vue général, la CI50 correspond 

dans tout ce chapitre à la concentration en molécule permettant de diminuer de 50 % le 

phénomène étudié. Dans le cas présent, par exemple, les CI50 sont les concentrations en 

composés nécessaires pour inhiber de 50 % la formation d'agrégats ou pour désassembler 

50 % des agrégats préformés, respectivement. Parmi ces molécules, l'émodine et B1C11 
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sont également capables d'inhiber l'agrégation de tau et de réduire sa toxicité sur des 

modèles cellulaires de taupathies (Khlistunova et al., 2006; Pickhardt et al., 2005).  
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Fig. 23. Structures de quelques composés inhibant la polymérisation de la protéine tau.   
 

VII.2.2  Diminution de la production d'Aβ 

La protéolyse de la protéine APP par les sécrétases β et γ conduit à la formation 

des peptides Aβ. La recherche d’inhibiteurs de ces deux sécrétases a donc été menée 

(Citron, 2004a, 2004b; Dewachter and Van Leuven, 2002; John et al., 2003). Afin de 

diminuer cette production d'Aβ, d'autres recherches concernent l'activation de l'α-

sécrétase (impliquée dans l'hydrolyse non amylogène de l'APP) ou la régulation des 

sécrétases par la modulation des taux de cholestérol. 

 

VII.2.2.1  Inhibiteurs de la β-sécrétase 

La β-sécrétase est une protéine transmembranaire de 501 acides aminés de la 

famille de pepsines. Elle est responsable de la coupure de l’APP selon la voie amylogène 

(Lin et al., 2000). C’est une protéase à aspartate, c’est-à-dire qu’elle possède dans le site 

actif deux résidus aspartate (Asp32 et Asp388) requis pour l’activité de coupure de la 

liaison peptidique (Schéma 5). 
  

 
 
Schéma 5. Mécanisme d'hydrolyse d'une liaison peptidique par une protéase à aspartate (d'après 
Schmidt, 2003). 
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Des inhibiteurs de ce type d'enzyme sont connus. Ce sont des analogues 

tétraédriques de l'état de transition se formant au sein de l'enzyme.  

 

Ce type d'inhibiteur a été développé envers la β-sécrétase (Schmidt, 2003). La 

synthèse d'un peptide (OM99-2, Fig. 24) reprenant une partie de la structure de l'APP 

sous sa forme mutée au niveau du site de coupure par la β-sécrétase (mutant Sweedich, 

Fig. 15) a tout d'abord été réalisée. Il possède à la place de la liaison peptidique scissile 

un motif hydroxyéthylène mimant l'état de transition (Ghosh et al., 2000). Il inhibe 

l'activité β-sécrétase avec une constante d'inhibition Ki = 1,6 nM sur l'enzyme isolée.  

Cette activité a par la suite été améliorée avec un composé de structure proche, 

OM00-3 (Ki = 0,3 nM) (Turner et al., 2001). 
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Fig. 24. Structures de dérivés peptidiques analogues de l'état de transition inhibant la β-
sécrétase. Le motif isostère hydroxyéthylène est représenté en rouge. 

 

La structure tridimensionnelle de la partie protéase de la β-sécrétase comportant 

OM99-2 dans le site actif a été déterminée par diffraction aux rayons X (Fig. 25) (Hong 

et al., 2000). Elle confirme le mode d'action de ces dérivés, puisque la fonction -OH du 

motif hydroxyéthylène se lie aux aspartates du site catalytique et déplace la molécule 

d’eau catalytique impliquée normalement dans la réaction d'hydrolyse de la protéine 

APP. 
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Fig. 25.  Structures d'un fragment de la β-sécrétase et de son site actif en présence de l'inhibiteur 
OM99-2 (d'après Schmidt, 2003). 

 

Cependant, ces premiers inhibiteurs sont facilement hydrolysés au niveau de leurs 

liens peptidiques et montrent une faible capacité à passer les membranes biologiques en 

raison de leur taille, ce qui conduit à un manque d’activité sur cellule. Des molécules plus 

courtes et dont la structure s'éloigne davantage des structures peptidiques "naturelles" ont 

été obtenues sur la base de ces premiers composés, en variant les motifs isostères de l'état 

de transition ainsi que les acides aminés et leurs substituants. C'est le cas des molécules 

A, qui mime l'état de transition grâce à un motif statine (CI50 = 0,12 µM sur l'enzyme 

isolée, CI50 = 4 µM  sur culture cellulaire) (Hom et al., 2003), ou B avec un motif 

aminoéthylène (Ki = 26 nM sur l'enzyme isolée, CI50 = 0,18 µM sur culture cellulaire) 

(Yang et al., 2006) (Fig. 26). 
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Fig. 26. Structures de dérivés peptidiques modifiés inhibiteurs de la β-sécrétase. Le motif isostère 
mimant l’état de transition est représenté en bleu (statine) ou en vert (aminoéthylène). 

 

D'autres inhibiteurs ont été obtenus par criblage à haut débit ou par "docking" à 

partir de la structure tridimensionnelle de la β-sécrétase co-cristallisée avec OM99-2. 

C'est le cas des molécules C (CI50 = 0,35 µM), D (CI50 = 1 µM) et E  (CI50 =  0,093 µM) 

qui ont montré une activité inhibitrice sur l'enzyme purifiée (Fig. 27) (Garino et al., 2006; 

John et al., 2003). Cependant, l’obtention de tels composés, dont la structure s'éloigne du 
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substrat naturel de l'enzyme, et leur optimisation est relativement difficile dans la mesure 

où le site actif révélé par la structure cristallographique est une poche très large (Hong et 

al., 2000). 
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Fig. 27. Structures d'autres inhibiteurs de la β-sécrétase. 
 

 

Il faut néanmoins noter que les sécrétases membranaires comme la β-sécrétase 

possèdent généralement plusieurs substrats. Ainsi, d’eux d’entre eux ont récemment été 

identifiés pour la β-sécrétase : les protéines ST6Gal I (une sialyltransférase située dans 

l'appareil de Golgi) et PSGL-1 (qui intervient lors des réactions inflammatoires) 

(Dewachter and Van Leuven, 2002; Lichtenthaler et al., 2003). Il pourrait donc être 

risqué d’agir sur la β-sécrétase, bien qu'il faille également noter que des souris knock-out 

pour cette protéase montrent une réduction marquée de niveaux d'Aβ dans le cerveau, 

sans problème majeur au niveau du développement, de l’état de santé général ou de la 

fertilité (Luo et al., 2001).  

De plus, il existe un homologue à la β-sécrétase, la protéine BACE-2, qui 

intervient dans la vascularisation des tissus. Il est donc important de synthétiser des 

inhibiteurs sélectifs de la β-sécrétase (BACE-1).  

 

VII.2.2.2  Inhibiteurs de la γ-sécrétase 

La γ-sécrétase est un complexe protéique comprenant quatre types de protéines 

transmembranaires : une préséniline (PS1 ou PS2), la nicastrine, Aph-1 et Pen-2 (De 

Strooper, 2003). Bien que cette enzyme n'ait pas été isolée à ce jour, il est établi que son 

site actif est situé au niveau des présénilines qui sont, comme la β-sécrétase, des 

protéases à aspartate (Wolfe et al., 1999) et que les trois autres protéines ont un rôle de 

cofacteur.  
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La γ-sécrétase réalise un clivage inhabituel au sein de la région transmembranaire, 

dans un environnement hydrophobe. Peu d'exemples sont connus pour ce type de 

réactivité, ce qui devrait faciliter la spécificité des inhibiteurs pour cette enzyme. Ces 

inhibiteurs devront par ailleurs être hydrophobes pour atteindre le site actif, une 

caractéristique qui devrait aussi faciliter leur passage à travers la barrière hémato-

méningée (Citron, 2004b).  

 

Les premiers inhibiteurs de la γ-sécrétase étaient, comme dans le cas de la β-

sécrétase, des dérivés peptidiques reprenant le site de clivage de l'APP par l'enzyme (Suh 

and Checler, 2002).  

Par la suite, d’autres inhibiteurs de la γ-sécrétase ont été découverts par des 

criblages à haut débit suivis de modifications chimiques permettant d'affiner les 

structures retenues. C'est le cas du composé DAPT (Fig. 28, CI50 = 20 nM pour la 

production de Aβ sur extrait cellulaire), qui pénètre la barrière hémato-méningée et 

permet de diminuer de 50 % les taux d'Aβ corticaux dans le cerveau de souris 

transgéniques APP (Dovey et al., 2001; Schmidt, 2003). D'autres modifications sur la 

base du DAPT, telles que l'introduction d'un motif benzocaprolactame, ont conduit au 

dérivé LY-411,575 (CI50 = 0,082 nM sur extrait cellulaire) (Wong et al., 2004).  

Selon le même processus, des modifications ont été réalisées sur un squelette de 

type benzodiazépine. Ce motif est présent dans de nombreuses molécules possédant une 

activité psychotrope et qui franchissent par conséquent la barrière hémato-méningée. 

Parmi les inhibiteurs de γ-sécrétase obtenus, le composé A est particulièrement actif (CI50 

= 0,06 nM sur extrait cellulaire) (Churcher et al., 2003). 
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Fig. 28. Structures de quelques inhibiteurs des γ-sécrétases. 
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D'autre part, il est apparu que certains anti-inflammatoires non stéroïdiens tout 

d'abord utilisés dans la maladie d'Alzheimer pour leur effet sur COX, tels que 

l’ibuprofène ou le flurbiprofène (Fig. 19), pouvaient moduler le clivage de l’APP par la γ-

sécrétase. De tels composés déplacent le site de coupure de celle-ci pour libérer des 

fragments plus courts (tels qu'Aβ38) et beaucoup moins toxiques qu'Aβ42. Ainsi, 

l’administration de ces composés réduit la quantité d'Aβ42, les taux de plaques amyloïdes 

et l’inflammation du cerveau chez des souris transgéniques APP2576 (Eriksen et al., 

2003; Lim et al., 2000; Weggen et al., 2001). Cet effet est indépendant de l’inhibition de 

COX (Townsend and Pratico, 2005; Weggen et al., 2001).  

Pour pallier à la toxicité gastro-intestinale de ces composés liée à l’inhibition de 

COX, des analogues du flurbiprofène inhibant la production d'Aβ42 mais sans effet sur 

l'action de COX ont été préparés. C’est la cas du R-flurbiprofène (Fig. 29) actuellement 

en phase III d’essais cliniques (Jacobsen et al., 2005) ou du composé B (CI50 = 20 µM 

pour la production d'Aβ sur culture cellulaire) qui franchit la barrière hémato-méningée et 

permet de réduire les taux d'Aβ42 plasmatique sur souris transgéniques APP2576 (Peretto 

et al., 2005). 
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Fig. 29. Structures de dérivés issus du flurbiprofène et inhibiteurs des γ-sécrétases. 
 

Cependant, l’utilisation d’inhibiteurs de la γ-sécrétase peut conduire à des effets 

secondaires dus à l’inhibition du clivage de la protéine Notch (impliquée dans la 

régulation de la différentiation neuronale, de la spermatogénèse, de l’ovogénèse et de la 

myogenèse) (De Strooper et al., 1999) ou d’autres protéines substrats de cette enzyme 

telles que APLP1, ErbB4 ou Ire1 (Dewachter and Van Leuven, 2002). Ainsi récemment, 

l’utilisation in vivo de LY-411,575 a causé des effets secondaires graves en relation avec 

Notch sur des souris transgéniques APP TgCRND8 (Wong et al., 2004). Il est donc 

primordial de trouver des inhibiteurs sélectifs de la γ-sécrétase qui n’interfèrent pas avec 

la voie de signalisation de Notch. Certains AINS, qui modifient l’activité γ-sécrétase sans 

l’inhiber, répondent à ce critère (Weggen et al., 2001). 
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VII.2.2.3 Activateurs de l’α-sécrétase 

L’α-sécrétase est une métalloprotéase à zinc de la famille ADAM (pour "a 

disintegrin and metalloprotease") dont la nature exacte n'a pas encore été établie. Son 

activité est régulée par sa phosphorylation, via la protéine kinase C (PKC) (Dewachter 

and Van Leuven, 2002).  

La stimulation de la coupure de l’APP par l’α-sécrétase pourrait être un outil 

intéressant, dans la mesure où les sécrétases α et β sont en compétition pour un même 

pool d’APP. Ainsi, la stimulation de l’α-sécrétase diminue la formation d'Aβ, en dirigeant 

l’APP vers la voie de dégradation non amylogène (Suh and Checler, 2002).  

Une telle activation n’a jusqu’à présent pu être réalisée par des agonistes de l’α-

sécrétase mais plutôt par des voies indirectes. Ainsi, la stimulation du clivage de l’APP 

par l’α-sécrétase est possible en utilisant des ligands de la PKC (Kozikowski et al., 2003). 

Des agonistes des récepteurs muscariniques de l’acétylcholine M1 et M3, dont les effets 

sur l’APP sont également liés à la PKC, permettent aussi de favoriser l'hydrolyse de 

l'APP par l'α-sécrétase in vitro et in vivo (Lin et al., 1999; Nitsch et al., 1992).  

 

VII.2.2.4  Diminution de la production d'Aβ par des composés favorisant la 

réduction des taux de cholestérol  

Les statines sont des composés qui réduisent les taux de cholestérol en inhibant de 

manière compétitive la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) réductase. 

Cette enzyme catalyse la conversion de HMG-CoA en mévalonate lors de l’étape 

limitante de la biosynthèse du cholestérol (Shobab et al., 2005). En diminuant les taux de 

cholestérol, les statines modulent l'activité des sécrétases impliquées dans la protéolyse 

de la protéine APP. Elles conduisent alors à la réduction de la production d'Aβ in vitro et 

in vivo (Fassbender et al., 2001). 

 

Des études épidémiologiques ont montré que l’utilisation de statines, telles que la 

simvastatine (Zocor®) ou l’atorvastatine (Lipitor®) (Fig. 30), pourrait réduire le risque de 

développer la maladie d’Alzheimer de 40 à 70 % (Jick et al., 2000; Wolozin et al., 2000).

 Cependant, des premiers essais cliniques avec l'atorvastatine chez des patients 

atteints de la maladie d'Alzheimer à un stade faible ou modéré n’ont montré que de 

faibles tendances à l’amélioration des symptômes cliniques (Sparks et al., 2005).  
 



Chapitre I.  La maladie d’Alzheimer : Mécanismes et stratégies thérapeutiques 

 55 
 

O

OHO

H
O

O

Simvastatine

O

OHO

H

Simvastatine

HO HO

OH

O

Atorvastatine

NN
H

O

F
 

 
Fig. 30. Structures de quelques statines.  

 

Dans la même optique de diminution des taux de cholestérol pour empêcher la 

production d'Aβ, des inhibiteurs de l’acyl-coenzyme A : cholestérol acyltransférase 

(ACAT) sont également à l’étude. L'ACAT est responsable du stockage du cholestérol 

dans l'organisme sous forme d'ester de cholestérol. En absence de cette enzyme, les 

cellules ne peuvent stocker qu'une quantité réduite de cholestérol. Ainsi, le composé CP-

113,818 (Fig. 31), un inhibiteur de l'ACAT mimant son substrat acyl-coenzyme A, 

permet de réduire les taux de cholestérol chez la souris sauvage. Il permet également de 

réduire les taux d'Aβ42 soluble et de plaques et d’améliorer la mémoire chez des souris 

transgéniques APP (Hutter-Paier et al., 2004).  
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Fig. 31. Structure d'un inhibiteur de l'ACAT. 

 

VII.2.2.5  Remarque sur l'emploi des inhibiteurs/activateurs des sécrétases 

Bien que l'utilisation des modulateurs de sécrétases ou d'agents de régulation des 

taux de cholestérol pour diminuer la production d'Aβ soit une stratégie thérapeutique 

intéressante vis-à-vis de la maladie d’Alzheimer, elle risque cependant d’être limitée. En 

effet, la production d'Aβ est antérieure de plusieurs années à la détection de la maladie. 

Ainsi, une étude sur des souris transgéniques dont l’expression de l’APP peut être régulée 

montre que, à la suite de l’inhibition de l’expression de l’APP, la production d'Aβ est 

supprimée et la charge en plaques stabilisée, mais sans être réduite. Les plaques 

amyloïdes préexistantes, qu’elles soient diffuses ou denses, ne sont pas éliminées dans 
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une échelle de temps équivalente à celle qui avait permis leur formation (Jankowsky et 

al., 2005).  

 

VII.2.3  Augmentation de l'élimination d'Aβ  

VII.2.3.1  Approche vaccinale 

Une stratégie thérapeutique consiste à améliorer l’élimination du peptide Aβ par 

immunisation. Cette immunisation peut se faire selon deux méthodes : de façon active en 

utilisant le peptide Aβ lui-même, ou de façon passive avec des anticorps anti-Aβ. 

 

La simple immunisation par injection d'Aβ42 humain par voie sous-cutanée 

engendre le développement d'anticorps dirigés contre le peptide chez des souris 

transgéniques APP. Elle empêche ainsi la formation de plaques amyloïdes chez les souris 

jeunes et conduit à une réduction de la charge en plaques chez les souris plus âgées 

(Schenk et al., 1999). Elle permet de plus de réduire les dysfonctionnements cognitifs 

chez des souris transgéniques [APP × PS1] (Morgan et al., 2000).  

Des premiers essais cliniques (phase IIa) d’immunisation avec Aβ42 préagrégé 

(AN-1792) ont eu lieu en 2002. Cependant, 6 % des patients ont développé des 

encéphalites méningées graves à la suite de ces essais qui ont donc été interrompus. La 

cause probable de ces inflammations méningées est une réponse auto-immune forte visant 

l’APP qui est présent dans les neurones sains. 

Les effets des injections (1 à 3 sur les 6 prévues) ont tout de même été évalués. Le 

traitement a conduit au développement d'anticorps anti-(AN-1792) dans 20 % des cas, 

mais les variations des taux d'Aβ42 dans le fluide cérébrospinal ou les résultats de tests 

cognitifs sont peu significatifs (Gilman et al., 2005). D'autre part, l’analyse du cerveau 

d’un patient décédé à la suite d’une encéphalite a montré une réduction significative du 

taux de plaques amyloïdes associée à la présence de cellules microgliales qui pourraient 

être responsables de la destruction de ces plaques par phagocytose (Nicoll et al., 2003).  

 

Des tests d'immunisation passive avec des anticorps anti-Aβ ont également été 

menés. Comme dans le cas de l’immunisation directe, plusieurs études montrent que les 

anticorps permettent de réduire les plaques chez des souris transgéniques APP (PDAPP) 

(Bard et al., 2000; DeMattos et al., 2001). Certains de ces anticorps anti-Aβ sont 

actuellement testés cliniquement chez l'homme (Jacobsen et al., 2005). 
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 Il existe plusieurs hypothèses pour expliquer les mécanismes d’immunisation par 

des anticorps. Trois modèles non exclusifs ont été proposés (Citron, 2004b).  

Dans un premier mécanisme, une faible partie des anticorps pénètrerait dans le 

cerveau (il ont été retrouvés liés à des plaques amyloïdes) et entraînerait l’élimination des 

plaques préexistantes par phagocytose via les cellules microgliales (Bard et al., 2000; 

Schenk et al., 1999).  

Une seconde hypothèse ferait intervenir la solubilisation directe des dépôts 

amyloïdes par des anticorps pénétrant dans le cerveau et interagissant directement avec 

les plaques. C’est probablement le cas pour les anticorps dirigés contre l’épitope EFRH 

(les acides aminés 3 à 6 d'Aβ), dont l’effet de solubilisation sur Aβ a été prouvé in vitro 

(Frenkel et al., 2000). Cet effet pourrait être rattaché à un effet de déstructuration des 

repliements en feuillets-β retrouvés au niveau des fibrilles.  

Enfin, selon un troisième mécanisme, l’élimination se ferait de façon 

périphérique, via la séquestration de l’Aβ plasmatique par des anticorps anti-Aβ. En 

perturbant ainsi l’équilibre d'Aβ entre le plasma et le cerveau, les anticorps draineraient 

alors, par un différentiel de concentration, les peptides amyloïdes vers l’extérieur du 

cerveau (DeMattos et al., 2001). 

 

VII.2.3.2  Agents déstructurant les feuillets-β ("β-sheet breakers") 

La neurotoxicité induite par Aβ est associée à l’agrégation du peptide, induite par 

la formation de fibrilles à partir de structures en feuillets-β. Une approche thérapeutique 

consiste à mettre au contact des agrégats amyloïdes des molécules capables de se lier à 

Aβ et de déstabiliser ces feuillets-β ("β-sheet breakers"). 

 

De courts peptides, reprenant une partie de la séquence d'Aβ située aux alentours 

des acides aminés 16 à 21, sont capables de déstructurer les peptides Aβ agrégés en 

fibrilles et les plaques amyloïdes. C’est le cas des peptides KLVFF (pour Lys-Leu-Val-

Phe-Phe, qui correspond aux acides aminés 16 à 20 d'Aβ) (Tjernberg et al., 1996), ou 

LPFFD (pour Leu-Pro-Phe-Phe-Asp, noté iAβ5) sélectionné à partir d'une série de 

peptides synthétiques modifiés et contenant un résidu proline qui favorise l’effet "β-sheet 

breaker" (Soto et al., 1998).  

Ces pentapeptides présentent une forte affinité pour les formes monomères des 

peptides β-amyloïdes. Il semble qu'ils interagissent avec les résidus hydrophobes de la 
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partie C-terminale du peptide Aβ et s'intercalent entre les deux brins du feuillet-β (Fig. 

11). Ils déstabilisent ainsi ces structures responsables de l'agrégation. Il existe deux 

conséquences à ce phénomène : les "β-sheet breakers" empêchent la formation de fibrilles 

mais permettent également de désagréger les structures amyloïdes existantes in vitro et in 

vivo, par déplacement de l'équilibre entre les formes fibrillaires et les formes solubles 

d'Aβ. 

 

L'activité "β-sheet breaker" de nombreuses séquences peptidiques a été étudiée 

puis ces séquences ont été optimisées. Entre autres, leur stabilité biologique a été 

augmentée en minimisant leur dégradation par les protéases. Ainsi, iAβ5p (Ac-LPFFD-

NH2), qui est en fait le peptide iAβ5 protégé en positions N- et C-terminales, possède des 

propriétés pharmacocinétiques améliorées. Il franchit la barrière hémato-méningée et 

permet de réduire les dépôts amyloïdes et la mort neuronale chez des souris transgéniques 

APP et [APP × PS1] (Permanne et al., 2002). Un autre exemple est iAβ5p-A1 (Ac-LP-

(NMe)-FFD-NH2) qui est en plus méthylé sur un azote amidique et possède une stabilité 

accrue in vivo (Adessi et al., 2003). 

Les meilleures séquences ont de plus été couplées à différentes structures dans le 

but d'augmenter leur distribution au niveau du cerveau. C'est ainsi que le composé PPI-

368 (reprenant les résidus 17 à 21 d'Aβ et couplé à l'acide cholique, Fig. 32) et son 

analogue PPI-433 comportant les acides aminés D non reconnus par les protéases ont été 

sélectionnés. Ils sont particulièrement efficaces pour inhiber la nucléation d'Aβ et ralentir 

l’extension des fibrilles, mais sont éliminés au niveau du foie chez le rat (Findeis et al., 

1999).  
O

Leu-Val-Phe-Phe-Ala-OH
H

H

H
OHHO

HO

H
PPI-368

 
Fig. 32. Structure du peptide modifié PPI-368. 

 

Les recherches s’orientent actuellement vers des dérivés non peptidiques ayant les 

mêmes capacités à déstructurer les plaques amyloïdes. Des exemples représentatifs sont 

reportés sur la figure 33.  
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Certains de ces composés ont été sélectionnés par criblage à haut débit, comme le 

DAPH, qui diminue la proportion de feuillets-β (CI50 ≈ 15 µM), réduit la quantité de 

fibrilles synthétiques in vitro et diminue la toxicité d'Aβ42 sur culture neuronale 

(Blanchard et al., 2004). Un autre composé, RS-0406, empêche la formation 

d’oligomères et de fibrilles d'Aβ et désagrège des fibrilles préformées. Il permet de plus 

de diminuer la toxicité d'Aβ sur culture cellulaire et d'améliorer la potentialisation à long 

terme ex vivo sur des coupes de cerveaux (Nakagami et al., 2002; Walsh et al., 2005).  

Par ailleurs, il est actuellement proposé que certains polyphénols, connus pour 

leurs propriétés antioxydantes, puissent aussi agir en tant qu’inhibiteurs de fibrillation 

d'Aβ (Porat et al., 2006). Ainsi, le NDGA permet d’inhiber in vitro la formation de 

fibrilles d'Aβ42 (concentration efficace pour inhiber la formation de fibrilles de 50 % : 

CE50 = 0,86 µM) et de déstabiliser des fibrilles préexistantes (CE50 = 0,87 µM) (Ono et 

al., 2002; Ono et al., 2003). De même, la curcumine inhibe la formation des fibrilles 

d'Aβ40 et les désagrège (CI50 = 0,8 et 1 µM respectivement). Elle permet de plus de 

réduire les taux de plaques amyloïdes chez des souris transgéniques APP2576 (Yang et 

al., 2005).  
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Fig. 33.  Exemples d’inhibiteurs non peptidiques de fibrillation d’Aβ. 
 

Tous ces composés présentent des structures fortement aromatiques, les noyaux 

(phényle ou phénolique) étant reliés par un espaceur plus ou moins long et rigide. Il a été 

proposé qu'ils aient un effet "β-sheet breaker" en perturbant les interactions hydrophobes 

qui conduisent à la fibrillation du peptide (Ono et al., 2003). Une autre hypothèse, non 

exclusive, propose que ces composés se lient préférentiellement aux structures amyloïdes 
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en feuillets-β (de la même manière qu'un colorant spécifique tel que la thioflavine T) et 

inhibent ainsi la croissance des fibrilles (Porat et al., 2006).  

 

Enfin, un composé ionique simple, le tramiprosate (Alzhemed™, Fig. 34) est en 

phase III d’essais cliniques (Jacobsen et al., 2005). Ce composé se lie à l'Aβ soluble et 

maintient celui-ci dans une structure non organisée et / ou en hélice-α. Il réduit les 

plaques amyloïdes et les taux d'Aβ soluble et insoluble chez des souris transgéniques 

APP (Gervais et al., 2006).  
 

SO3HH2N

Tramiprosate  
 

Fig. 34. Structure du tramiprosate. 
 

VII.2.3.3  Chélateurs d’ions métalliques 

La mise en évidence d’un niveau élevé d’ions métalliques à activité rédox comme 

le cuivre ou le fer au niveau des zones du cerveau touchées par la maladie d’Alzheimer 

est à l’origine de l’idée d’utiliser des chélateurs de ces ions métalliques pour empêcher 

leurs effets pathogènes (Bush, 2002; Cuajungco et al., 2005). Ces ions métalliques 

agissent sur la structuration des peptides amyloïdes et leur agrégation en plaques 

insolubles, ainsi que sur la production de stress oxydant par Aβ. L'emploi de chélateurs 

devrait permettre de retirer ces ions métalliques des complexes qu'ils forment avec Aβ.  

 

Le premier essai thérapeutique dans cette voie a concerné un chélateur puissant, la 

desferrioxamine (Desféral®, Fig. 35), utilisé jusque là dans le traitement des excès en fer 

(Richardson and Ponka, 1998). Ce composé a permis une réduction significative du 

déclin des aptitudes comportementales chez des malades d’Alzheimer (Crapper 

McLachlan et al., 1991). Cependant, il possède un certain nombre de désavantages : (i) 

c’est une molécule hydrophile chargée passant mal la barrière hémato-méningée, (ii) elle 

est rapidement dégradée in vivo et (iii) elle provoque des effets secondaires importants 

(anémie, …) du fait d’une déplétion généralisée des ions métalliques (Bush, 2002). 

L'emploi de chélateurs plus hydrophobes a alors été envisagé. C'est ainsi qu'un 

chélateur hydrophobe sélectif du cuivre et du zinc, le clioquinol (Fig. 35), utilisé en tant 

qu’antibiotique jusqu’en 1970, a fait l’objet d’études chez l’homme comme agent 

potentiel contre la maladie d’Alzheimer. Contrairement à la desferrioxamine, le 
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clioquinol passe la barrière hémato-méningée. Des souris transgéniques APP2576 traitées 

par le clioquinol présentent une diminution de 49 % de la charge en plaques, une 

augmentation du taux d'Aβ soluble et une amélioration de leur état général en 

comparaison avec les souris contrôles (Cherny et al., 2001). Ces effets s’accompagnent 

d’une augmentation des taux de CuII et ZnII solubles, traduisant une redistribution des 

ions métalliques par le clioquinol plutôt qu'une chélation systématique. Ces résultats 

encourageants ont permis d’entreprendre des essais de phase II chez des patients 

présentant une maladie d'Alzheimer modérément grave et répartis en deux groupes selon 

l'importance de leurs symptômes (Ritchie et al., 2003). L’effet du traitement sur 24 

semaines a été significatif en ce qui concerne la prévention du déclin cognitif pour les 

personnes à un stade avancé de la maladie. Dans tous les cas, le traitement par le 

clioquinol a été accompagné d’une réduction du taux d’Aβ42 plasmatique. Cependant, les 

essais cliniques ont été suspendus en raison de la toxicité d’un sous-produit du clioquinol 

(5,7-diiodo-8-hydroxyquinoléine) présent dans les lots utilisés pour ces tests. 
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Fig. 35. Chélateurs d’ions métalliques évalués cliniquement dans le cadre de la maladie 
d’Alzheimer. 

 

D’autres chélateurs ont également été testés sur modèle animal. Ainsi, le chélateur 

lipophile DP-109 (Fig. 36) permet de réduire le taux de plaques amyloïdes et 

d’augmenter la concentration d'Aβ soluble chez des souris transgéniques APP2576 (Lee 

et al., 2004). Le composé XH1 est une molécule duale conçue pour posséder des 

propriétés de chélation via la structure du DTPA et une affinité pour les plaques 

amyloïdes grâce à deux entités 4-benzothiazole-2-yl-phénylamine. Ce motif est en effet 

retrouvé dans la thioflavine T, un colorant spécifique des plaques amyloïdes interagissant 

avec les feuillets-β. XH1 montre un effet modeste de diminution des plaques et des taux 

d'Aβ soluble chez des souris transgéniques [APP × PS1] (Dedeoglu et al., 2004).   
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Fig. 36. Structures de chélateurs d’ions métalliques testés dans le cadre de la maladie 
d'Alzheimer. 

 

Enfin, des molécules possédant des propriétés chélatantes sont proposées comme 

agents à activité potentielle contre la maladie d'Alzheimer. C’est le cas par exemple de 

dérivés de la 8-hydroxyquinoléine (comme le clioquinol) tels que VK-28 ou HLA-20 

(Fig. 37), développés comme chélateurs du fer dans le cas de la maladie de Parkinson 

(Ben Shachar et al., 2004; Zheng et al., 2005), ou encore du chélateur de cuivre JKL 169 

(Moret et al., 2006). Cependant, ces molécules doivent être testées afin d'évaluer leur 

activité in vitro (puis éventuellement in vivo) dans le cadre de la maladie d’Alzheimer.  
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Fig. 37. Structures de quelques composés chélateurs d’ions métalliques présentant une activité 
potentielle contre la maladie d'Alzheimer. 
 

Cette stratégie de chélation des ions métalliques ne vise pas à appauvrir 

l’organisme en ions métalliques, comme c’est le cas des chélateurs systématiques 

(triéthylènetétramine, D-pénicillamine, desferrioxamine, …). Ces derniers, utilisés par 

exemple dans le traitement de la maladie de Wilson (cuivre) ou de la β-thalassémie 

(forme d’anémie héréditaire) pour le fer (Sarkar, 1999), agissent en séquestrant les ions 

métalliques périphériques et en les éliminant par excrétion. 
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Le but est ici d’entrer en compétition avec le peptide pour les ions métalliques et 

de perturber les interactions métal-protéine délétères. Les chélateurs doivent pouvoir 

franchir la barrière hémato-méningée et posséder des propriétés de chélation adaptées, 

suffisamment fortes et / ou sélectives pour interagir avec les ions métalliques fixés sur Aβ 

sans toutefois complexer les ions métalliques des métalloprotéines. Une stratégie 

proposée par Bush et coll. sous le nom de MPACs ("metal-protein attenuating 

compounds") serait d'utiliser des chélateurs permettant de piéger les ions métalliques sur 

Aβ et de redistribuer ceux-ci en les réexportant dans la circulation sanguine générale 

(Barnham et al., 2004a). 

 

VII.2.3.4  Remarque sur l'emploi de molécules agissant sur les agrégats 

d'Aβ 

L'emploi d'agents qui ont un effet sur les agrégats d'Aβ devra être contrôlé pour 

savoir si leur action ne risque pas de favoriser le relargage de formes plus ou moins 

oligomériques qui corrèlent davantage avec l'évolution de la maladie d'Alzheimer que les 

plaques amyloïdes.  

Il faut toutefois remarquer que ces stratégies thérapeutiques se sont révélées très 

prometteuses in vitro mais aussi in vivo. Dans ce domaine, certains composés sont de plus 

très puissants car ils ont l'avantage de cibler deux aspects de la maladie d'Alzheimer. 

C'est le cas de certains "β-sheet breakers" qui possèdent également des propriétés 

antioxydantes, comme la curcumine. De même, les chélateurs d'ions métalliques, en 

retirant les ions métalliques fixés sur Aβ, agissent contre la précipitation du peptide mais 

éliminent également une source importante de stress oxydant. 

 

VIII. Conclusion 

La maladie d’Alzheimer est un phénomène complexe et multifactoriel. Elle repose 

sur des causes génétiques et environnementales, et est accentuée avec l'âge. Elle implique 

une cascade d'évènements mettant en jeu de nombreuses structures cellulaires du cerveau 

(protéines, membranes, …) et qui conduisent à terme à la dégénérescence des neurones, à 

la disparition des synapses et à la mort cellulaire. Ces phénomènes sont responsables de 
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l'altération de la mémoire et des fonctions cognitives observée chez les patients atteints 

de la maladie d'Alzheimer.  

Cette complexité permet le développement d'un large éventail de stratégies 

thérapeutiques envisageables pour traiter cette maladie. A l’heure actuelle, deux voies 

seulement ont abouti à des médicaments (les inhibiteurs des choline estérases et un 

inhibiteur des récepteurs du NMDA) qui permettent d’améliorer les symptômes chez les 

patients. Bien que ces traitements n’agissent pas sur les causes de la maladie, le nombre 

de cibles biologiques possibles permet d’espérer de telles thérapies dans le futur.  

 

 

Le peptide β-amyloïde (Aβ) est une espèce clé dans le développement de la 

maladie d'Alzheimer. Son interaction avec les ions métalliques CuII et ZnII est également 

un point majeur, puisque ces derniers prennent part à la précipitation du peptide β-

amyloïde et à sa toxicité via la génération d’espèces réactives de l’oxygène toxiques pour 

un grand nombre d’espèces biologiques (lipides, protéines, ADN). 

 La stratégie de chélation de ces ions métalliques, qui a donné de premiers 

résultats positifs in vivo, semble donc être un axe de recherche intéressant. En effet, des 

espèces perturbant les interactions délétères entre Aβ et les ions métalliques (rédox-actifs 

notamment) sont susceptibles d’empêcher l'agrégation d'Aβ et donc de favoriser son 

élimination, et pourraient également permettre d'inhiber les phénomènes d'oxydation 

engendrant de la toxicité. 

 

L’implication du laboratoire dans la synthèse de polyhétérocycles azotés, qui sont 

des chélateurs potentiels d’ions métalliques, nous a orientés vers une telle stratégie, dont 

les premiers résultats feront l’objet de la suite de ce mémoire. 

Le deuxième chapitre concerne un composé polyphénanthroline cyclique 

précédemment synthétisé au laboratoire, qui chélate efficacement les ions cuivre et zinc 

et possède une activité in vivo intéressante sur un modèle animal de la maladie 

d’Alzheimer.  

Dans les trois chapitres suivants, nous présenterons la synthèse de chélateurs 

polyquinoléine, qui sont d’autres entités capables de se coordiner aux ions métalliques. 

Nous décrirons également les propriétés physico-chimiques de ces ligands et de leurs 

complexes avec les ions métalliques CuII et ZnII, ainsi qu’une étude mécanistique et des 

tests in vitro sur le peptide amyloïde Aβ42. Ces premiers tests ont révélé pour certains 
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composés une activité d'inhibition de la précipitation d'Aβ42 due aux ions métalliques. Ils 

sont également capables d’inhiber la production de peroxyde d’hydrogène par les 

complexes de cuivre d'Aβ. Ces premiers tests nous ont permis de réaliser une sélection 

parmi ces différentes molécules pour de plus amples études biologiques.  
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L'interaction des peptides β-amyloïdes avec les ions métalliques CuII et ZnII est 

particulièrement importante dans le développement de la maladie d'Alzheimer. Ces ions 

métalliques sont responsables de l'amplification de la précipitation d'Aβ sous la forme 

d'agrégats insolubles et de la production par celui-ci d'espèces oxygénées réactives 

toxiques. L'utilisation de chélateurs permettant de retirer les ions métalliques associés à 

Aβ est donc une stratégie thérapeutique intéressante et qui a montré des résultats positifs 

décrits au chapitre I. 

 

I. Ligands 1,10 phénanthroline  
 

Les premiers travaux sur les chélateurs d’ions métalliques en relation avec la 

maladie d’Alzheimer ont utilisé des ligands dérivés de la 1,10-phénanthroline (Phen), 

connue pour son affinité pour les ions métalliques tels que le cuivre ou le zinc. 
 

Ainsi, la bathophénanthroline disulfonate (BP) et la bathocuproïne disulfonate (BC) 

(Fig. 1) permettent la dissolution de plaques amyloïdes issues de cerveaux humains post 

mortem (Cherny et al., 1999; Cherny et al., 2000). BP et BC conduisent également in 

vitro à l’inhibition de la production d'H2O2 par les systèmes Aβ + Fe et Aβ + Cu, 

respectivement (Huang et al., 1999a; Huang et al., 1999b).  

   

NN

SO3NaNaO3S

BP BC
NN

SO3NaNaO3S

 
 
Fig. 1. Structure des composés bathophénanthroline disulfonate (BP) et bathocuproïne 
disulfonate (BC). 

 

Ces effets sur le peptide Aβ ont été reliés à la capacité de BP et BC à chélater les 

ions métalliques associés aux plaques amyloïdes ou complexés par le peptide Aβ et 

responsables de la formation d'H2O2 par celui-ci. 

BP présente une affinité relativement forte pour les ions métalliques CuII, ZnII, FeII 

mais aussi FeIII, alors que BC chélate préférentiellement le CuI pour former un complexe 

pratiquement rédox-inactif (Tableau 1). Ces propriétés de BC sont principalement 
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attribuables à la présence des groupements méthyle en α des azotes réalisant la chélation. 

Ces groupements méthyle créent une gêne stérique qui défavorise la chélation du CuII et 

empêche les changements de géométrie entre les espèces CuI tétraédriques et CuII 

(bipyramide à base carrée ou bipyramide trigonale). 
  

 log K 

 CuI CuII ZnII FeII 

BC ~ 20 7,5 ~ 4 - 

BP - 20,9 17,3 21,2 
 
Tableau 1. Logarithme décimal des constantes de stabilité de BC et BP pour les ions métalliques 
CuI, CuII, ZnII et FeII (d'après Cherny et al., 2000). 

 

 

Malgré ces résultats intéressants de BP et BC, leur utilisation ne peut être envisagée 

in vivo car la présence de fonctions sulfonates les rend trop hydrophiles pour passer la 

barrière hémato-méningée. 

 

II. Stratégie bi-phénanthroline  

Les ligands Phen (L), plus hydrophobes que BP et BC, sont affins pour les ions 

métalliques CuII et ZnII (M) particulièrement impliqués dans le développement de la 

maladie d'Alzheimer. Ils peuvent former des espèces LM et L2M avec ces derniers (Fig. 

2) (Sillen and Martell, 1971). Les espèces L2M ont une structure tétradentate qui remplit la 

sphère de coordination des ions métalliques CuII et ZnII et les stabilise.  
 

L  +  M                        LM

L  +  LM                     L2M

K1

K2

NN

 

 

 log K1 log K2 

CuII 8,9 6,6 

ZnII 6,3 5,7 
   

 
Fig. 2. Ligand 1,10-phénanthroline (Phen). Structure et logarithme décimal des constantes 
d'affinités pour les ions métalliques CuII et ZnII

 (d'après Sillen and Martell, 1971). 
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Toutefois, une telle stœchiométrie est difficilement envisageable lorsque le ligand 

est administré in vivo, en raison de l'effet de la dilution et de la faible probabilité de 

trouver deux de ces molécules à proximité d'un même ion métallique. 

 Il a alors été envisagé de relier deux entités Phen par un (ou des) lien(s) covalent(s) 

afin de favoriser les structures tétradentates autour des ions CuII et ZnII et ainsi 

d’améliorer les propriétés de chélation du ligand en milieu biologique.  

 

Cette stratégie a conduit au composé Cyclo-bi-Phen, précédemment synthétisé au 

laboratoire par Christophe Boldron.  

La Cyclo-bi-Phen (Fig. 3) a été conçue sur le modèle de la 3-propyl-Clip-Phen, 

molécule comportant deux motifs Phen reliés par un bras alkoxy en position 3 et dont le 

complexe de cuivre est très actif dans le domaine des coupures de l'ADN.  
 

NN

NN

OO

OO

3-propyl-Clip-PhenCyclo-bi-Phen

NN

NN

O

O

 
 

Fig. 3. Structure des composés Cyclo-bi-Phen et 3-propyl-Clip-Phen. 
 

La Cyclo-bi-Phen possède un second bras de jonction identique au premier, de 

manière à former une molécule cyclique symétrique. L'intérêt de la cyclisation est de 

favoriser les structures de stœchiométrie métal / ligand de 1 / 1 (de type pince), et 

d'empêcher la formation de structures en hélicate (de stœchiométrie 2 / 2) envisageables 

pour la longueur de bras de la 3-propyl-Clip-Phen (Fig. 4). 

 

M M M

Structure 
en pince

Structure  
en hélicate

MM M MM M

Structure 
en pince

Structure  
en hélicate  

Fig. 4. Représentation schématique des structures en pince et en hélicate pour la chélation d'un 
ion métallique M. 

 



Chapitre II.  Première étude : Stratégie de chélation via un bi-chélateur hétérocyclique 

 84

 

Au cours de cette thèse, l'étude de l'hydrophobicité du ligand Cyclo-bi-Phen et de 

son affinité pour les ions ZnII et CuII a été menée. La détermination des constantes 

d'affinité a été réalisée par une méthode de compétition suivie par spectroscopie UV-

visible qui sera détaillée dans le chapitre IV.  

 

II.1 Résumé d’un article paru dans ChemBioChem 

Les composés Cyclo-bi-Phen et 3-propyl-Clip-Phen ont été évalués in vivo dans le 

cadre de la maladie d'Alzheimer. Le clioquinol, qui a montré une activité pour la 

réduction des dépôts amyloïdes in vivo (Cherny et al., 2001), a été inclus dans les tests à 

titre de comparaison.  

 

Dans une première étude, l'administration intra-péritonéale de ces trois composés 

sur souris saines a mis en évidence leur absence de toxicité à une concentration de 10 mg 

× kg-1.  

L’activité de ces ligands a été testée in vivo sur des souris transgéniques 

APP[V717I] × PS1[A246E] porteuses des gènes codant pour les protéines APP et PS1 

humaines (ces gènes sont pourvus de mutations favorisant l'amylogenèse). Ces animaux 

modèles de la maladie d’Alzheimer développent les aspects majeurs de cette maladie : 

accumulation d'Aβ, formation de plaques amyloïdes et déficits de la mémoire. La Cyclo-

bi-Phen (5 mg × kg-1), la 3-propyl-Clip-Phen (5 mg × kg-1) et le clioquinol (10 mg × kg-1) 

ont été injectés par voie intra-péritonéale trois fois par semaine pendant neuf semaines, et 

leurs effets sur les plaques amyloïdes ont été mesurés. Une détection de la charge globale 

en plaques amyloïdes (plaques denses et plaques diffuses) par des anticorps n'a pas 

montré d'effet de la Cyclo-bi-Phen ou du clioquinol. La 3-propyl-Clip-Phen a conduit 

quand à elle à une augmentation de la charge en plaques d'un facteur 1,8. Une détection 

spécifique des plaques amyloïdes denses a été menée par coloration à la thioflavine S, qui 

est un marqueur des structures en feuillets-β. La Cyclo-bi-Phen a permis une diminution 

de 38 % des plaques amyloïdes denses par rapport au contrôle, contre 28 % pour le 

clioquinol. Un effet négatif de la 3-propyl-Clip-Phen a également été trouvé dans ce test, 

avec une augmentation de 16 % du taux de ces plaques. 

