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Avant-propos

Ces travaux de thése ont été réalisés a I'Université Grenoble Alpes sous la direction du Dr
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Boumendjel et du Dr Marine Peuchmaur au sein de I'équipe « Chimie Médicinale — MedChem » au

sein du Département de Pharmacochimie Moléculaire (CNRS-UMR 5063).
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Abréviations

AA = acides aminés

ABC = transporteurs a ABC ou “ATP binding cassette”
Ac = acétyle

AD = maladie d’Alzheimer

ADN = acide désoxyribonucléique

AFM = microscopie a force atomique

AS = aurone synthase

Asc = ascorbate

ATP = adénosine triphosphate

ATPZ = aminothiénopyridazine

AUS = auréusidine synthase

BBB = barriere hémato-encéphalique

BOPCI = Bis(2-ox0-3-oxazolidinyl)phosphinic chloride
Bt = benzotriazole

Bu = butyle

CD = dichroisme circulaire

DCC = N,N’-dicyclohexylcarbodiimide

DCM = dichlorométhane

DI = dose d’injection

DIC = N,N’-diisopropylcarbodiimide

DIEA = N,N-Diisopropyléthylamine

DMAP = 4-diméthylaminopyridine

DMF = N,N-diméthylformamide

DMSO = diméthylsulfoxyde

DPM = Département de Pharmacochimie Moléculaire
DTT = dithiothréitol

ECCG = épicatéchin 3-gallate

EDC = N-(3-Diméthylaminopropyl)-N'-éthylcarbodiimide

Equiv. = nombre d’équivalents
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ESI = ionisation par électronébuliseur

Et = éthyle

Fmoc = 9-fluorenylmethoxycarbonyl

FTDP-17 = démence fronto-temporale liée au chromosome 17
HFIP =1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol

HPLC = chomatographie liquide a haute pression
HRMS = spectrométrie de masse a haute résolution
[2BM = ingénierie et interactions biomoléculaires
ICso = concentration inhibitrice médiane

IFF = insomnie fatale familiale

IL6 = interleukine 6

MAO = monoamine oxydase

MAP = protéine associée aux microtubules

MBHA = 4-Methylbenzhydrylamine

MCJ = maladie de Creutzfeltd-Jakob

Me = méthyle

MedChem = chimie médicinale

MOPS = acide 3-(N-morpholino)propanesulfonique
MS = spectrométrie de masse

MT = microtubules

MW = micro-onde

NBS = N-bromosuccinimide

NFTs = dégénérescences neurofibrillaires

NMP = N-méthyl-2-pyrrolidone

NMR = résonance magnétique nucléaire

PAMPA = test de perméabilité de membrane artificielle
PBS = tampon phosphate salin

PET = tomographie par émission de positrons

PHC = 2',4’,6’,3,4-pentahydroxychalcone

PHFs = paires de filaments hélicaux

PolyQ = polyglutamine

PPO = polyphénol oxydase

PRX = péroxydase
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PSP = paralysie supranucléaire progressive

PTH = phénylthiazolylhydrazide

PyBOP = (Benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate
ROS = espéce réactive de I'oxygeéne

RP-HPLC = chomatographie liquide en phase inverse a haute pression
RT = room temperature

SPECT = tomographie par émission monophotonique

SPPS = synthese peptidique en phase solide

ssNMR = résonance magnétique nucléaire en phase solide

Su = succinimide

TA = température ambiante

TBAI = tetrabutylammonium iodide

TBATB = tribromure de tétrabutylammonium

TBDMS = tétrabutyldiméthylsilyle

TBTU = tétrafluoroborate de O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetraméthyluronium
tBu = tert-butyle

TEM = microscopie électronique en transmission

Tf = trifluorométhanesulfonate de méthyle

TFA = acide trifluoroacétique

THC = 2’,4’,6’,4-tétrahydroxychalcone

THF = tétrahydrofurane

THPTA = Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amine

ThS = thioflavine S

ThT = thioflavine T

TIS = triisopropylsilane

TMS = triméthylsilyle

TNF-a = facteur de nécrose tumorale a

TTN = trinitrate de thallium(lll)
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INTRODUCTION GENERALE