Cette étude a mis en évidence l'activité de la Cyclo-bi-Phen pour diminuer le taux 

de plaques amyloïdes denses in vivo. Ce résultat est d'autant plus important que ces 
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plaques pourraient être neurotoxiques en raison d'une production de stress oxydant, 

probablement généré par l'interaction d'Aβ avec des ions métalliques rédox-actifs 

(McLellan et al., 2003; Urbanc et al., 2002).  

Cette étude montre également une forte relation structure-activité dans la série Phen 

sur les taux de plaques amyloïdes in vivo, avec la nécessité des deux bras de jonction 

entre les entités Phen pour avoir un effet favorable sur la réduction de ces plaques.  

 

L'affinité de la Cyclo-bi-Phen pour les ions métalliques CuII et ZnII les plus 

impliqués dans l'agrégation d'Aβ a été évaluée, afin de voir si la diminution du taux des 

plaques amyloïdes denses observée in vivo pouvait être reliée à une chélation efficace par 

le ligand testé. Les constantes d'affinité observées : log K = 10 ± 1 et 6 ± 1 pour le CuII et 

le ZnII, respectivement, sont comparables à celles du clioquinol et, comme dans le cas de 

ce dernier, permettent d'envisager la chélation du CuII et du ZnII fixés sur Aβ in vivo. 

 

Enfin, le coefficient de partage de la Cyclo-bi-Phen entre l'octanol et une phase 

aqueuse tamponnée à pH = 7,4 a été mesuré : log D7,4 = 2,7. Cette valeur traduit un 

caractère hydrophobe de la molécule. Cette propriété, ainsi que le faible poids 

moléculaire de la Cyclo-bi-Phen, sont favorables à son franchissement de la barrière 

hémato-méningée.  

 

 

II.2 Article 

"Preparation of Cyclo-Phen-type ligands: Chelators of metal ions as potential 

therapeutic agents in the treatment of neurodegenerative diseases". Christophe Boldron, 

Ingrid Van der Auwera, Céline Deraeve, Heinz Gornitzka, Stefaan Wera, Marguerite 

Pitie, Fred Van Leuven and Bernard Meunier. ChemBioChem, 2005, 6, 1976-1980. 
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Supporting Information 
for 

Preparation of Cyclo-Phen Type Ligands, Chelators of 

Metal Ions as Potential Therapeutic Agents in the 

Treatment of Neurodegenerative Diseases 
Christophe Boldron, Ingrid Van der Auwera, Céline Deraeve, Heinz Gornitzka,  

Stefaan Wera, Marguerite Pitie, Fred Van Leuven, and Dr. Bernard Meunier* 

 

 
S1: Crystal structures data  
 

Cyclo-bi-phen: C16H13Cl3N2O2, M = 371.63, monoclinic, P21/c, a = 11.201(1) Å, b = 

12.704(1) Å, c = 12.212(1) Å, β = 114.571(1)°, V = 1580.3(3) Å3, Z = 4, T = 193(2) K. 

12931 reflections (4011 independent, RinfT = 0.0201) were collected. Largest electron 

density residue: 0.317 e Å-3, R1 (for I>2σ(I)) = 0.0310 and wR2 = 0.0867 (all data) 

with R1 = Σ||Fo|-|Fc||/Σ|Fo| and wR2 = (Σw (Fo
2-Fc

2)2/Σw(Fo
2)2)0.5.  

 

Cyclo-tri-phen: C50.75H53Cl6N6O9.75, M = 1115.69, triclinic, P⎯1, a = 8.735(3) Å, b = 

15.853(4) Å, c = 19.996(6) Å, α = 84.812(5)°, β = 88.499(6)°, γ = 81.356(6)°, V = 

2726.0(13) Å3, Z = 2, T = 193(2) K. 10985 reflections (6960 independent, RinfT = 

0.0870) were collected. Largest electron density residue: 0.841 e Å-3, R1 (for I>2σ(I)) 

= 0.0893 and wR2 = 0.2508 (all data).  
 

Cyclo-tetra-phen: C36.75H35.25Cl11.25N4.5O5.26, M = 1022.96, orthorhombic, Pccn, a = 

31.481(4) Å, b = 17.686(2) Å, c = 18.942(2) Å, V = 10547(2) Å3, Z = 8, T = 153(2) K. 

25864 reflections (6404 independent, RinfT = 0.0807) were collected. Largest electron 

density residue: 0.926 e Å-3, R1 (for I>2σ(I)) = 0.0923 and wR2 = 0.2651 (all data).  
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All data for all structures represented in this paper were collected at low tempera-

tures using an oil-coated shock-cooled crystal on a Bruker-AXS CCD 1000 diffrac-

tometer with MoKα radiation (λ = 0.71073 Å). The structure was solved by direct 

methods (SHELXS-97, G.M. Sheldrick, Acta Crystallogr. 1990, A46, 467-473) and all 

non hydrogen atoms were refined anisotropically using the least-squares method on 

F2 (SHELXL-97, Program for Crystal Structure Refinement, G. M. Sheldrick, Univer-

sity of Göttingen 1997).  
 

CCDC 268177 (Cyclo-bi-phen), CCDC 268178 (Cyclo-tri-phen), and CCDC 268179 

(Cyclo-tetra-phen) contain the supplementary crystallographic data for this paper. 

These data can be obtained free of charge from The Cambridge Cristallographic 

Data Centre via www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif.  

 

S2: Detailed protocol about double-transgenic mice: 
 

APP [V717I]C57B1/6 × PS1[A246E] FVB female mice of 6 months old were used. All 

mice were genotyped by PCR at an age of 3 weeks and double-checked at the onset 

of the study. All mice were blind randomized, age-matched.  The mice were treated 

by 5 mg/kg of Cyclo-bi-Phen or 5 mg/kg of 3-propyl-Clip-Phen or 10 mg/kg for Clio-

quinol dissolved in DMSO / groundnut oil (1 / 4) by intra-peritoneal injection 3× per 

week during a nine-week period. Injected drug concentration was 0.75 mg/mL. 9 

animals were treated with each drug (control also included 9 animals that received 

only DMSO/groundnut oil). During the nine-week period, one animal was lost by 

unknown causes in each treatment group and none in the control group. All treated 

mice gained weight during treatment, possibly due to the composition of the vehicle 

solution, which consists of 80 % groundnut oil. 
 

The mice were anesthetized with a mixture of Ketalar (Ketamin), Rompun (Xylazin 2 

%) and Atropin (2/1/1, v/v/v) and flushed transcardially with physiological saline 

solution at 4 °C. The brain was removed from the cranium and hindbrain and fore-

brain were separated with a cut in the coronal/frontal plane. The forebrain was 

divided into left and right hemisphere by a saggital cut. One hemisphere was span-

frozen in liquid nitrogen for biochemical analysis, and the other hemisphere was 

post-fixed overnight in 4 % paraformaldehyde for histology. All collected samples 

were labeled with the ID number of the mouse, without any reference to the 

treatment. Further processing of the samples was done in a blind way. 
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Saggital vibratome sections (40 µm) were cut for free floating incubations and stored 

at 4°C until staining. 25 consecutive sections per brain in the region of the subiculum 

were selected. Five sections (2, 7, 12, 17 and 22) of each animal were stained with 

Thioflavin-S. Sections were randomized for staining and blind quantification. 
 

For Thioflavin-S staining, floating sections were stored in PBS with 0.1 % azide and 

washed for 2 × 8 min in tap water before being stained 8 min in 1 % Thioflavin-S 

(Aldrich) in AD. Then they were fixed for 10 min in 4 % formaldehyde in PBS and 

washed for 2 × 8 min in tap water and stained for 4 min in 1 % Thioflavin-S in AD. 

After fixation for 8 min in 80 % ethanol and washing for 3 × 8 min in tap water, the 

sections were put on glass-slides and let to dry at 50 °C before being mounted in 

Mowiol (Calbiochem) with DABCO. 
 

Images were acquired with a Leica DMR microscope equipped with a Sony DXC-

9100P camera and analyzed with a computer using Leica Q-Win software. Light 

intensity and condenser settings for the microscope were kept constant throughout 

the image acquisition process. All acquired images were subjected to the same 

computer subroutines to minimize investigator bias. Density slice thresholding was 

applied uniformly throughout analysis. 
 

The area of the subiculum was selected for automatic quantification of the amyloid 

load in the Thioflavin-S staining. 
 

Immunohistochemistry was performed on five sections (1, 6, 11, 16 and 21) in the 

region of the subiculum of each animal. Sections were randomized for staining and 

blind quantification. Method was adapted from reference 11a. Floating sections were 

washed with PBS and, after quenching of endogenous peroxidase (1.5 % H2O2 in 

PBS/methanol (1/1, v/v), 15 min, room temperature), they were washed with PBS, 

0.1 % Triton X100 (PBST) then incubated 30 min in PBST, 10 % fetal calf serum 

(FCS) before to be incubated overnight with Pan β-amyloid polyclonal rabbit primary 

antibody (Oncogene) 1/10 000 in PBST, 10 % FCS. After washing in PBST, they 

were incubated 1 hour with secondary antibody (goat anti rabbit, biotinylated, from 

Vectors) 1/500 in PBTS 10 % FCS and washed with PBST. Then another incubation 

was performed during 30 min with ABC kit, HRP-labeled (Vector) in PBTS 10% FCS. 

After washing in PBS then in Tris-HCl buffer (0.05 M, pH 7.6), immune complexes 

were detected with 3,3’-diaminobenzidine and H2O2 in Tris-HCl. Sections were 

washed with Tris-HCl then PBS, put  on silanized glasses and let dry at 50 °C before  
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to be incubated with Mayers hematoxylin, washed with water and dehydrated with  

50, 70, 95 then 100 % ethanol. After incubation with xylene, the glasses were mount-

ed with Depex and analyzed as for Thioflavin-S staining. 
 

Biochemical analyses of transgenic mouse brain were performed on the other hemi-

sphere with a method adapted from reference 11a. In brief, brains were homogen-

ized in 6.5 vol of ice cold 20 mM Tris-HCl, pH 8.5 buffer containing a mixture of pro-

teinase inhibitors (CompleteTM, Roche). After centrifugation at 135000 g for 80 min at 

4 °C, the supernatants were applied on reversed-phase columns (C18-Sep-pack 

cartridges; Waters) and washed with increasing concentrations of acetonitrile (5 %, 

25 % and 50 %) containing 0.1 % trifluoroacetic acid. The last fraction containing the 

soluble amyloid peptides was dried in vacuum overnight and dissolved for measure-

ments in ELISA. The pellet of centrifugation was suspended in TBS containing 2 % 

Triton X-100, 2 % Nonidet P-40 and proteinase inhibitors then centrifuged at 98000 g 

for 1 hour at 4 °C. The supernatant was removed and the residual pellet was resus-

pended in Tris-HCl buffer (80 mM, pH 8.0) containing 8 M guanidine and incubated   

3 h in a thermomix at 25 °C. After centrifugation 1 min at 4000 rpm, the super-  

natant was used to measure levels of insoluble Aβ40 and Aβ42 by specified ELISA. 
 

Sandwich ELISA for soluble or insoluble Aβ40 and Aβ42 were performed with 

specific ELISA kits from GENETICS company and quantification was obtained from 

standard curves made with synthetic β-amyloid peptides.  
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II.3 Commentaires 

II.3.1 Stratégie bi-chélateur 

Ces premiers résultats permettent de montrer que l'emploi d'un bi-chélateur dérivé 

de Phen, la Cyclo-bi-Phen, est efficace pour la réduction des dépôts amyloïdes denses. La 

structure du ligand bi-Phen est toutefois primordiale pour cette activité, dans la mesure où 

des effets antagonistes sont observés pour deux ligands de structures proches. La Cyclo-

bi-Phen pourvue de deux bras de jonction est active alors que son analogue 3-propyl-

Clip-Phen n'en comportant qu'un seul a un effet défavorable dans les mêmes conditions. 

Cette première évaluation du ligand Cyclo-bi-Phen est prometteuse. Des études 

complémentaires doivent cependant être menées pour confirmer que les résultats positifs 

obtenus sont corrélés à la chélation des ions métalliques associés aux plaques amyloïdes. 

Dans ce but, l'évaluation de cette molécule a été poursuivie au laboratoire mais ne fera 

pas l'objet de ce manuscrit. 

 

Suite à ces résultats, la synthèse de dérivés bi-chélateurs basés sur le noyau 

quinoléine, qui est un autre motif de chélation sélectif des ions CuII, ZnII et FeIII et qui est 

retrouvé dans le clioquinol, a été entreprise et fera l'objet du chapitre III. 

 

II.3.2 Evaluation biologique de molécules 

L'étude in vivo est un outil complet pour l'évaluation d'un composé à visée 

thérapeutique. Cependant, elle présente également des désavantages et est peu adaptée à 

l'évaluation d'une série de composés dans un but de sélection de molécules actives. 

D'autres tests sont possibles dans le cadre de la maladie d'Alzheimer, possédant 

également des avantages et des inconvénients qui vont être discutés dans la suite de ce 

paragraphe. Dans un but de simplification, seuls les aspects en rapport avec l'étude seront 

abordés. 
 

II.3.2.1  Souris transgéniques modélisant la maladie d'Alzheimer 

 L'utilisation de modèles animaux dans le cadre de la maladie d'Alzheimer ne peut 

être réalisée sur les rongeurs classiquement utilisés en laboratoire. En effet, ils ne 

développent pas naturellement de dépôts amyloïdes, probablement de part la séquence de 

leur protéine Aβ qui diffère de celle des humains au niveau de trois acides aminés. Il est 



Chapitre II.  Première étude : Stratégie de chélation via un bi-chélateur hétérocyclique 

 96

donc nécessaire d'utiliser des souris souvent doublement, voire triplement, transgéniques 

afin de mimer les aspects de la pathologie humaine (Higgins and Jacobsen, 2003). Ces 

modèles permettent : 

- l'évaluation de l'efficacité d'un composé sur un organisme entier et vivant, 

avec la possibilité de réaliser des tests cognitifs,  

- l'étude de la biodisponibilité des molécules et de leur toxicité (la réalisation de 

ces tests est également possible sur animaux sains). 

Cependant, ils présentent un certain nombre d'inconvénients :  

- les tests sont très coûteux car les animaux transgéniques sont chers et fragiles, 

- ces tests sont longs, la maladie d'Alzheimer étant une maladie à évolution 

lente, 

- les modèles sont partiels, les animaux ne développant pas tous les aspects de 

la maladie (par exemple, tous les modèles ne développent pas de taupathie), 

- l'extrapolation à d'autres études est limitée car il est difficile de comparer les 

résultats obtenus sur des lignées différentes. 
 

II.3.2.2  Extraits de cerveaux humains post mortem  

Ces échantillons permettent en particulier l'étude de la solubilisation des plaques 

amyloïdes. 

L'avantage majeur de ces extraits est : 

- d'être constitués de plaques amyloïdes "authentiques", directement issues de 

cerveaux humains de malades d'Alzheimer. 

Toutefois, plusieurs inconvénients sont à citer : 

- ces extraits sont "morts". Bien qu'ils permettent d'étudier la solubilisation des 

plaques amyloïdes, l'inhibition de la formation de celles-ci ne peut être 

mesurée. Pour la même raison, ils ne permettent pas d'analyser les effets des 

composés testés sur le stress oxydant, ni sur la toxicité de'Aβ, 

- les extraits de cerveau ne permettent pas l'étude du passage de la barrière 

hémato-méningée par les molécules testées ni leur toxicité, 

- ces extraits sont peu accessibles : leur utilisation pour une première évaluation 

de composés est par conséquent difficilement envisageable. 
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II.3.2.3  Cultures cellulaires 

Des cultures cellulaires (généralement de cellules de cerveaux d'embryons de rats 

ou de neuroblastomes humains) sont également utilisées, l'avantage dans le cas des 

cellules humaines étant de posséder la machinerie cellulaire adaptée à l'étude des 

phénomènes. 

Les cultures cellulaires, traitées en présence d'Aβ, permettent d'étudier un point 

particulier de la maladie d'Alzheimer. Elles sont généralement utilisées pour évaluer 

l'inhibition, par les composés testés, de la mort neuronale induite par Aβ. L'étude des 

phénomènes oxydants peut également être menée sur ces cultures cellulaires.  

Enfin, une première évaluation de la toxicité des molécules peut aussi être réalisée 

sur les cultures neuronales. 

Ces tests présentent néanmoins des lacunes :  

- ils ne permettent pas de mesurer les effets des molécules testées sur un tissu 

(et encore moins sur un organisme entier), ni d'étudier les relations entre les 

différents types de cellules, 

- les cellules employées n'étant pas totalement différentiées, elles ne sont en fait 

qu'un modèle des neurones matures du cerveau, 

- ces tests ne permettent pas d'étude claire du processus d'agrégation, 

- ils ne traitent pas le phénomène de pénétration des molécules dans le cerveau. 
 

II.3.2.4  Tests biochimiques 

Des tests biochimiques in vitro sont également réalisés en présence d'Aβ. Les 

avantages de ces tests sont : 

- leur simplicité, leur rapidité et leur faible coût, 

- la possibilité d'étudier, à l'échelle moléculaire, un phénomène de façon 

"propre" (par exemple : fibrillation, agrégation en présence de métaux, 

formation d'EORs, …), en l'isolant des évènements auxquels il peut être relié.   

Toutefois, ils ne permettent pas : 

- d'étudier de façon globale les relations entre les différents paramètres de la 

cascade amyloïde, 

- d'évaluer la toxicité des composés, leur biodisponibilité et leur pénétration 

dans le cerveau.  
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A ces tests spécifiques de la maladie d'Alzheimer viennent s'ajouter des tests 

classiques de toxicité, de stabilité métabolique ou de biodistribution des composés, 

réalisables quelle que soit la cible thérapeutique envisagée. 

 

Ces différents outils n'étudient pas les mêmes aspects ou niveaux de 

fonctionnement de la maladie d'Alzheimer et sont complémentaires. Cependant, dans le 

but d'étudier un grand nombre de composés, les tests biochimiques semblent l'outil le 

plus adapté pour une étude préliminaire. Ils permettent en effet de sélectionner les 

composés les plus intéressants sur une batterie de tests ciblés sur des aspects bien précis 

de la maladie. Une évaluation plus complète des molécules retenues pourra alors être 

menée grâce à des tests plus contraignants mais plus informatifs quand à l'action globale 

de celles-ci. 

 

Dans ce but, des tests in vitro sur le peptide β-amyloïde ont été développés au 

laboratoire. Ils consistent en l'étude de la capacité des chélateurs synthétisés à inhiber 

l'agrégation d'Aβ due à la présence d'ions métalliques et à inhiber la production d'H2O2 

par de tels systèmes. Ces tests simples, qui permettent d'étudier les mécanismes d'action 

de ces composés à l'échelle moléculaire, seront détaillés au chapitre IV. 
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La stratégie polyphénanthroline ayant montré des résultats positifs en relation 

avec la maladie d'Alzheimer, il nous a semblé intéressant d'appliquer une stratégie 

similaire à une autre série de composés aromatiques N-hétérocycliques possédant des 

propriétés chélatantes : les ligands quinoléine. Nous nous sommes donc attachés à 

concevoir des dérivés polyquinoléine reliés par un bras de jonction dans le but 

d'améliorer les propriétés de chélation par rapport aux équivalents monomériques.  

  

I. Introduction : ligands quinoléine et clioquinol 
 

Le motif quinoléine est très employé en chimie thérapeutique. La quinine, un 

alcaloïde extrait de l'écorce de Chincona, est utilisée pour ses propriétés antipyrétiques, 

analgésiques et antipaludiques depuis plus de trois siècles. D'autres dérivés quinoléine 

sont employés en tant qu'agents antipaludiques, comme la chloroquine ou la primaquine. 

Des hydroxyquinoléines, possédant des propriétés antibiotiques et antifongiques, sont 

prescrites pour traiter des infections de la peau ou de l'estomac. Enfin, les 

fluoroquinolones sont très largement utilisées pour leur effet bactéricide, en particulier 

contre les bactéries gram-négatives, et sont prescrites dans le traitement de la lèpre ou 

d'autres infections mycobactériennes (Fretzner et al., 1998).   

 

Les dérivés quinoléine substitués en position 8 par un hétéroatome (comme les 

dérivés de la 8-hydroxyquinoléine ou de la 8-aminoquinoléine) peuvent être employés en 

tant que chélateurs. Leur utilisation dans le cadre des maladies neurodégénératives 

impliquant des ions métalliques a été envisagée. C'est le cas des dérivés VK-28 ou HLA-

20 (cf. chapitre I, Fig. 37) qui peuvent chélater le fer et qui ont été testés dans le cadre de 

la maladie de Parkinson (Ben Shachar et al., 2004; Zheng et al., 2005), mais également 

du clioquinol (Fig. 1). 
  

N
OH

I

Cl

 
Fig. 1. Structure du clioquinol. 
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Le clioquinol (5-chloro-7-iodo-8-hydroxyquinoléine) a été décrit dans le premier 

chapitre comme une molécule efficace vis-à-vis de la maladie d'Alzheimer, que ce soit 

chez des souris transgéniques APP2576 ou chez l'homme. Les effets observés ont été 

attribués à la capacité du clioquinol à chélater les ions métalliques séquestrés au niveau 

des plaques amyloïdes. Ainsi, la chélation par le clioquinol du CuII lié à Aβ a été mise en 

évidence par RMN (Cherny et al., 2001).  Le clioquinol complexe le CuII et le ZnII (Di 

Vaira et al., 2004), avec une affinité pour ces métaux nettement supérieure à celle pour 

d'autres ions divalents tels que le CaII ou le MgII (Tableau 1) (Cherny et al., 2001).   

 

 CuII ZnII CaII MgII 

log K 8,9 7,0 4,9 5,0 
 
Tableau 1. Logarithme décimal des constantes d'affinité (log K) du clioquinol pour les ions 
divalents CuII, ZnII, CaII et MgII (d'après Cherny et al., 2001). 

 

Ces valeurs doivent être comparées aux valeurs des constantes d’affinité d'Aβ42 

pour le CuII et le ZnII. Ce peptide possèderait deux sites d’affinité pour le CuII à pH = 7,4: 

un premier de très haute affinité (log K = 17,2) pour une stœchiométrie Aβ2Cu et un 

second site d'affinité plus faible (log K = 8,3) pour une stœchiométrie AβCu2 (Atwood et 

al., 2000). Dans le cas du ZnII, les constantes d'affinité sont de l'ordre de 107 M-1 

(stœchiométrie AβZn) et 105 M-1 (stœchiométrie AβZn2) pour Aβ40 (Bush et al., 1994). 

Le clioquinol semble donc capable d'être un compétiteur de chélation pour le zinc et pour 

le cuivre lié au site de plus faible affinité du peptide. D'autres types de chélation peuvent 

également être envisagés. Ainsi, le clioquinol pourrait également se lier aux différents 

sites sous la forme de complexe ternaire. 

 

Toutefois, il faut noter que le clioquinol, qui a été utilisé en tant qu’antibiotique 

jusqu’en 1970, a été retiré du marché lorsque son utilisation a été liée au Japon à des cas 

de neuropathie myélo-optique subaigüe (SMON) chez des patients déficients en vitamine 

B12. Le clioquinol a récemment été évalué en phases I et II d'essais cliniques en relation 

avec la maladie d'Alzheimer, associé à des compléments de vitamine B12 pour prévenir 

l'apparition des effets invalidants liés au SMON (troubles de la vision et paralysie des 

membres inférieurs notamment) (Konagaya et al., 2004). Bien qu'aucun effet secondaire 

important n'a été rapporté lors de ces essais cliniques (Ritchie et al., 2003), le processus 

d'évaluation a été suspendu pour cause de toxicité attribuée à un sous-produit diiodé 
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présent dans les lots de clioquinol. Les dérivés 5-chloro-7-iodo-8-hydroxyquinoléine sont 

en effet sensibles à la déiodation et à la dismutation conduisant aux 5,7-dichloro- et 5,7-

diiodo-8-hydroxyquinoléine (Nogradi, 1952; Talekar et al., 2005). 

 

II. Stratégie polyquinoléine 

II.1 Ligands quinoléine substitués en position 8 par un 

hétéroatome et leurs complexes métalliques  

Les ligands quinoléine (dont le clioquinol est un dérivé) présentent de nombreux 

avantages en synthèse organique : leur préparation est très documentée, elle se fait 

facilement et l'introduction de modifications est possible sur toutes les positions du noyau 

quinoléine. 

D'autre part, les dérivés quinoléine substitués en position 8 par un hétéroatome 

possèdent des propriétés de chélation qui ont elles aussi été très largement étudiées. C'est 

le cas en particulier pour les 8-hydroxy- et 8-aminoquinoléine qui forment des complexes 

stables avec les ions métalliques impliqués dans la maladie d'Alzheimer. 

  

 

La 8-hydroxyquinoléine forme des complexes avec un très grand nombre d'ions 

métalliques, avec pour ordre de stabilité décroissante : PdII > FeIII > CuII
 > NiII > CoII > 

ZnII > CdII > MnII > MgII (Phillips, 1956; Sillen and Martell, 1971). Cette observation est 

favorable à l'utilisation de la 8-hydroxyquinoléine comme motif chélatant sélectif du FeIII, 

du CuII et du ZnII dans le cadre de la maladie d'Alzheimer, puisque son affinité pour les 

autres ions également présents dans le cerveau, MnII et MgII, est faible. 

Les ions métalliques les plus impliqués au niveau des agrégats amyloïdes dans la 

maladie d'Alzheimer sont les ions CuII et ZnII. Avec ces derniers, les ligands 8-

hydroxyquinoléine forment, comme les ligands Phen, des complexes métalliques de 

stœchiométrie LM mais également L2M qui remplit la sphère de coordination de ces ions 

métalliques et les stabilise (Sillen and Martell, 1971). Les constantes d'affinité de la 8-

hydroxyquinoléine pour ces ions métalliques sont reportées dans le tableau 2. Dans le cas 

du FeIII, également retrouvé dans ces structures amyloïdes mais dans une moindre 

mesure, les complexes stables sont de type L3M. 
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      CuII         ZnII  Références 
 K1 K2 K1 K2  

8-hydroxyquinoléine 12,0 11,0 8,5 7,3 Gershon et al, 1972  
Sillen and Martell, 1971 

8-aminoquinoléine 6,1  4,7  2,4 n.d. Sillen and Martell, 1971 

2-Me-8-hydroxyquinoléine 11,0  7,7 n.d. n.d. Gershon et al, 1972 

5-Cl-8-hydroxyquinoléine 10,8 10,2 n.d. n.d. Gershon et al, 1972 

7-Cl-8-hydroxyquinoléine  8,1   6,3 n.d. n.d. Gershon et al, 1972 

 
Tableau 2. Logarithme décimal des constantes d'affinité (log K) de la 8-hydroxyquinoléine et de 
quelques uns de ses dérivés, ainsi que de la 8-aminoquinoléine, pour les ions métalliques CuII et 
ZnII. N.d. : non déterminé. 

 

Les ions métalliques jouent le rôle d'acides de Lewis et conduisent à la 

déprotonation de la fonction phénolique de la 8-hydroxyquinoléine. Le composé 8-

quinoléinate obtenu se coordine à ces ions métalliques par les atomes d'azote pyridinique 

et d'oxygène du phénolate.  

Avec les ions métalliques divalents tels que le CuII ou le ZnII, les complexes L2M 

formés en milieu aqueux sont neutres et possèdent des structures de type plan carré (avec 

éventuellement des ligands "aqua" coordinés en positions axiales). Deux géométries (cis 

ou trans), planaires, sont possibles pour les dérivés de la 8-hydroxyquinoléine (Fig. 2), la 

géométrie trans étant la plus favorisée pour des raisons de répulsion électronique 

(Phillips, 1956).   

N N

O O
M

N

O N

O
M

Cis Trans  
Fig. 2. Géométries cis et trans pour la complexation des ions métalliques par la 8-
hydroxyquinoléine. 

 

Dans le cas de la 8-aminoquinoléine, les données de la littérature concernant les 

complexes métalliques sont moins accessibles. Il est toutefois important de noter l'ordre 

de stabilité décroissante des complexes métalliques formés, qui est le suivant : CuII
 > NiII 

> FeIII > ZnII > CoII > CdII > MgII ~ CaII (Sillen and Martell, 1971). De plus, la 8-

aminoquinoléine (L) montre une forte sélectivité pour le CuII (Tableau 2), et forme des 

complexes L2CuII stables.  
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L'influence de la substitution du noyau quinoléine sur la stabilité des complexes 

métalliques a de plus été étudiée dans le cas de la 8-hydroxyquinoléine et du CuII 

(Tableau 2). L'introduction d'un groupement méthyle en position 2 de la 8-hydroxy-

quinoléine a peu d'influence sur la valeur de K1. De même, la présence d'un atome 

d'halogène en position 5 ne diminue que faiblement la valeur de K1, alors que la 

substitution en position 7 est plus critique, pour des raisons de gène stérique entre ce 

groupement en position 7 et le site de chélation en position 8 (Gershon et al., 1972). 

 

II.2 Stratégie polyquinoléine 

Afin de favoriser ces espèces comportant deux ligands quinoléine pour un même 

ion métallique in vivo, nous avons cherché à développer des composés pour lesquels deux 

noyaux quinoléines, substitués en position 8 par un hétéroatome participant à la chélation, 

sont reliés par un bras covalent (Fig. 3).  

  

N N

Q Q
M

Z

N

Q

2

3
45

6

7
8

 
 

Fig. 3. Structure générale des composés bis-quinoléine substitués en position 8 par un 
hétéroatome Q. 

 

Cette stratégie de chélation en "pince" doit permettre d'augmenter l'affinité des 

ligands tétrédentates formés pour les ions métalliques, de part la formation de complexes 

métalliques plus stables que pour les dérivés monoquinoléine.  

Ces ligands devraient donc posséder une meilleure capacité à chélater les ions 

métalliques piégés par le peptide β-amyloïde.  

 

II.3 Conception des molécules 

Notre but étant de préparer des composés possédant une activité biologique 

potentielle, il a été nécessaire de prendre plusieurs points en compte concernant les 

propriétés générales des ligands.  

Nous avons cherché à synthétiser des composés de poids moléculaire relativement 

faible (< 500) et neutres à l'état de ligands libres et de complexes avec les ions 
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métalliques CuII et ZnII, de manière à faciliter leur passage de la barrière hémato-

méningée. Nous nous sommes également attachés à synthétiser des ligands symétriques 

et dépourvus de centres chiraux de manière à faciliter leur étude biologique (l'étude de 

composés optiquement actifs nécessitant la séparation et l'évaluation séparée de chacun 

des isomères).   

 

II.3.1 Nature de l'hétéroatome participant à la chélation 

Dans un premier temps, nous nous sommes attachés à la synthèse de dérivés de la 

8-hydroxyquinoléine, qui sont des chélateurs qui reprennent le motif de chélation du 

clioquinol et qui possèdent des affinités pour le CuII et le ZnII relativement élevées 

(Tableau 2). 

 

Par ailleurs, il nous a paru intéressant de développer des composés possédant une 

fonction amine en position 8, et ce pour deux raisons : 

- ces ligands présentent une sélectivité marquée pour le CuII par rapport au ZnII 

(Tableau 2) dont l'effet mérite d'être évalué, 

- ils sont beaucoup moins étudiés que les dérivés 8-hydroxyquinoléine pour leurs 

propriétés de chélation dans le cadre de la maladie d'Alzheimer. 

 

II.3.2 Bras de jonction : position et taille 

Afin de favoriser la chélation sous la forme de complexes mononucléaires en 

"pince", le bras de jonction doit se situer à proximité du site de chélation. Plusieurs 

positions sont envisageables (Fig. 4) :  

 

-  En positions 2,7 : un tel bras de jonction reprend la géométrie trans des 

complexes de monomères (Fig. 2). Cependant, il entraîne une perte de symétrie du ligand 

et présuppose que les deux précurseurs quinoléine sont de nature différente, ce qui 

augmente le nombre d'étapes lors de la synthèse. 

 

- En position 7 : cette position semble très défavorable. En effet, l'étude par 

Gershon et al. de l'influence des substituants du noyau quinoléine sur la chélation a 

montré que la présence d'un substituant en position 7 (comme un méthyle ou un 

halogène) pouvait défavoriser la chélation suite à des gènes stériques (Tableau 2) 
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(Gershon et al., 1972). D'autre part, cette position implique l'utilisation d'un bras très long 

qui défavorise les structures de chélation en "pince". 

 

- En position 2 : bien qu'elle ne reprenne pas le motif de chélation en trans des 

complexes de monomères, la structure bisquinoléine avec ce bras de jonction semble 

intéressante. En effet, l'introduction d'un groupement alkyle en position 2 a peu 

d'influence sur la valeur de K1 lors de la complexation avec le CuII (Tableau 2) (Gershon 

et al., 1972).  D'autre part, le bras de jonction pourra être court, facilitant la structure en 

"pince" pour la chélation. Enfin, un tel bras de jonction permet la synthèse de molécules 

symétriques possédant un axe C2 intéressant à la fois pour la synthèse (un seul précurseur 

quinoléine pourra être utilisé) et pour la biologie. 

   

- En position 8 : une autre stratégie consiste à introduire le bras de jonction 

directement sur l'atome chélatant, avec ici aussi une géométrie de chélation en cis et un 

ligand symétrique (axe C2). Dans ce cas, l'hétéroatome participant à la chélation sera de 

préférence un azote (plutôt qu'un oxygène qui ne disposera pas de fonction déprotonable 

s'il est engagé dans un lien éther).   
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Figure 4. Positions possibles pour un bras de jonction reliant deux entités quinoléine. 

 

Ainsi, les deux bras les plus intéressants pour la chélation sont ceux reliant 

deux noyaux quinoléine en position 2 et en position 8.  

 

L'utilisation de modèles moléculaires a permis d'estimer la taille des bras de 

jonction pour favoriser la chélation. La modélisation de complexes plans possédant des 

longueurs de liaison compatibles avec celles retrouvées dans des structures cristallines 

(pour des complexes de 8-hydroxyquinoléine) indique que les bras de jonction les plus 

favorables sont des bras courts. Parmi ceux-ci, les liens comportant 1 chaînon semblent 

les plus intéressants. 
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Dans le cas du bras en position 8, une longueur de bras de 1 chaînon signifie que 

c'est l'hétéroatome participant à la chélation (N) qui fait office de bras.  

Ce modèle a été validé dans le cas de la bis(8-quinoléinyl)amine, qui complexe le 

CuII sous la forme d'une structure plan carré avec les atomes d'azotes pyridiniques, 

l'amine de jonction déprotonée et un ligand Cl- (Fig. 5) (Puzas et al., 1986).   

 
 

Figure 5. Ligand bis(8-quinoléinyl)amine et structure cristallographique de son complexe de CuII 

(d'après Puzas et al., 1986). 
 

Des bras de jonction plus longs, de type -NH-alkyl-NH, peuvent également être 

envisagés en position 8. Dans ce cas, la longueur de bras optimale pour la chélation en 

pince est estimée à 5 chaînons d'après les modèles moléculaires. 

 

Nos premiers essais se sont donc portés sur la synthèse de ligands reliés par un 

bras à un chaînon en position 2 et 8. La longueur des bras de jonction et leur nature 

(alkyle, amine, …) ont également été modulées pour évaluer l'influence de ces paramètres 

sur la chélation et / ou sur l'activité biologique des composés. 

 

II.3.3 Substitutions 

L'introduction de substituants sur les hétérocycles ou sur le bras de jonction peut 

être réalisée dans plusieurs buts.  

Le premier intérêt est d'aborder l'étude des relations structure / activité des 

molécules. En particulier, des atomes d'halogène chlore et iode en positions 5 et 7 du 

noyau quinoléine permettent d'étudier l'influence de ces substituants retrouvés sur le 

clioquinol. L'introduction d'une fonction méthoxy en position 7 fournit par ailleurs un 

homologue de structure avec de nombreux composés naturels possédant le motif 2-

NN
N
H

Bis-8-quinoléinyl-amine
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méthoxyphénol qui est très classique en chimie thérapeutique. Un exemple en est la 

curcumine, molécule dimérique qui présente des propriétés antioxydantes et permet de 

dissoudre les dépôts amyloïdes (Yang et al., 2005). 

L'introduction de substituants sur le noyau quinoléine ou le bras de jonction peut 

également augmenter la stabilité du ligand en protégeant des sites potentiellement 

oxydables susceptibles de générer une perte d'activité biologique ou de la toxicité.  

Enfin, certaines de ces modifications permettent également de moduler les 

propriétés physicochimiques des ligands et peuvent avoir des effets sur leur 

biodisponibilité. En particulier, l'introduction de substituants hydrophobes sur les ligands 

pourra favoriser leur passage de la barrière hémato-méningée. 

 

III.  Synthèse des ligands polyquinoléine 

Plusieurs familles de ligands ont été synthétisées, classées ici en fonction de la 

nature et de la position du bras de jonction. Les ligands polyquinoléine qui ont fait l'objet 

de tests sur le peptide Aβ sont notés CTi (pour "Composé testé n° i") pour des facilités de 

lecture au niveau du chapitre IV. 

 

III.1 Bras de jonction alkyle en position 2 

III.1.1 Bras à une unité carbonée (bras C1)  

Nous nous sommes intéressés à la synthèse de dérivés bisquinoléine présentant un 

bras alkyle à un atome de carbone (bras C1), qui semble le plus adapté pour la chélation 

d'après les modèles moléculaires. 

 

Une seule méthode a été décrite, à notre connaissance, pour introduire un lien CH2 

en positions 2 et 2' de deux quinoléine. Elle a été décrite par Hamana et al. pour la 

quinoléine puis elle a été optimisée par Yamamoto et al. dans le cas de la 8-

hydroxyquinoléine (Hamana and Yamazaki, 1963; Yamamoto et al., 1978). Elle consiste 

à activer la position 2 par un dérivé N-oxyde, puis à faire réagir celui-ci sur le 

diméthylmalonate possédant des hydrogènes réactifs, en présence d'anhydride acétique 

utilisé comme solvant de la réaction (Schéma 1). D'un point de vue mécanistique, le 

groupe N-oxyde réagit avec l'anhydride acétique et est converti en groupement N+-
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acétoxy, tout en libérant un équivalent d'acétate (Katritzky, 1985). Deux voies sont alors 

possibles. 

- Soit le diméthylmalonate s'additionne successivement sur le carbone C2 de 

deux dérivés quinoléine N+-acétoxy, conduisant au départ du groupement N-

acétoxy et libérant ainsi le cycle pyridine (voie i). Cette voie, sous contrôle 

cinétique, est favorisée lorsque la température est abaissée et conduit au produit 

attendu 1. D'autre part, l'encombrement du malonate (diéthylmalonate au lieu de 

diméthylmalonate) défavorise cette voie (Yamamoto et al., 1978). 

- Soit un acétate s'additionne sur le carbone C2 du dérivé quinoléine N+-acétoxy, 

formant un intermédiaire 2-acétoxyquinoléine qui s'hydrolyse en milieu acide 

pour donner un dérivé secondaire de type amide 2 (voie ii) (Katritzky, 1985). 
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Schéma 1. Mécanisme de couplage du diméthylmalonate avec la 8-hydroxyquinoléine-N-oxyde en 
présence d'anhydride acétique (d'après Katritzky, 1985). 
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Le dérivé 1 a ainsi été préparé à partir de la 8-hydroxyquinoléine N-oxyde 

commerciale, avec un rendement de 66 %. L'hydrolyse des fonctions acétates en position 

8 (formées lors de la synthèse) et des fonctions esters provenant du diméthylmalonate est 

réalisée au reflux de l'acide chlorhydrique. Dans ces conditions, la double 

décarboxylation des fonctions acides libérées se produit également, conduisant au 

composé 3 en une étape. Ce dernier peut être neutralisé en milieu tampon acétate (0,1 M) 

à pH = 7, pour donner 4. 
 

N

OH O

CH2(CO2CH3)2

Ac2O N

OAc

N

OAcO

O

O

O

 HCl, reflux

66 %
100 %

N

OH

N

OH
3

1 CT1

.2HCl.2H2O

N

OH

N

OH4

Tp NaOAc
pH = 7,0

 
Schéma 2. Synthèse des composés 3 et 4. 

 

III.1.1.1 Substitutions du bras C1 

Les hydrogènes du bras CH2 de 4 sont situés en position benzylique et sont par 

conséquent très acides. Nous avons mis à profit cette forte réactivité pour introduire des 

substituants au niveau du bras C1.   

 

Substituants méthyle sur le bras C1 : 

Des substituants méthyle ont été introduits sur le bras CH2 à partir d'iodure de 

méthyle, selon un schéma réactionnel également décrit par Yamamoto et al. (Schéma 3). 

Dans cette réaction, il est nécessaire de protéger les fonctions phénoliques qui seraient 

alkylées préférentiellement par l'iodure de méthyle. La protection a été réalisée par la 

formation d'un chélate de NiII, qui a pour avantages de se former quantitativement, d'être 

stable dans les conditions d'alkylation et de pouvoir être démétallé de façon quantitative 

en milieu acide. La réaction du chélate formé sur l'iodure de méthyle par substitution 

nucléophile conduit à 5, qui est démétallé en milieu acide chlorhydrique pour donner 6 

après une étape de neutralisation (Yamamoto et al., 1978).  
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Schéma 3. Synthèse du composé 6. 

 

Des cristaux du complexe de NiII 5 ont été obtenus au cours de cette synthèse et ont 

été analysés par diffraction aux rayons X (Fig. 6).  

 
 

Fig. 6. Structure cristalline de 5 (réalisée par le Dr Heinz Gornitzka).  
 

Le complexe de NiII, monomérique, est plan et symétrique, avec une géométrie 

plan carré autour du centre métallique. Ce premier point est très intéressant puisque le 

complexe formé n'est pas chiral. 

De plus, l'intérêt majeur de cette structure cristalline est d'accéder, pour la première 

fois, à la structure d'un ligand polyquinoléine complexé à un ion métallique divalent dont 

les propriétés sont proches de celles du CuII ou du ZnII.  

Elle correspond à l'arrangement attendu lors de la conception de cette série de 

ligands : le complexe de NiII présente une structure tétradentate en "pince", avec les 

entités quinoléine du ligand chélatant le même ion métallique. Celles-ci sont orientées 

en cis autour de cet ion métallique.  
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Fluoration du bras C1 : 

Afin d'augmenter la stabilité du composé 4 tout en restant au plus proche de sa 

structure, nous avons cherché à substituer les hydrogènes labiles par des atomes de fluor. 

L'intérêt du fluor est d'être un groupement isostérique de l'hydrogène, c'est-à-dire qu'il 

occupe un volume comparable et que son introduction ne crée pas d'encombrement 

stérique supplémentaire sur le ligand, mais avec une stabilité de la liaison C-F beaucoup 

plus importante que celle de la liaison C-H. 

 

Compte tenu de la forte acidité des hydrogènes benzyliques, une réaction de 

fluoration électrophile a été envisagée pour introduire des substituants fluor géminaux sur 

le bras (Lal et al., 1996; Tozer and Herpin, 1996). Un protocole dérivé d'une réaction de 

fluoration en position 2 de 1,3-dicétones, utilisant l'agent de fluoration électrophile F-

TEDA-BF4, a permis d'obtenir le composé 7 avec un rendement quantitatif (Schéma 4) 

(Banks et al., 1994).  

 

N
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N

OH4

N
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N
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CT3  
 

Schéma 4. Synthèse du composé 7. 
 

Oxydation du bras C1 :  

D'autre part, le composé 3 a pu être oxydé en solution aqueuse alcaline aérée, en 

présence de THF pour permettre la solubilisation (Schéma 5). 
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Schéma 5. Synthèse du composé 8. 

 

 

Pour conclure, nous avons ainsi pu tirer profit de la réactivité des hydrogènes 

benzyliques du ligand 4 pour introduire divers groupements (alkyle, halogène, cétone) sur 

le bras C1. 
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III.1.1.2 Substitutions du noyau quinoléine en positions 5 et 7 

La fonction hydroxyle portée par le carbone C8 de la quinoléine oriente fortement 

en ortho et para, favorisant les substitutions en positions 5 et 7 (la position 5 étant la plus 

réactive) (Phillips, 1956). Ces positions sont particulièrement intéressantes puisque ce 

sont les positions substituées par des atomes de chlore et d'iode, respectivement, dans le 

cas du clioquinol. 

  

Chloration en position 5 : 

Par homologie avec le clioquinol, nous avons dans un premier temps cherché à 

développer des ligands substitués par un atome de chlore sur le carbone C5. Nous avons 

choisi de réaliser l'introduction de l'halogène par réaction sur les dérivés polyquinoléine 

formés plutôt que sur les précurseurs monomériques pour plusieurs raisons : 

- le précurseur 5-chloro-8-hydroxyquinoléine-N-oxyde nécessaire à la préparation 

de l'analogue chloré du composé 4 n'est pas commercial et des essais de 

préparation de ce composé par oxydation de la 5-chloro-8-hydroxyquinoléine 

avec de l'acide m-chloroperbenzoïque ont échoué. 

- la synthèse du dérivé polyquinoléine selon le schéma 1 est très longue, ce qui 

rend fastidieuse l'optimisation de nouvelles synthèses à partir des monomères. 

 

Plusieurs types de réactions d'halogénation sont envisageables pour des ligands 2-

méthyl-8-hydroxyquinoléine, qui sont des modèles des dérivés polyquinoléine. 

Un premier type de réaction est l'halogénation radicalaire en présence de 2,2'-

azobisisobutyronitrile comme initiateur de radicaux. Un protocole précédemment mis au 

point au laboratoire, utilisant le N-bromosuccinimide, avait permis de bromer 

sélectivement la 2-méthyl-8-méthyloxyquinoléine en position 5 avec un bon rendement 

(Schéma 6).  

Cependant, dans les mêmes conditions, l'utilisation du N-chlorosuccinimide comme 

agent de chloration apporte une régiosélectivité différente, puisque la chloration a lieu 

préférentiellement sur le bras alkyle. 
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Schéma 6. Halogénations radicalaires de 9 par le NBS et le NCS.  

 

Un autre type de réaction envisageable est la réaction d'halogénation électrophile. 

L'halogénation électrophile par le N-chlorosuccinimide en milieu acide sulfurique 

concentré a été décrite dans le cas de la 2-méthyl-8-hydroxyquinoléine et permet 

d'introduire efficacement l'atome d'halogène en position 5 (Gershon and McNeil, 1972).  

 

Nous avons donc appliqué la réaction d'halogénation électrophile décrite par 

Gershon et al. aux composés bisquinoléine 3 et 6. La réaction conduit aux produits 

dihalogénés (en position 5 de chaque noyau quinoléine) avec de très bons rendements 

(Schéma 7). 
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Schéma 7. Chloration de 3 et 6 en position 5. 

 

 

Substituant méthoxy en position 7 : 

Nous avons également cherché à introduire un groupement méthoxy en position 7 

du noyau 8-hydroxyquinoléine, afin de former le motif 2-méthoxyphénol classique en 

chimie thérapeutique. 
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Ce type de fonction ne peut être introduit directement et une méthode classique de 

préparation consiste à utiliser un précurseur halogéné qui est ensuite transformé en 

méthoxy par substitution nucléophile avec du méthanolate de sodium. Cependant, la 

position 7 est moins réactive que la position 5 et l'halogénation électrophile utilisée 

précédemment ne peut être appliquée ici. Une méthode décrite par Pearson et al. permet 

de favoriser la bromation en ortho du phénol par l'utilisation du N-bromosuccinimide à 

basse température (-70 °C) en présence d'une base forte (une amine aliphatique) qui piège 

l'acide libéré lors de la réaction (Pearson et al., 1967).  

Une difficulté supplémentaire apparait alors : l'utilisation de bases lors de ce 

schéma de synthèse empêche son application directe au composé 3 qui s'oxyde en 

conditions basiques (Schéma 5). L'introduction du groupement méthoxy devra donc être 

réalisée sur le précurseur monomérique 8-hydroxyquinoléine. 

   

Cette synthèse est décrite sur les schémas 8 et 9 et a été mise au point au laboratoire 

par Christophe Boldron.  
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Schéma 8. Synthèse du composé 18. 

 

La réaction du N-bromosuccinimide sur la 8-hydroxyquinoléine en présence de tert-

butylamine conduit à la bromation en ortho du -OH phénolique (Collis et al., 2003; 

Pearson et al., 1967). Une réaction de substitution nucléophile du brome par le 

méthanolate de sodium, en présence de sels de CuII catalysant la réaction, permet 

d'introduire le groupement méthoxy en position 7 (Numazawa and Ogura, 1983).  

L'étape suivante va consister en la formation du dérivé N-oxyde précurseur de la 

réaction de couplage selon le protocole de Yamamoto et al. qui avait permis la synthèse 

de 3 (Yamamoto et al., 1978). Cependant, l'oxydation de 16 en dérivé N-oxyde par l'acide 

m-chloroperbenzoïque a échoué et une étape de protection de la fonction hydroxyle de 16 
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est nécessaire. Le groupement protecteur choisi est le groupement benzyle, qui pourra 

être déprotégé en milieu acide lors de l'étape d'hydrolyse des esters et de décarboxylation 

sur le dérivé bisquinoléine formé. Une réaction de substitution nucléophile du -OH 

phénolique sur le chlorure de benzyle en présence d'une base (K2CO3) conduit au 

composé 17. L'oxydation de ce dernier par l'acide m-chloroperbenzoïque permet d'obtenir 

le dérivé N-oxyde 18 correspondant (Schrader et al., 1988).  
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Schéma 9. Synthèse du composé 22 à partir de 18. Les rendements portant la mention * sont des 
rendements estimés à partir de spectres RMN 1H réalisés sur le brut de synthèse. 

 

 

La réaction de 18 sur le diméthylmalonate en solvant anhydride acétique a permis 

d'obtenir le dimère 19 (Schéma 9) (Yamamoto et al., 1978). Néanmoins, le rendement de 

formation de ce dernier est très faible (autour de 10 %) et le produit majoritairement 

formé 20 correspond à l'intermédiaire pour lequel une seule quinoléine activée a réagi 

avec le diméthylmalonate. Une hypothèse pour expliquer l'arrêt de la réaction au niveau 

du produit de monocouplage 20 est l'encombrement stérique apporté par le groupement 

benzyloxy. Par ailleurs, des difficultés de purification de 19 viennent encore diminuer le 

rendement de la réaction.  

 Des cristaux de 19 ont été obtenus au cours de la synthèse et ont été analysés par 

diffraction aux rayons X. La structure obtenue (Fig. 7) permet de confirmer la position 

des substituants méthoxy en ortho des phénols.    

Enfin, un chauffage de 19 au reflux de l'acide chlorhydrique concentré permet en 

une étape de déprotéger les fonctions hydroxyles des quinoléine, d'hydrolyser les esters 

de méthyle sur le bras de jonction et de décarboxyler les acides libérés pour donner 22.  
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Fig. 7. Structure cristalline de 19 (réalisée par le Dr Laure Vendier).  
 

III.1.1.3 Dérivés de la 8-aminoquinoléine 

L'analogue de 4 pour lequel les fonctions hydroxyles sont remplacées par des 

fonctions amine est un composé présentant un intérêt majeur pour l'étude de la chélation 

et devrait présenter une sélectivité forte pour le CuII. 

Nous avons tenté de le préparer selon le schéma de couplage utilisé dans la série 8-

hydroxyquinoléine (Yamamoto et al., 1978). 

 

Plusieurs possibilités sont envisageables pour la nature du précurseur N-oxyde : il 

peut porter en position 8 un groupement nitro, qui peut être réduit en amine par 

hydrogénation catalytique en fin de synthèse, ou des fonctions amine ou amine protégée. 

 

L'oxydation de l'azote en position 1 de la 8-nitroquinoléine par l'acide m-

chloroperbenzoïque (Schrader et al., 1988) a été tentée dans un premier temps. L'emploi 

d'un précurseur nitré nous a semblé préférable à celui d'un précurseur possédant une 

fonction amine potentiellement oxydable dans les conditions réactionnelles employées. 

Toutefois, en présence d'un équivalent d'acide m-chloroperbenzoïque à 0 °C, la 8-

nitroquinoléine a été oxydée sur le cycle aromatique et le produit attendu n'a pu être isolé.  

 

La préparation du dérivé N-oxyde en position 1 a alors été tentée dans le cas de la 

8-aminoquinoléine, en espérant que l'oxydation de la fonction pyridine serait peut-être 

favorisée par rapport à celle de l'amine primaire de la molécule. Mais la fonction amine a 

été oxydée en premier et un mélange de produits a été observé en fin de réaction, 

traduisant des réactions d'oxydation supplémentaires sur le cycle (Schéma 10).  
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Nous avons donc protégé l'amine de la 8-aminoquinoléine sous la forme d'un 

carbamate d'éthyle, qui est un groupement facile à introduire et qui est stable dans les 

conditions réactionnelles utilisées pour l'oxydation (Watkins, 1952). Le composé 23 

obtenu a pu être oxydé en position 1 par un équivalent d'acide m-chloroperbenzoïque. 

L'étape suivante a consisté en la déprotection sélective du carbamate sans réduction du N-

oxyde. Celle-ci a échoué en milieu acide (HBr concentré) en raison de la réduction de la 

fonction N-oxyde et de l'incorporation de brome sur le noyau aromatique. Elle a par 

contre pu être réalisée en milieu basique (KOH, EtOH) (Treus et al., 2000) pour donner 

le dérivé N-oxyde 25.  
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Schéma 10. Tentative de synthèse d'analogues de 3 dans la série 8-aminoquinoléine. 
 

 

La réaction de couplage avec le diméthylmalonate selon le protocole de Yamamoto 

et al. a alors été tentée sur les N-oxydes 24 et 25. Cependant, la réaction n'a pas conduit 

aux produits attendus. Seuls les composés de type lactame (Schéma 11), issus de la 

réaction du N-oxyde sur l'anion acétate provenant de l'anhydride acétique (Schéma 1, 

voie ii), ont été isolés. La disparition du H2 et le fort blindage des signaux de H3 et H4 en 

RMN  1H par rapport au produit de départ, ainsi que l'apparition d'un pic correspondant 

au C=O en position C2 vers 165 ppm en RMN 13C nous ont permis d'identifier les 

lactames C. L'intégration sur les spectres RMN 1H des signaux correspondant aux 

méthyles et aux aromatiques a permis de mettre en évidence la présence des composés A 

et B en très faibles proportions. 
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Schéma 11. Tentative de synthèse d'un analogue de 3 dans la série 8-aminoquinoléine. 
Description du produit attendu et des sous-produits majoritaires formés.  
(a) Rendement en produit pur isolé. (b). Rendement calculé d'après un spectre RMN réalisé sur le 
brut de synthèse. n.d. non déterminé. 

 

 

Afin de favoriser la voie i du Schéma 1, une baisse de la température en début de 

réaction et l'utilisation d'un excès de diméthylmalonate pour entrer en compétition avec 

l'anhydride acétique ont été tentées, mais sans amélioration du rendement. 

Alors que dans le cas de 18 la faible réactivité pouvait être expliquée par une gêne 

stérique apportée par les groupements benzyle, cet argument ne peut être utilisé ici 

puisque les dérivés 24 et 25 (comprenant des résidus carbamate d'éthyle et amine libre en 

position 8 respectivement) ont le même type de réactivité. Il semble donc que la présence 

d'un atome d'azote en position 8 empêche la réaction selon la voie i du schéma 1. 

 

 

Devant ces échecs, nous avons tenté de former le lien CH2 par une autre voie de 

synthèse consistant en une réaction de substitution nucléophile d'un chlore porté en 

position 2 de la quinoléine par un anion méthylure (Schéma 12).  
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Schéma 12. Tentatives de synthèse d'un analogue de 3 dans la série 8-aminoquinoléine par 
substitution nucléophile. 

 

La réaction a été menée sur des composés substitués en position 8 par une fonction 

nitro, la nucléophilie des fonctions amine nous ayant paru rédhibitoire pour réaliser cette 

réaction à partir de la 8-aminoquinoléine.  

Le composé 28 a été préparé par nitration de la 2-chloroquinoléine, selon le 

protocole décrit par Kimber et al. (Schéma 12) (Kimber et al., 2003). L'utilisation de 

KNO3 en milieu H2SO4 conduit à un mélange de régioisomères, le composé majoritaire 

étant le produit 28 attendu, substitué en position 8. Cette position a pu être confirmée par 

la structure aux rayons X de cristaux de ce composé (Fig. 8).  

 
 

Fig. 8. Structure cristalline de 28 (réalisée par le Dr Laure Vendier).  
 

 

Des réactions de couplage entre la 2-méthyl-8-nitroquinoléine et la 2-chloro-8-

nitroquinoléine ont alors été tentées en présence de LDA ou de butyllithium (utilisés 

comme base pour générer l'anion méthylure), selon un protocole décrit pour former un 

lien méthylène entre deux pyridines (Mohr et al., 2005). Les produits de départ ont 

malheureusement été retrouvés de façon majoritaire en fin de synthèse, ainsi qu'un 

produit alkylé en position 2 par une chaîne butyle.  Ce dernier résulte probablement de 

l'attaque du butyllithium sur le chlore aromatique de 28. 

 
 

Ces essais ayant échoué, les tentatives de synthèse de l'analogue de 3 en série 8-

aminoquinoléine ont été abandonnées.  
 

 

III.1.2 Bras à deux unités carbonées (bras C2)  

Nous nous sommes ensuite intéressés à la synthèse de dérivés bisquinoléine 

présentant un bras alkyle plus long, à deux atomes de carbone (bras C2).  
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Plusieurs méthodes de synthèse sont décrites dans la littérature dans le cas de deux 

entités 8-hydroxyquinoléine reliées par un bras éthyle. 

Une première voie de synthèse décrite par Albrecht et al. fait intervenir comme 

étape clé un homo-couplage d'un dérivé bromure benzylique catalysé au NiII (Schéma 13) 

(Albrecht et al., 1999). Cependant, les rendements de préparation du dérivé bromure 

benzylique (par bromation radicalaire) et de couplage sont relativement faibles.  
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Schéma 13. Préparation de la 2,2’-(1,2-Ethanediyl)-bis(8-hydroxyquinoléine) selon Albrecht et 
al.,1999.  
 

Un autre schéma de synthèse a été proposé par Kitamura et al. et fait intervenir un 

carbanion sur le bras méthyle en position 2 de la quinoléine 9, généré en présence de 

LDA à 0 °C (Schéma 14) (Kitamura et al., 2000). 
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Schéma 14. Préparation de la 2,2’-(1,2-éthanediyl)-bis(8-hydroxyquinoléine) selon Kitamura et 
al., 2000. 
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Deux voies sont alors décrites par Kitamura et al. : 

- Dans la voie n°1, cet anion méthylure est oxydé en radical méthyle en présence 

d'un électrophile : le 1,2-dibromoéthane. Une réaction d'homo-couplage 

radicalaire conduit alors au dérivé 29, tandis que la réaction du radical méthyle 

sur le 1,2-dibromoéthane conduit au composé 30.  

- Dans la voie n° 2, l'anion méthylure est oxydé en radical méthyle par un sel de 

CuII puis une réaction d'homo-couplage donne 29 avec un rendement de 18 %.  

 

Devant les faibles rendements obtenus pour ces diverses synthèses, nous avons 

tenté de développer une troisième voie, à partir d'un protocole décrit pour des bipyridines 

(Garber et al., 1990) et qui diffère de la voie n° 1 de Kitamura et al. par les températures 

beaucoup plus basses lors de l'addition du LDA et du 1,2-dibromoéthane (Schéma 15). 
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Schéma 15. Synthèse des composés 31 (voie A) et 32 à partir de la 2-méthyl-8-
méthyloxyquinoléine. 

 
Dans ce schéma de synthèse, la fonction -OH phénolique de la 2-méthyl-8-

hydroxyquinoléine est protégée sous forme de méthoxy, groupement stable en milieu 

basique. L'ajout de LDA à -90 °C permet de générer l'anion méthylure de lithium et 

l'addition de 1,2-dibromoéthane comme accepteur d'électron conduit à la formation de 29 

et de 30.  Alors que Kitamura et al. n'avaient pu les séparer par chromatographie 

(Kitamura et al., 2000), une séparation par cristallisation sélective du dérivé 29 dans le 

méthanol a permis d'isoler les deux produits. Il est probable que cette cristallisation 

sélective soit due à la plus grande rigidité de 29 par rapport à 30 qui lui permet une 

meilleure pré-organisation dans le solvant de cristallisation. Les composés 29 et 30 ont 

enfin été déprotégés par hydrolyse acide des fonctions méthoxy pour donner 31 et 32. 
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Ainsi, l'optimisation de la synthèse et de la purification a permis d'obtenir 31 avec 

un rendement nettement amélioré par rapport aux synthèses décrites précédemment.  

 Il est à noter que la stratégie utilisée ici pour l'obtention de 32 est peu efficace 

puisqu'il n'est formé qu'en tant que sous-produit de synthèse. Toutefois, les quantités 

obtenues sont suffisantes pour une évaluation préliminaire de ce composé. Celle-ci 

permettra d'étudier, par comparaison avec les résultats obtenus pour 4 et 31, l'influence de 

la longueur du bras de jonction en position 2 du noyau 8-hydroxyquinoléine sur l'activité 

anti-Alzheimer potentielle de ces dérivés. 

 

Par la suite, une démarche d'optimisation de cette voie de synthèse a permis de 

montrer que l'étape de protection de la fonction phénol de la 2-méthyl-8-

hydroxyquinoléine n'était pas nécessaire. Le composé 31 a ainsi pu être préparé en une 

étape à partir de la 2-méthyl-8-hydroxyquinoléine non protégée, avec un rendement 

amélioré. Dans ce cas, 2 équivalents de LDA sont nécessaires, le premier équivalent 

réagissant sur les fonctions phénol en position 8 (Schéma 16).  
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Schéma 16. Synthèse du composé 31 à partir de la 2-méthyl-8-hydroxyquinoléine (voie B). 

 

D'autre part, un protocole inspiré de la voie n° 2 du schéma 14 et mettant en œuvre 

un ajout rapide de LDA sur 9 et l'emploi de CuCl2 comme agent oxydant a permis 

d'obtenir le trimère 33 (Schéma 17). L'hydrolyse acide des fonctions méthoxy a conduit 

au composé 34, qui sera testé pour étudier l'influence du nombre de noyaux quinoléine. 
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 Schéma 17. Synthèse du composé 34. 
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III.1.2.1 Substitutions du noyau quinoléine en positions 5 et 7 

Comme dans le cas des polyquinoléine incluant un bras C1, nous nous sommes 

intéressés à l'introduction de substituants sur les positions 5 et 7 du noyau quinoléine des 

dérivés comportant le bras C2.  
 

  

Chloration et iodation en positions 5 et 7, respectivement : 

Par homologie avec le clioquinol, nous avons choisi de substituer le composé 31 

par des atomes de chlore en position 5 et d'iode en position 7. La position 5 étant la plus 

réactive, elle sera substituée en premier. 

 

La méthode de chloration utilisée pour la synthèse de 13 et 14 a été appliquée à 31 

pour conduire au composé 35 dichloré en para des fonctions phénol (Schéma 18). La 

position de l'halogène a été confirmée par l'attribution complète des signaux RMN 1H et 
13C par des expériences de NOE 1D et de HMQC 1H/13C, et notamment par la mise en 

évidence d'un couplage 3J entre le H4 et le C5 quaternaire. En effet, si la chloration s'était 

faite sur le carbone C7, qui est l'autre position envisageable pour cette réaction, le 

carbone C5 aurait été un carbone tertiaire. 

 

Les positions 5 les plus réactives étant substituées, il est alors envisageable 

d'introduire un groupement en position 7 par une réaction du même type. Ainsi, une 

réaction de substitution électrophile en milieu acide en présence de N-iodosuccinimide a 

conduit au dérivé 36 diiodé (Gershon and McNeil, 1972).  
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Schéma 18. Chloration et iodation régioselectives du ligand 31. Le couplage 3J ayant permis 
l'attribution de la position de chloration est indiqué sur le composé 35. 

 

 

Substituant méthoxy en position 7 : 

Comme dans le cas des dérivés incluant le bras C1, l'introduction d'un groupement 

méthoxy en position 7 a également été menée pour celui comportant le bras C2. Elle a été 
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réalisée à partir du dérivé monomérique 2-méthyl-8-hydroxyquinoléine, selon un 

protocole mis au point au laboratoire par Christophe Boldron, qui reprend le même 

schéma réactionnel que dans le cas de 16.  

 

La réaction du N-bromosuccinimide sur la 2-méthyl-8-hydroxyquinoléine en 

présence de tert-butylamine conduit à la bromation en ortho de la fonction hydroxyle du 

cycle phénol (Schéma 19) (Collis et al., 2003; Pearson et al., 1967). Une réaction de 

substitution nucléophile du brome par le méthanolate de sodium, en présence de sels de 

CuII pour catalyser la réaction, permet d'introduire le groupement méthoxy en position 7 

(Numazawa and Ogura, 1983). L'homo-couplage de 38 en présence de LDA et de 1,2-

dibromoéthane a ensuite été réalisé sans protection du OH phénolique, comme lors de la 

voie B de synthèse de 31 (Schéma 16), pour conduire au dérivé 39.  
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Schéma 19. Obtention du composé 39 à partir de la 2-méthyl-8-hydroxyquinoléine. 

 

III.1.2.2 Dérivés de la 8-aminoquinoléine 

L'analogue de 31 pour lequel les fonctions hydroxyles sont remplacées par des 

fonctions amines est un composé présentant un intérêt majeur pour l'étude de la chélation. 

Nous avons donc tenté d'appliquer le schéma de synthèse défini pour les dérivés 8-

hydroxyquinoléine incluant le bras C2 à leurs analogues en série 8-aminoquinoléine.  

 

Plusieurs précurseurs ont été testés pour ce couplage. Le seul composé 2-

méthylquinoléine commercial portant un azote en position 8 est la 2-méthyl-8-nitro-

quinoléine. Celui-ci peut être réduit en amine primaire par hydrogénation catalytique sur 

Pd/C (composé 40) (Belser et al., 1996; Fahrni and O'Halloran, 1999; Xue et al., 2001).  
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Le composé 40 (Schéma 20) a dans un premier temps été utilisé sans protection de 

sa fonction amine primaire. Il a été mis en réaction en présence de LDA (2 ou 3 

équivalents par rapport à 40) et de 1,2-dibromoéthane, selon la voie B de synthèse de 31 

(Schéma 16). Dans ces conditions, le produit attendu n'a pu être formé et le produit de 

départ est retrouvé très majoritairement en fin de réaction. Cette observation semble 

indiquer que l'anion méthylure est très peu réactif. Les composés 41 et 42 ont néanmoins 

pu être isolés en faibles pourcentages. Pour expliquer la formation de ces produits, il faut 

envisager que le LDA déprotone la fonction amine de la 2-méthyl-8-aminoquinoléine. 

Les amidures de lithium formés sur ce composé sont nucléophiles (alors que les 

phénolates ne l'étaient pas dans le cas de la 2-méthyl-8-hydroxyquinoléine, ce qui a 

permis d'obtenir le composé 31 dans les mêmes conditions). Deux réactions successives 

de substitution nucléophile de ces anions sur le 1,2-dibromoéthane conduisent alors à la 

formation des composés 41 et 42 suivant que la seconde réaction est inter- ou 

intramoléculaire.  

Le composé 41 présente une structure bisquinoléine avec un bras de jonction en 

position 8, entre deux amines potentiellement chélatantes des ions métalliques. Il a donc 

été inclus dans nos tests de recherche de ligands polyquinoléine potentiellement actifs sur 

le peptide β-amyloïde en présence d'ions métalliques. 
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 Schéma 20. Tentative de synthèse d'un analogue de 31 dans la série 8-aminoquinoléine. 

 

Nous avons alors tenté de réduire le caractère nucléophile des amidures formés en 

cours de synthèse en convertissant l'amine primaire de 40 sous la forme d'une amine 

secondaire moins réactive et stable dans les conditions basiques de la réaction. Notre 

choix s'est porté vers la préparation d'un dérivé méthylamine peu encombrant et qui 

conserve une fonction susceptible d'être déprotonée en présence d'un ion métallique pour 

favoriser la complexation. Ce dérivé 43 a été préparé par réaction de substitution 
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nucléophile de l'amine primaire du composé 40 sur l'iodure de méthyle, en présence d'une 

base (NaH) (Schéma 21). L'addition de 1 ou 2 équivalents de LDA à une solution de 43 

puis l'ajout de 1,2-dibromoéthane n'ont  malheureusement pas permis d'obtenir le produit 

d'homo-couplage attendu et le produit retrouvé très majoritairement en fin de synthèse est 

le réactif 43.  
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 Schéma 21. Essai de synthèse d'un analogue de 31 dans la série N-méthyl-8-aminoquinoléine. 

 

Enfin, nous avons utilisé la 2-méthyl-8-nitroquinoléine comme précurseur pour 

cette réaction de couplage (Schéma 22), une réactivité différente des cas précédents 

pouvant être attendue du fait des groupements nitro électroattracteurs sur le noyau 

quinoléine (effet mésomère attracteur) alors que les amines possèdent un caractère 

électrodonneur (par effet mésomère).  

De nouveau, une très faible réactivité a été observée et le produit majoritaire est le 

réactif 2-méthyl-8-nitroquinoléine. Des variations de concentrations ou de stœchiométries 

des réactifs, ou de la température de réaction n'ont pas conduit à une amélioration de la 

conversion. La faible réactivité observée peut s'expliquer par le caractère électroattracteur 

du groupement nitro qui défavorise la réaction de transfert d'un électron de l'ion 

méthylure formé en présence de LDA vers le 1,2-dibromoéthane accepteur d'électron, et 

par la très faible solubilité de ce carbanion dans le solvant de la réaction 

(tétrahydrofurane).  

Toutefois, la présence d'un singulet à 3,67 ppm (analogue à celui observé pour les 

protons éthylèniques de 31) sur le spectre RMN 1H (CDCl3) du milieu réactionnel et 

l'observation d'un pic de masse de m/z = 375 pouvant correspondre au dimère attendu 

semblent indiquer que ce dernier a été formé avec un rendement de l'ordre de 10 %. 

Malheureusement, ce produit n'a pu être isolé à la suite de sa dégradation sur la colonne 

de silice employée pour le purifier.  

Nous avons alors tenté de réduire ce produit (présent à 50 % dans des fractions 

chromatographiques enrichies) par hydrogénation catalytique en présence de palladium 

sur charbon, en espérant que le produit réduit serait plus stable ou plus facile à purifier. 
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Des données analytiques obtenues à l'issue de cette étape de réduction sembleraient 

indiquer la présence du produit attendu (singulet à 3,75 ppm sur le spectre RMN 1H 

(CD3OD) du milieu réactionnel et pic de masse de m/z = 315 correspondant au dimère 

réduit (MH+)). Cependant, les produits formés sont également instables et se sont 

décomposés sur la colonne de phase inverse C18 utilisée en vue de leur purification.  
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 Schéma 22. Tentative de synthèse d'un analogue de 31 dans la série 8-aminoquinoléine à partir 
de la 2-méthyl-8-nitroquinoléine. 

 

 

Devant l'échec de ces synthèses, les tentatives de préparation de l'analogue de 23 en 

série 8-aminoquinoléine ont été abandonnées.  

 

III.2 Bras de jonction en position 2 comportant un hétéroatome  

III.2.1 Bras amine 

Afin d'étudier des dimères substitués en position 8 par une fonction amine, qui n'ont 

pu être obtenus dans les séries "bras C1" et "bras C2", nous avons tenté de synthétiser un 

ligand bis-8-aminoquinoléine selon une voie de synthèse différente de celles utilisées 

précédemment. Pour cela, un bras de nature non alkyle a été envisagé. Notons qu'un 

dimère de quinoléine commercial, le composé CT15 (Fig. 9) possède ce type de jonction 

aminée. Nous nous sommes donc intéressés à la synthèse de dérivés basés sur ce modèle 

et substitués en position 8 par une fonction amine. 
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Fig. 9. Structure de CT15. 

 



Chapitre III.  Ligands polyquinoléine - Conception et synthèse 
 

 130 
 

Le schéma réactionnel et le protocole de couplage mis en œuvre sont inspirés d'une 

synthèse décrite par Barnham et al. pour un dérivé de 8-hydroxyquinoléine comportant en 

position 2 une amine disubstituée (Barnham et al., 2004).  

Le réactif de départ est la 2-chloro-8-nitroquinoléine 28, dont la synthèse par 

nitration a été décrite plus haut (Schéma 12). Une réaction de substitution nucléophile du 

chlore par la butylamine utilisée comme solvant conduit au dérivé 44 (Schéma 23). La 

butylamine a été préférée à la méthylamine utilisée pour le composé CT15 car cette 

dernière est gazeuse et donc peu facile à manipuler. L'incorporation de butylamine 

permet également d'apporter une chaîne alkyle longue susceptible d'apporter de 

l'hydrophobicité au composé final. Une réaction de N-arylation entre l'amine 44 et le 

dérivé chloré 28, catalysée par du Pd0 en présence de ligands rac-BINAP et d'une base, le 

tert-butylate de sodium, conduit au dimère 45 (Barnham et al., 2004). Les fonctions nitro 

de ce composé sont ensuite réduites en amine par hydrogénation catalytique en présence 

de Pd/C (Fahrni and O'Halloran, 1999). 
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Schéma 23. Synthèse des composés 45 et 46. 
 
 

Le composé 46 est, à notre connaissance, le premier exemple de composé 

bisquinoléine relié en position 2 et substitué en position 8 par des fonctions amines. 

 

 

Nous avons également cherché à synthétiser, selon la même approche, un ligand 

bisquinoléine possédant un bras de jonction aminé plus long de type -CH2-NBu-CH2-. 
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Un protocole décrit par Xue et al. pour la préparation d'éthers couronne substitués 

par le même type de dérivés de 8-nitroquinoléine (Schéma 24) nous a permis d'en établir 

le protocole de synthèse (Xue et al., 2001).  

Dans ce schéma réactionnel de Xue et al., la 2-méthyl-8-nitroquinoléine est bromée 

sur le bras méthyle par bromation radicalaire en présence de N-bromosuccinimide. Le 

dérivé bromé en position benzylique subit alors une réaction de substitution nucléophile 

par les fonctions amine d'un diaza-éther-couronne en présence d'une base (triéthylamine). 

Enfin, les fonctions nitro du ligand sont réduites par du Fe0 en milieu acide acétique. 

Cette réduction se fait toutefois avec un faible rendement qui a été attribué par Xue et al. 

à la chélation du fer par l'éther couronne.  
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Schéma 24. Schéma de synthèse proposé par Xue et al., 2001. 
 

 

 

Nous avons donc adapté ce schéma à la synthèse de dimère de quinoléine reliés par 

un bras -CH2-NBu-CH2-, l'absence d'éther couronne, dans notre cas, devant empêcher le 

problème de réduction rencontré par Xue et al..  

La 2-méthyl-8-nitroquinoléine a été bromée sur le bras méthyle par la N-

bromosuccinimide en présence d'azobisisobutyronitrile, via un mécanisme radicalaire 

(Schéma 25). Deux réactions successives de substitution nucléophile du brome porté par 

le dérivé 47 (2,2 équivalents) par la butylamine, en présence de triéthylamine, donnent le 

dérivé 48 en une étape. Cependant ce produit, dont le rendement de formation a été 

estimé à 90 % environ d'après l'analyse du spectre RMN 1H du brut réactionnel, n'a pas 
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pu être isolé. Il s'est en effet décomposé sur colonne chromatographique de gel de silice 

pour libérer 49 et 50 selon une réaction de N-désalkylation.  

Nous avons alors décidé de réduire les fonctions nitro de 48 et de réaliser la 

purification sur le produit réduit. Toutefois, l'hydrogénation catalytique sur Pd/C n'a pas 

permis d'obtenir le composé attendu. Xue et al. avaient rencontré un problème similaire 

lors de la réduction de leur composé par Fe/CH3CO2H et avaient expliqué ce manque de 

réactivité par la complexation du fer par le diaza-éther couronne (Schéma 24). Nous 

avons attribué le manque de réactivité pour la réduction de 48 à la présence du motif di-2-

aminométhylpyridine (en rouge sur le schéma 25). On y retrouve en effet trois résidus 

azotés séparés par des liens à deux chaînons, comme pour de nombreux chélateurs. Ce 

motif doit malheureusement ici être suffisamment fort pour piéger le palladium catalyseur 

de la réaction d'hydrogénation qui, par conséquent, ne peut pas se faire. 
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Schéma 25. Tentative de synthèse d'un analogue de 46 avec un bras -CH2-NBu-CH2-. Le motif  
di-2-aminométhylpyridine discuté dans le texte est représenté en rouge. 

 

 

III.2.2 Bras amide en position 2 

Afin d'aborder l'étude de l'influence de la nature du bras à deux chaînons entre les 

motifs quinoléine, le dérivé 51 a été préparé. Celui-ci comporte une fonction amide dans 

le bras de jonction, entre les positions 2 de deux motifs 8-hydroxyquinoléine.  

La réaction conduisant à 51 a été réalisée au laboratoire par Sébastien d'Altério. 

Elle consiste en un couplage de type peptidique entre la 2-amino-8-hydroxyquinoléine et 
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l'acide 8-hydroxyquinoléine-2-carboxylique. La fonction acide de ce dernier a été activée 

par des agents classiques pour ce type de réaction : BOP et HOBT, et la réaction a été 

menée en présence d'une base, la triéthylamine (Schéma 26). 
 

51

N
OH

O

OH
N

OH
H2N

BOP, HOBT

N
OH

H
N

O

N
OHTEA

CT14

CH2Cl2

32 %

 
 

Schéma 26. Synthèse du composé 51. 
 

 

III.3  Bras de jonction en position 8 

La position 8 du noyau quinoléine est également un site de jonction intéressant 

entre deux résidus quinoléine. Il permet en effet l'incorporation de bras de jonction courts 

qui favorisent l'obtention de complexes métalliques mononucléaires d'après des modèles 

moléculaires. 

 

III.3.1 Bras à un chaînon  

En position 8, la longueur de bras la plus intéressante d'après les modèles 

moléculaires est une longueur de 1 chaînon, pour laquelle l'hétéroatome participant à la 

chélation sert de jonction entre les deux noyaux quinoléine.   

 

Il en est ainsi du dérivé 52, pour lequel le complexe de CuII a été décrit et est 

mononucléaire et plan (Fig. 5). Il a été synthétisé à partir de la 8-bromoquinoléine et de la 

8-aminoquinoléine selon un protocole décrit par Peters et al. (Schéma 27) (Peters et al., 

2001). La réaction consiste en un couplage par N-arylation catalysé par un complexe de 

Pd0, en présence de ligands rac-BINAP relativement labiles (pour apporter un certain 

déficit électronique sur le Pd0) et de tert-butylate de sodium comme base.   

 

N
NH2

N
Br

N NH
N

52

Pd2(dba)3
rac-BINAP

NaOtBu

toluène
 reflux

67 % CT17  
 
 

Schéma 27. Synthèse du composé 52 par N-arylation. 
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Afin d'étudier le rôle de la nature de l'hétéroatome en position 8 sur ce genre de 

dimère de quinoléine, nous avons également envisagé la synthèse de l'analogue de 52 

possédant un bras de jonction éther. 

La formation d'un lien éther entre deux motifs quinoléine a été réalisée par 

couplage entre la 8-bromoquinoléine et de la 8-hydroxyquinoléine en présence d'une base 

(Cs2CO3) (Schéma 28). Dans cette réaction, un sel de CuII est utilisé comme catalyseur et 

la 8-hydroxyquinoléine est à la fois réactif et ligand activateur (Fagan et al., 2000).  

On peut noter que des tentatives de synthèse de 53 par la méthode d'Ullmann de 

préparation d'éther (en présence de CuI et d'une base) (Fagan et al., 2000) ou par catalyse 

au Pd0 (avec du Pd2(dba)3, du rac-BINAP et du NaOtBu employés pour la préparation du 

dérivé analogue 52) s'étaient avérées inefficaces. 
  

N
OH

N
Br

N

O
N

53
Cs2CO3
CuCl2
DMF CT18

19 %
 

 
Schéma 28. Synthèse du composé 53. 

 
 

III.3.2 Augmentation de la longueur du bras 

Nous nous sommes également intéressés à la synthèse de dérivés portant des bras 

plus longs, susceptibles d'apporter davantage de flexibilité au ligand.  

 

Dans le but de former un bras à deux chaînons, et par analogie avec le composé 51 

qui présente un bras de jonction de type amide entre deux résidus quinoléine, le composé 

54, comportant un bras de jonction amide en position 8, a été synthétisé. 

Selon le même schéma que pour la synthèse de 51, la réaction, mise en œuvre par 

Sébastien d'Altério, est un couplage de type peptidique entre la 8-aminoquinoléine et 

l'acide quinoléine-8-carboxylique activé par BOP et HOBT en présence de triéthylamine 

comme base (Schéma 29). 

N N
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N
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Schéma 29. Synthèse du composé 54. 
 

 

Enfin, un bras de type -NH-alkyl-NH- a été envisagé. La longueur de liaison la 

plus favorable d'après les modèles moléculaires est un bras à 5 chaînons, soit alkyle égal 

propyle. 

Deux stratégies ont été envisagées pour cette synthèse (Schéma 30) : 

- la substitution d'un précurseur dihalogéné du bras de jonction par deux dérivés 

8-aminoquinoléine (voie A),  

- la réaction inverse de substitution, où c'est un précurseur diaminé du bras qui 

réagit sur deux dérivés 8-halogénoquinoléine (voie B). 
 

 

N
X

2 H2N NH2

N

NH

N

NH

N
NH2

2 X X base

base

Voie A

Voie B

55

 
 

 
Schéma 30. Voies de synthèse possibles pour la préparation de 55. 

 

Des premiers essais de substitution nucléophile du groupement X = Br ou tosylate 

par l'amine aromatique en présence de diverses bases (en particulier Cs2CO3, NaH ou 

N,N-diisopropyléthylamine), dans le diméthylformamide ou le toluène et à diverses 

températures ont échoué (voie A). 

La réaction de N-arylation de la 1,3-propanediamine par la 8-bromoquinoléine en 

présence de tert-butylate de sodium comme base (voie B) peut être catalysée par du Pd0, 

comme dans le cas de la synthèse du composé 52. Cette réaction a permis d'obtenir 55 

avec un très bon rendement (Schéma 31). 
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Schéma 31. Synthèse du composé 55 par N-arylation. 
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IV.  Conclusion 

Plus de 20 dérivés polyquinoléine ont été synthétisés, pour lesquels des entités 8-

hydroxy- ou 8-aminoquinoléine ont été reliées par un bras de jonction de nature et de 

longueur variée en position 2 ou 8, au voisinage des sites de chélation, pour favoriser 

l’interaction en "pince" des deux résidus quinoléine sur le même ion métallique.  

 

L'étude de leur affinité pour les deux principaux ions métalliques retrouvés dans les 

plaques amyloïdes, CuII et ZnII, sera détaillée au cours du prochain chapitre. Les 

premières études concernant leur capacité à empêcher la précipitation d'Aβ due aux ions 

métalliques et à inhiber les réactions d'oxydation générées par Aβ en présence de cuivre 

seront également présentées dans ce chapitre. 

 

V. Partie expérimentale 

Remarques générales  

L’acétonitrile, la pyridine et le DMF ont été séchés sur tamis moléculaire 4 Å. Le 

dichlorométhane a été séché sur alumine basique. Le THF a été distillé sur de la 

benzophénone en présence de sodium. CuCl2 sec a été obtenu par chauffage sous vide à 

50 °C. Les autres réactifs et solvants utilisés proviennent de fournisseurs standards en 

produits chimiques et ont été utilisés sans purification ultérieure. Les chromatographies 

sur couche mince ont été réalisées sur plaque de silice MERCK 60 F254. 

Les spectres RMN ont été enregistrés sur des appareils Bruker 200, 250 ou 500 

MHz. Les spectres de masse ont été réalisés sur un appareil Perkin-Elmer SCIEX API 

365 en ionisation électrospray (ES), et sur un appareil Thermoelectron TSQ 7000 en 

ionisation chimique (DIC).  

Les spectres UV-visible ont été enregistrés sur un spectrophotomètre à barrette de 

diodes Hewlett Packard 8452A ou un spectrophotomètre Perkin-Elmer Lamda 35. Ils ont été 

réalisés sur les molécules dissoutes dans du tampon Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 

mM en présence d'un solvant organique (CH3OH, DMSO ou dioxane) pour améliorer 

leur solubilité. Ces milieux ont également été utilisés pour la détermination des 

constantes d'affinité des ligands pour les ions métalliques CuII et ZnII. Ils ont été choisis 
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pour des raisons d'homogénéité avec les conditions utilisées lors des tests biologiques en 

présence du peptide Aβ42.    

  

Diméthyl-bis[8-(acétoxy)-2-quinoléinyl]propanedioate (1) :  

Une suspension de 8-hydroxyquinoléine-N-oxyde (4,47 g, 27,76 mmol) et de 

diméthylmalonate (3,35 mL, 29,12 mmol) dans de l’anhydride acétique (11,2 mL) est 

agitée durant 27 jours à température ambiante protégée de l’humidité (grâce à un tube de 

CaCl2) et de la lumière. La suspension orange obtenue est refroidie à 0 °C et du CH3OH 

(6,7 mL) est ajouté. Après 2 heures d’agitation à température ambiante, de l’eau (30 mL) 

est ajoutée en deux temps et le mélange est maintenu sous agitation 2 heures de plus. Un 

précipité est alors collecté par filtration et lavé avec un mélange CH3CO2H/eau (1/1, v/v, 

30 mL) puis à l’eau avant d’être séché 15 heures à 110 °C. Il est alors dissous à chaud 

dans du chloroforme (15 mL) et précipité par addition de CH3OH (45 mL) pour donner 1 

sous la forme d’une poudre blanche (4,58 g, 9,12 mmol, rendement = 66 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,06 (d, 3J (H, H) = 9,0 Hz, 2 H); 7,87 (d, 3J 
(H, H) = 9,0 Hz, 2 H); 7,64 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 2 H); 7,49 
(m, 2 H); 7,41 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 2 H); 3,94 (s, 6 H); 2,53 
(s, 6 H).  
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 169,6 (Cq); 168,6 (Cq); 157,1 (Cq); 147,5 
(Cq); 139,5 (Cq); 136,3 (CH); 128,4 (Cq); 126,7 (CH); 125,5 (CH); 123,8 (CH); 
121,2 (CH); 74,4 (Cq); 52,7 (CH3); 21,0 (CH3). 
SM (DIC, NH3) m/z : 503 (MH+). 
Analyse (%) pour C27H22N2O8·0,5H2O : calculé C 63,40; H 4,53; N 5,48; trouvé C 
63,46; H 4,10; N 5,56. 

 

2-Oxo-1,2-dihydro-8-acétoxyquinoléine (2) :  

Le produit est obtenu à partir du filtrat CH3OH/eau éliminé lors de la synthèse de 1. 

Ce filtrat est concentré sous pression réduite puis le produit est redissous à chaud dans 80 

mL d'acétone. Le précipité blanc formé lors du refroidissement est filtré, lavé à l'acétone 

et séché sous vide pour donner 2 sous la forme d'une poudre blanche (0,18 g, 0,89 mmol, 

rendement = 3 %). 

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 10,24 (s large, 1 H), 7,78 (d, 3J (H, H) = 9,5 
Hz, 1 H); 7,44 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 1 H); 7,37 (dd, 3J (H, H) 
= 8,0 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 1 H); 7,20 (m, 1 H); 6,66 (d, 3J (H, H) = 9,5 Hz, 1 H); 
2,51 (s, 3 H).  
SM (DIC, NH3) m/z : 204 (MH+). 

 

2,2’-Méthanediyl-bis(8-hydroxy-2-quinoléinium) dichlorure dihydrate (3, CT1) : 
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Une suspension de 1 (4,00 g, 7,97 mmol) dans de l'acide chlorhydrique à 20 % (295 

mL) est chauffée à reflux durant 5 heures 30 minutes puis agitée 4 heures à température 

ambiante pour donner un précipité jaune qui est récupéré et séché sous vide. Le produit 

est alors dissous à chaud dans du CH 3OH (6,1 mL) contenant de l’acide chlorhydrique 

concentré (610 µL) puis cristallisé par addition d'acide chlorhydrique concentré (6,1 mL) 

pour donner 3 sous la forme de cristaux jaunes (3,27 g, 7,96 mmol, rendement 

quantitatif).  

RMN-1H (250 MHz, DMSO-d6) δ, ppm : 8,72 (d, 3J (H, H) = 9,0 Hz, 2 H); 7,89 
(d, 3J (H, H) = 9,0 Hz, 2 H); 7,58 (m, 4 H); 7,39 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) 
= 2,0 Hz, 2 H); 5,14 (s, 2 H).  
RMN-13C (100 MHz, DMSO-d6) δ, ppm : 156,5 (Cq); 151,3 (Cq); 142,7 (CH); 
134,0 (Cq); 129,7(CH); 129,0 (Cq); 124,3 (CH); 118,9 (CH); 115,1 (CH); 42,2 
(CH2).  
SM (DIC, NH3) m/z : 302 (MH+). 
Analyse (%) pour C19H12N2O2·2HCl·2H2O : calculé C 55,49; H 4,90; N 6,81; 
trouvé C 55,95; H 4,79; N 6,66. 
UV/vis [DMSO/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (8/2, v/v)] : λ nm (ε  
M-1 cm-1) = 256 (50 800), 312 (8 700), 454 (2 200), 480 (3500), 512 (2 700). 

 

2,2’-Méthanediyl-bis(8-hydroxyquinoléine) (4) :  

Du 3 (150 mg, 0,36 mmol), mis en suspension dans 20 mL de CH2Cl2, est lavé trois 

fois avec du tampon acétate de sodium (0,1 M, pH = 7,0) puis à l’eau. Le solvant de la 

phase organique est évaporé pour donner, après séchage sous vide, 4 sous la forme d’un 

solide orange (110 mg, 0,36 mmol, rendement quantitatif). 

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,20 (s large, 2 H); 8,08 (d, 3J (H, H) = 8,5 
Hz, 2 H); 7,43 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 7,42 (m, 2 H); 7,30 (dd, 3J (H, H) = 8,0 
Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 2 H); 7,16 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 2 H); 
4,69 (s, 2 H). 
 

[2,2’-(2,2-Propanediyl)-bis[8-quinoléinolato]nickelII (5) :  

A une solution chauffée à 60 °C de Ni(OAc)2·4H2O (3,27 g, 13,14 mmol) dans du 

CH3OH (70 mL) est ajouté 3 (5,40 g, 13,14 mmol). Après 30 minutes d'agitation à 60 °C, 

une solution aqueuse d'acétate de sodium (130 mL, 0,3 M) chauffée à 85 °C est 

additionnée par portions. Le mélange est agité 2 heures à 60 °C et le précipité formé est 

filtré, lavé à l'eau chaude (85 °C) et séché à 110 °C. Il est ensuite resuspendu dans du 

CH3OH (305 mL) et chauffé à 50 °C. De l'iodométhane (15,5 mL, 250 mmol) est ajouté, 

suivi par une solution aqueuse d'hydroxyde de sodium (140 mL, 0,27 M) et le mélange 

est agité au reflux pendant 30 minutes. La suspension est ensuite versée sur de l'eau à    
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80 °C (600 mL) sous agitation et le précipité résultant est collecté par filtration et séché à 

110 °C. Il est ensuite redissous à chaud dans du méthanol (640 mL) et un solide résiduel 

est éliminé par filtration. Le solvant est évaporé pour donner, après séchage sous vide, 5 

sous la forme d'une poudre rouge (3,32 g, 8,60 mmol, rendement = 66 %). 

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,15 (d, 3J (H, H) = 9,0 Hz, 2 H); 7,45 (d 
large, 3J (H, H) = 9,0 Hz, 2 H); 7,33 (m, 2 H); 6,91 (d large, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 2 
H); 6,81 (d large, 3J (H, H) = 6,5 Hz, 2 H); 1,93 (s, 6 H). 
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 166,4 (Cq); 159,1 (Cq); 144,3 (Cq); 138,7 
(CH); 130,7 (CH); 127,7 (Cq); 119,3 (CH); 113,6 (CH); 110,4 (Cq); 50,7 (Cq); 32,4 
(CH3).  
SM (DIC, NH3) : m/z : 387 (MH+), 404 (MNH4

+).  
 
La structure de la molécule a été confirmée par analyse par diffraction de rayons X 
sur les monocristaux issus d'une cristallisation du produit dans le méthanol.  
Paramètres de l'analyse cristalline : Système cristallin triclinique, P-1. 
a = 12,456(4) Å, b = 12,650(4) Å, c = 13,983(5) Å, α = 112,260(5)°, β = 
105,956(5)°, γ = 90,115(6)°. R1 = 0,0532. 

 
2,2’-(2,2-Propanediyl)-bis(8-hydroxyquinoléine) (6, CT2) :  

A une suspension de 5 (3,32 g, 8,60 mmol) dans 80 mL d’éthanol sont ajoutés 16 

mL d’acide chlorhydrique concentré pour donner une solution verte à laquelle 320 mL 

d’eau bouillante sont ajoutés par portions pour former des cristaux jaunes. Après 

refroidissement, les cristaux sont collectés et lavés avec une solution d'acide 

chlorhydrique 1 M puis séchés à l’air à température ambiante durant 15 heures avant 

d’être redissous à chaud dans 32 mL d’éthanol. Une solution aqueuse bouillante d’acétate 

de sodium 18,4 mM est alors ajoutée par portions. Après refroidissement, un précipité est 

récupéré par centrifugation puis lavé à l’eau et extrait avec du CH2Cl2 pour donner, après 

évaporation du solvant et séchage sous vide, 6 sous la forme d’un solide blanc (1,81 g). 

Le surnageant de précipitation de l’étape précédente, qui contient une quantité résiduelle 

de 5, est neutralisé avec une solution aqueuse de soude 6 M puis 1 L de CH2Cl2 est 

ajouté; le produit est démétallé par addition d’une solution aqueuse d'EDTA (2 × 10 g 

dans 500 mL) sous agitation durant 1 heure. La phase organique est récupérée, lavée à 

l’eau puis concentrée sous vide. Le mélange est alors purifié par chromatographie sur gel 

de silice grâce à un gradient de 0 à 1 % de CH3OH dans du CH2Cl2 (v/v) pour donner 

0,83 g supplémentaire de 6 sous la forme d’un solide blanc (mtotale = 2,64 g, 8,00 mmol, 

rendement = 93 %). 

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,30 (s large, 2 H); 8,02 (d, 3J (H, H) = 9,0 
Hz, 2 H); 7,45 (m, 2 H); 7,30 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 2 H); 7,22 
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(d, 3J (H, H) = 9,0 Hz, 2 H); 7,21 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 2 H); 
2,0 (s, 6 H).  
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 164,7 (Cq); 152,1 (Cq); 136,8 (Cq); 136,5 
(CH); 127,5 (CH); 126,8 (Cq); 121,2 (CH); 117,5 (CH); 110,3 (CH); 49,3 (Cq); 
28,0 (CH3).  
SM (DIC, NH3) m/z : 331 (MH+). 
Analyse (%) pour C21H18N2O2 : calculé C 76,34; H 5,49; N 8,48; trouvé C 75,80; H 
5,30; N 8,38.  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε   
M-1 cm-1) = 203 (77 700), 251 (84 600), 308 (6 900). 

 
2,2’-(Difluorométhanediyl)-bis(8-hydroxyquinoléine) (7, CT3) :  

A une suspension orange de 4 (110 mg, 0,36 mmol) dans 30 mL d’acétonitrile sec 

est ajouté sous azote du 1-chlorométhyl-4-fluoro-1,4-diazoniabi-cyclo(2,2,2)octane de 

bis(tétrafluoroborate) (F-TEDA-BF4, SelectfluorTM, 258 mg, 0,73 mmol) par petites 

portions ce qui entraîne la solubilisation des produits sous la forme d’une solution jaune. 

Le mélange est agité 90 minutes à température ambiante. Après évaporation du solvant, le 

produit est solubilisé dans du CH2Cl2 et lavé deux fois à l’eau. La phase organique est 

concentrée et séchée sous vide pour donner 7 sous la forme d’une poudre jaune (123 mg, 

0,36 mmol, rendement quantitatif).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,34 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 8,00 (d, 3J 
(H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 7,78 (s, 2 H); 7,52 (m, 2 H); 7,39 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J 
(H, H) = 1,0 Hz, 2 H); 7,19 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 2 H).  
RMN-13C (126 MHz, CDCl3) δ, ppm : 152,3 (t, 2J (C, F) = 30.0 Hz, Cq); 152,3 
(Cq); 137,6 (CH); 137,2 (Cq); 129,3 (CH); 128,5 (Cq); 118,7 (t, 3J (C, F) = 3.5 Hz, 
CH); 117,9 (CH); 117,0 (t, 1J (C, F) = 245,6 Hz, Cq); 111,0 (CH).  
RMN-19F (188 MHz, CDCl3, référence : CF3CO2H) δ, ppm : - 22,2 (s).  
SM (DIC, NH3) m/z : 339 (MH+); 356 (MNH4

+).  
Analyse (%) pour C19H12F2N2O2·0,3 H2O : calculé C 66,39 ; H 3,69 ; N 8,15; 
trouvé C 66,25 ; H 3,62 ; N 8,27.  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ  nm (ε M-1 
cm-1) = 241 (50 000), 251 (55 600), 314 (4 700). 
 

Bis(8-hydroxy-2-quinoléinyl)méthanone (8, CT4) :  

Du 3 (60 mg, 0,16 mmol) est agité dans 8 mL d’un mélange THF/solution aqueuse 

saturée de NaHCO3 (1/1, v/v) durant 48 heures. 10 mL de CH2Cl2 et 10 mL d’eau sont 

alors ajoutés et le mélange réactionnel est transféré dans une ampoule à décanter. La 

phase organique est récupérée et la phase aqueuse est ensuite extraite avec du CH2Cl2 (2 

× 10 mL). Les phases organiques sont réunies et lavées à l’eau (1 × 10 mL) puis le 

solvant est évaporé sous vide. Le produit est alors purifié par filtration sur gel de silice 
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avec un mélange CH2Cl2/CH3OH (97/3, v/v) comme solvant. L’évaporation du solvant du 

filtrat donne 8 sous la forme d’une poudre rouge (42 mg, 0,13 mmol, rendement = 81 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,36 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 8,19 (d, 3J 
(H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 8,04 (s large, 2 H); 7,59 (m, 2 H); 7,43 (dd, 3J (H, H) = 8,5 
Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 2 H); 7,22 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 2 H). 
RMN-13C (126 MHz, CDCl3) δ, ppm : 192,2 (Cq); 153,1 (Cq); 151,4 (Cq); 137,1 
(Cq); 137,0 (CH); 130,4 (CH); 129,5 (Cq); 121,8 (CH); 117,9 (CH); 111,2 (CH). 
SM (DIC, NH3) m/z : 317 (MH+).  
Analyse (%) pour C19H12N2O3·0,5 H2O : calculé C 70,15 ; H 4,03 ; N 8,61; trouvé 
C 70,11 ; H 3,83 ; N 8,94.  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε   
M-1 cm-1) = 254 (43 300), 273 (26 100), 310 (9 600, épaulement), 375 (2 300). 

 

2-Méthyl-8-(méthyloxy)quinoléine (9) :  

Il a été préparé selon la référence : Kitamura et al., 2000. A une suspension de 2-

méthyl-8-hydroxyquinoléine (11,3 g, 70,9 mmol) et de K2CO3 (55,7 g, 403,0 mmol) dans 

100 mL d’acétone est ajoutée doucement et sous agitation de l’iodométhane (7,00 mL, 

112,8 mmol) dans 30 mL d’acétone. Le milieu est agité à température ambiante et à l’abri 

de la lumière pendant 18 heures. Après élimination du K2CO3 par filtration, la solution 

résultante est concentrée sous pression réduite et le produit obtenu est purifié par 

filtration sur gel de silice éluée avec un gradient de 0 à 10 % de CH3OH dans CHCl3 

(v/v). Après évaporation du solvant, le produit est recristallisé dans un mélange acétate 

d'éthyle/hexane (1/5, v/v) pour donner 9 sous le forme d'une poudre blanche (11,0 g, 63,6 

mmol, rendement = 90 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,02 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 7,43 (dd, 
3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 2,0 Hz, 1 H); 7,40 (t, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 1 H); 7,31 
(d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 7,02 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 2,0 Hz, 1 H); 
4,08 (s, 3H), 2,80 (s, 3H).  
SM (DIC, NH3) m/z : 174 (MH+).  
Analyse (%) pour C11H11NO : calculé C 76,28; H 6,40; N 8,09; trouvé C 76,55; H 
6,23; N 7,89. 

 

2-(Chlorométhyl)-8-(méthyloxy)quinoléine (11) : 

A une solution sous argon de 9 (0,60 g, 3,47 mmol) dans du CCl4 (5 mL) sont 

ajoutés du N-chlorosuccinimide (0,46 g, 3,47 mmol) puis du 2,2'-azobisisobutyronitrile 

(0,02 g, 0,11 mmol). Le mélange est chauffé à reflux pendant 10 heures puis, après 

refroidissement, le solvant est évaporé sous pression réduite. Le produit est repris dans du 

CH2Cl2 (25 mL) et lavé avec une solution aqueuse saturée de NaHCO3 puis avec de l'eau. 

La phase organique est séchée sur sulfate de sodium anhydre puis concentrée sous 
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pression réduite. Le brut réactionnel est alors purifié par chromatographie sur gel de silice 

élué avec un gradient de 50 à 100 % de CHCl3 dans de l'hexane (v/v). Le solvant des 

fractions contenant le produit est évaporé sous pression réduite pour donner, après 

séchage sous vide, 11 sous la forme d’une poudre blanche (0,39 g, 1,90 mmol, rendement 

= 55 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,15 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 7,65 (d, 3J 
(H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 7,45 (m, 1H); 7,37 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) = 
1,5 Hz, 1 H); 7,05 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 1 H); 4,90 (s, 2 H); 
4,05 (s, 3 H). 
SM (DIC, NH3) : m/z = 208 (MH+).  

 

2-(Dichlorométhyl)-8-(méthyloxy)quinoléine (12) : 

Il est obtenu lors de la synthèse de 11. A l'issue de la chromatographie du brut 

réactionnel, les fractions contenant le produit ont été réunies pour donner, après 

évaporation du solvant, 12 sous la forme d'une poudre jaune (0,13 g, 0,53 mmol, 

rendement = 15 %). 

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,25 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 7,96 (d, 3J 
(H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 7,52 (m, 1H); 7,40 (dd, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 4J (H, H) = 
1,5 Hz, 1 H); 7,05 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 1 H); 6,99 (s, 1 H); 
4,08 (s, 3 H). 
SM (DIC, NH3) : m/z = 243 (MH+).  

 

2,2’-Méthanediyl-bis(5-chloro-8-hydroxyquinoléine) (13, CT5) :  

A une suspension de 3 (500 mg, 1,22 mmol) dans H2SO4 à 97 % (12 mL), refroidie 

sur bain de glace, est ajouté du N-chlorosuccinimide (324 mg, 2,43 mmol) par petites 

portions. Le mélange est alors agité 15 minutes à 0 °C puis 4 heures à température 

ambiante. Il est ensuite versé sur de la glace pour donner une suspension rose qui est 

neutralisée avec une solution aqueuse de soude. Le mélange est alors centrifugé. Après 

avoir enlevé le surnageant, le précipité est suspendu dans de l’eau et extrait au CH2Cl2. 

La phase organique est lavée à l’eau puis le solvant est évaporé sous pression réduite pour 

donner, après séchage sous vide, 13 sous la forme d’une poudre orange pâle (440 mg, 

1,19 mmol, rendement = 98 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,45 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 8,12 (s large, 
2 H); 7,56 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 7,48 (d, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 2 H); 7,10 (d, 3J 
(H, H) = 8,0 Hz, 2 H); 4,74 (s, 2 H).  
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 157,4 (Cq); 151,0 (Cq); 138,1 (Cq); 134,2 
(CH); 127,2 (CH); 125,0 (Cq); 123,3 (CH); 120,4 (Cq); 110,3 (CH); 47,5 (CH2).  
SM (DIC, NH3) m/z : 371 (MH+).  



Chapitre III.  Ligands polyquinoléine - Conception et synthèse 
 

 143 
 

Analyse (%) pour C19H12Cl2N2O2·0,1Na2SO4 : calculé C 59,21; H 3,14; N 7,27; 
trouvé C 59,27; H 2,58; N 7,05. 
UV/vis [dioxane/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)]: λ nm (ε M-1 
cm-1) = 258 (59 900), 320 (7 000), 460 (2 000), 489 (2 900), 518 (2 100). 

 

2,2’-(2,2-Propanediyl)-bis(5-chloro-8-hydroxyquinoléine) (14, CT6) : 

A une solution de 6 (50 mg, 0,15 mmol) dans du H2SO4 à 97 % (1,5 mL) et 

refroidie sur bain de glace est ajouté du N-chlorosuccinimide (40 mg, 0,30 mmol) par 

petites portions. Le mélange est agité durant 15 minutes à 0 °C puis 3 heures à 

température ambiante. Il est ensuite versé sur de la glace pour donner une suspension 

jaune qui est neutralisée avec une solution aqueuse de soude 3 M. Le mélange est 

centrifugé, le surnageant est enlevé puis le précipité est suspendu dans de l’eau et extrait 

au CH2Cl2. La phase organique est lavée à l’eau puis le solvant est évaporé pour donner 

14 sous la forme d’une poudre blanche (55 mg, 0,14 mmol, rendement = 93 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,37 (d, 3J (H, H) = 9,0 Hz, 2 H); 8,19 (s 
large, 2 H); 7,50 (d, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 2 H); 7,32 (d, 3J (H, H) = 9,0 Hz, 2 H); 7,13 
(d, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 2 H); 2,00 (s, 6 H). 
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 165,2 (Cq); 151,1 (Cq); 137,3 (Cq); 134,0 
(CH); 127,2 (CH); 124,7 (Cq); 121,9 (CH); 120,5 (Cq); 110,2 (CH); 49,4 (Cq); 27,9 
(CH3). 
SM (DIC, NH3) m/z : 399 (MH+).  
Analyse (%) pour C21H16Cl2N2O2 : calculé C 63,17; H 4,04; N 7,02; trouvé C 
63,02; H 3,76; N 6,87. 
UV/vis [dioxane/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ  nm (ε M-1 
cm-1) = 258 (72 500), 315 (8 300). 
 

7-Bromo-8-hydroxyquinoléine (15) : 

Il a été préparé selon les références : Pearson et al., 1967 et Collis et al., 2003. De la 

tert-butylamine (3,23 mL, 30,78 mmol) est agitée sous argon dans 100 mL de toluène 

pendant 2 heures à température ambiante, en présence de tamis moléculaire 4 Å activé 

(10 g). Après refroidissement à -70 °C, du N-bromosuccinimide (5,48 g, 30,78 mmol) et 

de la 8-hydroxyquinoléine (5,48 g, 30,78 mmol) sont ajoutés successivement. Le mélange 

est lentement ramené à température ambiante. Le milieu réactionnel est filtré et le tamis 

moléculaire est lavé avec du diéthyléther (20 mL). Le filtrat est lavé à l'eau (3 × 50 mL), 

séché sur Na2SO4 anhydre puis le solvant est évaporé. Le produit est alors purifié par 

chromatographie sur gel de silice éluée avec le mélange CH2Cl2/CH3CO2H (96/4, v/v). 

Les fractions contenant le produit sont combinées et lavées avec une solution saturée de 

NaHCO3 (3 × 100 mL). La phase organique est séchée sur Na2SO4 anhydre et le solvant 
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évaporé pour donner 15 sous la forme d’une poudre blanche (4,06 g, 18,13 mmol, 

rendement = 59 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,80 (dd, 3J (H, H) = 4,0 Hz, 4J (H, H) = 
1,0 Hz, 1 H); 8,15 (dd, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 1 H); 7,62 (d, 3J (H, 
H) = 9,0 Hz, 1 H); 7,47 (dd, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 3J (H, H) = 4,0 Hz, 1 H); 7,25 (d, 3J 
(H, H) = 9,0 Hz, 1 H).  
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 149,7 (Cq); 148,6 (CH); 138,3 (Cq); 136,3 
(CH); 131,3 (CH); 127,4 (Cq); 122,0 (CH); 118,6 (CH); 104,3 (Cq).  
SM (DIC, NH3) : m/z = 224 (MH+).  
Analyse (%) pour C9H6BrNO : calculé C 48,25; H 2,70; N 6,25; trouvé C 48,20; 
H 2,61; N 6,46. 

 

7-Méthyloxy-8-hydroxyquinoléine (16) :  

A une solution de 15 (2,00 g, 8,93 mmol) dans 125 mL de DMF est ajoutée une 

solution de CH3ONa (30 % en masse) dans du CH3OH (17 mL, 89,30 mmol). Le mélange 

est agité pendant 10 minutes sous argon. CuCl2.2H2O (0,46 g, 2,68 mmol) est additionné 

et le mélange réactionnel est chauffé à reflux pendant 20 heures. Après refroidissement à 

température ambiante, de l'eau (100 mL) et de l'EDTA disodium dihydrate (7,83 g, 

26,80 mmol) sont ajoutés et le milieu est agité pendant 1 heure. La solution est 

légèrement acidifiée à pH = 4-5 avec CH3CO2H (3 mL) et ensuite doucement basifiée 

avec une solution aqueuse saturée de NaHCO3 (pH = 8-9). Le produit est extrait à l'aide 

de CH2Cl2 (3 × 100 mL), puis séché sur Na2SO4 anhydre et le solvant est évaporé. Le 

produit est alors purifié par chromatographie sur gel de silice élué à l’aide d’un gradient 

de CH2Cl2/CH3OH/CH3CO2H (94/4/2, v/v) à CH2Cl2/ CH3OH (90/10, v/v). Les fractions 

contenant le produit sont combinées et lavées avec une solution aqueuse saturée de 

NaHCO3. La phase organique est séchée sur Na2SO4 anhydre et le solvant est évaporé 

pour donner 16 sous la forme d’une poudre blanche (0,65 g, 3,68 mmol, rendement =    

40 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,77 (dd, 3J (H, H) = 4,0 Hz, 4J (H, H) = 
1,5 Hz, 1 H); 8,11 (dd, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 1 H); 7,36 (m, 2H), 
7,31 (dd, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 3J (H, H) = 4,0 Hz, 1 H), 4,06 (s, 3 H).  
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 148,6 (CH); 144,0 (Cq); 139,7 (Cq); 138,6 
(Cq); 136,0 (CH); 123,5 (Cq); 119,7 (CH); 117,7 (CH); 116,4 (CH); 57,3 (CH3). 
SM (DIC, NH3) : m/z = 176 (MH+).  
Analyse (%) pour C10H9NO2·0,1H2O : calculé C 67,86; H 5,24; N 7,91; trouvé C 
67,82; H 5,11; N 7,95. 

 

8-Benzyloxy-7-(méthyloxy)quinoléine (17) :  

Du 16 (1,10 g, 6,29 mmol) et du K2CO3 (1,30 g, 9,43 mmol) dans 30 mL 
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d'acétonitrile sec sont agités 10 minutes sous argon. Du chlorure de benzyle (0,87 mL, 

7,54 mmol) est alors ajouté et le milieu réactionnel est chauffé au reflux pendant la nuit. 

Après retour à température ambiante, le précipité est filtré, lavé avec du CH2Cl2 et le 

solvant du filtrat est évaporé sous pression réduite. L'huile obtenue est redissoute dans du 

CH2Cl2 (50 mL) et lavée successivement avec une solution de NaOH 2M (4 × 50 mL) et 

de l'eau (50 mL). La phase organique est séchée sur Na2SO4 anhydre et les solvants sont 

évaporés sous pression réduite pour donner 17 sous la forme d'une huile marron (1,28 g, 

4,84 mmol, rendement = 77 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,94 (dd, 3J (H, H) = 4,0 Hz, 4J (H, H) = 1,5 
Hz, 1 H); 8,06 (dd, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 1 H); 7,59-7,51 (m, 3 H); 
7,36-7,24 (m, 5 H); 5,40 (s, 2 H); 3,92 (s, 3 H).  
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 151,3 (Cq); 149,5 (CH); 142,9 (Cq); 141,2 
(Cq); 137,4 (Cq); 135,3 (CH); 127,9 (CH); 127,4 (CH); 127,1 (CH); 123,6 (Cq); 
122,9 (CH); 118,5 (CH); 114,8 (CH); 75,2 (CH2); 56,1 (CH3).  
SM (DIC, NH3) : m/z = 266 (MH+). 
Analyse (%) pour C17H15NO2·0,05 CHCl3 : calculé C 75,49; H 5,59; N 5,16; trouvé 
C 75,74; H 5,40; N 5,33. 

 

8-Benzyloxy-7-(méthyloxy)quinoléine-N-oxyde (18) :  

A du CH2Cl2 sec (11 mL) à 4 °C sous argon sont successivement ajoutés 17 (0,30 g, 

1,13 mmol) et de l'acide m-chloroperbenzoïque à 77 % en masse (0,38 g, 1,69 mmol). 

Après 48 heures à température ambiante, du CH2Cl2 (40 mL) est ajouté. Le milieu 

réactionnel est lavé avec une solution saturée de NaHCO3 (2 x 50 mL) et le solvant est 

évaporé sous pression réduite. L'huile résultante est purifiée par colonne 

chromatographique sur gel de silice éluée avec CH2Cl2/CH3OH (95/5, v/v) pour donner 

18 sous la forme d'une huile jaune (0,18 g, 0,64 mmol, rendement = 57 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,43 (dd, 3J (H, H) = 6,0 Hz, 4J (H, H) = 1,0 
Hz, 1 H); 7,68-7,58 (m, 4 H); 7,41-7,30 (m, 4 H); 7,10 (dd, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 3J 
(H, H) = 6,0 Hz, 1 H); 5,23 (s, 2 H); 3,96 (s, 3 H).  
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 138,4; 128,9; 128,7; 128,2; 127,8; 127,6; 
125,7; 124,9; 123,4; 119,5; 118,8; 116,8; 107,7; 75,2; 57,1.  
SM (DIC, NH3) : m/z = 282 (MH+). 
Analyse (%) pour C17H15NO3 : calculé C 72,58; H 5,37; N 4,98; trouvé C 72,74; 
H 4,91; N 4,87. 
 

Diméthyl-bis{7-(méthyloxy)8-[phénylméthyl)oxy]-2-quinoléinyl}propanedioate (19) : 

A une solution de 18 (0,72 g, 2,56 mmol) dans du CH2Cl2 sec (7 mL) sont ajoutés 

du diméthylmalonate (0,307 mL, 2,69 mmol) et de l’anhydride acétique (1,18 mL) et le 

milieu est agité durant 24 jours à température ambiante, à l'abri de l’humidité (grâce à un 
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tube de CaCl2) et de la lumière. Du CH3OH (20 mL) est additionné et, après 15 heures à  

-20 °C, un précipité est éliminé par centrifugation. Le solvant du surnageant est évaporé, 

le produit obtenu est redissous dans du CH3OH (0,5 mL) et précipité par addition d'eau (3 

mL). Le surnageant est éliminé et le précipité est repris dans 40 mL de CH2Cl2 et lavé à 

l'eau (2 × 20 mL). Après évaporation du solvant, le produit est purifié par 

chromatographie préparative sur couche mince éluée avec un mélange CH2Cl2/CH3OH 

(99/1, v/v). Les impuretés résiduelles sont éliminées par cristallisation dans du CH3OH 

pour donner 19 sous la forme de cristaux blancs (12 mg, 0,02 mmol, rendement = 1,5 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 7,93 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 7,63 (d, 3J 
(H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 7,59 (m, 4 H); 7,47 (d, 3J (H, H) = 9,0 Hz, 2 H); 7,40-7,28 
(m, 8 H); 5,41 (s, 4 H); 3,95 (s, 6 H); 3,84 (s, 6 H).  
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 169,3 (Cq); 157,5 (Cq); 152,2 (Cq); 142,1 
(Cq); 142,1 (Cq); 138,2 (Cq); 135,9 (CH); 128,4 (CH); 128,2 (CH); 127,7 (CH); 
123,2 (Cq); 123,0 (CH); 121,1 (CH); 115,9 (CH); 75,8 (CH2); 75,2 (Cq); 57,1 
(CH3); 53,0 (CH3).  
SM (DIC, NH3) : m/z = 659 (MH+). 
 
La structure de la molécule a été confirmée par analyse par diffraction de rayons X. 
Paramètres de l'analyse cristalline : Système cristallin monoclinique, P 1 21 1. 
a = 10,2593(9) Å, b = 10,8311(10) Å, c = 15,2192(14) Å, α = 90 °, β = 97,622(5) °, 
γ = 90 °. R1 = 0,0437. 
 

Diméthyl-{7-(méthyloxy)-8-[(phénylméthyl)oxy]-2-quinoléinyl}propanedioate (20) :  

Il est obtenu lors de la synthèse de 19. Le composé 20 pur a été isolé dans le 

premier précipité formé en phase méthanolique, sous la forme d'une poudre blanche (0,16 

g, 0,41 mmol, rendement = 16 %). 

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 7,60-7,53 (m, 4 H); 7,33-7,30 (m, 3 H); 7,23 
(d, 3J (H, H) = 9,0 Hz, 1 H); 6,92 (d, 3J (H, H) = 9,0 Hz, 1 H); 5,24 (s, 2 H); 3,99 (s, 
3 H); 3,82 (s, 6 H).  
SM (DIC, NH3) : m/z = 396 (MH+). 

 

2-Oxo-1,2-dihydro-7-(méthyloxy)-8-[(phényléthyle) oxy] quinoléine (21) : 

Il est obtenu lors de la synthèse de 19. Le composé 21 a été purifié lors de la 

chromatographie préparatoire sur couche mince sous la forme d'une poudre blanche (0,04 

g, 0,13 mmol, 5 %). 

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,87 (s, 1 H); 7,62 (d, 3J (H, H) = 9,5 Hz, 1 
H); 7,41-7,34 (m, 5 H); 7,25 (d, 3J (H, H) = 9,0 Hz, 1 H); 6,86 (d, 3J (H, H) = 
9,0 Hz, 1 H); 6,44 (d, 3J (H, H) = 9,5 Hz, 1 H); 5,15 (s, 2 H); 3,99 (s, 3 H).  
SM (DIC, NH3) : m/z = 282 (MH+). 
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2,2’-(Ethanediol)-bis (7-méthyloxy-8-hydroxy-2-quinoléinium) dichloride (22, CT7)  

Le composé 19 (40 mg, 0,06 mmol) est chauffé au reflux dans de l'acide 

chlorhydrique concentré (3 mL) pendant 90 minutes. Après refroidissement, le solvant est 

évaporé sous pression réduite. Le produit obtenu est solubilisé dans du CH3OH et versé 

sur 3 mL de diéthyléther. Après centrifugation, le précipité obtenu est lavé avec 3 mL de 

diéthyléther puis séché sous vide pour donner 22 sous la forme d'une poudre jaune (28 

mg, 0,06 mmol, rendement = 98 %).  

RMN-1H (250 MHz, CD3OD) δ, pap : 8,97 (d, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 2 H); 7,86 (s, 4 
H); 7,68 (d, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 2 H); 4,16 (s, 6 H).  
RMN-13C (63 MHz, CD3OD) δ, ppm : 152,5; 150,4; 147,6; 135,1; 129,8; 123,9; 
120,4; 119,8; 117,2; 56,4 (CH2); il manque le signal du CH3 masqué par le pic du 
solvant RMN.  
SM (DIC, NH3) : m/z = 363 (MH+).  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε   
M-1 cm-1) = 203 (47 800), 246 (34 100, épaulement), 257 (49 800), 334 (3 500). 

 

Ethyl(8-quinoléinyl)carbamate (23) : 

A une solution sous azote de 8-aminoquinoléine (1,00 g, 6,94 mmol) dans de la 

pyridine sèche (20 mL) est ajouté du chloroformate d'éthyle (730 µL, 7,64 mmol) et le 

mélange est agité 1 heure à température ambiante. La suspension obtenue est versée sur 

200 mL d'eau, puis le précipité résultant est filtré, lavé à l'eau et séché sous vide pour 

donner 23 sous la forme d'une poudre beige (1,37 g, 6,34 mmol, rendement = 90 %). 

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 9,18 (s large, 1 H); 8,80 (dd, 3J (H, H) = 4,0 
Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 1 H); 8,43 (d, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 1 H); 8,14 (dd, 3J (H, H) = 
8,0 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 1 H); 7,53 (t, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 1 H); 7,44 (m, 2 H), 
4,30 (q, 3J (H, H) = 7,0 Hz, 2 H), 1,37 (t, 3J (H, H) = 7,0 Hz, 3 H). 
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 153,7 (Cq); 148,1 (CH); 138,2 (Cq); 136,2 
(CH); 134,9 (Cq); 128,0 (Cq); 127,3 (CH); 121,6 (CH); 120,5 (CH); 114,6 (CH); 
61,2 (CH2); 14,6 (CH3). 
SM (DIC, NH3) : m/z = 217 (MH+). 
Analyse (%) pour C12H12N2O2·0,1 H2O : calculé C 66,10; H 5,64; N 12,85; trouvé 
C 66,04; H 5,64; N 13,29. 

 

Ethyl(8-quinoléinyl-N-oxyde)carbamate (24) : 

Le composé 23 (7,00 g, 32,4 mmol) est ajouté à une solution refroidie à 0 °C d'acide 

m-chloroperbenzoïque à 77 % en masse (7,26 g, 32,4 mmol) dans du CH2Cl2 (500 mL). 

Le mélange est agité pendant 15 heures tout en laissant sa température remonter 

lentement jusqu'à la valeur ambiante. La phase organique est lavée avec une solution 

aqueuse saturée de NaHCO3 puis le solvant est évaporé. Le produit est purifié par 

chromatographie sur colonne de gel de silice, élué par un gradient de 0 à 5 % de CH3OH 



Chapitre III.  Ligands polyquinoléine - Conception et synthèse 
 

 148 
 

dans CH2Cl2 (v/v) pour donner 24 sous la forme d'une poudre jaune pâle (5,17 g, 22,3 

mmol, rendement = 69 %). 

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,66 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) = 
1,5 Hz, 1 H); 8,34 (dd, 3J (H, H) = 6,0 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 1 H); 7,73 (dd, 3J (H, 
H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 1 H); 7,55 (t, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 1 H); 7,41 (dd, 3J 
(H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 1 H); 7,23 (m, 1 H); 4,25 (q, 3J (H, H) = 7,0 
Hz, 2 H), 1,33 (t, 3J (H, H) = 7,0 Hz, 3 H). 
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 153,7 (Cq); 137,1 (Cq); 134,7 (CH); 132,3 
(Cq); 130,9 (Cq); 129, 3 (CH), 128,6 (CH); 120,9 (CH); 120,5 (CH); 117,4 (CH); 
60,9 (CH2); 14,5 (CH3). 
SM (DIC, NH3) : m/z = 233 (MH+). 
Analyse (%) pour C12H12N2O3·0,1 H2O : calculé C 61,58; H 5,25; N 11,97; trouvé 
C 61,40; H 5,19; N 12,28. 

 

8-Aminoquinoléine-N-oxyde (25) : 

A une solution de 24 (1,50 g, 6,47 mmol) dans l'éthanol (60 mL) est ajoutée 7,5 mL d'une 

solution aqueuse d'hydroxyde de potassium 4,30 M. Le milieu réactionnel est chauffé au 

reflux durant 18 heures puis, après retour à température ambiante, il est ramené à pH 

neutre avec une solution aqueuse d'acide chlorhydrique 0,1 M. Une partie du solvant est 

alors évaporée puis le produit est extrait avec du CH2Cl2 (3 × 100 mL) et lavé à l'eau. Le 

solvant des phases organiques réunies est évaporé pour obtenir, après séchage sous vide, 

25 sous la forme d'une poudre brune (1,01 g, 6,31 mmol, rendement = 97 %). 

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,16 (dd, 3J (H, H) = 6,0 Hz, 4J (H, H) = 
1,0 Hz, 1 H); 7,54 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 1 H); 7,26 (dd, 3J (H, 
H) = 8,0 Hz, 3J (H, H) = 6,0 Hz, 1 H); 7,07 (m, 1 H); 6,97 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 
4J (H, H) = 1,0 Hz, 1 H); 6,69 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 1 H); 
6,45 (s large, 2H). 
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 143,4 (Cq); 135,4 (CH); 133,5 (Cq); 131,0 
(Cq); 129,4 (CH); 127,6 (CH), 120,4 (CH); 114,9 (CH); 113,2 (CH). 
SM (DIC, NH3) : m/z = 161 (MH+). 
Analyse (%) pour C9H8N2O : calculé C 67,49; H 5,03; N 17,49; trouvé C 67,34; 
H 5,01; N 17,33. 

 

Ethyl(2-oxo-1,2-dihydro-8-quinoléinyl)carbamate (26) : 

Une suspension de 24 (1,00 g, 4,31 mmol) et de diméthylmalonate (0,52 mL, 4,53 

mmol) dans de l’anhydride acétique (2 mL) est agitée durant 27 jours à température 

ambiante protégée de l’humidité (grâce à un tube de CaCl2) et de la lumière. Du CH3OH 

(1 mL) est ajouté à la suspension orange obtenue. Après 90 minutes d’agitation à 

température ambiante, de l’eau (5 mL) est ajoutée en deux temps et le mélange est 

maintenu sous agitation 2 heures de plus. Un précipité est alors collecté par filtration et 

lavé avec un mélange CH3CO2H/H2O (1/1, v/v, 30 mL) puis à l’eau avant d’être séché 15 
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heures à 110 °C pour donner 26 sous la forme d’une poudre blanche (0,64 g, 2,76 mmol, 

rendement = 64 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 10,31 (s, 1 H), 8,33 (s large, 1 H); 8,03 (d 
large, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 1 H); 7,85 (d, 3J (H, H) = 9,5 Hz, 1 H); 7,37 (dd, 3J (H, H) 
= 8,0 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 1 H); 7,25 (m, 1 H); 6,71 (d, 3J (H, H) = 9,5 Hz, 1 H); 
4,28 (q, 3J (H, H) = 7,0 Hz, 2 H), 1,37 (t, 3J (H, H) = 7,0 Hz, 3 H). 
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 164,3 (Cq); 155,0 (Cq); 142,0 (CH); 130,2 
(Cq); 125,3 (Cq); 124,4 (Cq); 123,6 (CH), 123,0 (CH); 120,8 (CH); 120,7 (CH); 
61,5 (CH2); 14,6 (CH3). 
SM (DIC, NH3) : m/z = 233 (MH+). 

 

2-Oxo-1,2-dihydro-8-(acétamide)quinoléine (27) : 

A une suspension de 25 (0,45 g, 2,81 mmol) et de diméthylmalonate (0,34 mL, 2,95 

mmol) est ajouté de l’anhydride acétique (1,2 mL). Après 15 minutes, du CH2Cl2 sec (1,2 

mL) est ajouté et la solution brune est agitée durant 26 jours à température ambiante 

protégée de l’humidité (grâce à un tube de CaCl2) et de la lumière. Du CH2Cl2 (3 mL) est 

ajouté pour solubiliser la suspension obtenue, puis du CH3OH (1,2 mL). Après 2 heures 

d’agitation à température ambiante, de l’eau (3 mL) est ajoutée en deux temps et le 

mélange est maintenu sous agitation 2 heures de plus. Un précipité est alors collecté par 

filtration et lavé avec un mélange CH3CO2H/eau (1/1, v/v, 30 mL) puis à l’eau avant 

d’être séché 15 heures à 110 °C pour donner 27 sous la forme d’une poudre blanche (0,31 

g, 1,53 mmol, rendement = 55 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 9,08 (s, 1 H); 8,30 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J 
(H, H) = 1,0 Hz, 1 H); 7,91 (d, 3J (H, H) = 9,5 Hz, 1 H); 7,41 (dd, 3J (H, H) = 8,0 
Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 1 H); 7,29 (m, 1 H); 6,70 (d, 3J (H, H) = 9,5 Hz, 1 H); 2,44 
(s, 3 H). 
SM (DIC, NH3) : m/z = 203 (MH+), 220 (MNH4

+). 
 

2-Chloro-8-nitroquinoléine (28) : 

Il a été préparé selon la référence : Kimber et al., 2003. De la 2-chloroquinoléine 

(1,50 g, 9,17 mmol) est dissoute dans 6 mL d'H2SO4 concentré. La solution jaune obtenue 

est refroidie à 0 °C puis du nitrate de potassium (1,30 g, 12,84 mmol) est ajouté par 

petites portions. Le mélange est agité pendant 1 nuit avec un retour lent à température 

ambiante. La solution orange obtenue est versée sur de la glace et le précipité blanc formé 

est extrait à l'acétate d'éthyle (3 × 150 mL). La phase organique est concentrée sous 

pression réduite et le produit résultant est chromatographié sur gel de silice élué avec 

CH2Cl2/hexane (80/20, v/v) et le solvant est évaporé pour donner 28 sous la forme d'une 

poudre blanche (1,00 g, 4,80 mmol, rendement = 52 %).  
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RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,21 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 8,10 (dd, 
3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 1 H); 8,05 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) 
= 1,5 Hz, 1 H); 7,65 (m, 1 H); 7,55 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H).  
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 153,5 (Cq); 147,1 (Cq); 138,9 (Cq); 138,8 
(CH); 131,9 (CH); 127,6 (Cq); 125,8 (CH); 125,0 (CH); 124,5 (CH).  
SM (DIC, NH3) : m/z = 209 (MH+), 226 (MNH4

+), 243 (MN2H7
+).  

Analyse (%) pour C9H5N2O2Cl : calculé C 51,82; H 2,42; N 13,43; trouvé C 51,76; 
H 2,37; N 13,24.  
 
La structure de la molécule a été confirmée par analyse par diffraction de rayons X 
sur des monocristaux obtenus par cristallisation du produit dans du chloroforme 
deutéré.  
Paramètres de l'analyse cristalline : Système cristallin orthorhombique, P c a 21. 
a = 18,090(4) Å, b = 3,7781(7) Å, c = 12,581(2) Å, α = 90 °, β = 90 °, γ = 90 °. R1 = 
0,0629.  

 

2,2’-(1,2-Ethanediyl)-bis[8-(méthyloxy)quinoléine] (29) :  

Une solution sous argon de 9 (5,32 g, 30,75 mmol) dans 47 mL de THF sec est 

refroidie à -95 °C à l’aide d’un mélange méthanol/azote liquide. Une solution 1,5 M de 

diisopropylamine de lithium·THF dans du cyclohexane (20,5 mL, 30,7 mmol) et de THF 

sec (63 mL) est ajouté sur 2 heures. La solution est agitée 2 heures de plus à -95 °C puis 

du 1,2-dibromoéthane (5,30 mL, 61,5 mmol) est ajouté. Le mélange est ramené à 

température ambiante et agité durant 15 heures. De l’eau (32 mL) est alors ajoutée 

entraînant la formation d’un précipité blanc qui est récupéré par filtration. Le filtrat est 

concentré sous vide et chromatographié sur une colonne de gel de silice élué avec un 

gradient de 0 à 90 % d’acétate d’éthyle dans CHCl3 (v/v). Le produit obtenu par 

chromatographie et le précipité sont réunis et cristallisés à chaud dans du CH3OH pour 

donner 29 sous la forme d’un solide blanc (2,04 g, 5,93 mmol, rendement = 38 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,04 (d, 3J (H, H) = 8;5 Hz, 2 H); 7,40 (d, 3J 
(H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 7,39 (m, 2 H); 7,35 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) = 1,5 
Hz, 2 H); 7,06 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 2 H); 4,10 (s, 6 H); 3,61 
(s, 4 H).  
SM (DIC, NH3) m/z (%) : 345 (MH+). 
 

2,2’-(1,4-Butanediyl)-bis[8-(méthyloxy)quinoléine] (30) :  

Il est obtenu comme principal sous-produit dans le surnageant méthanolique de 

cristallisation de 29. Une seconde cristallisation dans CH3OH permet d’obtenir une 

solution méthanolique pure du produit désiré. Le solvant est alors évaporé pour donner, 

après séchage sous vide, 30 sous la forme d’une poudre blanche (0,68 g, 1,84 mmol, 

rendement = 6 %).  
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RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,01 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 7,40 (d, 3J 
(H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 7,39 (m, 2 H); 7,35 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) = 1,5 
Hz, 2 H); 7,06 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 2 H); 4,01 (s, 6H); 3,10 
(m, 4 H); 1,95 (m, 4 H).  
SM (DIC, NH3) m/z : 373 (MH+). 
 

2,2’-(1,2-Ethanediyl)-bis(8-hydroxyquinoléine) (31, CT8) :  

Voie A : Une solution de 29 (2,83 g, 8,23 mmol) dans de l’acide bromhydrique à 48 

% (150 mL) est chauffée à reflux durant 24 heures. Après refroidissement à température 

ambiante, le pH du mélange est neutralisé avec une solution aqueuse de soude 3 M 

entraînant la formation d’un précipité vert. Le produit est extrait au CH2Cl2 puis lavé à 

l’eau et à la saumure. La phase organique est séchée sur Na2SO4 anhydre et le solvant 

évaporé sous vide pour donner 31 sous forme d’une poudre vert pâle (2,53 g, 8,00 mmol, 

rendement = 97 %).  

Voie B : Une solution sous argon de 8-hydroxyquinoléine (1,00 g, 6,29 mmol) dans 

10 mL de THF sec est refroidie à -95 °C par un bain méthanol/azote liquide. Une solution 

1,5 M de diisopropylamine de lithium·THF dans du cyclohexane (8,40 mL, 12,58 mmol) 

et de THF sec (12,5 mL) est ajoutée sur 45 minutes. La solution est agitée 90 minutes de 

plus à -95 °C puis du 1,2-dibromoéthane (1,08 mL, 12,58 mmol) est ajouté. Le mélange 

est ramené à température ambiante et agité durant 15 heures. De l’eau (12 mL) est alors 

ajoutée entraînant la formation d’un précipité beige qui est récupéré par filtration et lavé à 

l'eau. Le précipité est repris dans 150 mL de CH2Cl2 et quelques gouttes de CH3CO2H 

sont ajoutées pour solubiliser le produit. La phase organique est lavée avec une solution 

aqueuse saturée de NaHCO3 (2 × 100 mL) puis à l'eau (100 mL) et le solvant est évaporé 

sous pression réduite pour donner, après séchage sous vide, 31 sous la forme d'une 

poudre vert pâle (0,51 g, 1,62 mmol, rendement = 52 %).  

RMN -1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 9,35 (s large, 2 H); 8,20 (d, 3J (H, H) = 8,5 
Hz, 2 H); 7,53 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 7,37 (m, 2 H); 7,32 (dd, 3J (H, H) = 6,5 
Hz, 4J (H, H) = 2,0 Hz, 2 H); 7,05 (dd, 3J (H, H) = 6,5 Hz, 4J (H, H) = 2,0 Hz, 2 H); 
3,57 (s, 4H).  
SM (DIC, NH3) m/z : 317 (MH+).  
Analyse (%) pour C20H16N2O2 ·0,1NaBr : calculé C 73,53; H 4,93; N 8,58; trouvé 
C 73,81; H 4,73; N 8,50.  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε   
M-1 cm-1) = 204 (71 800), 248 (74 200), 305 (5 200). 

 

2,2’-(1,4-Butanediyl)-bis(8-hydroxyquinoléine) (32, CT9) :  
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Le composé 30 (50 mg, 0,13 mmol) est chauffé à reflux dans de l’acide 

bromhydrique à 48 % (2,7 mL) durant 24 heures. Après refroidissement à 4 °C à l’aide 

d’un bain de glace, le mélange réactionnel est basifié jusqu’à pH = 8 avec une solution 

aqueuse de soude 3 M (5 mL, 15 mmol) et une solution aqueuse saturée de NaHCO3 (2 

mL). Le volume est amené à 15 mL avec de l’eau et la phase aqueuse est extraite avec du 

CH2Cl2 (3 × 10 mL). Les phases organiques sont réunies, lavées avec de l’eau (10 mL), 

puis le solvant est évaporé sous vide. Le produit est alors purifié par chromatographie 

flash sur gel de silice élué avec un mélange CH2Cl2/CH3OH/CH3COOH (96/3/1, v/v/v). 

Les dernières fractions sont réunies, le solvant est évaporé et elles sont redissoutes dans 

un mélange de 10 mL de CH2Cl2 et de tampon acétate de sodium (10 mL, 0,1 M, pH = 

7,0). La phase organique est récupérée et donne après évaporation du solvant 32 sous la 

forme d’une poudre blanche (34 mg, 0,10 mmol, rendement = 77 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,04 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 7,38 (m, 2 
H); 7,31-7,25 (m, 4 H); 7,15 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 2 H); 3,02 
(m, 4 H); 1,93 (m, 4 H).  
SM (DIC, NH3) m/z : 345 (MH+).  
Analyse (%) pour C22H20N2O2·0,25 H2O : calculé C 75,73; H 5,92; N 8,35; trouvé 
C 75,39; H 5,69; N 8,63.  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4, NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 202 (81 300), 244 (90 800), 303 (6 300). 

 

2,2’,2’’-(1,2,3-Propanetriyl)-tris[8-(méthyloxy)quinoléine] (33) :  

A une solution de 9 (1,41 g, 8,14 mmol) dans du THF sec (20 mL), sous argon et 

refroidie sur bain de glace, est ajoutée une solution 1,5 M de diisopropylamine de 

lithium·THF dans du cyclohexane (20 mL, 30,52 mmol) sur une période d’une minute. La 

solution est agitée 1 heure à 4 °C puis du CuCl2 sec (1,32 g, 9,81 mmol) est ajouté et le 

mélange est agité 36 heures à température ambiante sous argon. De l’eau (100 mL) est 

alors ajoutée et le produit est extrait avec du CHCl3, lavé avec de la saumure et le solvant 

est évaporé. Le produit est alors chromatographié sur une colonne de gel de silice élué 

avec un gradient de 20 à 100 % d’acétate d’éthyle dans du CHCl3 (v/v). Le produit 

résultant est dissous dans du CH2Cl2 et lavé avec une solution aqueuse d’EDTA pour 

enlever des traces d’ions cuivriques puis de nouveau chromatographié selon les 

conditions précédentes pour donner 33 sous la forme d’une poudre blanche (0,15 g, 0,29 

mmol, rendement = 11 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 7,81 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 7,75 (d, 3J 
(H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 7,37-7,18 (m, 9 H), 7.00 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 
1,5 Hz, 1 H); 6,95 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 1 H); 4.49 (système 
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ABX, 3JAX (H, H) = 8,0 Hz, 3JBX (H, H) = 7,0 Hz, 1 H); 4,05 (s, 3 H); 4,01 (s, 6 H); 
3,78 (système ABX, 2JAB (H, H) = 14,0 Hz, 3JAX (H, H) = 8,0 Hz, 2 H); 3,62 
(système ABX, 2JAB (H, H) = 14,0 Hz, 3JBX (H, H) = 7,0 Hz, 2 H).  
SM (DIC, NH3) : m/z = 516 (MH+). 

 

2,2’,2’’-(1,2,3-Propanetriyl)-tris(8-hydroxyquinoléine) (34, CT10) :  

Le composé 33 (30 mg, 0,058 mmol) est chauffé à reflux dans de l’acide 

bromhydrique à   48 % (1,2 mL) durant 36 heures. L’acide est évaporé sous vide et le 

résidu est dissous dans un mélange de 10 mL de CH2Cl2 et de 10 mL de tampon acétate 

de sodium (0,1 M; pH = 7,0). La phase organique est collectée et la phase aqueuse est 

ensuite extraite avec du CH2Cl2 (2 × 10 mL). Les phases organiques sont réunies, lavées à 

l’eau (10 mL), puis le solvant est évaporé sous vide pour donner 34 sous la forme d’une 

poudre orange (20 mg, 0,042 mmol, rendement = 73 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 7,94 (d, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 1 H); 7,91 (d, 3J 
(H, H) = 8,0 Hz, 2 H); 7,42-7,10 (m, 12 H) ; 4,47 (système ABX, 3JAX (H, H) = 8,0 
Hz, 3JBX (H, H) = 6,5 Hz, 1 H); 3,71 (système ABX, 2JAB (H, H) = 14,5 Hz, 3JAX (H, 
H) = 8,0 Hz, 2 H); 3,57 (système ABX, 2JAB (H, H) = 14,5 Hz, 3JBX (H, H) = 6,5 Hz, 
2 H).  
SM (DIC, NH3) : m/z = 474 (MH+).  
Analyse (%) pour C30H23N3O3·0,5 H2O : calculé C 74,67; H 5,01; N 8,71; trouvé C 
74,54; H 5,09; N 9,19.  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε   
M-1 cm-1) = 204 (106 000), 248 (113 000), 302 (9 200). 

 

2,2’-(1,2-Ethanediyl)-bis(5-chloro-8-hydroxyquinoléine) (35, CT11) : 

A une solution de 31 (300 mg, 0,95 mmol) dans du H2SO4 à 97 % (9,5 mL) et 

refroidie sur bain de glace est ajouté du N-chlorosuccinimide (253 mg, 1,90 mmol) par 

petites portions. Le mélange est agité 15 minutes à 0 °C puis 3 heures à température 

ambiante. Il est ensuite versé sur de la glace pour donner une suspension jaune dont le pH 

est neutralisé avec une solution aqueuse de soude 3 M. Un précipité vert est alors filtré et 

séché sous vide avant d’être dissous dans 200 mL de DMF et précipité deux fois à 4 °C 

avec 200 mL d’eau et filtré pour donner après séchage 35 sous la forme d’un solide vert 

pâle (258 mg, 0,67 mmol, rendement = 71 %).  

RMN-1H (250 MHz, DMSO-d6) δ, ppm : 9,73 (s large, 2 H); 8,37 (d, 3J (H, H) = 
8,5 Hz, H4, 2 H); 7,70 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, H3, 2 H); 7,52 (d, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 
H6, 2 H); 7,06 (d, 3J (H, H) = 8,0 Hz, H7, 2 H); 3,64 (s, 4H).  
RMN-13C (100 MHz, DMSO-d6) δ, ppm : 161,5 (C2); 153,0 (C8); 139,2 (C1-8); 
133,5 (C4); 127,4 (C6); 125,4 (C4-5); 124,4 (C3); 119,6 (C5); 112,1 (C7); 37,1 (CH2).  
L’attribution complète des signaux RMN 1H et 13C par NOE 1D et HMQC 1H/13C a 
permis d’attribuer la position de l’halogène.  
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SM (DIC, NH3) m/z : 385 (MH+).  
Analyse (%) pour C20H14Cl2N2O2·0,1 Na2SO4 : calculé C 60,14; H 3,53; N 7,01; 
trouvé C 59,92; H 3,07; N 6,65.  
UV/vis [dioxane/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε   
M-1 cm-1) = 254 (75 000), 313 (7 200). 
 

2,2’-(1,2-Ethanediyl)-bis(5-chloro-7-iodo-8-hydroxyquinoléine) (36, CT12) :  

A une solution sous azote de 35 (300 mg, 0,78 mmol) dans 12 mL de CH3OH est 

ajouté 250 μL de H2SO4 à 97 % pour donner une suspension jaune qui est refroidie sur 

bain de glace. Du N-iodosuccinimide (418 mg, 1,86 mmol) est alors ajouté lentement et le 

mélange est agité 15 minutes à 0° C puis 5 jours à température ambiante. Il est ensuite 

versé sur de la glace et décoloré par addition de Na2S2O5 (450 mg). La suspension est 

ramenée à pH neutre avec de l’ammoniaque puis elle centrifugée. Le surnageant est 

enlevé, le précipité est dissous dans du CH2Cl2 et lavé avec du tampon Tris·HCl (0,1 M; 

pH = 7,0). Le solvant de la phase organique est évaporé sous vide pour donner 36 sous la 

forme d’une poudre jaune (350 mg, 0,55 mmol, rendement = 70 %). 

RMN-1H (250 MHz, DMSO-d6) δ, ppm : 8,36 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 7,90 (s, 
2 H); 7,70 (d, 3J (H, H) = 8,7 Hz, 2 H); 3,68 (s, 4 H).  
RMN-13C (63 MHz, DMSO-d6) δ, ppm : 162,1 (Cq); 153,1 (Cq); 137,3 (Cq); 
134,4 (CH); 133,5 (CH); 124,6 (Cq); 124,5 (CH); 120,2 (Cq); 78,4 (Cq); 37,1 
(CH2).  
SM (DIC, NH3) m/z : 637 (MH+).  
Analyse (%) pour C20H14Cl2I2N2O2 : calculé C 37,71; H 1,90; N 4,40; trouvé C 
38,15; H 2,04; N 4,15.  
UV/vis [DMSO/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (8/2, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 262 (69 500), 319 (7 900). 
 

7-Bromo-2-méthyl-8-hydroxyquinoléine (37) :  

De la tert-butylamine (3,23 mL, 30,78 mmol) est agitée sous argon dans 100 mL de 

toluène pendant 2 heures à température ambiante, en présence de tamis moléculaire 4 Å 

activé (10 g). Après refroidissement à -70 °C, du N-bromosuccinimide (5,48 g, 30,78 

mmol) et de la 2-méthyl-8-hydroxyquinoléine (5,00 g, 30,78 mmol) sont ajoutés 

successivement. La température du mélange est lentement ramenée à la valeur ambiante. 

Le milieu réactionnel est filtré et le tamis moléculaire est lavé avec du diéthyléther (20 

mL). Le filtrat est lavé à l'eau (3 × 50 mL), séché sur Na2SO4 anhydre et la phase 

organique est concentrée pour donner un solide qui est porté à reflux dans 100 mL 

d'hexane pendant 1 heure. Après 24 heures à température ambiante, le précipité est filtré 
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et séché sous vide pour donner 37 sous la forme d'une poudre blanche (4,85 g, 20,47 

mmol, rendement =   67 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,00 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 7,52 (d, 3J 
(H, H) = 9,0 Hz, 1 H); 7,31 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 7,16 (d, 3J (H, H) = 9,0 Hz, 
1 H); 2,72 (s, 3 H). 
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 157,9; 149,2; 137,7; 136,2; 130,1; 125,4; 
122,9; 118,2; 103,9; 24,8;  
SM (DIC, NH3) : m/z = 238 (MH+).  
Analyse (%) pour C10H8BrNO : calculé C 50,45; H 3,39; N 5,88; trouvé C 50,02; 
H 3,37; N 6,12. 

 

7-Méthyloxy-2-méthyl-8-hydroxyquinoléine (38) :  

A une solution de 37 (1,00 g, 4,22 mmol) dans du DMF (60 mL) est ajoutée une 

solution de CH3ONa (30 % en masse) dans du CH3OH (8,04 mL, 42,2 mmol). Le 

mélange est agité pendant 10 minutes sous argon. CuCl2·2H2O (0,22 g, 1,27 mmol) est 

additionné et le mélange réactionnel est chauffé à reflux pendant 30 heures. Après 

refroidissement, de l'eau (50 mL) et de l'EDTA disodium dihydrate (10 g, 27 mmol) sont 

ajoutés et le milieu est agité pendant 1 heure. La solution est légèrement acidifiée avec du 

CH3CO2H (3 mL, pH = 4-5) et ensuite doucement re-basifiée avec une solution aqueuse 

saturée de NaHCO3 (3 mL, pH = 8-9). La phase aqueuse est extraite au CH2Cl2 (3 × 100 

mL). Les phases organiques combinées sont séchées sur Na2SO4 anhydre et concentrées 

sous pression réduite. Le solide obtenu est purifié par chromatographie sur gel de silice 

élué à l’aide d’un gradient de CH2Cl2/CH3OH/ CH3CO2H (94/4/2, v/v) à 

CH2Cl2/CH3OH/CH3CO2H (94/5/1, v/v) puis à CH2Cl2/CH3OH (94/6, v/v). Les fractions 

contenant le produit sont combinées et lavées avec une solution aqueuse saturée de 

NaHCO3 (3 × 100 mL). La phase organique est séchée sur Na2SO4 anhydre et le solvant 

est évaporé pour donner 38 sous la forme d’une poudre blanche (0,48 g, 2,54 mmol, 

rendement = 60 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 7,95 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 7,26 (s, 2 
H); 7,15 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 4,03 (s, 3 H); 2,69 (s, 3 H).  
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 157,6 (Cq); 143,9 (Cq); 139,3 (Cq); 138,0 
(Cq); 136,0 (CH); 121,7 (Cq); 120,6 (CH); 117,3 (CH); 115,2 (CH); 57,2 (CH3); 
25,1 (CH3).  
SM (DIC, NH3) : m/z =  190 (MH+).  
Analyse (%) pour C11H11NO2 : calculé C 69,83; H 5,86; N 7,40; trouvé C 69,40; 
H 5,85; N 7,47. 

 

2,2’-(1,2-Ethanediyl)-bis(7-(méthyloxy)-8-hydroxyquinoléine) (39, CT13) : 
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Du 38 (0,50 g; 2,64 mmol) est agité sous argon dans 10 mL de THF distillé pendant 

30 minutes à température ambiante, en présence de tamis moléculaire 4 Å activé (2,0 g). 

Après refroidissement à -90 °C, une solution de diisopropylamine de lithium·THF 1,5 M 

dans le cyclohexane (3,70 mL, 5,56 mmol) est ajoutée goutte à goutte sur une période de 

10 minutes. La température du mélange est ensuite ramenée lentement à -50 °C, puis 

refroidie à nouveau à -90 °C. Du 1,2-dibromoéthane (0,50 mL, 5,82 mmol) est ajouté et 

la température du mélange est ramené à la valeur ambiante en présence du bain froid. De 

l'eau (5 mL) et CH3CO2H (0,5 mL, pH = 4-5) sont ajoutés et le milieu est agité pendant 1 

heure. Le tamis moléculaire est éliminé par filtration et est lavé successivement avec une 

solution aqueuse saturée de NaHCO3 (10 mL), de l'eau (10 mL) et du diéthyléther (40 

mL). Le filtrat biphasique est transféré dans une ampoule à décanter et la phase organique 

collectée. La phase aqueuse est extraite au diéthyléther (3 × 50 mL) et les phases 

organiques combinées sont séchées sur Na2SO4 anhydre puis le solvant est évaporé. Le 

solide résultant est dissous à chaud dans du CH3OH (10 mL) et, après trois jours à 

température ambiante, un précipité blanc est collecté, donnant 39 pur après séchage sous 

vide (0,31 g, 0,81 mmol, rendement = 62 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,00 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 7,28 (s, 4 
H); 7,24 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 4,04 (s, 6 H); 3,57 (s, 4 H).  
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 160,1 (Cq); 144,0 (Cq); 139,3 (Cq); 137,9 
(Cq); 136,3 (CH); 121,9 (Cq); 120,4 (CH); 117,5 (CH); 115,5 (CH); 57,2 (CH3); 
37,1 (CH2).  
SM (DIC, NH3) : m/z = 377 (MH+).  
Analyse (%) pour C22H20N2O4·0,2 H2O : calculé C 69,53; H 5,41; N 7,37; trouvé C 
69,40; H 5,30; N 7,47.  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)]: λ nm (ε M-1 
cm-1) = 204 (83 000), 208 (53 200, épaulement), 252 (97 200), 338 (6 600). 

 

2-Méthyl-8-aminoquinoléine (40) : 

Il a été préparé selon les références suivantes : Xue et al., 2001 et Belser et al., 

1996. A une solution de 2-méthyl-8-nitroquinoléine (3,00 g, 15,96 mmol) dans 100 mL 

d'acétate d'éthyle est ajouté du palladium sur charbon à 10 % en masse (580 mg). Le 

milieu est placé sous atmosphère de dihydrogène (1 bar) et agité à température ambiante 

pendant 20 heures. Après élimination du palladium sur charbon par filtration sur célite, la 

phase organique est concentrée sous pression réduite et le produit est séché sous vide 

pour donner 40 sous la forme d'une poudre jaune (2,52 g, 15,96 mmol, rendement 

quantitatif).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 7,95 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 7,25 (m, 2 
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H); 7,12 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 1 H); 6,91 (dd, 3J (H, H) = 
7,5 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 1 H); 4,95 (s large, 2 H); 2,73 (s, 3 H). 
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 156,2 (Cq); 143,3 (Cq); 137,9 (Cq); 136,1 
(CH); 126,9 (Cq); 126,4 (CH); 122,2 (CH); 115,9 (CH); 110,2 (CH); 25,2 (CH3).  
SM (DIC, NH3) : m/z = 159 (MH+).  

 

N,N’-Bis(2-méthyl-8-quinoléinyl)-1,2-éthanediamine (41, CT20) : 

Une solution sous argon de 30 (50 mg, 3,16 mmol) dans 5 mL de THF sec est 

refroidie à -90 °C à l'aide d'un mélange méthanol/azote liquide. Une solution de 

diisopropylamine de lithium·THF 1,5 M dans le cyclohexane (4,2 mL, 6,33 mmol) et de 

7,5 mL de THF est ajoutée sur 30 minutes. La solution est agitée 90 minutes de plus à -90 

°C puis du 1,2-dibromoéthane (0,55 mL, 6,33 mmol) est ajouté goutte à goutte. Le 

mélange est ramené à température ambiante et agité durant 15 heures. De l'eau (6 mL) est 

alors ajoutée et le mélange est agité 90 minutes à température ambiante. Le THF est 

évaporé sous pression réduite et la phase aqueuse est extraite avec du CH2Cl2. La phase 

organique est lavée avec une solution aqueuse saturée de NaHCO3 (75 mL) puis avec de 

l'eau (75 mL) et le solvant est évaporé sous pression réduite. Le brut de réaction est alors 

chromatographié sur une colonne de silice, élué avec un gradient de 0 à 100 % d'acétate 

d'éthyle dans CH2Cl2 (v/v). Le produit est ensuite redissous dans 1 mL de CH2Cl2 et 

précipité par l'ajout de 6 mL d'hexane. Il est alors filtré et rincé à l'hexane pour donner, 

après séchage sous vide, 31 sous la forme d'une poudre blanche (34 mg, 0,10 mmol, 

rendement = 6 %). 

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 7,95 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 7,33 (m, 2 
H); 7,24 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 7,03 (d, 3J (H, H) = 8, 0 Hz, 2 H); 6,78 (d, 3J 
(H, H) = 7,5 Hz, 2 H); 6,45 (s large, 2 H); 3, 75 (m, 4 H), 2,68 (s, 6 H).  
RMN-13C (126 MHz, CDCl3) δ, ppm : 155,7; 144,1; 137,5; 136,2; 126,8; 126,7; 
122,2; 114,0; 105,0; 42,8;  25,0.  
SM (DIC, NH3) : m/z = 343 (MH+).  
Analyse (%) pour C22H22N4·0,3CH2Cl2 : calculé C 72,80; H 6,19; N 15,23; trouvé 
C 72,41; H 6,02; N 14,87.  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε   
M-1 cm-1) = 254 (44 200), 341 (6 000). 

 

8-(1-Aziridinyl)-2-méthylquinoléine (42) :  

Il est obtenu lors de la synthèse de 41. A l'issue de la chromatographie du brut 

réactionnel sur colonne de silice, les fractions contenant le produit sont réunies. Le 

solvant est évaporé sous pression réduite et le produit est séché sous vide pour donner 42 

sous la forme d'une poudre marron (58 mg, 0,31 mmol, rendement = 10 %). 
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RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 7,98 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 7,40-7,30 
(m, 3 H); 7,12 (dd, 3J (H, H) = 7,0 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 1 H); 2,79 (s, 3 H), 2,32 
(s, 4 H).  
SM (DIC, NH3) : m/z = 185 (MH+).  

 

N-Méthyl -2-méthyl-8-quinoléinamine (43) : 

A une solution de 40 (1,00 g, 6,33 mmol) dans du DMF sec (30 mL) et refroidie à  

0 °C est ajouté du NaH à 60 % dans l'huile (0,27 g, 6,65 mmol). Le mélange est agité 10 

minutes à 0 °C, puis de l'iodure de méthyle (1,58 mL, 25,39 mmol) est ajouté goutte à 

goutte. L'agitation est poursuivie pendant 10 heures en laissant la température du milieu 

remonter lentement à la valeur ambiante. De l'eau (50 mL) est alors ajoutée et le précipité 

formé est récupéré par filtration. Le filtrat est évaporé, repris avec du CH2Cl2 (200 mL) et 

lavé à l'eau. Le solvant de la phase organique est évaporé, puis le solide obtenu et le 

précipité précédemment recueilli sont regroupés. Le produit est chromatographié sur une 

colonne de gel de silice élué avec un gradient de 0 à 1 % de CH3OH dans du CH2Cl2 (v/v) 

pour donner, après évaporation du solvant, 43 sous la forme d'une poudre brune (0,31 g, 

1,79 mmol, rendement = 28 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 7,94 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 7,34 (t, 3J 
(H, H) = 8,0 Hz, 1 H); 7,24 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 7,01(dd, 3J (H, H) = 8,0 
Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 1 H); 6,62 (d large, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 1 H); 6,14 (s large, 1 
H); 3,04 (s, 3 H); 2,70 (s, 3 H).  
SM (DIC, NH3) : m/z = 173 (MH+).  

 

2-Butylamino-8-nitroquinoléine (44) : 

Le composé 28 (0,20 g, 0,96 mmol) est mis en suspension dans 9,5 mL de 1-

butylamine et le milieu est chauffé au reflux (78°C) pendant 15 heures. La solution jaune 

obtenue est ensuite concentrée sous vide. Le produit est repris dans un volume minimum 

de CH3OH et versé sur 3 mL de diéthyléther. Après centrifugation, des cristaux de 

chlorure de butylammonium sont éliminés par filtration et le surnageant est concentré 

sous pression réduite pour donner 44 sous la forme d'une huile jaune (0,21 g, 0,86 mmol, 

rendement = 90 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 7,83 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 
1,5 Hz, 1 H); 7,77 (d, 3J (H, H) = 9,0 Hz, 1 H); 7,69 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, 
H) = 1,5 Hz, 1 H); 7,14 (m, 1 H), 6,67 (d, 3J (H, H) = 9,0 Hz, 1 H); 5,07 (s large, 1 
H); 3,47 (m, 2 H); 1,60 (m, 2 H); 1,39 (m, 2 H); 0,93 (t,  3J (H, H) = 7,5 Hz, 3 H).  
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 157,8 (Cq); 145,6 (Cq); 140,2 (Cq); 136,7 
(CH); 131,5 (CH); 124,7 (CH); 124,1 (CH); 119,7 (CH); 113,3 (Cq); 41,3 (CH2);  
31,5 (CH2); 20,2 (CH2); 13,8 (CH3).  
SM (DIC, NH3) : m/z = 246 (MH+). 
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Analyse (%) pour C13H15N3O2 : calculé C 63,66; H 6,16; N 17,13; trouvé C 63,33; 
H 6,16; N 16,64.  
 

N-Butyl-2,2'-imino-bis(8-nitroquinoléine) (45) : 

A une suspension violette de 44 (0,17 g, 0,690 mmol), de tris(dibenzylidène-

acétone)-dipalladium(0) (13 mg, 0,014 mmol) et de rac-2,2’-bis(diphénylphosphino)-

1,1’,binaphthyl (17 mg, 0,027 mmol) dans 5 mL de toluène sous argon est ajouté le 

composé 28 (122 mg, 0,587 mmol) et du NaOtBu (77,5 mg, 0,81 mmol). Le milieu est 

chauffé au reflux pendant 3 heures, puis du 28 (22 mg, 0,106 mmol) est à nouveau ajouté. 

Le chauffage est poursuivi pendant 2 heures 30 minutes. Après refroidissement, 10 mL 

d'une solution aqueuse saturée de chlorure d'ammonium sont ajoutés. Le produit est 

extrait avec 3 × 30 mL de CH2Cl2 et le solvant est évaporé sous pression réduite. Le 

produit est purifié par chromatographie sur gel de silice éluée avec CH2Cl2/hexane 

(80/20, v/v), puis le solvant est évaporé pour donner 45 sous la forme d'une poudre jaune 

(0,11 g, 0,259 mmol, rendement = 38 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,14 (d, 3J (H, H) = 9,0 Hz, 2 H); 7,99 (dd, 
3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 2 H); 7,93 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) 
= 1,5 Hz, 2 H); 7,73 (d, 3J (H, H) = 9,0 Hz, 2 H); 7,43 (m, 2 H); 4,45 (t, 3J (H, H) = 
7,5 Hz, 2 H); 1,83 (m, 2 H); 1,47 (m, 2 H); 0,98 (t, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 3 H).  
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 156,2 (Cq); 146,4 (Cq); 138,7 (Cq); 137,0 
(CH); 131,5 (CH); 126,2 (Cq); 124,2 (CH); 122,8 (CH); 117,3 (CH); 48,9 (CH2); 
30,4 (CH2); 20,3 (CH2); 13,9 (CH3).  
SM (DIC, NH3) : m/z = 418 (MH+).  
Analyse (%) pour C22H19N5O4 : calculé C 63,30; H 4,59; N 16,78; trouvé C 63,18; 
H 4,49; N 16,39.  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε   
M-1 cm-1) = 210 (91 400), 226 (53 500, épaulement), 270 (42 100), 294 (26 700, 
épaulement), 383 (28 400). 

 

N-Butyl-2,2'-imino-bis(8-quinoléinamine) (46, CT16) : 

A une solution de 45 (32 mg, 0,08 mmol) dans 5 mL d'acétate d'éthyle est ajouté du 

palladium sur charbon à 10 % en masse (6 mg). Le milieu est placé sous atmosphère de 

dihydrogène (1 bar) et agité pendant 4 heures. Après élimination du palladium sur 

charbon par filtration sur célite, la phase organique est concentrée sous pression réduite. 

Le brut réactionnel est repris dans 1 mL de CH2Cl2 et précipité par 4 mL d'hexane. Après 

filtration, le surnageant est concentré sous pression réduite et le produit est séché sous 

vide pour donner 46 sous la forme d'une poudre brune (17 mg, 0,05 mmol, rendement = 

63 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 7,90 (d, 3J (H, H) = 9,0 Hz, 2 H); 7,32 (d, 3J 
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(H, H) = 9,0 Hz, 2 H); 7,20 (m, 2 H); 7,10 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) = 
1,0 Hz, 2 H); 6,93 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 2 H); 4,60 (s large, 4 
H); 4,48 (t, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 2 H); 1,88 (m, 2 H); 1,47 (m, 2 H); 0,97 (t, 3J (H, H) 
= 7,5 Hz, 3 H). 
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 154,1 (Cq); 142,1 (Cq); 137,2 (CH); 137,0 
(Cq); 125,3 (Cq); 125,0 (CH); 116,3 (CH); 116,1 (CH); 111,3 (CH); 48,9 (CH2); 
30,6 (CH2); 20,7 (CH2); 14,1 (CH3).  
SM (DIC, NH3) : m/z = 358 (MH+).  
Analyse (%) pour C22H23N5·0,2CH2Cl2 : calculé C 71,21; H 6,30; N 18,70; trouvé 
C 71,03; H 6,51; N 18,17.  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε   
M-1 cm-1) = 211 (53 400, épaulement), 302 (40 300), 367 (20 000), 382 (14 600, 
épaulement). 

 

8-Nitro-2-(bromométhyl)quinoléine (47) : 

A une suspension sous argon de 2-méthyl-8-nitroquinoléine (3,00 g, 16,0 mmol) 

dans du CCl4 (35 mL) sont ajoutés du N-bromosuccinimide (2,84 g, 16,0 mmol) puis du 

2,2'-azobisisobutyronitrile (80,4 mg, 0,49 mmol). Le mélange est chauffé à reflux 

pendant 36 heures puis, après refroidissement, le solvant est évaporé sous pression 

réduite. Le produit est repris dans du CH2Cl2 (200 mL) et lavé avec une solution aqueuse 

saturée de NaHCO3 puis avec de l'eau, et le solvant de la phase organique est évaporé. Le 

produit est purifié par chromatographie sur gel de silice élué avec du CHCl3 pour donner, 

après évaporation du solvant sous pression réduite et séchage sous vide, 47 sous la forme 

d’une poudre blanche (0,71 g, 2,66 mmol, rendement = 17 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,26 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 8,01 (m, 2 
H); 7,74 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 7,62 (m, 1 H); 4,71 (s, 2 H). 
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm : 159,5 (Cq); 148,6 (Cq); 138,5 (Cq); 137,2 
(CH); 131,5 (CH); 128,0 (Cq); 125,7 (CH); 123,9 (CH); 123,1 (CH); 33,8 (CH2).  
SM (DIC, NH3) : m/z = 267 (MH+).  

 

2,2’-[(Butylamino)diméthanediyl]di(8-nitroquinoléine)  (48) : 

A une solution sous argon de butylamine (42 µL, 0,43 mmol) et de triéthylamine 

(120 µL, 0,85 mmol) dans du benzène (6 mL) est ajoutée goutte à goutte une solution de 

47 (250 mg, 0,94 mmol) dans du benzène (10 mL). La solution orangée obtenue est 

agitée à température ambiante pendant trois jours puis le solvant est évaporé sous 

pression réduite. Le produit est repris dans du CH2Cl2 puis lavé à l'eau. Le solvant est 

alors évaporé sous pression réduite. L'analyse des signaux du spectre RMN 1H du produit 

a permis d'estimer que 48 a ainsi été obtenu avec une pureté de l'ordre de 90 %.  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,23 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 7,97 (m, 4 
H); 7,87 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 2 H); 7,23 (m, 2 H); 4,05 (s, 4 H); 2,69 (m, 2H); 



Chapitre III.  Ligands polyquinoléine - Conception et synthèse 
 

 161 
 

1,60 (m, 2 H); 1,28 (m, 2 H); 0,85 (t, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 3 H). 
SM (DIC, NH3) : m/z = 446 (MH+).  

 

[2-(Butylamino)méthyl]-8-nitroquinoléine (49) : 

Ce produit est un produit de dégradation observé lors d'une tentative de purification 

de 48. Le brut réactionnel contenant 48 a été purifié par chromatographie sur colonne de 

gel de silice, élué avec un gradient de 0 à 100 % de CH3OH dans CH2Cl2 (v/v). Les 

fractions contenant 49 ont été réunies et évaporées sous pression réduite pour donner, 

après séchage sous vide, 49 sous la forme d'une poudre jaune (80 mg, 0,31 mmol, 

rendement = 33 % à partir de 47). 

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,24 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 8,07-8,01 
(m, 2 H); 7,64-7,57 (m, 2 H); 4,30 (s, 2 H); 4,03 (s, 1 H); 2,87 (t, 3J (H, H) = 
7,5 Hz, 2H); 1,70 (m, 2 H); 1,43 (m, 2 H); 0,93 (t, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 3 H). 
SM (DIC, NH3) : m/z = 260 (MH+).  
 

 8-Nitro-2-quinoléine carboxaldéhyde (50) : 

Ce produit, comme 49, est un produit de dégradation observé lors de la tentative de 

purification de 48. Les fractions contenant 50 sont réunies, évaporées sous pression 

réduite pour donner 50 sous la forme d'une poudre jaune (90 mg, 0,45 mmol, rendement 

= 47 % à partir de 47). 

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 10,21 (s, 1 H), 8,45 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 
H); 8,15(m, 3 H); 7,78 (m, 1 H). 
SM (DIC, NH3) : m/z = 203 (MH+), 220 (MNH4

+).  
 

8-Hydroxy-N-(8-hydroxy-2-quinoléinyl)-2-quinoléinecarboxamide (51, CT14) : 

A une suspension d’acide 8-hydroxyquinoléine-2-carboxylique (50 mg, 0,26 mmol) 

dans 5 mL de CH2Cl2 sec sont ajoutés du 1-hydroxybenzotriazole monohydrate (71 mg, 

0,53 mmol), du (benzotriazole-1-yloxy)tris(diméthylamino)phosphonium hexafluoro-

phosphate (177 mg, 0,40 mmol) et de la triéthylamine (0,037 mL, 0,26 mmol). Après 30 

minutes d’agitation à température ambiante, de la 2-amino-8-hydroxyquinoléine (85 mg, 

0, 53 mmol) et de la triéthylamine (0,037 mL, 0,26 mmol puis, après 5 minutes 

d’agitation, 0,117 mL, 0,794 mmol) sont ajoutés. Après 18 heures d’agitation à 

température ambiante, 10 mL d’H2O et 5 mL de CH2Cl2 sont ajoutés et la phase 

organique est récupérée par décantation. Le volume est réduit par évaporation sous 

pression réduite puis le produit est purifié par chromatographie sur gel de silice, élué avec 

un mélange CH2Cl2/CH3OH (99,5/0,5, v/v) et le solvant est évaporé sous pression 

réduite. Le produit est dissous dans 30 mL de CH2Cl2 et 30 mL d’une solution aqueuse 
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saturée de NaHCO3 sont ajoutés. Le produit est extrait 3 fois au CH2Cl2 puis les phases 

organiques sont réunies et le solvant est évaporé sous pression réduite pour donner 51 

sous la forme d’une poudre blanche (28 mg, 0,09 mmol, rendement = 32 %).  

RMN-1H (250 MHz, DMSO-d6) δ, ppm: 11,89 (s, 1 H); 10,89 (s, 1 H); 9,55 (s, 1 
H); 8,60 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 H); 8,41 (s, 2 H); 8,32 (d, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 1 
H); 7,63 (dd, 3J (H, H) = 7,0 et 8,0 Hz, 1 H); 7,53 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) 
= 1,0 Hz, 1 H); 7,42 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) = 2,0 Hz, 1 H); 7,37 (dd, 3J 
(H, H) = 7,0 et 8,0 Hz, 1 H); 7,23 (dd, 3J (H, H) = 7,0 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 1 H); 
7,13 (dd, 3J (H, H) = 7,0 Hz, 4J (H, H) = 2,0 Hz, 1 H).  
SM (DIC, NH3): m/z = 332 (MH+).  
UV/vis [DMSO/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (8/2, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 259 (49 100), 332 (11 200, épaulement). 

 

Bis(8-quinoléinyl)amine (52, CT17) :  

Il a été préparé selon la référence suivante : Peters et al., 2001. Une suspension sous 

argon de tris(dibenzylidène-acétone)-dipalladium(0) (4,4 mg, 5 µmol) et de rac-2,2’-bis-

(diphénylphosphino)-1,1’,binaphthyl (6,0 mg, 10 µmol) dans 750 µL de toluène est agitée 

durant 5 minutes à température ambiante puis de la 8-bromoquinoléine (50 mg, 0,24 

mmol), de la 8-aminoquinoléine (35 mg, 0,24 mmol) et 1,75 mL de toluène sont ajoutés à 

la solution. L’ajout de NaOtBu (28 mg, 0,29 mmol) entraîne la formation d’une solution 

rouge qui est agitée 3 jours à 110 °C. Après refroidissement, la solution est filtrée sur 

célite et extraite au CH2Cl2. La phase organique est concentrée pour donner un solide 

rouge qui est purifié par chromatographie sur gel de silice élué à l’aide d’un mélange 

toluène/acétate d’éthyle (4/1, v/v) pour donner 52 sous la forme d’un solide orange (44,0 

mg, 0,16 mmol, rendement = 67 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 10,62 (s large, 1 H); 8,96 (dd, 3J (H, H) = 
4,0 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 2 H); 8,16 (dd, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 2 
H); 7,90 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 2 H); 7,53 (m, 2 H); 7,46 (m, 2 
H); 7,34 (dd, 3J (H, H) = 6, 5 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 2 H).  
SM (DIC, NH3) : m/z = 272 (MH+).  
UV/vis [DMSO/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (8/2, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 268 (43 700), 341 (5 100), 399 (16 900). 

 

8,8'-Oxydiquinoléine (53, CT18) : 

A une solution sous argon de 8-hydroxyquinoléine (71 mg, 0,49 mmol) dans 2 mL 

de DMF sec sont ajoutés du Cs2CO3 (156 mg, 0,48 mmol), de la 8-bromoquinoléine (32 

µL, 50 mg, 0,24 mmol) et du CuCl2·2H2O (4,1 mg, 0,02 mmol). Le mélange est chauffé à 

reflux pendant 72 heures. Après refroidissement, 5 mL de CH2Cl2 et 5 mL d’une solution 

aqueuse 0,12 M de sel di-sodique d’EDTA sont ajoutés. La phase organique est récupérée 
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puis la phase aqueuse est extraite avec CH2Cl2 (2 × 5 mL). Les phases organiques sont 

réunies et lavées une fois avec 5 mL d’EDTA 0,12 M dans H2O puis à l’eau. Le volume 

est réduit sous pression réduite puis le brut réactionnel est purifié par chromatographie 

sur gel de silice, élué avec un gradient de 50 à 100 % d’acétate d’éthyle dans du toluène 

(v/v) puis avec 100 % de CH3OH et le solvant est évaporé pour donner 53, à partir de la 

phase méthanolique, sous la forme d’une poudre blanche (13 mg, 0,05 mmol, rendement 

= 19 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm: 8,95 (dd, 3J (H, H) = 4,0 Hz, 4J (H, H) = 
1,5 Hz, 2 H); 8,21 (dd, 3J (H, H) = 8,5 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 2 H); 7,61 (dd, 3J (H, 
H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) = 1,0 Hz, 2 H); 7,46 (dd, 3J (H, H) = 4,0 Hz et 8,5 Hz, 2 H); 
7,42 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz et 8,0 Hz, 2 H); 7,14 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) 
= 1,0 Hz, 2 H).  
SM (DIC, NH3): m/z = 273 (MH+).  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε   
M-1 cm-1) = 232 (53 300), 240 (42 900), 299 (9 400), 327 (5 800, épaulement). 

 

N-8-Quinoléinyl-8-quinoléine carboxamide (54, CT19) : 

A une solution d’acide quinoléine-8-carboxylique (50 mg, 0,29 mmol) dissous dans 

5 mL de CH2Cl2 sec sont ajoutés du (benzotriazole-1-yloxy tris(diméthylamino)- 

phosphonium hexafluorophosphate (192 mg, 0,43 mmol), du 1-hydroxybenzotriazole 

monohydrate (79 mg, 0,59 mmol), et de la triéthylamine (0,20 mL, 1,44 mmol). Après 30 

minutes d’agitation à température ambiante, de la 8-aminoquinoléine (84 mg, 0,58 mmol) 

est ajoutée et le mélange est agité 4 heures 30 minutes à température ambiante. De l’eau 

(10 mL) est ajoutée et le produit est extrait au CH2Cl2 (3 × 10 mL). Le volume est réduit 

et le produit est purifié par chromatographie sur gel de silice, élué avec CH2Cl2/CH3OH 

(0 à 2 %, v/v) puis le solvant est évaporé sous pression réduite et les fractions riches en 

produits sont repurifiées par chromatographie sur gel de silice, élué avec CH2Cl2/CH3OH 

(99,5/0,5; v/v). 55 est obtenu après évaporation du solvant sous la forme d’une poudre 

blanche (83 mg, 0,28 mmol, rendement = 96 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm: 15,13 (s, 1 H); 9,25 (dd, 3J (H, H) = 4,0 Hz, 
4J (H, H) = 2,0 Hz, 1 H); 9,19 (dd, 3J (H, H) = 7,5 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 1 H); 
9,00 (m, 2 H); 8,32 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) = 2,0 Hz, 1 H); 8,19 (dd, 3J 
(H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 1 H); 8,01 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) = 
1,5 Hz, 1 H); 7,74 (dd, 3J (H, H) = 7,5 et 8,0 Hz, 1 H); 7,60 (m, 3 H); 7,48 (dd, 3J 
(H, H) = 4,5 et 8,0 Hz, 1 H).  
RMN-13C (63 MHz, CDCl3) δ, ppm: 164,28; 149,48; 148,57; 145,60; 140,12; 
137,59; 136,65; 136,18; 134,02; 132,10; 129,85; 128,41; 128,28; 127,50; 126,63; 
121,75; 121,34; 121,12; 118,18. 
SM (DIC, NH3): m/z = 300 (MH+).  
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UV/vis [DMSO/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (8/2, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 261 (13 300, épaulement), 274 (14 800), 294 (12 200). 

 
N,N’-Di-8-quinoléinyl-1,3-propanediamine (55, CT21) :  

Une suspension sous argon de tris(dibenzylidèneacétone)dipalladium(0) (55 mg, 

0,06 mmol) et de rac-2,2’-bis(diphénylphosphino)-1,1’,binaphthyl (75 mg, 0,12 mmol) 

dans 6 mL de toluène est agitée durant 5 minutes à température ambiante puis de la 8-

bromoquinoléine (500 mg, 314 μL, 2,40 mmol), du 1,3-diaminopropane (89 mg, 100 μL, 

1,20 mmol) et 6 mL de toluène sont ajoutés à la solution. L’ajout de NaOtBu (323 mg, 

3,36 mmol) entraîne la formation d’une solution rouge qui est agitée 3 jours à 100 °C. 

Après refroidissement, la solution est filtrée sur célite et extraite au CH2Cl2. La phase 

organique est concentrée pour donner un solide violet qui est purifié par chromatographie 

sur gel de silice élué à l’aide d’un gradient de 0 à 5 % de CH3OH dans du CH2Cl2 (v/v). 

Après évaporation du solvant, le produit est repris dans du dichlorométhane et précipité à 

4 °C par ajout de 4 équivalents de HCl (sous forme d’une solution 1 M dans du 

diéthyléther). Le précipité est récupéré, redissous dans de l’eau, la solution est alcalinisée 

jusqu’à pH = 10 à l’aide d’ammoniaque et le produit est extrait au CH2Cl2 pour donner, 

après évaporation du solvant et séchage sous vide, 55 sous la forme d’une poudre marron 

(355 mg, 1,08 mmol, rendement = 90 %).  

RMN-1H (250 MHz, CDCl3) δ, ppm : 8,70 (dd, 3J (H, H) = 4,0 Hz, 4J (H, H) = 1,5 
Hz, 2 H); 8,06 (dd, 3J (H, H) = 8,0 Hz, 4J (H, H) = 1,5 Hz, 2 H); 7,37 (m, 4 H); 7,05 
(dd, 3J (H, H) = 8, 0 Hz, 4J (H, H) = 0,5 Hz, 2 H); 6,71 (dd, 3J (H, H) = 8, 0 Hz, 4J 
(H, H) = 0,5 Hz, 2 H ); 6,24 (t large, 3J (H, H) = 5, 0 Hz, 2 H); 3, 55 (m, 4H); 2,27 
(quintuplet, 3J (H, H) = 7, 0 Hz, 2 H).  
RMN-13C (126 MHz, CDCl3) δ, ppm : 146,8 (CH); 144,8 (Cq); 138,3 (Cq); 136,0 
(CH); 128,7 (Cq); 127,8 (CH); 121,4 (CH); 113,8 (CH); 104,7 (CH); 41,3 (CH2) ; 
29,0 (CH2).  
SM (DIC, NH3) : m/z = 329 (MH+).  
Analyse (%) pour C21H20N4·0,1H2O : calculé C 76,38; H 6,17; N 16,97; trouvé C 
76,28; H 6,11; N 16,53.  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε   
M-1 cm-1) = 255 (44 400), 360 (6 200).  
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L'étape suivante de cette étude consiste en une première évaluation de l'action, sur 

les complexes métalliques d'Aβ, des ligands polyquinoléine synthétisés au chapitre III. 

Deux axes majeurs ont été étudiés. Le premier concerne la capacité des ligands à chélater 

les ions métalliques CuII et ZnII impliqués dans la maladie d'Alzheimer. Dans le second, 

nous nous sommes intéressés aux capacités de ces composés à inhiber la précipitation du 

peptide Aβ induite par les ions métalliques et à empêcher la production d'H2O2 due à Aβ 

en présence de CuII et d'un réducteur. 

 

I. Chélation des ions métalliques CuII et ZnII 
 

Nous avons tout d'abord voulu connaître les capacités des ligands polyquinoléine à 

chélater le CuII et le ZnII, qui sont les deux principaux ions métalliques retrouvés associés 

à Aβ dans la maladie d'Alzheimer. Pour cela, la stœchiométrie des complexes ion 

métallique (M) / ligand (L) formés et l'affinité des ligands pour ces ions métalliques ont 

été étudiés par spectrophotométrie UV-visible. 

 

Cette étude a été réalisée dans un mélange tampon Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; 

NaCl 150 mM / solvant organique. En effet, il nous a paru important de réaliser les études 

physicochimiques de complexation dans un milieu proche de celui utilisé pour les tests 

d'inhibition de la précipitation d'Aβ (tampon Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM). 

Un solvant organique (CH3OH, dioxane ou DMSO) a été ajouté pour les études de 

spectrophotométrie UV-visible afin d’avoir une bonne solubilité des ligands et des 

complexes métalliques aux concentrations utilisées dans ces expériences. 

 

I.1 Principe de l'étude par spectrophotométrie UV-visible 

I.1.1 Détermination de la stœchiométrie L / M 

La formation d'un complexe métallique se traduit par un changement du spectre 

d'absorption de l'ion métallique et du ligand. En particulier, l'analyse de la région du 

spectre UV-visible comprise entre 190 et 550 nm, qui correspond à des transitions au 

niveau des orbitales du ligand, permet de suivre des transitions électroniques au sein du 

ligand et entre le ligand et le métal (de type L → M et M → L) dues à la complexation de 

l'ion métallique. 
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Une titration du nombre de CuII ou de ZnII que peut chélater le ligand a été réalisée 

par spectroscopie UV-visible, en suivant la variation des spectres mesurés après chaque 

ajout de sel métallique. Le tracé des courbes A = f (nombre d'équivalents d'ions 

métalliques ajoutés) a été effectué à différentes longueurs d'ondes. Il permet la 

détermination de la stœchiométrie maximale L / M des complexes métalliques formés 

dans les conditions de l'expérience. De plus, la superposition des spectres UV-visible 

obtenus permet de rechercher la présence éventuelle de points isobestiques. Ces points 

indiquent la transformation d'une espèce (le ligand) en une autre espèce unique, ce qui 

signifie qu'un seul type de complexe métallique est formé. 

 

I.1.2 Estimation des constantes d'affinité par compétition 

Dans le cas des ligands polyquinoléine formant uniquement des complexes LM de 

stœchiométrie 1 / 1, l'étude des constantes d'affinité pour l'ion métallique M a pu être 

menée par spectrophotométrie UV-visible. Elle a été réalisée à l'aide d'expériences de 

compétition entre le ligand à étudier (Ls) et un chélateur compétiteur (Lc) pour la 

formation d'un complexe avec un ion métallique M (M = CuII ou ZnII pour cette étude). 
 

I.1.2.1 Choix des chélateurs compétiteurs (Lc) 

Les spectres d'absorption UV-visible des espèces Ls, Lc, MLs et MLc ont été 

réalisés. Nous avons vérifié que les ligands Ls et Lc et les complexes métalliques formés 

donnent des résultats en accord avec la loi de Beer-Lambert dans les conditions 

expérimentales utilisées, afin de pouvoir réaliser des quantifications à partir des spectres 

UV-visible.  

 

 Plusieurs critères ont été retenus pour sélectionner les chélateurs en vue de ces 

réactions de compétition avec les ligands polyquinoléine : 

- pour un équivalent de Lc et un équivalent d'ion métallique M, 100 % de Lc doit 

être transformé en complexe MLc dans les conditions de l'expérience, ce qui signifie que 

le solvant et / ou le tampon n'entrent pas en compétition avec Lc pour la métallation.    

- les spectres d'absorption UV-visible de Lc et MLc doivent permettre de quantifier, 

pour chaque expérience de compétition, une des espèces Ls, MLs, Lc ou MLc à une 

longueur d’onde du spectre UV-visible sans contamination des trois autres espèces. 
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- enfin, les ligands Lc ont été choisis en fonction de la valeur de leur constante 

d'affinité pour les ions métalliques CuII et ZnII à pH = 7,4. Nous avons cherché à disposer 

d'une gamme de compétiteurs dont les logarithmes décimaux des constantes de stabilité 

pour l’ion métallique M présentent des intervalles d'à peu près un ou deux log. 

 

La valeur de cette constante de stabilité K = [ML]/([M][L]) à pH = 7,4 est notée 

Kapp (pour constante apparente). Elle a été déterminée comme suit pour les compétiteurs : 

Les constantes de stabilité K sont issues de “The National Institute of Standards and 

Technology Standard Reference Data base 46” NIST (Critically Selected Stability 

Constants of Metal Complexes Database, version 4.0, U. S. Department of Commerce) et 

de la référence "Sillen and Martell, 1971". Elles ont été choisies pour une température de 

25 °C, une force ionique de 0,1-0,2 ν et un rapport molaire M / L de 1 / 1. Lorsque plus 

d’un complexe métallique peut se former entre l’ion métallique et le chélateur, le 

chélateur de compétition a seulement été sélectionné si le log K de son complexe 

métallique avec un rapport M / L de 1 / 1 est supérieur à ceux de tous les autres 

complexes possibles.  

D'autre part, le log K d’un chélateur pour un ion métallique varie avec le pH de la 

solution comme déterminé par les équations suivantes (Atwood et al., 2000) : 

log K app = log K- log α  (Eq. 1) 

où : 

α = [H+]n / (Ka1 × Ka2 × Ka3 × ... × Kan) + [H+]n-1 / (Ka1 × Ka2 × Ka3 × ... × Kan-1) + ...          

+ [H+] / Ka1 + 1 (Eq. 2) 
 

et Ka = 10x, où x = - pKa du chélateur (les valeurs Ka sont écrites dans un ordre 

décroissant des valeurs de pKa), n = n° de la valeur de pKa.  

 

Les valeurs de log Kapp ont été calculées selon ces deux équations, pour une valeur 

de pH = 7,4. 
 

I.1.2.2 Expériences de compétition 

Deux méthodes ont été employées pour les expériences de compétition entre le 

ligand à étudier Ls et le chélateur en compétition Lc pour un ion métallique M. 
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Méthode 1 : Les ligands Ls et Lc sont mis en solution en concentrations égales et 

l'ion métallique M est ajouté à la même stœchiométrie.  

Lorsque Ls, Lc et M sont utilisés dans un rapport 1 / 1 / 1, et que Ls forme avec l’ion 

métallique un complexe MLs et Lc forme avec l’ion métallique un complexe MLc, on peut 

écrire : 

 
où Kc est la valeur de Kapp pour le chélateur en compétition Lc, déterminée avec les 

équations 1 et 2. 

 

On peut en déduire qu’à l’équilibre :  

Ks    =    Kc (Eq. 5)
[MLc] [Ls]

[MLs] [Lc]

 
  

La concentration initiale C est la même pour Ls, Lc et M. Si les complexes MLs et 

MLc sont observés en même temps sur les spectres UV-visible et que log Kc > 6, on peut 

considérer que tout l’ion métallique est complexé sous les formes MLs ou MLc et qu’à 

l’équilibre : 

[MLs] + [MLc] = C = [MLs] + [Ls] = [MLc] + [Lc] 

 

La concentration [MLs] = x % de C étant mesurée sur les spectres UV-visible, on en 

déduit les concentrations [Ls] = (1 - x) % de C, [MLc] = (1 - x) % de C et [Lc] = x % de C 

et : 

Ks    =    Kc
x2

(1- x)2
(Eq. 6)

 
 

Cette méthode présente une limite : le tracé théorique a montré que l'équation 6 

n'est pas exploitable pour des valeurs de x telles que x < 10 % ou x > 90%, pour 

lesquelles une faible variation de la valeur expérimentale cause une grande variation de 

l'estimation de Ks. 

 

Ls + M MLs

Ks
Ks =

[MLs]

[Ls] [M]
(Eq. 3)

Lc + M MLc

Kc
Kc =

[MLc]

[Lc] [M]
(Eq. 4)



Chapitre IV.  Ligands polyquinoléine – Propriétés de chélation et études sur Aβ 
 

 173

Méthode 2 : Les valeurs obtenues par la méthode 1 peuvent être affinées selon une 

deuxième méthode, plus longue mais plus précise. Les expériences sont alors réalisées 

avec Ls et M dans un rapport 1 / 1 mais avec différentes stœchiométries de Lc.  

Pour une concentration initiale C = [Ls] = [M], la concentration de ligand 

compétiteur [Lc] = y % de C qui, à l’équilibre, permet d’obtenir le rapport de 

concentration [MLs] / [Ls] = 1 et donc pour laquelle les concentrations [MLs] = [Ls] = 50 

% de C est déduite du tracé des courbes A = f (nombre d'équivalents de Lc ajoutés).  

 

Dans ces conditions [MLs] = [MLc]; [MLc] + [Lc]= Y, y ≥ 50 et : 

 

Ks    =    Kc
y - 50

50
(Eq. 7)

 
 

 Il est important pour cette méthode de choisir un compétiteur Lc possédant une 

valeur de Kc la plus proche possible de la valeur de Ks déterminée par la méthode 1. En 

effet, si Kc << Ks, il faudra ajouter un large excès de Lc pour atteindre la valeur [MLs] = 

[Ls] = 0,5 C et si Kc >> Ks, une faible erreur expérimentale sur la valeur de y aura un effet 

majeur sur l'estimation de Ks. 

 

Enfin, lorsque log Ks ≤ 6, ces équations ne peuvent pas être utilisées car les 

pourcentages d’ion métallique libre en solution ou chélaté par le solvant et / ou le tampon 

ne sont pas négligeables.  

 

I.2  Exemple : cas du ligand CT2 

I.2.1 Stœchiométrie L / CuII 

La stœchiométrie de CT2 pour CuII a été déterminée spectrophotométriquement 

lors de la titration de l’ion métallique (Fig. 1).  

Le ligand CT2 a été solubilisé dans un mélange Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 

150 mM / CH3OH (1 / 1). Des aliquots de CuCl2 ont été ajoutés en solution concentrée, 

afin de n’induire que des variations négligeables de volume. Après chaque addition, des 

changements des spectres d’absorption sont immédiatement observés et sont stables entre 

deux additions, ce qui est en accord avec un processus rapide de complexation.   
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Fig. 1. Superposition des spectres UV-visible obtenus lors de la titration de CuII par le ligand 
CT2. Les spectres de titration sont obtenus avec 15 µM de CT2 et différents rapports de CuCl2 
dans du Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM / CH3OH (1/1). La direction des flèches noires 
indique les variations observées sur les spectres lorsque le rapport CuII / CT2 augmente. Les 
flèches rouges indiquent la position des points isobestiques. 

 

Dans cet exemple, on peut remarquer que pour un rapport M/L augmentant de 0 à 

1, la transition π → π*, centrée à 251 nm pour le ligand libre, est déplacée vers une 

énergie plus basse lors de la complexation. On peut également noter l'apparition 

concomitante d’une bande d’absorption dans la région visible du spectre (λmax à 383 nm) 

qui est probablement due à une transition MLCT. Pour des rapports M/L supérieurs, 

aucun changement supplémentaire dans les spectres d’absorption UV-visible n’est 

observé.  

On peut également remarquer la présence de points isobestiques lors de la 

superposition des spectres UV-visible, en accord avec la transformation du ligand en un 

seul type de complexe. 

 

Le tracé de l'absorbance à différentes longueurs d'onde (λ = 383, 302, 265, 254 et 

251 nm) en fonction du nombre d'équivalents de CuCl2 ajouté a été réalisé (Fig. 2, λ = 

383 nm).  

Pour ces valeurs de longueur d'onde, un plateau est atteint à partir d'un équivalent 

de CuCl2 ajouté, indiquant la capacité du ligand CT2 à former un seul type de 

complexe de CuII avec une stœchiométrie L / Cu de 1 / 1. 
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Fig. 2. Variation de l'absorbance à 383 nm en fonction du nombre d'équivalents de CuCl2 ajouté 
sur une solution 15 µM de CT2 dans du Tris·HCl 20 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM /CH3OH (1/1).   

 

 

I.2.2 Constantes d'affinité pour le CuII 

Dans le cas du ligand CT2 (Ls), qui forme uniquement un complexe de 

stœchiométrie 1 / 1 avec le CuII, des expériences complémentaires de compétition ont pu 

être menées afin d'estimer sa constante d'affinité pour cet ion métallique. Le compétiteur 

(Lc) utilisé est l'EDTA, qui possède une valeur de log Kapp = 15,9 pour le CuII à pH = 7,4.  

Le suivi de la réaction de compétition a été effectué au niveau de la bande 

d'absorption du complexe CT2-CuII (MLs) de λmax = 383 nm, qui est une zone pour 

laquelle ni le ligand (Ls), ni l'EDTA (Lc) et son complexe de CuII (MLc) n'absorbent (Fig. 

3). 
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Fig. 3. Spectres UV-visible de CT2, CT2 + CuCl2 , CT2 + EDTA+ CuCl2 , EDTA et EDTA+ 
CuCl2  à 15 µM dans le mélange Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM / CH3OH (1/1).  
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Selon la méthode 1, le ligand CT2 et le compétiteur EDTA ont été solubilisés dans 

un mélange Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM / CH3OH à une concentration de 

15 µM. Du CuCl2 est alors ajouté, avec une concentration finale de 15 µM également. Le 

pourcentage d'espèce CT2-CuII (MLs) à l'équilibre peut alors être déterminé à 383 nm : il 

est ici égal à 50 % de l'espèce CT2 (Ls) introduite (Fig. 3).  

L'équation 6 nous permet alors de calculer le log Kapp de CT2 pour le CuII : log Kapp 

(CuII) = 15,9.  

 

La même étude a été réalisée avec des compétiteurs possédant des constantes 

d'affinités pour le CuII plus faibles et plus fortes que celles de l'EDTA, afin de valider ce 

résultat. Des valeurs analogues de Kapp (CuII) ont été retrouvées pour CT2 (Tableau 1) et 

permettent de confirmer l'ordre de grandeur de la valeur du log Kapp déterminée 

précédemment. Ces résultats permettent également de valider la méthode employée. 

 

Compétiteur Lc log Kapp Lc (CuII)  % MLs à 
l'équilibre log Kapp Ls (CuII) 

EDDA 13,9  100 > 14,9 

EDTA 15,9  50 15,9 

Trien 16,0  30 15,3 

CDTA 17,1  15 15,6 

Tetren 17,9  0 < 16,9 
 
Tableau 1. Valeurs de log Kapp de CT2 pour le CuII (log Kapp Ls (CuII)) d'après des expériences de 
compétition avec différents compétiteurs Lc pour un rapport Ls / Lc / M de 1 / 1 / 1 et une 
concentration de 15 µM. EDDA : acide éthylènediamine-N,N'-diacétique, EDTA : acide éthylène-
diaminetétraacétique, Trien : triéthylènetétramine, CDTA, acide trans-1,2-diaminocyclohexane-
N,N,N',N'-tétraacétique, Tetren : tétraéthylènepentamine. 
 

La méthode 2 a ensuite été appliquée dans le but d'affiner cette valeur. Elle 

consiste à métaller le ligand CT2 en présence d'un équivalent de CuCl2, à une 

concentration de 15 µM, dans le mélange Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM / 

CH3OH (1 / 1). Un compétiteur de log Kapp proche de celui déterminé pour CT2 dans la 

première série d'expérience, l'EDTA, est alors ajouté par aliquots en solution concentrée, 

afin de n’induire que des variations négligeables de volume. 

Le tracé de l'absorbance à 383 nm en fonction du nombre d'équivalents d'EDTA 

ajouté permet de déterminer le nombre d'équivalents d'EDTA nécessaires pour avoir 50 
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% de CT2 métallé à l'équilibre (Amax / 2) (Fig. 4), et par conséquent 50 % d'EDTA 

également métallé. 

L'équation 7 nous permet de calculer le log Kapp de CT2 pour le CuII, avec Amax / 2 

obtenu pour 1,0 équivalent d'EDTA, soit y = 100 %. On obtient log Kapp (CuII) = 15,9. 
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Fig. 4. Réaction de compétition pour la complexation de CuCl2 par le ligand CT2 et l'EDTA. Les 
spectres UV-visible sont obtenus avec 15 µM de CT2 et de CuCl2 et différents rapports d'EDTA 
dans du Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM / CH3OH (1/1). La direction des flèches 
indique les variations observées sur les spectres lorsque le rapport EDTA / CT2 augmente.  

 
 

Suite à ces études, nous pouvons proposer une valeur de log Kapp de CT2 pour le 

CuII de 15,9 ± 1. Il faut noter que cette valeur expérimentale ne donne qu'un ordre de 

grandeur de la valeur de log Kapp dans le milieu étudié (indiqué par l'incertitude de ± 1 

unité de log). En effet, des erreurs expérimentales, mais également des variations dans la 

littérature concernant les valeurs de pka et de Kaff des compétiteurs (et donc de Kc), 

notamment en fonction du solvant, peuvent moduler les résultats obtenus.  

 

I.3 Résultats  

L'étude de la complexation de CuII et le ZnII a été réalisée pour les ligands 

polyquinoléine, dans le milieu Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM / solvant 

organique et a été suivie par spectrophotométrie UV-visible (Tableau 2).  
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La stœchiométrie des complexes L / M observée en UV-visible a été confirmée par 

spectrométrie de masse sur des complexes préparés en solvant organique et, pour 

quelques exemples, par microanalyse (pour les complexes de CuII de CT2, CT5, CT6, 

CT8, CT11 et CT12). Des expériences complémentaires ont montré que ces complexes 

formés en solvant organique et redissous dans le mélange Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; 

NaCl 150 mM / solvant organique adéquat avaient les mêmes spectres UV-visible que 

ceux obtenus durant les expériences de titration pour la même stœchiométrie M / L. 

 

Dans le cas des ligands formant uniquement des complexes métalliques de 

stœchiométrie L / M de 1 / 1, l'étude de l'affinité des ligands pour les ions métalliques a 

également été menée (Tableau 2). La méthode 1 (Ls / Lc / M dans un rapport 1 / 1 / 1) a 

été utilisée avec le compétiteur EDTA, et a été vérifiée pour les composés CT2, CT6, 

CT12 et CT13 avec d'autres compétiteurs de log Kapp différents. La méthode 2 (ajout 

d'aliquots d'EDTA sur une solution de Ls / M dans un rapport 1 / 1), plus longue mais 

plus précise, a été appliquée aux composés CT2, CT6, CT8, CT11 et CT12 afin de 

confirmer les valeurs obtenues.  

 

 

L'analyse UV-visible de complexation de CuII et ZnII par les ligands CT1, CT5 et 

CT7, comportant un bras méthylène entre les positions C2 de deux 8-hydroxyquinoléine 

n'a pas pu être menée, les résultats observés évoluant au cours du temps. Une analyse par 

spectrométrie de masse des complexes métalliques générés en présence d'un équivalent 

de ligand et d'un équivalent de sel métallique a toutefois permis de mettre en évidence 

l'unique présence de complexes de type LM pour ces trois ligands et ces deux ions 

métalliques. 

Enfin, le composé CT10 n'a pas été étudié car la présence de trois entités 8-

hydroxyquinoléine est susceptible de favoriser la formation de plusieurs complexes avec 

des ratios L / M différents.  
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        CuII                    ZnII 

 Complexe observé log Kapp Complexe observé log Kapp 

CT2 LCuII a, b (f) 15,9 + 1 c LZnII  a, b (f) 13,3 + 1 c 

CT3 LCuII a, b (f) 15,7 + 1 d LZnII  a, b (f) 13,9 + 1 d 

CT4 LCuII a, b (f) 16,6 + 1 d LZnII  a, b (f) 14,4 + 1 d 

CT6 LCuII a, b (g) 15,4 + 1 c LZnII  a, b (h) 12,5 + 1 d 

CT8 LCuII a, b (f) 16,0 + 1 c LZnII  a, b (f) 13,9 + 1 d 

CT9 LCuII a, b (f) 15,7 + 1 d LZnII  a, b (f) 13,5 + 1 d 

CT11 LCuII a, b (g) 15,4 + 1 c LZnII  a, b (h)   13,0 + 1 d 

CT12 LCuII  a, b (e) 15,7 + 1 c LZnII  a, b (e) 14,2 + 1 d 

CT13 LCuII a, b (f) 16,0 + 1 d LZnII  a, b (f) 13,2 + 1 d 

CT14 Multi-espèces b (e) - LZnII  a 

Stabilisation 10 eq. ZnII b (e) < 6 

CT15 LCuII  a, b (f) 15,2 + 1 d LZnII  a, b (f) 12,8 + 1 d 

CT16 LCuII a, b (f) 15,2 + 1 d Stabilisation 200 eq. ZnII b (f) - 

CT17 LCuII a, b (e) 16,0 + 1 d LZnII a 
Stabilisation 100 eq. ZnII b (e) ≈ 6 

CT18 Pas de métallation a, b (f) - Pas de métallation a, b (f) - 

CT19 LCuII a 

Multi-espèces b (e) - Pas de métallation a, b (e) - 

CT20 LCuII  a 

Multi-espèces b (f) - Stabilisation 1000 eq. ZnII b (f) - 

CT21 LCuII  a, b (f) 14,7 + 1 d Stabilisation 200 eq. ZnII b (f) - 

8-hydroxy 
quinoléine i  

LCuII 
L2CuII 

  

 

12,0 (K1) 
11,0 (K2) 

  

9,8 (Kapp) 

LZnII 
L2ZnII 

  

 

8,5 (K1) 
7,3 (K2) 

  

 6,3 (Kapp) 

2-Me-8-hydroxy 
quinoléine i 

LCuII 
L2CuII 

 

  

11,0 (K1) 
7,7 (K2) 

  

9,3 (Kapp) 

LZnII 
L2ZnII 

 

  

9,1 (K1) 
8,8 (K2) 

   

6,4 (Kapp) 

8-amino 
quinoléine i  

LCuII 
L2CuII 

  

 

6,1 (K1) 
4,7 (K2) 

 

 6,1 (Kapp)

LZnII 
L2ZnII 

  

 

2,4 (K1)  
- 
  

 2,4 (Kapp) 
 

Tableau 2 : Espèces formées lors des réactions de titration avec CuCl2 ou ZnCl2 et constantes 
d’affinité apparentes des différents ligands pour les ions CuII ou ZnII à pH = 7,4, dans le milieu 
tampon Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM / solvant organique.    
 a. complexe métallique observé par spectrométrie de masse. b. stœchiométrie L / M observée par 
titration en UV-visible, la valeur entre parenthèse correspondant au milieu utilisé. c. d'après 
l'équation 7 (méthode 2). d. d'après l'équation 6 (méthode 1). e. Tampon / DMSO (2/8).                 
f. Tampon / CH3OH (1/1). g. Tampon / dioxane (1/1). h. Tampon / dioxane (2/8). i. d'après la 
référence "Sillen and Martell, 1971". 

 



Chapitre IV.  Ligands polyquinoléine – Propriétés de chélation et études sur Aβ 
 

 180

Plusieurs familles de composés apparaissent à l'issue de cette étude : 

 

a.     Ligands bisquinoléine substitués en position 8 par une fonction hydroxyle (CT1 

à CT9, CT11 à CT15) : ces ligands présentent de fortes affinités pour le CuII et le ZnII. 

 

Excepté pour CT14, ces ligands forment avec les ions métalliques CuII et ZnII un 

seul type de complexe, de stœchiométrie L / M : 1 / 1, qui a été confirmée par la présence 

de points isobestiques en spectroscopie UV-visible et par spectrométrie de masse.  

Les valeurs de log Kapp sont de l'ordre de 15-17 pour le CuII et 12,5-14,5 pour le 

ZnII. Comme attendu d'après le tableau 2 du chapitre III, les substitutions en positions 5 et 

7 du cycle quinoléine par des groupements chlore, iode ou méthoxy n'ont qu'une 

influence modérée sur la chélation (comparer CT2 et son analogue chloré CT6, CT8 et 

ses analogues chloré CT11, chloré et iodé CT12 ou méthoxy CT13). La variation la plus 

nette est amenée par l'introduction d'un groupement chlore en position 5 du noyau 

quinoléine, qui entraîne une diminution de la stabilité des complexes étudiés.  

La nature du bras de jonction induit des variations plus grandes concernant l'affinité 

pour les ions métalliques. Ainsi, pour un bras de jonction à un chaînon, les constantes 

d'affinité pour les deux ions métalliques étudiés varient fortement selon l'ordre : CT15 

(amine) < CT2 (alkyle) < CT4 (cétone).  

La nature du bras de jonction semble même pouvoir entraîner des variations dans la 

nature du complexe formé. Ainsi, pour un bras de jonction à deux chaînons, le ligand 

CT8 forme des complexes de type LCuII et LZnII de stœchiométrie L / M : 1 / 1, alors que 

le composé CT14 comportant un lien amide n'a pas présenté, lors de la titration, de valeur 

nette de stabilisation des spectres UV-visible pour cette stœchiométrie. Des valeurs de 

stabilisation dépendant de la longueur d'onde étudiée semblent indiquer que plusieurs 

types de complexes métalliques peuvent se former. Toutefois, toutes ces espèces ne 

semblent pas avoir une stabilité comparable. En effet, seul le complexe CT14-ZnII de 

stœchiométrie L / M : 1 / 1 a pu être détecté par spectrométrie de masse, ce qui est en 

accord avec une plus grande stabilité de ce complexe par rapport aux autres espèces que 

CT14 peut former avec ZnII. 

Enfin, dans cette série, la longueur du bras de jonction semble avoir peu d'influence 

sur l'affinitié pour les ions métalliques étudiés. Ainsi, pour un bras alkyle non substitué, 

CT8 (avec un bras éthyle) présente des constantes d'affinité pour CuII et ZnII voisines de 

celles de CT9 (comportant un bras butyle). Dans le cas de CT1 (bras méthyle), ces 
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valeurs n'ont pu être déterminées mais l'analyse des constantes d'affinité du ligand CT2 

(bras alkyle ramifié à un chaînon) pour le CuII et le ZnII semble en accord avec une 

stabilité comparable des complexes formés avec ces ions métalliques.  

 

Ces valeurs de constantes d'affinité pour le CuII et le ZnII sont relativement 

élevées et sont plus fortes que pour le monomère parent 8-hydroxyquinoléine. La 

stratégie bi-chélateur favorise ainsi les complexes de stœchiométrie L / M : 1/ 1, en 

accord avec ce que l'on peut attendre si les deux résidus quinoléine du bi-chélateur 

chélatent le même ion métallique. Cette stratégie permet également d'améliorer de 

façon notoire l'affinité pour les ions métalliques CuII et ZnII. 

  

b.   Ligands bisquinoléine comportant un (ou deux) résidus amine en position 8 

(CT16, CT17, CT20 et CT21) : ces ligands ont une forte affinité pour le CuII (avec des 

valeurs de log Kapp comprises entre 14,5 et 16) mais ils complexent faiblement le ZnII. 

  

Les complexes de CuII de ces ligands sont de type LCuII, sauf dans le cas du 

composé CT20. Pour ce dernier, plusieurs stœchiométries de stabilisation ont été 

observées en fonction de la longueur d'onde étudiée lors des expériences de titration en 

présence de CuCl2. Une analyse de modèles moléculaires a mis en évidence que dans le 

cas de CT20, la longueur du bras de jonction était trop courte pour permettre la chélation 

du CuII par les quatre azotes d'un même ligand, ce qui pourrait favoriser l'existence 

d'espèces comportant plusieurs ligands autour d'un même CuII. Toutefois, l'analyse par 

spectrométrie de masse des espèces formées a clairement mis en évidence la présence 

prépondérante de l'espèce CT20-CuII de stœchiométrie L / M : 1 / 1.  

Dans le cas des titrations en présence de ZnII, les variations des spectres UV-visible 

sont en accord avec une complexation de l'ion métallique mais celle-ci se fait 

difficilement. En effet, la stabilisation n'a été observée que pour de larges excès de ZnCl2 

(de 100 à 1000 équivalents par rapport au ligand étudié). Une estimation de la constante 

d'affinité pour ZnII du ligand CT17, qui a montré par spectrométrie de masse la formation 

d'un complexe de type LZn en présence de ZnCl2 dans du méthanol, a toutefois pu être 

réalisée. En effet, nous avons pu observer par spectroscopie UV-visible que la 2,2’-

bipyridine (log Kapp (ZnII) ≈ 5) et la 1,10-phénanthroline (log Kapp (ZnII) = 6,3) 

présentaient dans les mêmes conditions de solvant des stabilisations de leurs spectres de 

complexation pour 250 et 50 équivalents de ZnCl2, respectivement. Le ligand CT17 



Chapitre IV.  Ligands polyquinoléine – Propriétés de chélation et études sur Aβ 
 

 182

(stabilisation à 100 équivalents de ZnCl2) a donc une affinité intermédiaire de l'ordre de 

log Kapp (ZnII) ≈ 6. Des phénomènes de compétition de chélation avec le tampon Tris ou 

le DMSO présents dans le milieu peuvent expliquer l'apparition tardive de spectres de 

complexation lors des titrations. 

 

Ici encore, on peut conclure que dans le cas du CuII, la stratégie bi-chélateur 

permet d'améliorer efficacement la chélation.  

Un second point intéressant est à noter : les dérivés bis-8-aminoquinoléine sont, 

comme leur équivalent monomérique, sélectifs du CuII par rapport au ZnII. 

 

c.      Ligand CT19 : 

Ce ligand, comportant un lien amide à deux chaînons entre les positions 8 de deux 

quinoléine, a montré lors des expériences de titration par CuCl2 une affinité pour cet ion 

métallique sans toutefois qu'une espèce de stœchiométrie claire ait pu être caractérisée. 

Cependant, lorsque le ligand CT19 a été mis en présence d'un équivalent de CuCl2 en 

milieu organique, le complexe CT19-CuII a pu être observé par spectrométrie de masse, 

ce qui indique qu'une telle espèce peut se former.  

D'autre part, aucune chélation du ZnII n'a pu être mise en évidence par spectroscopie 

UV-visible, ni par spectrométrie de masse.  

 

d.      Ligand CT18 :  

Ce ligand ne possède pas de résidus chélatants en position 8. Il n'a présenté aucune 

capacité à chélater les ions métalliques CuII et ZnII dans les conditions d'analyse utilisées 

(spectroscopie UV-visible et spectrométrie de masse).  

 

Remarque 

Afin d'obtenir une bonne solubilité des ligands et de leurs complexes métalliques, 

les valeurs de log Kapp ont été déterminées dans des milieux différents. Nous avons voulu 

vérifier que ces valeurs pouvaient être comparées entre elles. Pour cela, nous avons 

déterminé les valeurs des constantes d'affinité de CT2 pour CuII et ZnII dans les différents 

milieux utilisés (Tableau 3). 

 Le log Ks varie peu suivant la composition des milieux étudiés. Les valeurs 

déterminées dans ces milieux différents sont donc comparables. 
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M Solvant % MLs log Kapp 
a 

 Tampon / CH3OH (1 / 1) 50 15,9 
CuII Tampon / dioxane (1 / 1) 45 15,7 

 Tampon / DMSO (2 / 8) 55 16,1 
 Tampon / CH3OH (1 / 1) 30 13,0 

ZnII Tampon / dioxane (2 / 8) 33 13,1 
 Tampon / DMSO (2 / 8) 35 13,1 
 CH3OH 40 13,3 

 
Tableau 3. Comparaison des réactions de compétition entre le ligand CT2 (Ls), CuCl2 ou ZnCl2 
(M) et le compétiteur EDTA (Lc) dans un rapport 1 / 1 / 1 à 15 µM dans les différents solvants 
utilisés pour la détermination des constantes d’affinité apparentes (Kapp) pour CuII et ZnII. Le 
pourcentage de l’espèce MLs à l’équilibre est indiqué. a. d’après l’équation 6. 

 

II. Etudes in vitro sur le peptide Aβ 

Les ions métalliques participent à l'agrégation du peptide Aβ dans le cerveau et à 

sa toxicité via la génération d’espèces réactives de l’oxygène. Nous avons donc cherché à 

évaluer la capacité des chélateurs synthétisés à empêcher la précipitation d'Aβ due aux 

ions métalliques et à inhiber la production d'H2O2 réalisée par Aβ en présence de CuII et 

de réducteur.  

 

Nous avons choisi de mener les expériences sur la forme Aβ42, qui est la plus 

affine pour les ions métalliques et la plus amylogène. Ceci permet de se placer dans des 

conditions qui se rapprochent des pires conditions observées pour les agrégats amyloïdes 

dans l'environnement physiologique. Nous pensons ainsi pouvoir tirer des conclusions 

plus instructives concernant les effets des ligands sur les peptides Aβ impliqués dans la 

maladie d'Alzheimer.  

 

Les ligands polyquinoléine testés ont été comparés à leurs équivalents 

monoquinoléine 8-hydroxyquinoléine et 8-aminoquinoléine. La 2-méthyl-8-

hydroxyquinoléine a également été choisie pour comparaison puisqu'elle possède un 

groupement méthyl en position 2 qui peut modéliser le bras de jonction alkyle introduit 

en position 2 sur plusieurs dérivés polyquinoléine. Enfin, les tests ont également été 

réalisés sur le clioquinol et sur le composé bis-8-hydroxyquinoléine CT15, qui se sont 

tous deux révélés actifs sur Aβ (Barnham et al., 2004; Cherny et al., 2001). 
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II.1 Capacité des ligands à inhiber la précipitation d'Aβ induite 

par les ions métalliques  

II.1.1 Description du test 

Le but de cette étude est d'étudier la capacité des ligands à inhiber l'agrégation d'Aβ 

induite par les ions métalliques. Cette agrégation est caractérisée par une précipitation du 

peptide à la suite d'une étape de centrifugation.  
 

II.1.1.1  Conditions  

Le protocole a été établi à partir des travaux d'Atwood et al., qui ont étudié, pour 

le chélateur EDTA, l'inhibition de la précipitation d'Aβ42 en présence de CuCl2 (Atwood 

et al., 2000). Le peptide Aβ42 (5 µM) a été incubé dans le tampon 20 mM Tris·HCl (pH = 

7,4), 150 mM NaCl, en présence de CuII (20 µM) pendant une heure à 37 °C afin d'induire 

son agrégation.  Le chélateur EDTA (200 µM) a été ajouté au milieu réactionnel pendant 

une heure puis, après une étape de centrifugation, le taux de protéine dans le surnageant a 

été dosé pour déterminer la solubilité d'Aβ. Dans ces conditions, les auteurs ont observé 

que le taux d'Aβ42 soluble (dans le surnageant) était de 15 % en absence de chélateur et 

de 88 % en présence d'EDTA.  

Dans ces conditions, et pour une incubation de 2 heures à 37 °C, 4 équivalents de 

CuII par Aβ semblent suffisants pour induire une précipitation forte d'Aβ42 et 10 

équivalents d'EDTA par CuII permettent une inhibition efficace de cette agrégation.  

 

Ces conditions nous ont paru intéressantes et ont donc été retenues pour l'étude 

des chélateurs synthétisés. Le choix du tampon est très important, sa nature, la présence 

de sels, la force ionique et le pH influençant considérablement la précipitation d'Aβ 

(Atwood et al., 1998; Huang et al., 1997; Raman et al., 2005). L'avantage du tampon 

Tris·HCl, qui est un tampon couramment utilisé, est d'être accessible sous forme très 

pure, peu contaminée par les ions métalliques. Enfin, une valeur de pH = 7,4, qui 

correspond au pH physiologique, a été utilisée. 
 

II.1.1.2  Choix du réactif de quantification en protéine 

La quantification de la concentration en protéine a été réalisée à l'aide d'un kit 

Micro BCA Protein Assays (Pierce) à partir de gammes étalon réalisées avec des 

quantités connues d’albumine de sérum bovin (BSA) (Smith et al., 1985).  
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Les composants du réactif de détection sont l'acide bicinchonique (BCA) et du 

CuII en milieu alcalin. Le principe du test repose sur la réaction de réduction du CuII en 

CuI par les protéines en milieu alcalin. Le CuI formé est alors chélaté par 2 ligands BCA, 

produisant un complexe qui absorbe à 562 nm et peut être détecté par spectrophotométrie 

à cette longueur d'onde (Schéma 1).  
 

Protéine + Cu2+ OH-
Cu+

Cu+ +  2 Cu+

λmax = 562 nm

NN

CO2O2C

NN

CO2O2C

NN

CO2O2C

BCA

 
Schéma 1. Réactions conduisant à la détection colorimétrique des protéines par le BCA. 

 

Ce test colorimétrique possède plusieurs avantages, puisqu'il est :  

- quantitatif, sensible (détection à partir de 0,02 µM Aβ) et linéaire dans la gamme 

de concentration de protéine étudiée (jusqu'à 6 µM Aβ),  

- peu dépendant de la séquence de la protéine, puisque ce sont les liens 

peptidiques qui réagissent lors du dosage et non les résidus, de nature variable, des acides 

aminés. L'étalonnage réalisé sur la BSA est donc applicable à Aβ, 

- compatible avec l'utilisation de CuII et de chélateurs d'ions métalliques aux 

concentrations de l'étude. 

 

Des contrôles avec une quantité connue de protéine BSA (non agrégeante), en 

présence de CuII, de ligands ou de ligands + CuII ont montré que la quantification du taux 

de protéine était correcte dans les conditions expérimentales utilisées. Ils ont également 

permis de vérifier que la précipitation observée pour Aβ était sélective de cette protéine 

puisqu'aucun effet sur la solubilité de BSA n'a été observé lors de ces contrôles.  
 

II.1.1.3  Optimisation du test 

La faible solubilité des composés synthétisés en solution aqueuse a nécessité 

l'emploi de DMSO pour la préparation de solutions concentrées de ligands. Les 

expériences ont alors été réalisées dans le milieu final 20 mM Tris·HCl (pH = 7,4), 150 
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mM NaCl + 9 % DMSO. Il faut noter que l'ajout de DMSO améliore la solubilité d'Aβ en 

diminuant la proportion de structures en feuillets-β favorables à l'agrégation du peptide 

(Huang et al., 1997).  

Le test Micro BCA étant sensible à la présence de DMSO, les gammes étalons à 

partir de la BSA et les expériences menées en absence de ligands ont été réalisées avec 9 

% de DMSO de manière à pouvoir comparer les résultats entre eux. 

 

D'autre part, les premiers essais réalisés avaient montré une absence de 

reproductibilité des résultats. Ce problème a été résolu en réalisant l'incubation sous 

agitation (1 400 t/min), de manière à favoriser le contact entre les différentes espèces en 

présence dans le milieu réactionnel, en particulier entre les chélateurs et les complexes 

métalliques d'Aβ.   

 

II.1.2 Quantification de la précipitation d'Aβ par les ions métalliques 

II.1.2.1  Précipitation d'Aβ par les ions CuII, ZnII et FeIII 

Nous avons dans un premier temps cherché à déterminer les taux de précipitation 

d'Aβ42 (5 µM) en présence d'ions métalliques (20 µM) dans les conditions expérimentales 

mises en œuvre.  

Les résultats (Tableau 4) ont été indiqués en pourcentage d'Aβ soluble, car nous 

nous intéresserons par la suite à la solubilisation d'Aβ par les ligands. Toutefois, le taux 

d'Aβ précipité peut être facilement déduit : dans toutes les expériences, la somme des 

pourcentages d'Aβ soluble et précipité est de l'ordre de 100 %. 

 
 % Aβ soluble 

Aβ Aβ + CuII Aβ + ZnII Aβ + FeIII 

55 ± 4 18 ± 2 29 ± 3 47 ± 2 
 

Tableau 4. Pourcentage d'Aβ42 soluble en absence ou en présence d'ions métalliques. 
Aβ42 (5 µM) est incubé 2 heures à 37 °C dans du tampon 20 mM Tris·HCl (pH = 7,4), 150 mM 
NaCl + 9 % DMSO en absence ou en présence de CuII, ZnII ou FeIII (20 µM). Les quantités d'Aβ42 
soluble et précipité sont déterminées à l’aide d’un kit Micro BCA Protein Assays. 

 

Dans les conditions utilisées, Aβ42 précipite partiellement, et seul 55 % de l'Aβ est 

retrouvé en solution après deux heures d'incubation à 37 °C. Cet effet peut être attribué à 

des traces de contaminants métalliques dans les solvants (malgré un passage sur résine 
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chélex pour piéger les ions métalliques) et / ou à la capacité du peptide à adopter 

spontanément des structures favorisant sa précipitation.  

Le CuII, et dans une moindre mesure le ZnII, accentuent fortement la précipitation 

du peptide, ne laissant respectivement que 18 et 29 % de l'Aβ en solution. Le FeIII, par 

contre, n'a qu'une faible influence sur la précipitation d'Aβ. 
  

II.1.2.2  Analyse de la précipitation d'Aβ en fonction du rapport CuII / Aβ 

Nous nous sommes intéressés plus particulièrement au CuII, qui précipite 

fortement Aβ, et avons cherché analyser cette précipitation en fonction du ratio CuII / Aβ.  

Le peptide Aβ42 (5µM) a été incubé 2 heures à 37 °C dans le tampon de réaction 

en présence de quantités variables de CuCl2 (Fig. 5). En absence de CuII, 45 % de l'Aβ42 

est précipité dans les conditions expérimentales utilisées.  

L’agrégation augmente quand le rapport CuII / Aβ1-42 augmente jusqu’à 2,5 

CuII par Aβ42 puis se stabilise pour une valeur de l'ordre de 80 % de peptide agrégé. 

Nous retrouvons ici la stœchiométrie maximale de 2,5 ions CuII coordinés à Aβ42 qui a 

été proposée par Atwood et al. à pH = 7,4 (Atwood et al., 2000). 
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Fig. 5. Variation du pourcentage d'Aβ42 soluble en fonction de la stœchiométrie Aβ/CuII.  
Aβ42 (5 µM) est incubé 2 heures à 37 °C dans du tampon 20 mM Tris·HCl (pH = 7,4), 150 mM 
NaCl + 9 % DMSO en présence de quantités variables de CuCl2. Les quantités d'Aβ42 soluble et 
précipité sont déterminées à l’aide d’un kit Micro BCA Protein Assays. 

 

Les conditions utilisées dans les tests, soit Aβ42 (5 µM) en présence de 4 

équivalents de CuCl2, sont donc suffisantes pour induire le maximum de précipitation 

d'Aβ. De plus, la forte valeur de précipitation observée est intéressante car elle offre une 

large plage d'étude pour le phénomène d'inhibition de cette précipitation par les ligands. 
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II.1.3 Inhibition de la précipitation d'Aβ par l'ajout de ligands 

Nous avons alors étudié l'effet des chélateurs polyquinoléine sur la solubilisation 

d'Aβ42 (Tableau 5).  
 

 % Aβ soluble 
 

 sans métal CuCl2 ZnCl2 FeCl3 
sans ligand 55 ± 4 18 ± 2 29 ± 3 47 ± 2 

CT1 63 ± 4 60 ± 5 63 61 

CT2 56 47 ± 3 59 60 

CT3 60 51 ±1 50 52 

CT4 56 58 ± 3 54 51 

CT5 66 45 ± 5 57 58 

CT6 55 30 49 45 

CT7 53 48 ± 3 50 44 ± 6 

CT8 59 35 60 40 

CT9 52 42 43 43 

CT10 48 48 45 43 

CT11 59 36 58 41 

CT12 36 19 47 38 

CT13 63 ± 3 38 ± 4 42 ± 4 38 

CT14 66 46 ± 3 62 ± 5 49 

CT15 74 48 ± 3 49 49 

CT16 73 60 ± 4 58 ± 4 62 

CT17 69 69 ± 2 52 59 

CT18 72 35 23 42 

CT19 64 21 21 38 

CT20 79 ± 3 45 ± 3 65 51 

CT21 71 ± 2 55 ± 3 57 66 

8-hydroxyquinoléine 85 70 ± 3 88 80 
2-méthyl- 

8-hydroxyquinoléine 69 52 62 51 

clioquinol 63 55 ± 3 37 51 

8-aminoquinoléine 66 ± 3 40 67 58 
 
Tableau 5. Analyse de la solubilisation par les ligands (200 µM) d'Aβ42 (5 µM) agrégé en 
absence ou en présence d’ions métalliques (CuII, ZnII ou FeIII, 20 µM) dans du tampon 20 mM 
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Tris·HCl (pH = 7,4), 150 mM NaCl + 9 % DMSO. Les quantités d'Aβ42 soluble et précipité sont 
déterminées à l’aide d’un kit Micro BCA Protein Assays. 
 

 

Le peptide Aβ42 (5 µM) a été précipité par incubation dans le tampon de réaction, 

en présence (ou en absence) d'ions métalliques (CuII, ZnII ou FeIII
, 20 µM) pendant une 

heure à 37 °C.  Les ligands (200 µM) ont été ajoutés au milieu réactionnel pendant une 

heure puis les taux d'Aβ soluble et précipité ont été dosés après une étape de 

centrifugation. 

 

Un premier point concerne le peptide agrégé en absence d'ions métalliques. Alors 

que le composé CT12 amplifie l'agrégation du peptide, d'autres ligands (comme CT1, 

CT5, CT13 à CT21) permettent d'améliorer la solubilité d'Aβ42. Ce phénomène est 

particulièrement important (solubilité d'Aβ supérieure à 70 %) pour les dérivés 

bisquinoléine comportant en position 2 un bras de jonction à un chaînon constitué par une 

amine (CT15 et CT16) ou substitués en position 8 par une amine (CT16, CT17, CT20 et 

CT21). Le dérivé CT18 (comportant un lien éther en position 8 entre les deux résidus 

quinoléine) et la 8-hydroxyquinoléine produisent également cette augmentation de 

solubilisation d'Aβ.  

Cette action peut être due à la chélation de traces résiduelles d'ions métalliques dans 

les milieux réactionnels ou encore à une capacité propre des ligands à déstabiliser les 

agrégats d'Aβ formés en absence d'ion métallique. Toutefois, la chélation de 

contaminants métalliques peut difficilement être proposée dans le cas de CT18 qui, dans 

les expériences précédentes, n'a montré aucune capacité à chélater les métaux. Il en 

résulte que, dans son cas tout au moins, une déstabilisation des agrégats d'Aβ formés en 

absence d'ions métalliques pourrait être proposée. 

 

 

D'autre part, en présence de CuII
 mais aussi de ZnII et de FeIII, la plupart des 

composés quinoléine testés sont capables d'augmenter la solubilité d'Aβ42.  

En effet, seuls les composés CT18 (dérivé éther en position 8) et CT19 (dérivé 

amide en position 8) sont pratiquement inactifs pour inhiber la précipitation d'Aβ induite 

par le CuII, le ZnII ou le FeIII. Ce fait peut être attribué à leur faible capacité à chélater les 

ions métalliques observée précédemment. 
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La nature des ligands module toutefois ces propriétés d'inhibition de la 

précipitation d'Aβ.  

 

Une première analyse peut être faite dans la série 8-hydroxyquinoléine (composés 

CT1 à CT15).  

Si on excepte les dérivés halogénés CT5 et CT6, les dérivés comportant un bras de 

jonction à un chaînon (CT1 à CT7 et CT15) ont une capacité à inhiber la précipitation 

d'Aβ qui est pratiquement la même quel que soit le métal utilisé pour induire l'agrégation.  

Les dérivés comportant un bras à deux chaînons (CT8 et CT11 à CT14) ont une 

activité plus faible pour inhiber l'agrégation due à CuII et nulle dans le cas du FeIII, alors 

qu'ils sont plus efficaces pour le peptide agrégé en présence de ZnII.  

Dans cette même série, l'allongement du bras de jonction (composé CT9 avec un 

bras butyl) ou l'ajout d'un troisième résidu 8-hydroxyquinoléine (CT10) diminuent cette 

activité. 

Il en va de même pour la substitution des cycles aromatiques par des halogènes en 

positions 5 et / ou 7 : une comparaison de CT1 et CT5, CT2 et CT6, ou CT8, CT11 et 

CT12 pour une même nature de bras de jonction entre les résidus 8-hydroxyquinoléine, 

ou la comparaison des dérivés 8-hydroxyquinoléine et clioquinol dans la série 

monoquinoléine permet de le visuliser. La présence d'un substituant méthoxy en position 

7 du noyau quinoléine a un effet similaire de diminution de la capacité à inhiber 

l'agrégation de Aβ due aux ions métalliques (comparer CT1 à CT7 et CT8 à CT13).  

Une comparaison des résultats obtenus pour les composés CT1 à CT4 montre de 

plus que, pour une même longueur de bras de jonction, l'activité obtenue en fonction du 

métal peut être modulée par l'incorporation de substitutions au niveau de ce bras. C'est le 

cas des substituants méthyle (diminution de l'activité vis-à-vis de CuII pour CT2 par 

rapport à CT1), fluoré (diminution de l'activité vis-à-vis de tous les ions métalliques 

testés pour CT3) ou oxo (diminution de l'activité vis-à-vis de ZnII et FeIII pour CT4). 

 

Dans la série des dérivés bisquinoléine comportant un (ou deux) résidu(s) amine en 

position 8 (CT16, CT17, CT20 et CT21), des activités fortes sont en général observées. 

Ce sont toutefois les ligands CT16 et CT17 qui sont les plus actifs. Malgré leur nature 

très différente (CT17 est tridentate et possède un bras de jonction en position 8 alors que 

CT16 est relié en position 2), il faut remarquer que ce sont les deux ligands de cette série 

qui possèdent le bras de jonction le plus court entre les entités chélatantes.  
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Le fait le plus surprenant concernant cette série de ligands est leur apparente 

capacité à inhiber l'agrégation du peptide par le ZnII, pour lequel ils sont tous de mauvais 

chélatants. Une explication de ce phénomène est probablement à rechercher au niveau de 

leur capacité à faciliter la solubilité d'Aβ en absence d'ion métallique, mais un manque de 

temps nous a empêchés de mener cette étude. 

 

D'autres remarques plus générales peuvent être faites, en plus de ces comparaisons, 

à partir du tableau 5.  

Ainsi, certains ligands sont particulièrement actifs et permettent d'atteindre un 

niveau de solubilisation comparable à celui qu'ils produisent sur Aβ agrégé en absence 

d'ion métallique. C'est le cas par exemple de CT1 et CT4 (tous les deux sont des dérivés 

de 8-hydroxyquinoléine reliés par un bras à un chaînon en position 2) pour les trois ions 

métalliques étudiés. De même dans le cas du CuII, le ligand CT17 (dans la série 

comportant des amines en position 8) permet d'atteindre, comme en absence d'ion 

métallique, la valeur particulièrement élevée de 69 % d'Aβ soluble.   

D'autres dérivés polyquinoléine sont également intéressants pour resolubiliser Aβ42 

agrégé en présence de CuII, qui est l'ion métallique le plus impliqué dans la précipitation 

d'Aβ. Ainsi CT3, CT16 ou CT21 possèdent également une activité comparable ou 

meilleure que celle du clioquinol, qui avait montré des capacités de solubilisation des 

plaques amyloïdes de cerveaux humains ex vivo (Cherny et al., 1999).  

Il faut également noter que la 8-hydroxyquinoléine, utilisée comme contrôle, 

semble elle aussi très efficace bien que cette propriété n'ait pas, à notre connaissance, été 

rapportée dans la littérature. 

En conlusion, les meilleurs ligands bisquinoléine selon ce test sont les chélateurs 

CT1, CT4, CT16, CT17 et CT21. 

 

Un test supplémentaire a mis en évidence qu’en présence de CuII, de ZnII et de FeIII, 

le taux de précipitation maximal du peptide était atteint au bout d’une heure d’incubation. 

Nous pouvons donc proposer que les ligands (qui sont rajoutés seulement après une heure 

d’incubation) ne fassent pas qu’empêcher l’agrégation du peptide mais peuvent 

probablement agir sur des agrégats préalablement formés. 
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II.1.4 Influence de la stœchiométrie métal / ligand 

Nous avons ensuite cherché à analyser l’effet, sur la solubilisation d'Aβ, d’une 

stœchiométrie minimale (1 / 1) en ligand par rapport à l’ion métallique CuII. Nous nous 

sommes placés pour cela à la concentration minimale de CuII induisant le maximum de 

précipitation d'Aβ42, soit 2,5 équivalent de CuII par peptide (Fig. 5).   

Les expériences ont été réalisées pour Aβ42 (5 µM), CuCl2 (12,5 µM) et le ligand 

bisquinoléine (12,5 µM). Pour les expériences contrôles en présence de composés 

monoquinoléine, 2 équivalents de ligand par CuII ont été ajoutés (25 µM) car les 

complexes classiquement invoqués dans leur cas sont de type L2Cu.  

 

Pour les ligands ayant montré une forte inhibition de l'agrégation induite par CuII, 

les résultats obtenus ont été comparés à ceux des expériences précédentes, pour lesquelles 

les stœchiométries employées étaient de 4 équivalents de CuII par peptide et de 10 

équivalents de ligand par CuII (Fig. 6). 
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Fig. 6. Variation du pourcentage d'Aβ42 soluble en présence de différentes stœchiométries de 
CuCl2 et de ligands. Aβ42 (5 µM) est agrégé en présence de CuII (12,5 ou 20 µM) puis les ligands 
(12,5 ou 25 µM selon les ligands ou 200 µM) sont ajoutés. Les quantités d'Aβ42 soluble et 
précipité sont déterminées à l’aide d’un kit Micro BCA Protein Assays. 
Les valeurs en bleu correspondent à 20 µM CuCl2 / 200 µM ligand. Les valeurs en jaune 
correspondent à 12,5 µM CuCl2 / 12,5 µM ligand (ou 25 µM pour les ligands monoquinoléine). 
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Un résultat remarquable est que l’activité des dérivés polyquinoléine substitués par 

une fonction hydroxyle en position 8 (CT1, CT2, CT3, CT4, CT10, CT14 et CT15) est 

statistiquement identique (en considérant les valeurs avec un écart type < 5 %) quelles 

que soient les conditions employées. Ces ligands sont donc efficaces et permettent 

d'atteindre la solubilisation maximale d'Aβ pour une stœchiométrie ligand / CuII de 1 / 1.  

Ce résultat est d'autant plus intéressant que dans le cas de leurs analogues 

monoquinoléine (8-hydroxyquinoléine, 2-méthyl-8-hydroxyquinoléine et clioquinol), la 

capacité de solubilisation diminue quand l’excès de ligand par rapport à Aβ et à CuII 

diminue. Il faut préciser que deux équivalents de ligands monomériques ont été employés 

afin de conserver le même nombre d'entités chélatantes disponibles par rapport au CuII 

que dans le cas des dérivés bisquinoléine et donc de permettre la comparaison. Ainsi, 

pour ces dérivés monomériques, des excès de ligands sont nécessaires pour atteindre une 

solubilisation maximale d'Aβ.  

 

Dans le cas des ligands substitués par une fonction amine en position 8, on retrouve 

un résultat similaire pour CT20 et CT21 (comportant un bras de jonction alkyle en 

position 8) en comparant les deux conditions expérimentales mises en œuvre. Les 

composés CT16 et CT17 perdent de l'activité dans le cas de la stœchiométrie ligand / 

CuII de 1 / 1, mais restent toutefois plus actifs que leur analogue comportant un seul 

résidu quinoléine (8-aminoquinoléine). 

 

Dans ce test, l'intérêt de la stratégie polyquinoléine apparait très clairement. Pour 

des rapports ligand / CuII de 1 / 1, les dérivés polyquinoléine sont plus efficaces que 

leurs équivalents monoquinoléine pour inhiber l'agrégation d'Aβ42.  

Ces résultats peuvent être corrélés à la plus grande affinité des ligands 

bisquinoléine pour le CuII comparé à leurs analogues monoquinoléine, qui permet 

d'enlever plus facilement le CuII sur Aβ et d'atteindre les valeurs de solubilité observées 

en absence de métal. 
  

 

II.2 Capacité des ligands à inhiber la production d'H2O2 : 

En présence d'un réducteur comme l'ascorbate, les complexes de CuII du peptide Aβ 

produisent du peroxyde d’hydrogène (H2O2) à partir d'O2, par l'intermédiaire d'un 
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mécanisme d'oxydoréduction au niveau de l'ion métallique. Nous avons cherché à étudier 

l'influence des ligands polyquinoléine sur cette production d'H2O2. 

 

II.2.1 Description du test 

II.2.1.1  Choix du réactif de détection d'H2O2 

La production d'H2O2 a été quantifiée à l’aide d’un kit Amplex Red H2O2/HRP 

Assay (Molecular Probes), à partir de courbes étalons obtenues avec des quantités 

connues d'H2O2. Le principe du test est le suivant : l'H2O2 formé oxyde le réactif de 

détection Amplex Red en présence de la peroxydase de raifort (HRP pour Horseradish 

Peroxidase) qui catalyse cette réaction stœchiométrique. Le produit de la réaction, la 

résorufine, absorbe à 563 nm et peut être détecté par spectrophotométrie à cette longueur 

d'onde (Schéma 2) (Zhou et al., 1997).  
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Schéma 2. Production de la résorufine à partir d'Amplex Red et d'H2O2 et en présence de HRP. 

 

Les avantages de cette technique de détection d'H2O2 sont : 

- une détection possible en spectroscopie UV-visible (contrairement aux autres 

méthodes qui nécessitent une détection par fluorimétrie), 

- la rapidité de la réaction (à l'échelle de la minute), 

  - sa sensibilité (la valeur inférieure de détection est 10 pmol H2O2), 

  - une réponse linaire dans la gamme de concentrations étudiées.  
 

II.2.1.2  Choix des conditions de réaction  

Le protocole a été établi à partir de différents travaux sur la production d'H2O2 par 

Aβ42 en présence de cuivre (Barnham et al., 2003; Ciccotosto et al., 2004; Huang et al., 

1999a; Huang et al., 1999b; Opazo et al., 2002).  

Globalement, la réaction de production d'H2O2 est menée par incubation du 

peptide Aβ42 en présence de CuII et d'un réducteur, l'ascorbate, mis en excès par rapport à 

l'ion métallique pour permettre plusieurs cycles rédox de production d'H2O2. 
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La sensibilité du test permet de travailler avec des concentrations plus faibles en 

Aβ42 (200 nM) que pour les expériences de précipitation.  

Les expériences de précipitation d'Aβ en présence de CuII décrites plus haut, et les 

données de la littérature, indiquent qu'Aβ chélate jusqu'à 2,5 équivalents de CuII
 (Atwood 

et al., 2000). La quantité maximale de CuII utilisée dans les expériences suivantes a été 

fixée à 2 équivalents de CuII par Aβ, de sorte que tout le CuII soit chélaté par le peptide. 

En effet, le CuII libre, en présence de réducteur, est rédox actif et produit de l'H2O2 

susceptible de contaminer les mesures concernant le peptide Aβ. De plus, pour favoriser 

la complexation du CuII par le peptide, une étape de pré-incubation d'une heure, à 37 °C 

et sous agitation, est réalisée entre Aβ et le CuCl2. Les ligands polyquinoléine (1 

équivalent par CuII) sont alors ajoutés au bout d'une heure sur le système Aβ + CuII et 

incubés une heure pour favoriser la chélation du CuII par ceux-ci. 

L'ascorbate (10 µM) est ensuite ajouté au milieu et la réaction est menée à 37 °C 

pendant 5 minutes, avant l'ajout du système de quantification d'H2O2. 

 

Enfin, le kit Amplex Red H2O2/HRP Assay est fourni avec un tampon phosphate 

de sodium 50 mM, pH = 7,4 qui sera donc le milieu utilisé lors des expériences sur H2O2.  

 

II.2.2 Quantification de la production d'H2O2 par le système Aβ + CuII + 

réducteur  

Nous nous sommes dans un premier temps intéressés à la production d'H2O2 par le 

système Aβ42 + CuII + réducteur, en fonction du ratio Cu / Aβ. En effet, le peptide Aβ 

peut chélater différentes stœchiométries de CuII et les différents complexes formés 

peuvent avoir des capacités variables à produire H2O2 en présence de dioxygène et de 

réducteur. Afin de pouvoir comparer directement les résultats, la quantité de CuII a été 

maintenue constante (0,4 µM) et les quantités d'Aβ ont été variées (0,2 à 0,53 µM Aβ). 

Ceci permet en effet de maintenir constant le rapport entre les espèces rédox actives (les 

ions cuivre) et leur activateur (l'ascorbate). 

 

La quantification du H2O2 libéré par les systèmes Aβ·Cun a été réalisée. Des 

expériences de contrôle ont montré que les espèces Aβ, CuII ou Aβ·Cun ne forment pas 

d'H2O2 en absence d'ascorbate.  
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En présence d'ascorbate et d'air, les différents complexes de cuivre formés avec 

Aβ42 produisent tous du H2O2, mais en quantités variables (Fig. 7).  

La quantité d'H2O2 produite augmente quand le rapport Cu / Aβ augmente. 

Celle-ci atteint 2,8 nmol d'H2O2 dans le cas d'AβCu2 (soit une concentration de 7,5 µM 

d'H2O2 à comparer aux 0,4 µM de CuCl2 introduits lors de la réaction) : la production 

d'H2O2 par ce complexe (ainsi que par les autres complexes étudiés) est catalytique, en 

accord avec les résultats d'Opazo et al. (Opazo et al., 2002). 
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Fig. 7. Variation de la production d'H2O2 par les complexes de cuivre d'Aβ42 en fonction de la 
stœchiométrie CuII / Aβ. Les expériences sont réalisées dans du tampon phosphate de sodium 50 
mM, pH = 7,4 en présence de CuCl2 (0,4 µM), d'ascorbate (10 µM) et d'air, en absence ou en 
présence de CT2 (0,4 µM). Les quantités d'H2O2 libéré sont déterminées à l’aide d’un kit Amplex 
Red H2O2 /HRP Assay. 

 

Par ailleurs, les mêmes expériences ont été réalisées en présence d'un équivalent 

de CT2 par Cu. Ce composé inhibe pratiquement toute la production d'H2O2, avec des 

valeurs mesurées proches de celles observées pour Aβ en absence de Cu, quel que soit 

le rapport Cu / Aβ42 testé.  

 

II.2.3 Inhibition de la production d'H2O2 par l'ajout de ligands 

Les ligands polyquinoléine ayant montré des résultats intéressants pour inhiber la 

précipitation d'Aβ due à CuII ont été évalués pour leur effet sur la production d'H2O2 par 

les systèmes Aβ + CuII + réducteur et CuII + réducteur.  

Les résultats obtenus figurent dans le tableau 6. 
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 n (H2O2) (nmol) 

 sans Aβ42 
0,2 µM Aβ42 
Cu/Aβ = 2 

0,53 µM Aβ42 
Cu/Aβ = 0,75 

sans ligand 2,93 ± 0,18 2,77 ± 0,16 1,08 

CT1 0,54 0,75 ± 0,11 0,76 
CT2   1 eq/Cu 

             1,5 eq/Cu 
0,84 

- 
0,71 ± 0,02 

0,49 
0,55 

- 
CT3 0,39 0,55 ± 0,08 - 

CT4 0,82 0,86 ± 0,11 - 

CT5 0,56 0,80 ± 0,23 0,61 

CT6 0,12 0,37 ± 0,09 0,35 

CT7 - 0,70 - 

CT8 0,75 0,89 ± 0,07 0,68 

CT11 0,66 0,89 ± 0,09 0,64 

CT12 0,66 0,82 ± 0,08 0,82 

CT13 - 0,69 - 

CT14 0,47 0,47 0,45 

CT15 - 0,31 - 

CT16 0,65 0,69 0,49 

CT17 0,40 0,47 ± 0,09 - 

CT19 0,49 0,62 0,47 

CT20 0,74 1,99 0,78 

CT21 0,89 2,10 0,70 
8-hydroxyquinoléine  

1 eq/Cu 
2 eq/Cu 

 
2,02 
0,62 

 
0,69 

0,71 ± 0,05 

 
0,75 
0,62 

2-méthyl-8-
hydroxyquinoléine 

1 eq/Cu 
2 eq/Cu 

 
 

2,31 
0,72 

 
 

0,84 
0,77 

 
 

0,79 
0,79 

clioquinol 
1 eq/Cu 
2 eq/Cu 

 
2,07 
0,54 

 
0,89 ± 0,08 
0,78 ± 0,06 

 
0,64 
0,57 

8-aminoquinoléine 
1 eq/Cu 
2 eq/Cu 

 
2,28 
2,45 

 
0,97 
0,91 

 
0,93 
0,72 

sans ligand et sans Cu 0,40 ± 0,05 0,69 0,51 
sans ligand, sans ascorbate 

et sans Cu 0 0,06 - 
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Tableau 6. Comparaison de l’inhibition par les différents ligands (0,2, 0,4 ou 0,8 µM) de la 
production d'H2O2 réalisée par Aβ42 (0,2 et 0,53 µM) en présence de CuCl2 (0,4 µM), d'ascorbate 
(10 µM) et d’air. La quantité d’H2O2 (en nanomoles) est dosée à l’aide d’un kit Amplex Red 
H2O2/HRP Assay. 

 

La production d'H2O2 variant selon les complexes Aβ·Cun en solution, deux 

concentrations d'Aβ ont été étudiées pour une concentration constante de CuII (0,4 µM).  

Pour un rapport Cu/Aβ = 0,75, le système Aβ + Cu + réducteur produit 1,08 nmol 

d'H2O2. La variation observée lorsque la réaction est réalisée en présence de ligand 

bisquinoléine est faible (0,35 à 0,82 nmol d'H2O2 par rapport à 1,08 nmol en absence de 

ligand). Toutefois, ces valeurs sont proches de la quantité d'H2O2 produite par Aβ à cette 

concentration et en absence de Cu (0,51 nmol d'H2O2). Dans ces conditions, même si on 

voit clairement une inhibition de la production d'H2O2 à la suite de l'ajout des ligands, 

l'analyse est difficile en raison d'une valeur initiale de production d'H2O2 relativement peu 

élevée.    

 

L'analyse est plus aisée pour un rapport Cu/Aβ = 2, ainsi que dans le cas du sel de 

CuCl2 seul. En effet, la production d'H2O2 par ces deux systèmes, en présence de 

réducteur, est beaucoup plus forte que pour le ratio Cu/Aβ = 0,75 et les variations 

apportées par la présence de ligand sont plus nettes.  

A l'exception des ligands CT20 et CT21, les différents dérivés polyquinoléine 

testés dans un rapport ligand / Cu de 1 / 1 inhibent la production d'H2O2 due aux 

systèmes AβCu2 et Cu en présence de réducteur. 

 

L'inhibition de la production d'H2O2 est similaire en présence ou en absence d'Aβ. 

Cette observation est en accord avec le fait que le ligand a retiré l'ion métallique coordiné 

à Aβ, probablement en formant avec cet ion métallique un complexe de type LCu (d'après 

les travaux précédemment réalisés sur la chélation du CuII par ces ligands). 

 Le chélate formé semble de plus très peu efficace pour produire de l'H2O2 

puisque les valeurs mesurées sont faibles.  On peut remarquer que la valeur de production 

d'H2O2 résiduelle peut être due à deux phénomènes : soit il reste en solution des ions Cu 

non chélatés par le ligand et qui produisent de l'H2O2, soit les complexes LCu possèdent 

une faible activité de production d'H2O2. Or, l'ajout de 1,5 équivalent de CT2 par Cu 

permet de ramener la valeur d'H2O2 produite à la valeur de 0,49 nmol d'H2O2, identique à 

celle des contrôles réalisés en absence de Cu. Ce résultat semble être en faveur d'une 
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chélation de traces de Cu qu'un équivalent de CT2 n'avait pas suffit à piéger. Il semblerait 

également que, au moins dans le cas du ligand CT2, le complexe LCu ne produise pas 

d'H2O2.  

 

Ces tests n'ont pas mis en évidence de variations importantes selon la nature du 

ligand testé, à l'exception des ligands CT20 et CT21 comportant un bras alkyle reliant les 

amines de deux résidus 8-aminoquinoléine. Ces deux ligands sont inefficaces pour 

inhiber la production d'H2O2 due à AβCu2 alors qu'ils sont actifs en absence d'Aβ.  

 On peut également relever une inhibition plus forte que pour la majorité des 

composés polyquinoléine pour les ligands CT3, CT6, CT14, CT15 et CT17. Ils 

permettent une diminution importante de la quantité d'H2O2 produite pour un ratio Cu / 

Aβ = 2, avec des valeurs inférieures à 0,6 nmol d'H2O2. Pour ces composés et pour un 

ratio Cu / Aβ = 0,75, on retrouve également, lorsque l'expérience a été menée, cette 

inhibition forte de la production d'H2O2. Toutefois, aucune relation claire n'a pu être 

dégagée entre cette forte activité d'inhibition et la structure des composés cités, qui sont 

subsitués par des fonctions hydroxyle ou amine en position 8 et présentent des longueurs 

de bras de jonction variables. 

 

 En conclusion, hormis les ligands CT20 et CT21, tous les dérivés polyquinoléine 

semblent intéressants d'après ce test, pour un rapport Cu / Aβ = 2 qui a été étudié pour 

l'ensemble des ligands et qui permet de plus la meilleure lisibilité des résultats obtenus en 

présence de Aβ42. 

 

Dans le cas des dérivés monoquinoléine, deux stœchiométries L / Cu ont été 

testées : un équivalent de ligand par ion métallique, mais également deux équivalents, 

afin de conserver un ratio entre les entités quinoléine et le Cu identique à celui des 

ligands bisquinoléine. De façon intéressante, pour les dérivés 8-hydroxyquinoléine, un 

équivalent de ligand est suffisant pour inhiber la production d'H2O2 par les complexes de 

Cu d'Aβ, alors que cette stœchiométrie est insuffisante dans le cas de CuCl2 (pour lequel 

deux équivalents de ligand sont nécessaires). La 8-aminoquinoléine a un comportement 

différent. En effet, l'ajout de ce ligand inhibe la production d'H2O2 due à AβCu2 mais 

semble inefficace lorsque Aβ n'est pas présent.  

Ces résultats concernant les dérivés comportant une seule entité quinoléine seront 

détaillés dans le chapitre suivant.  
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II.2.4 Stabilité d'H2O2   

La diminution de la quantité d'H2O2 observée à la suite de l'addition de ligand 

peut être due à deux phénomènes : soit à une diminution de la production d'H2O2, soit à 

une dégradation de celui-ci. 

Afin d’étudier la stabilité d'H2O2 dans les conditions expérimentales utilisées, 

certaines expériences ont été réalisées en présence d’une quantité connue d'H2O2 (Tableau 

7). L'addition d'H2O2 a été réalisée lors de l'incubation de cinq minutes entre les 

complexes de cuivre et l'ascorbate et qui précède l'ajout du système AmplexRed / HRP. 

Deux conditions ont été envisagées : l'ajout d'H2O2 a été fait (i) soit à la fin des cinq 

minutes, (ii) soit au début des cinq minutes d'incubation (juste avant l'ajout d'ascorbate). 

Le premier cas est intéressant puisqu'il permet de réduire les risques d'oxydation d'Aβ 

suite à l'ajout d'une quantité importante d'H2O2 dans le milieu, de par une plus faible 

durée d'incubation avec le peptide. Toutefois, les variations observées dans ce cas sont 

relativement faibles à cause de la compétition avec le système AmplexRed / HRP pour la 

consommation d'H2O2. Le second cas a été établi pour diminuer ce phénomène de 

consommation de l'H2O2 par le réactif AmplexRed / HRP, qui est susceptible de masquer 

la dégradation d'H2O2 par les systèmes Cu / Aβ / ligand. Dans ces conditions, des 

variations de quantités d'H2O2 seront plus facilement détectables. 

Si le système étudié est incapable de réagir avec H2O2, la quantité de peroxyde 

ajoutée doit être retrouvée à la fin de l'expérience. Dans cette hypothèse, le système 

étudié se comporte comme en absence d'H2O2 ajouté et produit la même quantité d'H2O2 

que lorsqu'il n'y a pas addition supplémentaire d'H2O2. Par conséquent, la quantité d'H2O2 

observée à la fin de l'expérience doit être égale à la quantité d'H2O2 générée 

intrinsèquement par le système plus le nombre de nanomoles d'H2O2 ajouté. Si le système 

transforme H2O2, la quantité finale d'H2O2 observée sera inférieure à la quantité attendue. 

 
Des expériences contrôle faites avec uniquement l'ascorbate ou de l'ascorbate en 

présence du ligand CT2 ont permis de retrouver la quantité d'H2O2 initialement introduite 

dans le milieu, ce qui montre qu'H2O2 est suffisamment stable pour permettre ce type 

d'analyse. 
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 rapport 
Cu/Aβ 

rapport 
ligand 
/ Cu 

H2O2 
(nmol) 

H2O2 
ajouté 
(nmol) 

H2O2 
observé 

avec 
addition 

H2O2 
attendu 

avec 
addition 

H2O2 
observé 

/ 
Attendu 

Sans 0 0 2,93 ± 0,18 1,5 a 4,0 4,4 91 % 

Ligand    1,5 b 3,6 4,4 82 % 

 2 0 2,77 ± 0,16 1,5 a 4,2 4,3 98 % 

    1,5 b 4,1 4,3 95 % 

 1 0 1,66 ± 0,03 1,5 a 3,0 3,2 94 % 

    1,5 b 3,0 3,2 94 % 

CT2 0 1 0,84 3,0 a 3,8 3,8 100 % 

 2 1 0,71 ± 0,02 3,0 a 3,7 3,7 100 % 

    3,0 b 3,8 3,7 103 % 

CT3 2 1 0,55 ± 0,08 3,0 a 3,4 3,5 97 % 

CT4 2 1 0,87 ± 0,11 3,0 a 3,6 3,9 92 % 

CT6 2 1 0,36 ± 0,09 3,0 a 3,3 3,4 97 % 

CT16 2 1 0,69 3,0 b 2,0 3,7 54 % 

CT17 2 1 0,47 ± 0,09 3,0 b 1,7 3,5 49 % 

CT20 2 1 1,99 ± 0,11 3,0 b 4,9 5,0 98 % 

CT21 2 1 2,10 3,0 b 4,3 5,1 84 % 
 

Tableau 7. Analyse de la stabilité d'H2O2 au cours des expériences d’inhibition par les ligands de 
la production d'H2O2 réalisée par Aβ1-42 (0,2 ou 0,4 µM) en présence de CuCl2 (0,4 µM), 
d’ascorbate (10 µM) et d’air. L’analyse est obtenue en comparant les résultats obtenus avec ou 
sans addition d’une quantité connue d'H2O2 dans le milieu réactionnel. a. H2O2 ajouté à la fin des 
5 minutes de réaction en présence d’ascorbate. b. H2O2 ajouté juste avant l’ascorbate. H2O2 est 
dosé à l’aide d’un kit Amplex Red H2O2 /HRP Assay. 

 

En absence de ligand, on peut remarquer que le système AβCu2 dégrade très peu 

H2O2, quel que soit le rapport Cu / Aβ. En effet, 95 % de la valeur d'H2O2 attendue dans 

l'hypothèse où il n'y a pas dégradation est retrouvée (Tableau 7).  

Dans le cas de CuCl2, on observe une légère dégradation d'H2O2, qui est d'autant 

plus visible que l'H2O2 est ajouté au début de l'incubation en présence d'ascorbate (c'est-à-

dire dans des conditions où il n'y a pas compétition avec HRP pour la consommation 

d'H2O2). 
 

Dans les conditions expérimentales utilisées, les ligands testés peuvent être divisés 

en deux catégories :  



Chapitre IV.  Ligands polyquinoléine – Propriétés de chélation et études sur Aβ 
 

 202

-  en général, les ligands incluant deux entités 8-hydroxyquinoléine (CT2, CT3 et 

CT6) ne dégradent pas l'H2O2. Ces résultats, ajoutés aux résultats précédents (Tableau 6) 

confirment que ces ligands inhibent bien la production d'H2O2 et forment des complexes 

de Cu qui ne produisent pas d'H2O2.  

Toutefois, dans le cas du ligand CT4, une très faible dégradation d'H2O2 est 

observée. La nature du bras de jonction (oxo dans le cas de CT4) semble importante pour 

cet effet.  

-  en général, les dérivés incluant deux entités 8-aminoquinoléine (CT16, CT17 et 

CT21) donnent lieu à une dégradation d'H2O2. Il faut noter que cette capacité de 

dégradation d'H2O2 semble liée à la nature de la fonction (amine) en position 8 plutôt 

qu'au type de jonction entre les résidus quinoléine (bras en position 2 pour CT16 mais 

jonction en position 8 pour CT17 et CT21).  

Cependant, le ligand CT20 ne semble pas entraîner de dégradation d'H2O2. Par 

contre, il inhibe très peu la production d'H2O2 due à AβCu2 dans les conditions 

employées et il est difficile de conclure dans son cas. Ce manque d'effet pourrait en effet 

être tout simplement dû à sa faible capacité à retirer l'ion métallique d'AβCu2.  

 

En conclusion, on peut donc noter que les conclusions issues du test d'inhibition, 

par les ligands polyquinoléine, de la production d'H2O2 due aux complexes métalliques 

d'Aβ en présence de réducteur (Tableau 6) semblent être exploitables dans la série bis-8-

hydroxyquinoléine. En effet, l'H2O2 est stable en présence des complexes métalliques de 

ces ligands (Tableau 7). Toutefois, l'interprétation de ce test semble plus délicate dans la 

série bis-8-aminquinoléine puisque les ligands CT16, CT17 et CT21 dégradent H2O2 

dans les mêmes conditions. 

 

III.  Tests complémentaires pour une utilisation in 

vivo 

III.1  Hydrophobicité 

Dans la perspective d'une éventuelle utilisation in vivo, les ligands synthétisés 

doivent être capables de franchir les différentes barrières : d’abord intestinale dans le cas 
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d’une molécule administrée par voie orale et ensuite, et de manière réversible, la barrière 

hémato-méningée pour aller chélater les ions métalliques en excès sur Aβ. 

Pour cela, les composés doivent être de faible masse moléculaire (< 500). Ce point 

a été pris en compte lors de la conception des ligands polyquinoléine. De plus, ils doivent 

être suffisamment lipophiles (et donc hydrophobes) pour passer les barrières (coefficient 

de partage entre une phase octanol et une phase aqueuse : log P > 1,5) (van de 

Waterbeemd and Gifford, 2003). Il faut cependant tenir compte du fait qu'une 

hydrophobicité trop élevée limite la solubilité des molécules en milieu biologique. Il est 

ainsi généralement proposé pour le log P une plage de valeurs comprises entre 2,5 et 5 

pour le franchissement efficace de la barrière hémato-méningée par une molécule.  

 

III.1.1 Principe 

Nous avons donc cherché à mesurer l'hydrophobicité des ligands synthétisés. Pour 

cela, nous avons déterminé expérimentalement la valeur du coefficient de partage 

apparent entre une phase octanol et une phase aqueuse tamponnée (pH = 7,4) (noté log 

D7,4) (van de Waterbeemd and Gifford, 2003). Le protocole a été adapté d'une méthode 

décrite par Zhuang et al., et réalisé dans le tampon Tris·HCl 20 mM ; NaCl 150 mM (pH 

= 7,4) utilisé pour les expériences d'inhibition de la précipitation d'Aβ42 par les ligands 

(Zhuang et al., 2001). 

Ce coefficient est exprimé comme le logarithme décimal de [(la concentration de 

ligand contenu dans la phase 1-octanol)/(la concentration de ligand contenu dans la phase 

aqueuse tamponnée à pH = 7,4)] = log D7,4. 

  

III.1.2 Résultats 

Les poids moléculaires des ligands synthétisés et les valeurs expérimentales de log 

D7,4 figurent dans le tableau 8. 

 

Les ligands bisquinoléine synthétisés sont relativement hydrophobes, avec des 

valeurs souvent voisines de celles du clioquinol (log D7,4 = 3,8) connu pour pénétrer dans 

le cerveau. En particulier, pour des substitutions identiques des macrocycles aromatiques, 

les dérivés comportant deux résidus quinoléine sont plus hydrophobes que ceux en 

comportant un seul.  
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Composé PM Log D7,4 

CT1 301 3,3 ± 0,1 

CT2 330 4,4 ± 0,1 

CT3 338 3,8 ± 0,1 

CT4 316 3,9 ± 0,1 

CT5 370 3,5 ± 0,1 

CT6 398 4,9 ± 0,1 

CT7 362 n.d. 

CT8 316 3,5 ± 0,1 

CT9 344 3,8 ± 0,1 

CT10 474 3,7 ± 0,1 

CT11 384 4,2 ± 0,1 

CT12 636 5,6 ± 0,5 

CT13 376 3,5 ± 0,1 

CT14 331 3,0 ± 0,1 

CT15 317 2,4 ± 0,1 

CT16 357 2,5 ± 0,1 

CT17 271 3,5 ± 0,1 

CT18 272 2,0 ± 0,1 

CT19 299 2,6 ± 0,1 

CT20 342 1,8 ± 0,1 

CT21 328 2,7 ± 0,1 

8-hydroxyquinoléine 145 2,1 ± 0,1 

2-méthyl-8-hydroxyquinoléine 159 2,4 ± 0,1 

clioquinol 305 3,8 ± 0,1 

8-aminoquinoléine 144 1,9 ± 0,1 
 

Tableau 8. Poids moléculaire et valeur du logarithme décimal du coefficient de partage des 
ligands entre du 1-octanol (phase hydrophobe) et du tampon Tris·HCl 20 mM ; NaCl 150 mM 
(pH = 7,4) (phase hydrophile) (1/1). 

 

La structure des ligands bisquinoléine permet également de moduler 

l'hydrophobibité. 
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La longueur du bras de jonction entre les résidus quinoléine influence 

l'hydrophobicité, qui augmente avec la taille de la chaîne carbonée. Cela apparaît 

clairement pour des ligands possédant les mêmes substitutions et permettant donc une 

bonne comparaison des log D7,4. Ainsi, dans la série 8-hydroxyquinoléine, on a comme 

ordre d'hydrophobicité croissante : CT1 (bras méthyle) < CT8 (bras éthyle) < CT9 (bras 

butyle).  

 

D'autre part, la substitution des hydrogènes des cycles par des atomes d'halogène 

augmente l'hydrophobicité des composés obtenus (respectivement pour CT1 et CT5, 

CT2 et CT6, CT8, CT11 et CT12).   

 

La présence d'un bras amine à un chaînon en position 2 diminue l'hydrophobicité. 

Ainsi, on a log D7,4 ~ 2,5 pour les composés CT15 et CT16, alors que cette valeur est 

supérieure à 3,3 pour un bras alkyle.  

De même, la présence d'une fonction amine en position 8 rend le dérivé moins 

hydrophobe que dans le cas d'un groupement hydroxyle. Cela est visible sur l'exemple 

des ligands monoquinoléine (8-aminoquinoléine comparée à la 8-hydroxyquinoléine). 

D'une manière générale, on peut également remarquer que les ligands possédant deux 

fonctions amines en position 8 (CT16, CT20 et CT21) sont un peu moins hydrophobes 

(log D7,4 compris entre 1,8 et 2,7) que les composés possédant des fonctions hydroxyles 

en cette position. 

 

Pour conclure, ce caractère hydrophobe des ligands polyquinoléine synthétisés, 

associé à poids moléculaire peu élevé pour la plupart d'entre eux, sont susceptibles 

d'être favorables à une bonne biodistribution des composés in vivo. 

En particulier, les composés polyquinoléine CT1 à CT6, CT8 à CT11, CT13, 

CT14, CT16, CT17, CT19 et CT21 répondent favorablement au critère 2,5 < log D7,4 < 

5. 

 

III.2  Test de génotoxicité potentielle : Test d'Ames 

L'étude de la toxicité des composés est une étape indispensable dans le 

développement d'un composé potentiellement utilisable in vivo. Après avoir démontré 

l'activité des ligands polyquinoléine in vitro sur le peptide Aβ, nous avons réalisé un test 
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préliminaire de toxicité sur quelques uns de ces composés : le test d'Ames. L'avantage de 

ce test est d'être un test bactérien sensible et facile à mettre en œuvre avant des études 

complémentaires de toxicité sur animaux. 

 

Les composés testés, CT2, CT3 et CT17, ont été sélectionnés parmi une première 

série de composés polyquinoléine (CT1 à CT12 et CT17), en fonction des résultats 

obtenus pour l'inhibition de la précipitation d'Aβ induite par les ions métalliques.  

 

III.2.1 Principe 

Le test d'Ames est un test de mutagenèse qui consiste à examiner si une substance 

est capable d'induire des mutations spécifiques chez différentes souches de Salmonella 

typhimurium. Les souches utilisées dans ce test sont porteuses d'une mutation dans un des 

gènes gouvernant la synthèse de l'histidine. Cette mutation His- rend les souches 

incapables de pousser sur un milieu sans histidine. Avec une fréquence très faible, ces 

mutations His- réversent spontanément vers His+ et les cellules retrouvent leur capacité à 

pousser sur un milieu dépourvu d'histidine. Cette fréquence de réversion peut augmenter 

suite à l'exposition des bactéries His- à des agents mutagènes, et le test d'Ames permet de 

quantifier l'induction de ces mutations réverses His+. 

Le test d'Ames est réalisé en présence ou non d’homogénat enzymatique de 

microsome de foie de rat (S9). La présence de S9 permet de réaliser une activation 

métabolique oxydante des produits testés et ainsi d'étudier la génotoxicité éventuelle des 

métabolites susceptibles de s'être formés à partir des ligands. 

 

III.2.2 Résultats 

Les expériences ont été réalisées par la société MDS Pharma Services (sous la 

responsabilité de Frédéric Cosledan de la société Palumed) sur deux lignées tests (TA98 

et TA100) de Salmonella tiphimurium mutant (His-), en présence ou non de S9 (Levin et 

al., 1982a; Levin et al., 1982b; Maron and Ames, 1983). 

 

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 9.  
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TA98 TA100 Composé 
(valeur par 

plaque) 

Ajout 
de S9 Effet 

mutagène Cytotoxicité Effet 
mutagène Cytotoxicité

Non > 100 µL > 100 µL > 100 µL > 100 µL DMSO 
(solvant) Oui > 100 µL > 100 µL > 100 µg > 100 µL 

Non - 0,3 mg - 0,03 mg 
clioquinol 

Oui - 0,3 mg - 0,03 mg 

Non > 3 mg > 3 mg > 3 mg > 3 mg 
CT2 

Oui > 3 mg > 3 mg > 3 mg > 3 mg 

Non > 3 mg > 3 mg - 0,3 mg 
CT3 

Oui > 3 mg > 3 mg > 3 mg > 3 mg 

Non > 3 mg > 3 mg > 3 mg > 3 mg 
CT17 

Oui > 3 mg > 3 mg > 3 mg > 3 mg 
 
Tableau 9. Résultats du test d'Ames de mutagénicité de Salmonella sur les souches TA98 et 
TA100 de salmonelle en absence ou en présence d’homogénat enzymatique S9 de microsome de 
foie de rat. 

 

L’obtention de résultats attendus avec ces lignées pour les contrôles 4-nitro-o-

phénylènediamine, azide de sodium, 2-anthramine et 2-aminofluorène a permis de 

confirmer la bonne qualité de l’étude. 

 

Un effet bactéricide du clioquinol a été observé sur les deux lignées (Tableau 9).  

Aucun effet mutagène n’a été observé pour les composés polyquinoléine testés 

même pour les plus fortes doses étudiées. Aucun effet bactéricide n’a été observé pour 

ces composés même pour les plus fortes doses testées à l’exception de CT3 à partir de 0,3 

mg/plaque, sur la lignée TA100 en absence de S9. Ce phénomène n'est pas rédhibitoire 

pour l'utilisation éventuelle du ligand CT3 in vivo mais a empêché le calcul de son 

pouvoir mutagène potentiel. 

 

Ces premiers résultats sont intéressants puisqu'ils n'ont pas démontré 

d'apparition de mutagénécité. L'évaluation pharmacologique de cette série de ligands 

pourra donc être poursuivie. 
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IV.  Conclusion 

La stratégie bisquinoléine consiste à relier deux motifs quinoléine par un bras de 

jonction afin de favoriser la chélation des ions métalliques CuII et ZnII. Elle a été validée 

par l'étude des stœchiométries ligand / métal puisque la majeure partie des complexes 

formés sont de stœchiométrie 1 / 1 autour de l'ion métallique. Les ligands synthétisés 

présentent de plus une affinité beaucoup plus forte pour les ions métalliques CuII et ZnII 

que leurs équivalents monoquinoléine.  

De premières études sur le peptide Aβ ont également fourni des résultats positifs. 

Ainsi, les composés polyquinoléine sont efficaces pour inhiber l'agrégation d'Aβ42 due à 

la présence d'ions métalliques. Certains composés sont plus actifs que le composé 

clioquinol de référence. Un point très intéressant est que, dans le cas du CuII, cette 

activité est observée pour une stœchiométrie métal / ligand de 1 / 1, alors que des excès 

de ligands sont nécessaires dans le cas des dérivés monoquinoléine.   

D'autre part, les ligands polyquinoléine synthétisés inhibent la production d'H2O2 

par le système Aβ42 + CuII + réducteur dans les conditions testées.  

Enfin, la détermination de l'hydrophobicité des ligands et des études de toxicité, 

bien que très préliminaires, semblent encourageantes dans le but d'une éventuelle 

utilisation de ces molécules in vivo.  

 

Ces premiers tests ont permis de réaliser une sélection parmi les ligands 

polyquinoléine synthétisés. Parmi les composés particulièrement actifs pour chélater les 

ions métalliques et inhiber la précipitation d'Aβ par les ions métalliques, les composés 

CT1, CT2, CT3 et CT4 dans la série 8-hydroxyquinoléine et les ligands CT16, CT17 et 

CT21 dans la série 8-aminoquinoléine ont été retenus (Fig. 8). La présence de deux séries 

distinctes dans cette sélection fournira un élément de comparaison intéressant lors de tests 

plus approfondis concernant l'activité de ces ligands vis-à-vis des agrégats amyloïdes de 

la maladie d'Alzheimer. 
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Fig. 8. Ligands bisquinoléine sélectionnés. 
 

 

V. Partie expérimentale 

Détermination de la stœchiométrie métal / ligand   

Spectrophotométrie UV-visible  

Les ligands ont été solubilisés dans un solvant organique (CH3OH, dioxane ou 

DMSO) puis du tampon Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM est ajouté. Les 

proportions du mélange sont indiquées au niveau de chaque complexe. A la solution à 15 

µM de ligand (L) obtenue sont ajoutés des aliquots de solutions concentrées de CuCl2 ou 

de ZnCl2 (M) dans l'eau. La complexation est suivie par spectroscopie UV-visible entre 

190 et 550 nm. 

  

Préparation des complexes pour la spectrométrie de masse et la microanalyse  

Les ligands, dissous dans du méthanol ou du dioxane, ont été métallés en présence 

d’un équivalent d’ion métallique durant une heure à température ambiante puis le solvant 

est évaporé. Du Cu(AcO)2 ou du Zn(AcO)2 ont été employés pour les ligands CT1 à CT6 

et CT8 à CT12 et du CuCl2 ou du ZnCl2 pour les ligands CT7 et CT13 à CT21. 
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Pour la microanalyse, la métallation a été réalisée à 60 °C dans un mélange éthanol 

/ eau (1/1). Les complexes formés ont été cristallisés à - 4 °C dans ce milieu, récupérés 

par filtration, lavés à l'eau puis séchés à 110 °C.  

 

CT1-CuII :  

SM (DIC, NH3) m/z: 364 (LCuII – 1 H), 381 (LCuIINH4 – 2 H).  
UV/vis [dioxane/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 256 (41 900), 272 (32 200, épaulement), 304 (8 800), 338 (5 100), 376 (3 
100). 

- 

CT2-CuII : 

SM (DIC, NH3) m/z: 392 (LCuII – 1 H), 409 (LCuIINH4 – 2 H).  
Analyse (%) pour C21H16N2O2Cu·0,3C2H4O2: calculé C 63,33; H 4,16; N 6,84; 
trouvé C 63,30; H 3,50; N 6,82.  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 202 (70 800), 254 (58 900), 268 (42 400, épaulement), 383 (4 300). 

 

CT3-CuII :  

SM (DIC, NH3) m/z: 400 (LCuII – 1 H), 417 (LCuIINH4 – 2 H).  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 205 (64 000), 255 (47 600), 276 (34 400), 415 (2 900). 

 

CT4-CuII : 

SM (DIC, NH3) m/z: 378 (LCuII – 1 H), 395 (LCuIINH4 – 2 H).  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 245 (41 100), 306 (27 900), 348 (12 100, épaulement), 485 (2 500). 

 

CT5-CuII :  

SM (DIC, NH3) m/z: 434 (LCuII – 1 H), 451 (LCuIINH4 – 2 H).  
Analyse (%) pour C19H10N2O2Cl2Cu: calculé C 52,73; H 2,33; N 6,47; trouvé C 
52,52; H 1,64; N 6,48.  
UV/vis [dioxane/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 256 (38 300), 278 (35 900), 310 (10 300), 342 (7 300), 398 (4 000). 

 

CT6-CuII :  

SM (DIC, NH3) m/z: 462 (LCuII – 1 H), 479 (LCuIINH4 – 2 H).  
Analyse (%) pour C21H14N2O2Cl2Cu: calculé C 54,74; H 3,06; N 6,08; trouvé C 
54,50; H 2,84; N 5,92.  
UV/vis [dioxane/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 261 (59 500), 274 (46 900, épaulement), 347 (4 700), 409 (5 800). 

 

CT7-CuII :  

SM (électrospray, > 0) m/z: 423 (LCuII – 2 H).  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 254 (34 400), 278 (35 900), 316 (9 700, épaulement), 380 (3 100). 

 

CT8-CuII :  

SM (DIC, NH3) m/z: 378 (LCuII – 1 H), 395 (LCuIINH4 – 2 H).  
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Analyse (%) pour C20H14N2O2Cu·0,3 H2O: calculé C 62,67; H 3,84; N 7,31; trouvé 
C 62,68; H 2,91; N 7,21.  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 202 (57 700), 259 (68 000), 268 (46 200, épaulement), 392 (4 900). 

 

CT9-CuII :  

SM (DIC, NH3) m/z: 406 (LCuII – 1 H), 423 (LCuIINH4 – 2 H).  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 204 (56 000), 260 (71 800), 374 (4 800). 

 

CT11-CuII :  

SM (DIC, NH3) m/z: 448 (LCuII – 1 H), 465 (LCuIINH4 – 2 H).  
Analyse (%) pour C20H12N2O2Cl2Cu·0,3 H2O: calculé C 53,12; H 2,81; N 6,20; 
trouvé C 53,09; H 2,37; N 6,08.  
UV/vis [dioxane/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) =  264 (64 700), 276 (46 700), 413 (5 300). 

 

CT12-CuII :  

SM (DIC, NH3) m/z: 700 (LCuII – 1 H), 717 (LCuIINH4 – 2 H).  
Analyse (%) pour C20H10N2O2Cl2I2Cu·2(C2H4O2) : calculé C 35,30; H 1,97; N 
3,43; trouvé C 35,46; H 1,20; N 3,83.  
UV/vis [DMSO/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (8/2, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = (56 000), 340 (55 000), 392 (6 200), 420 (5 000). 

 

CT13-CuII :  

SM (électrospray, > 0) m/z: 438 (LCuII – 1 H).  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 212 (50 300), 263 (65 300), 275 (47 300, épaulement), 319 (4 500), 421 (5 
900). 

 

CT15-CuII : 

SM (électrospray, > 0) m/z: 379 (LCuII – 1 H).  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 244 (40 900), 278 (32 900), 298 (25 400), 319 (27 700), 337 (20 100, 
épaulement). 

 

CT16-CuII :  

SM (électrospray, > 0) m/z: 419 (LCuII – 1 H).  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 211 (65 400); 235 (33 800, épaulement), 275 (37 000), 302 (5 900, 
épaulement), 329 (17 900), 352 (19 000), 366 (20 900). 

 

CT17-CuII-Cl :  

SM (DIC, NH3) m/z: 369 (LCuIICl).  
UV/vis [DMSO/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (8/2, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 287 (40 700), 368 (3 300), 486 (14 100). 

 

CT19-CuII :  

SM (électrospray, > 0) m/z: 361 (LCuII – 1 H). 
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CT20-CuII :  

SM (électrospray, > 0) m/z: 405 (LCuII). 
 

CT21-CuII :  

SM (électrospray, > 0) m/z: 390 (LCuII – 1 H).  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 230 (55 700); 303 (11 800), 315 (10 400), 360 (1 100, épaulement). 

 

CT1-ZnII :   

SM (DIC, NH3) m/z: 365 (LZnII – 1 H), 382 (LZnIINH4 – 2 H).  
 

CT2-ZnII :  

SM (DIC, NH3) m/z: 393 (LZnII – 1 H), 410 (LZnIINH4 – 2 H).  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 202 (78 700), 258 (74 100), 268 (46 700), 378 (4 600). 

 

CT3-ZnII :  

SM (DIC, NH3) m/z: 401 (LZnII – 1 H).  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 205 (43 300), 258 (50 500), 274 (30 900), 404 (3 000). 

 

CT4-ZnII :  

SM (DIC, NH3) m/z: 379 (LZnII – 1 H), 396 (LZnIINH4 – 2 H).  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 238 (31 100), 298 (26 200), 346 (10 500, épaulement), 473 (3 000). 

 

CT5-ZnII : 

SM (DIC, NH3) m/z: 433 (MH+) (LZnII – 1 H), 454 (LZnIINH4 – 2 H).  
 

CT6-ZnII :  

SM (DIC, NH3) m/z: 463 (LZnII – 1 H), 482 (LZnIINH4 – 2 H).  
UV/vis [dioxane/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 265 (69 200), 275 (45 700), 346 (5 800), 405 (6 100). 

 

CT7-ZnII :  

SM (électrospray, > 0) m/z: 425 (LZnII – 1 H).  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 262 (44 700), 276 (22 300, épaulement), 308 (5 900), 390 (2 000). 

 

CT8-ZnII :  

SM (DIC, NH3) m/z: 379 (LZnII – 1 H), 396 (LZnIINH4 – 2 H).  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 202 (55 500), 258 (63 600), 268 (43 400, épaulement), 374 (4 000). 

 

CT9-ZnII :  

SM (DIC, NH3) m/z: 407 (LZnII – 1 H), 424 (LZnIINH4 – 2 H).  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 202 (63 600), 260 (65 600), 368 (4 400). 
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CT11-ZnII :  

SM (DIC, NH3) m/z: 449 (LZnII – 1 H), 466 (LZnIINH4 – 2 H).  
UV/vis [dioxane/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 264 (57 800), 272 (43 600, épaulement), 390 (5 400). 

 

CT12-ZnII :  

SM (ES-SM, < 0) m/z: 735 (LZnIIHCl).  
UV/vis [DMSO/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4 ; NaCl 150 mM (8/2, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 276 (54 200), 340 (5 800), 352 (7 700), 397 (5 100). 

 

CT13-ZnII :  

SM (électrospray, > 0) m/z: 439 (LZnII – 1 H).  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 202 (66 900); 264 (92 500), 276 (47 100, épaulement), 318 (5 500), 398 (6 
700).  

 

CT14-ZnII :  

SM (électrospray, > 0) m/z: 394 (LZnII – 1 H).  
UV/vis [DMSO/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM (8/2, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 273 (27 400); 309 (23 800), 332 (22 000); 4307 (3 800).  

 

CT15-ZnII :  

SM (électrospray, > 0) m/z: 380 (LZnII – 1 H).  
UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 243 (38 600); 276 (41 000), 297 (34 300), 320 (28 100, épaulement), 334 
(19 500, épaulement).  

 

CT16-ZnII :  

UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 213 (47 000); 234 (24 800), 274 (25 600), 303 (10 900, épaulement), 330 
(11 600), 348 (12 300), 363 (13 100). 

 

CT17-ZnII-Cl :  

SM (DIC, NH3) m/z: 370 (LZnIICl).  
UV/vis (CH3OH): λ nm (ε M-1 cm-1) = 288 (31 800), 299 (27 900), 369 (3 400), 490 
(13 200). 

 

CT20-ZnII :  

UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 236 (43 900), 304 (8 700), 316 (8 000). 

 

CT21-ZnII :  

UV/vis [CH3OH/Tris·HCl 20 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM (1/1, v/v)] : λ nm (ε M-1 
cm-1) = 232 (55 400); 300 (9 600), 314 (9 200), 364 (700, épaulement). 

 
 
Estimation des constantes d’affinité des ligands pour les ions métalliques   

Les solutions 15 µM de ligands ont été préparées comme pour l'étude de la 

stœchiométrie métal / ligand, et les milieux de réaction sont les mêmes. 
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Méthode 1  

A une solution de ligand (Ls) et de compétiteur (Lc) à une concentration C = 15 µM 

est ajouté un équivalent de CuCl2 ou de ZnCl2 (M) en solution concentrée dans l'eau. Le 

pourcentage d'espèce Ls métallée en solution (x % de C) est déterminé par spectroscopie 

UV-visible entre 190 et 550 nm.  

 

Méthode 2  

A une solution de ligand (Ls) à une concentration C = 15 µM en présence d'un 

équivalent de CuCl2 ou de ZnCl2 (M) sont ajoutés des aliquots de solution concentrée de 

compétiteur (Lc) dans l'eau.  La variation du pourcentage d'espèce Ls métallée en solution 

(x % de C) est suivie par spectroscopie UV-visible entre 190 et 550 nm. Elle permet de 

déterminer la concentration de Lc (y % de C) pour laquelle 50 % de Ls est sous forme de 

complexe métallique.  

 

Réactifs pour les expériences réalisées en présence du peptide amyloïde Aβ42  

Avant utilisation, l’eau (qualité MilliQ (Millipore)) et toutes les solutions tampons 

ont été traitées sur résine Chelex-100 (Biorad) (5 mg/mL) et filtrées à travers des filtres 

0,2 µm (Whatman) pour enlever d’éventuelles traces d’ions métalliques ou de particules. 

CuCl2, ZnCl2 ou FeCl3, de qualité puriss p.a. proviennent de chez Fluka.  

Les ligands sont employés sous la forme de chlorhydrates. Sauf dans le cas de 

CT1 et CT7 qui sont utilisés sous la forme chlorhydrate obtenue en cours de synthèse, 

les sels sont générés par addition d’un équivalent d’acide chlorhydrique par équivalent de 

fonction azotée du ligand dissous dans du DMSO. Après évaporation du solvant, ces sels 

sont dissous à une concentration de 2 mM avec du DMSO et conservés à -20 °C.  

Le peptide β-amyloïde Aβ42 a été synthétisé, purifié (jusqu’à une pureté 

supérieure à 95 %) et caractérisé par analyse sur HPLC et par spectrométrie de masse 

MALDI-TOF par le Dr. Honoré Mazarguil (IPBS, Toulouse). Les solutions de travail du 

peptide ont été préparées en solubilisant 1 mg de peptide lyophilisé dans 500 µL d’eau et 

500 µL d’une solution aqueuse de NaOH pH = 12,0 ; sous agitation à 1400 t/min dans un 

Thermomixer Comfort (Eppendorf). Les préparations de peptide sont ensuite centrifugées 

10 min à 5 500 g et le surnageant est utilisé comme solution “stock d'Aβ”. La 

concentration en peptide du “stock d'Aβ” est déterminée immédiatement par test 

colorimétrique avec un kit Micro BCA Protein Assays (Pierce) à partir de gammes étalon 

réalisées avec des quantités connues d’albumine de sérum bovin (BSA) puis la solution 



Chapitre IV.  Ligands polyquinoléine – Propriétés de chélation et études sur Aβ 
 

 215

de peptide Aβ est aliquotée et congelée rapidement dans de l’azote liquide avant d’être 

conservée à -20 °C jusqu’à son utilisation. 

 

Toutes les expériences impliquant Aβ ont été réalisées en double lorsque moins de 

5 % de différence entre les valeurs ont été obtenus, et la valeur donnée est une valeur 

moyenne. Pour des différences plus grandes, et pour les résultats les plus importants, les 

expériences ont été réalisées trois fois et les écarts type ont été calculés.  

 

Analyse de la précipitation d'Aβ42 par les ions métalliques  

Les concentrations indiquées sont les concentrations finales. Aβ42 (5 µM, 500 µL) 

est incubé dans du tampon Tris·HCl 20 mM ; NaCl 150 mM (pH = 7,4) durant 2 heures à 

37 °C sous agitation à 1400 t/min en présence de différentes stœchiométries de CuCl2, de 

ZnCl2 ou de FeCl3 dissous dans l’eau et dilués dans du DMSO (50 µL). Les échantillons 

(volume final = 550 µL) sont ensuite centrifugés durant 20 min à 5 500 g et 500 µL de 

surnageant sont prélevés. Le tube contenant le culot de précipitation reçoit alors 450 µL 

de mélange tampon d’expérience / DMSO (91/9, v/v). Puis la concentration en protéine 

est déterminée sur le surnageant et le culot par Micro BCA Protein Assays (Pierce) : 

chaque échantillon reçoit un volume de révélateur et est incubé 1 heure à 60°C sous 

agitation à 1 400 t/min puis l’absorbance à 562 nm est mesurée. Les quantifications sont 

réalisées à partir de gammes étalon de BSA. Les quantités d'Aβ42 réellement contenues 

dans le culot et le surnageant sont obtenues après une correction due à la présence d’une 

partie résiduelle du surnageant (50/550 µL) dans la fraction contenant le culot. Pour 

toutes les expériences, le résultat de l’addition du pourcentage d'Aβ42 dans le surnageant 

avec le pourcentage d'Aβ42 dans le culot donne des valeurs proches de 100 %. 

 

Inhibition de la précipitation d'Aβ42 par l'ajout de ligand  

Les concentrations finales sont indiquées. 500 µL d'Aβ42 (5 µM) est incubé dans 

du tampon Tris·HCl 20 mM ; NaCl 150 mM (pH = 7,4) durant 1 heure à 37 °C sous 

agitation à 1400 t/min en l’absence ou en présence d’ions métalliques : CuCl2, ZnCl2 ou 

FeCl3 (20 µM). Puis 50 µL de ligand à tester (200 µM) dissous dans du DMSO sont alors 

ajoutés et les échantillons sont incubés 1 heure de plus à 37 °C sous agitation à 1 400 

t/min. Les échantillons sans ligand reçoivent 50 µL de DMSO. Les échantillons (volume 

final = 550 µL) sont ensuite centrifugés durant 20 min à 5 500 g et 500 µL de surnageant 

sont prélevés. Le tube contenant le culot de précipitation reçoit alors 450 µL de mélange 
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tampon d’expérience/DMSO (91/9, v/v). Puis la concentration en protéine est déterminée 

sur le surnageant et le culot par Micro BCA Protein Assays (Pierce) comme décrit 

précédemment. Les quantités d'Aβ42 réellement contenues dans le culot et le surnageant 

sont obtenues après une correction due à la présence d’une partie résiduelle du surnageant 

(50/550 µL) dans la fraction contenant le culot. 

Dans le cas de CT1, CT4, CT5, CT7, CT13, CT14, CT16, CT17, CT20, CT21,  

de la 2-méthyl-8-hydroxyquinoléine et de la 8-aminoquinoléine, qui présentent une 

absorption à 562 nm dans les conditions de dosage, des blancs sont réalisés en présence 

du ligand testé et de l’ion métallique étudié. 

 

Des expériences ont aussi été réalisées pour Aβ42 (5 µM), CuCl2 (12,5 µM) et le 

ligand (12,5 µM) (ou 25 µM dans le cas des ligands monoquinoléine). Hormis les 

variations de concentrations, le protocole est identique à celui décrit ci-dessus. 

 

Dosage du peroxyde d’hydrogène produit par Aβ42 en présence de CuCl2, de 

réducteur, d’air et de ligand   

Les concentrations indiquées sont les concentrations finales. Les réactions ont été 

réalisées dans le noir dans du tampon phosphate de sodium, 50 mM (pH = 7,4). Aβ42 (0,2 

µM à 0,53 µM) et CuCl2 (0,4 µM) sont pré-incubés durant 1 heure à 37°C sous agitation 

à 1 400 t/min dans 375 µL de tampon. Puis 2 µL d’une solution de ligand à étudier (0,2; 

0,4 ou 0,8 µM) dans du DMSO sont alors ajoutés. Après incubation durant une heure 

supplémentaire, 2 µL d’une solution aqueuse d’ascorbate de sodium (10 µM) sont ajoutés 

et l’incubation est poursuivie durant 5 minutes toujours sous agitation. La quantité d'H2O2 

produite est alors quantifiée à l’aide d’un kit Amplex Red H2O2/HRP Assay (Molecular 

Probes) en ajoutant un volume de réactif de dosage sur les échantillons puis en les 

incubant durant 1 heure à 37 °C sous agitation à 500 t/min. Les détections d'H2O2 sont 

alors réalisées spectrophotométriquement à 563 nm. Les quantifications sont réalisées à 

partir de courbes étalons obtenues avec des quantités connues d'H2O2. 

 

Des expériences ont aussi été réalisées en présence d’une quantité connue d'H2O2, 

ajoutée juste avant ou juste après l’addition d’ascorbate de sodium, afin d’étudier la 

stabilité d'H2O2 dans les conditions expérimentales utilisées.  
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Détermination des log D7,4   

Le ligand (2,0 mg) est dissous dans 2 mL de 1-octanol puis 2 mL de tampon 

Tris·HCl 20 mM, pH = 7,4 ; NaCl 150 mM sont ajoutés. Après un mélange au vortex 

durant 3 min à température ambiante suivi d’une centrifugation durant 5 min à 5 500 g, la 

concentration du ligand dans chaque phase est déterminée par spectrophotométrie UV-

visible. Les fractions 1-octanol sont repartitionnées ainsi jusqu’à ce que des valeurs 

reproductibles de coefficient de partition soient obtenues. Les mesures ont été réalisées 

trois fois. 

 

Analyse de la génotoxicité potentielle : Test d'AMES 

Deux lignées test (TA98 et TA100) de Salmonella tiphimurium mutant (His-) ont 

été utilisées de par leur déficience à synthétiser l’histidine et de la confirmation des 

caractéristiques de ces lignées par des tests de marqueurs génétiques. Le test consiste en 

l’évaluation du potentiel des molécules testées à induire une mutation réverse au locus 

histidine de ces lignées. Ces deux lignées ont été fournies par le Dr. Bruce N. Ames 

(University of California, Berkeley, USA). Elles sont résistantes à l’ampicilline et 

sensibles à la tétracycline. Elles ne sont pas mutantes pour rfa, UvγB et UvγA. La lignée 

TA98 (his D3052) contient une mutation de phase de lecture (GC) tandis que la lignée 

TA100 (his G46) contient une substitution de paire de base (GC). Le nombre de révertant 

spontané est de 37 ± 6 et 166 ± 15 colonies par plaques pour TA98 et TA100, 

respectivement. 

 Les composés à tester ont été dissous dans 100 % de DMSO et dilués 

logarithmiquement (d’un facteur 10) de façon à obtenir 4 concentrations test de 30 000 ; 3 

000 ; 300 et 30 µg/mL. Chaque série de 0,1 mL de solution stock à tester, 0,1 mL de 

lignée test et de milieu de culture avec ou pas 0,5 mL d’homogénat enzymatique (S9) de 

microsome de foie de rat ont été mélangés avec 2 mL d’agarose fondue (contenant 0,5 

mM d’histidine et 0,5 mM de biotine). Ce mélange a été déposé à la surface d’une plaque 

de milieu agarose glucose minimal (30 mL pour chaque boîte de pétrie) de façon à 

obtenir des concentrations finales en composé à tester de 3 000; 300; 30 et 3 µg/plaque. 

Les plaques ont alors été incubées à 37°C durant 48 heures. Les cultures ont été traitées 

ou non en présence d’une activation métabolique exogène par l’ajout de 0,5 mL de 

mélange S9 qui contenait 8 mM MgCl2, 33 mM KCl, 4 mM NADP, 5 mM glucose-6-

phosphate, 100 mM NaH2PO4 (pH = 7,4) et 4 % (v/v) d’homogénat enzymatique de 

microsome de foie de rat induit par Acrolor 1254 (S9). Les colonies révertantes des 
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lignées test ont été dénombrées avec un compteur de colonies (Sigma). Les résultats ont 

été considérés comme significatifs uniquement si les valeurs obtenues pour le solvant 

seul et des composés de référence étaient dans une fourchette précédemment établie. Un 

nombre de colonies > 3 fois au nombre de colonies observé pour le solvant seul est 

considéré comme mutagène de façon significative. Un composé induisant un nombre de 

colonies < 50 % de celles obtenues pour le solvant seul a été considéré comme toxique 

pour les bactéries testées. Tous les essais ont été réalisés trois fois. Ce travail a été 

effectué à l'initiative de la société PALUMED dans le cadre de la colaboration CNRS-

PALUMED. 
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Les travaux décrits au cours du chapitre précédent traitent de la production d'H2O2 

par les complexes Aβ·Cun en présence de réducteur et de l'inhibition de cette production 

par des ligands quinoléine. Certains résultats nous ont semblé présenter un intérêt 

concernant (i) les mécanismes de production et de dégradation d'H2O2 par les différents 

complexes de cuivre étudiés et (ii) le mode d'action des chélateurs. Nous avons donc 

réalisé des expériences complémentaires dans le but d'affiner ces études. 

 

Nous avons utilisé le protocole décrit au chapitre précédent, qui permet d'étudier 

la production d'H2O2, mais aussi sa dégradation. Brièvement, celui-ci consiste en l'ajout 

d'une quantité connue d'H2O2 associé à une étape de pré-incubation entre le réducteur et 

les complexes Aβ·Cun avant le dosage d'H2O2 à l'aide d'un kit Amplex Red / HRP. Des 

expériences complémentaires de précipitation d'Aβ42 et de cinétique de production 

d'H2O2 ont été menées afin de préciser les résultats obtenus.  

L'étude a été étendue au FeIII, un autre métal à activité rédox dont l'interaction 

avec Aβ a été proposée, même si elle est sujette à débat (Bush, 2002). Par ailleurs, les 

résultats obtenus précédemment pour les ligands monoquinoléine ont été approfondis.  

 

L'ensemble de cette étude a fait l'objet d'un article accepté pour publication dans 

le "Journal of Inorganic Biochemistry". 

 

I. Production et dégradation d'H2O2 par les 

complexes de cuivre d'Aβ  
 

I.1 Résumé de l'article 

Les complexes de CuII
 d'Aβ42 ont des capacités variables à produire H2O2 en 

présence de réducteur et d'air, et les complexes ayant les rapports Cu / Aβ les plus élevés 

sont les plus actifs. Ces complexes Aβ·Cun ne dégradent pas efficacement l'H2O2 produit. 

En absence d'Aβ, le sel de cuivre produit également H2O2 et le dégrade de façon plus 

significative que les complexes Aβ·Cun. Cette dégradation est fortement accrue dans le 

cas du FeIII, en présence ou en absence d'Aβ. Ces réactions sont inhibées en absence 

d'ascorbate (réducteur), ce qui implique les espèces réduites CuI et FeII dans la production 
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et / ou la transformation d'H2O2. Dans le cas du système Aβ + CuII + FeIII + ascorbate, la 

production d'H2O2 est significative mais sa dégradation est également forte. Par 

conséquent, nous pouvons proposer que la dégradation d'H2O2, pouvant conduire à la 

formation d'EORs plus toxiques (tels que OH•), n'est pas due aux espèces Aβ·Cun (qui 

dégradent très peu H2O2 dans ces conditions) mais pourrait être attribuée aux complexes 

de fer (qui eux dégradent H2O2 de façon importante). 

 

L'utilisation de chélateurs (L) pour piéger ces ions métalliques et inhiber la 

formation d'H2O2 réalisée par les complexes Aβ·Cun a été étudiée. Le chélateur EDTA 

forme un complexe LCu en présence de CuII. Pour un ratio L / Cu = 1, ce ligand inhibe la 

production d'H2O2 due à CuCl2 et aux complexes Aβ·Cun en présence d'ascorbate. Pour 

un ratio L / Cu = 0,5, l'EDTA n'est pas aussi efficace pour inhiber cette production 

d'H2O2, probablement parce que ce ratio ne permet pas de piéger tout l'ion métallique 

sous la forme de chélate d'EDTA. Dans le cas du ligand clioquinol, l'inhibition de la 

production d'H2O2 due à CuCl2 n'est efficace que pour un ratio L / CuII
 = 2 (mais pas pour 

un ratio L / CuII
 = 1). Ceci semble indiquer que l'ion métallique doit être piégé sous forme 

de complexe (clioquinol)2Cu pour avoir une inhibition de la production d'H2O2. Par 

contre, de façon surprenante, le clioquinol est efficace pour inhiber la production d'H2O2 

due aux complexes Aβ·Cun pour un rapport L / Cu = 1. Cette observation permet de 

proposer que ce ligand pourrait agir par la formation d'un complexe ternaire avec Aβ·Cun.  

Par ailleurs, la comparaison de différents chélateurs monoquinoléine a montré que 

la dégradation d'H2O2 par ces systèmes peut être modulée en fonction des substituants 

présents sur le noyau quinoléine.  

 

Pour conclure, la méthode présentée ici permet d'appréhender le mode d'action des 

chélateurs pour piéger les ions métalliques impliqués dans la maladie d'Alzheimer et est 

un outil intéressant pour la conception de telles molécules. 

 

I.2 Article 

"Influence of chelators and iron ions on the production and degradation of H2O2 by 

beta-amyloid-copper complexes". Céline Deraeve, Margurite Pitie and Bernard Meunier. 

Journal of Inorganic Biochemistry, 2006, sous presse (doi:10.1016/j.jinorgbio.2006.08.005). 
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I.3 Commentaire  

Cette étude montre que les ligands monoquinoléine comme le clioquinol ou la 8-

hydroxyquinoléine inhibent la production d'H2O2 due aux complexes Aβ·Cun en présence 

de réducteur.  

Elle suggère de plus que le mode d'action de ces ligands consiste en la formation 

d'un complexe ternaire entre le chélateur, le cuivre et le peptide. L'hypothèse de la 

formation d'un complexe ternaire avec les espèces Aβ·Cun avait déjà été proposée par 

Bush mais, à notre connaissance, sans validation expérimentale (Bush, 2002). Elle est par 

ailleurs en accord avec les résultats d'une étude récente traitant de l'action du clioquinol 

sur des complexes de ZnII d'Aβ (Opazo et al., 2006). 

 

Dans le cas des ligands bisquinoléine, cette interaction sous la forme de complexe 

ternaire est peu probable. On peut supposer que la structure tétradentate de ces ligands 

favorise un mode d'interaction comparable à celui de l'EDTA, qui consiste à retirer les 

ions cuivre fixés sur Aβ.  

Cette étude a été abordée dans le cas du ligand CT2 qui, comme l'EDTA, ne 

dégrade pas H2O2 (cf. chapitre précédent, Tableau 7). Les premiers résultats obtenus ne 

permettent cependant pas de conclure (Tableau 1).  

En effet, pour un ratio CT2 / Cu = 0,5, correspondant à une entité 8-

hydroxyquinoléine par ion métallique, la diminution de la production d'H2O2 par Aβ·Cu2 

est moins forte que celle observée dans le cas de la 8-hydroxyquinoléine dans un ratio 1 / 

1 avec le Cu. Cette observation est en défaveur de l'hypothèse du complexe ternaire pour 

CT2. 

Toutefois, pour ce rapport L / CuII = 0,5, l'inhibition de la production d'H2O2 due à 

Aβ·Cu2 est plus marquée pour CT2 que pour l'EDTA dans des conditions identiques. De 

plus, la quantité d'H2O2 produite en présence de CT2 (0,94 nmol d'H2O2) est relativement 

éloignée de la quantité d'H2O2 produite par 0,2 µM d'Aβ·Cu (1,33 nmol), qui serait 

l'espèce rédox-active présente dans le milieu dans l'hypothèse où CT2 a retiré un des 

deux atomes de cuivre d'Aβ·Cu2. 

Des études complémentaires devront donc être menées pour tenter d'attribuer le 

mode d'interaction des ligands bisquinoléine tels que CT2 avec les complexes Aβ·Cun 

lors de l'inhibition de la production d'H2O2 par ces derniers. 
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 n (H2O2) (nmol)  

 0,4 µM CuII 
0,2 µM Aβ42 
0,4 µM CuII 
Cu/Aβ = 2 

0,2 µM Aβ42 
0,2 µM CuII 
Cu/Aβ = 1 

sans ligand 2,93 ± 0,18 2,77 ± 0,16 1,33 ± 0,08 
8-hydroxyquinoléine 

1 eq/CuII 
2 eq/CuII 

 
2,02 
0,62 

 
0,69 

0,71 ± 0,05 

 
- 
- 

EDTA 
 0,5 eq/CuII 

1 eq/CuII 

 
1,82 
0,94 

 
1,21 
0,82 

 
- 
- 

CT2  
 0,5 eq/CuII 
1 eq/CuII 

 
2,12 
0,84 

 
0,94 

0,71 ± 0,02 

 
- 
- 

 

Tableau 1. Comparaison de l’inhibition par les différents ligands de la production de H2O2 
réalisée par Aβ42 (0,2 µM) en présence de CuCl2 (0,4 µM), d'ascorbate (10 µM) et d’air. La 
quantité d’H2O2 (en nanomoles) est dosée à l’aide d’un kit Amplex Red H2O2/HRP Assay. 
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Notre travail a consisté en la synthèse et l'évaluation de chélateurs de type bi-

chélateur en relation avec la maladie d'Alzheimer. 

 

Au cours du premier chapitre, nous avons évoqué les mécanismes de 

développement de la maladie d'Alzheimer, qui est complexe et multifactorielle. Nous 

nous sommes intéressés en particulier au peptide β-amyloïde, considéré comme une 

espèce clé dans le développement de cette maladie. Ce peptide s'agrège dans le cerveau à 

la suite d'un phénomène de repliement. Les ions métalliques (CuII, ZnII
 et FeIII) 

interagissant avec Aβ accentuent cette précipitation et prennent part à sa toxicité, en 

particulier par la génération d’espèces réactives de l’oxygène à l'origine de dommages 

oxydants. Nous avons vu qu'Aβ peut être inséré dans un processus plus global appelé 

"hypothèse de la cascade amyloïde". Celle-ci implique une cascade d'évènements qui 

conduisent, à terme, à la dégénérescence des neurones, à la disparition des synapses et à 

la mort cellulaire responsables de l'altération de la mémoire et des fonctions cognitives 

chez les malades.  

Cette complexité permet d'envisager le développement d'un large éventail de 

stratégies thérapeutiques pour traiter cette maladie. Ces stratégies, qui ont été détaillées 

dans ce chapitre, se partagent en deux groupes selon qu'elles ciblent les symptômes ou les 

causes de la maladie d'Alzheimer. Les deux types de traitements utilisés actuellement se 

situent dans la première catégorie. Parmi les voies de recherche ciblant les causes de la 

maladie d'Alzheimer, la stratégie de chélation des ions métalliques, qui a donné de 

premiers résultats positifs in vivo, est un axe de recherche intéressant. En effet, des 

molécules empêchant les interactions délétères entre Aβ et les ions métalliques sont 

susceptibles d’inhiber l'agrégation d'Aβ et de favoriser son élimination. Elles pourraient 

également permettre d'empêcher les phénomènes d'oxydation engendrant de la toxicité. 

 

Une première étude basée sur cette stratégie de chélation des ions métalliques a 

été décrite dans le second chapitre. Elle concerne deux composés polyphénanthroline 

conçus dans le but d'améliorer l'affinité du ligand 1,10-phénanthroline pour les ions 

métalliques CuII et ZnII en reliant deux de ces molécules de façon covalente. Nous avons 

pu confirmer cette proposition en déterminant les constantes d'affinité pour ces ions 

métalliques : le composé cyclique Cyclo-bi-Phen, possédant deux bras de jonction, 

chélate efficacement les ions CuII et ZnII in vitro. En outre, il est apparu que ce ligand 
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possède une activité in vivo permettant la diminution de la quantité de plaques amyloïdes 

denses chez des souris transgéniques modélisant la maladie d'Alzheimer. 

 

Dans le troisième chapitre, nous avons repris la stratégie bi-chélateur développée 

dans le cas de la Cyclo-bi-Phen, et nous l'avons adaptée à une autre série de molécules 

aromatiques N-hétérocycliques capables de se coordiner aux ions métalliques impliqués 

dans la maladie d'Alzheimer : les ligands quinoléine. Cette série a été établie sur le 

modèle du clioquinol, un ligand quinoléine actif in vitro et in vivo dans le cadre de cette 

maladie. Les entités 8-hydroxyquinoléine et 8-aminoquinoléine, connues pour leur 

affinité pour les ions métalliques CuII, mais également ZnII pour la première, ont été 

utilisées comme motif de chélation. Nous avons présenté la conception et la synthèse 

d'une vingtaine de ces composés. La position du bras de jonction entre les noyaux 

quinoléine a été choisie au voisinage du site de chélation, en position 2 ou en position 8 

du noyau quinoléine, de manière à permettre l’emploi de liens courts qui favorisent 

l’interaction des deux entités chélatantes sur le même ion métallique. Nous avons 

développé diverses voies de synthèse qui ont permis de faire varier la taille et la nature de 

ce bras de jonction. De plus, des substituants ont été introduits de manière contrôlée sur 

les noyaux quinoléine et sur le bras de jonction, de manière à apporter de la stabilité à ces 

ligands ou à moduler leurs propriétés. 

 

Le quatrième chapitre a été consacré à l'évaluation de ces dérivés polyquinoléine. 

Dans un premier temps, l'affinité de ces ligands pour les ions métalliques CuII et ZnII a été 

déterminée par spectroscopie UV-visible. Il est apparu que ces ligands polyquinoléine 

réalisent, dans la majorité des cas, des complexes de stœchiométrie métal/ligand de 1/1. 

Nous avons pu constater que leur affinité pour les ions métalliques étudiés est nettement 

améliorée par rapport aux équivalents monoquinoléine. Par ailleurs, les ligands 

bisquinoléine présentant un atome d'azote en position 8 sont, comme la 8-amino-

quinoléine, sélectifs du CuII par rapport au ZnII. Par la suite, nous avons détaillé les 

premières évaluations biologiques de ces ligands in vitro, en présence du peptide Aβ42. 

Ces premiers tests ont révélé que certains composés inhibent la précipitation d'Aβ induite 

par le CuII, le ZnII ou le FeIII. De façon importante, cette activité a été observée dès 

l'utilisation d'un équivalent de ligand par CuII. Il est apparu que cette activité est modulée 

par la structure des ligands testés. Nous avons également montré que ces ligands sont 

capables d’inhiber la production d'H2O2 due aux systèmes Aβ·Cun en présence de 
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réducteur. Enfin, des études complémentaires en vue d'une utilisation in vivo ont pu 

mettre en évidence que les ligands bisquinoléine possèdent un caractère hydrophobe 

favorable au passage de la barrière hémato-méningée, et sont dépourvus d'activité 

mutagène dans le cas de trois composés évalués par le test d'Ames.  

 

Ces travaux nous ont conduits à nous intéresser aux mécanismes de production et 

de dégradation d'H2O2 par les systèmes Aβ·Cun en présence de réducteur. Cette étude fait 

l'objet du dernier chapitre. Il est apparu en particulier que les complexes Aβ·Cun 

produisent H2O2, mais ne le dégradent pas de manière efficace. Les résultats obtenus nous 

ont amenés à proposer que la dégradation d'H2O2, susceptible de conduire à la formation 

d'OH• particulièrement toxique, pourrait être attribuée aux complexes de fer qui 

dégradent H2O2 de façon importante dans les conditions étudiées. Le protocole 

expérimental mis en place a également permis d'étudier le mode d’action des chélateurs 

vis-à-vis de la production d'H2O2 par les systèmes Aβ·Cun. Cette étude laisse apparaître 

que le clioquinol et les autres dérivés monoquinoléine testés pourraient agir en formant 

des complexes ternaires avec le peptide et le cuivre. 

 

En conclusion, l'ensemble de ces travaux a permis de montrer que la stratégie 

consistant à relier deux molécules chélatantes par un lien covalent est intéressante. En 

particulier, nous avons mis en évidence que les ligands bisquinoléine synthétisés ont une 

affinité accrue pour les ions métalliques impliqués dans la maladie d'Alzheimer, et sont 

actifs in vitro sur le peptide Aβ.    

 

 

De nombreux travaux restent à faire pour approfondir cette étude. 

 

Premièrement, les résultats préliminaires obtenus sur Aβ devront être confirmés 

par d'autres tests (notamment dans le cas de l'inhibition de la formation des espèces 

oxygénées réactives) et complétés. Ainsi par exemple, l'étude de l'inhibition, sur culture 

neuronale, de la toxicité d'Aβ pourra être menée sur les composés les plus intéressants. Si 

ces résultats sont positifs, l'étude, sur des souris transgéniques modèles de la maladie 

d'Alzheimer, des dérivés bisquinoléine les plus actifs est envisageable.    

L'évaluation de l'hydrophobicité et du potentiel mutagène des ligands sont 

également des résultats préliminaires qu'il convient de compléter. Des tests de passage de 
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la barrière hémato-méningée devront être menés, de même que l'étude de la 

biodistribution et de la métabolisation des molécules les plus actives pour une éventuelle 

utilisation in vivo. D'autres tests de toxicité sont également nécessaires, par exemple sur 

culture neuronale mais surtout, in vivo, sur souris. 

 

D'un point de vue mécanistique, il paraît nécessaire de poursuivre l'étude du mode 

d'action de ces ligands bisquinoléine sur les complexes métalliques d'Aβ. En particulier, 

l'analyse du mécanisme d'action de ces ligands lors de l'inhibition de la production d'H2O2 

par les complexes Aβ·Cun, qui a été initiée au chapitre V, devra être poursuivie. 

 

Il serait par ailleurs intéressant de réaliser d'autres modulations de structure sur les 

dérivés polyquinoléine, d'une part pour essayer d'améliorer l'activité biologique de ces 

ligands, mais également pour tenter de rationaliser cette activité à partir des structures des 

molécules testées.  

La synthèse de ligands bisquinoléine cycliques pourrait également être envisagée, 

la cyclisation étant susceptible d'apporter des propriétés différentes à la molécule. Un 

exemple concerne les dérivés de Phen comportant un ou deux bras de jonction et qui ont 

montré des résultats antagonistes lors de l'étude de la solubilisation des plaques 

amyloïdes in vivo décrite au chapitre II. 

 

Enfin, ces travaux pourraient trouver leur prolongement dans le cadre d'autres 

maladies neurodégénératives impliquant des ions métalliques, telles que la maladie de 

Parkinson ou les maladies liées au prion. Il pourrait être intéressant de tester les ligands 

polyquinoléine sur ces cibles, notamment dans le cas de la maladie de Parkinson pour 

laquelle des dérivés de 8-hydroxyquinoléine se sont déjà révélés actifs. 
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