Ce projet de recherche a pour objet d’évaluer une famille de composés sur la fibrillation de la
protéine tau. Il se situe donc dans le contexte des pathologies associées a la protéine tau, aussi
appelées tauopathies. Parmi celles-ci figurent notamment la maladie d’Alzheimer qui représente
aujourd’hui la maladie neurodégénérative la plus répandue dans le monde. Les tauopathies sont
caractérisées par un dysfonctionnement de la protéine tau qui s’accumule et s’agrége dans le neurone
sous forme de fibres insolubles (les dénégérescences neurofibrillaires) aboutissant a la mort cellulaire.
Ces fibres amyloides sont constituées d’'un assemblage supramoléculaire de filaments insolubles
fortement organisés avec une structure tres riche en feuillets B. La formation de fibres amyloides est
un phénomene observé pour un nombre grandissant de protéines, telles que I'a-synucléine (maladie
de Parkinson), le prion (maladie de Creutzfeltd-Jakob) ou encore la protéine tau et le peptide AR
(maladie d’Alzheimer). Dans le cas des maladies neurodégénératives, la formation de ces fibres

amyloides a été reliée a la mort neuronale et a une neurodégénérescence progressive.

Malgré des avancées considérables ces derniéres années dans la compréhension du processus
d’agrégation des protéines, la recherche d’un traitement efficace contre ce processus fait toujours
défaut. Une des voies envisagées est I'utilisation de molécules organiques, mais a |I'heure actuelle,
peu de composés permettent de ralentir ou stopper la fibrillation de protéines et notamment de la
protéine tau. Au début des années 1990, I'utilisation de tau recombinante ou de mutants de tau a
permis d’obtenir des fibres amyloides in vitro semblables a celles observées in vivo dans le cerveau
humain des patients atteints de neurodégénérescence. Outre une meilleure compréhension des
séquences impliquées dans le mécanisme de fibrillation, ces mutants comme la protéine tau
recombinante ont été largement utilisés comme modeles in vitro de la fibrillation pour la recherche

de composés capables d’interférer avec le processus d’agrégation.

Dans ce contexte, ce projet de recherche a consisté dans un premier temps a développer un
autre modele de fibrillation utilisant une courte séquence peptidique de la protéine tau et a utiliser
ce modele pour évaluer l'effet inhibiteur potentiel d’une petite chimiothéque d’aurones sur la
fibrillation de tau. Les aurones constituent une sous-classe de la famille des flavonoides, molécules de
la catégorie des polyphénols retrouvées a I'état naturel. Peu abondantes, les aurones ont été peu
étudiées jusqu’au début des années 2000. L'implication récente d’aurones peu substituées dans des
travaux sur la maladie d’Alzheimer, notamment en tant que marqueur des plaques amyloides du

peptide AB, ont conduit a évaluer ici I'activité de cette classe de composés sur la fibrillation de tau.
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Cela a été réalisé par I'utilisation du modele développé dans ce projet, ainsi qu’un autre modele déja

développé dans la littérature.

Parmi les composés testés sur la fibrillation de tau dans la littérature, les polyphénols ont
montré des activités intéressantes. Une des caractéristiques des composés agissant sur le processus
d’agrégation, et plus particulierement des polyphénols, est la possibilité de former des liaisons
hydrogenes qui interferent avec I'assemblage des feuillets B des fibres amyloides. Une seconde partie
du projet a donc consisté a enrichir la chimiotheque d’aurones disponible en synthétisant de nouvelles
aurones, en particulier des aurones polyhydroxylées, puis en évaluant leur activité sur la fibrillation

des modeles de fibres de tau.

Ce document est agencé selon trois axes. Une premiére partie bibliographique relate les
connaissances actuelles sur la structure des fibres amyloides et le mécanisme de leur fibrillation, en
particulier dans le cas de la protéine tau et de la maladie d’Alzheimer, puis présente les familles de
molécules inhibitrices de ce processus reportés dans la littérature, avant de décrire la classe des
aurones. La seconde partie est focalisée sur les modeles de fibres de tau développés et utilisés dans
ce projet, puis leur application pour le criblage de la chimiothéque d’aurones disponibles. Enfin, la
derniére partie décrit la synthése des nouvelles aurones et leur évaluation sur les modeéles de fibres

de tau.
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CHAPITRE 1 : Introduction bibliographique

Les fibres de tau sont les constituants des dégénérescences neurofibrillaires (ou NFTs pour
« neurofibrillary tangles ») retrouvées dans les tauopathies, et en particulier dans la maladie
d’Alzheimer (AD). Dans ce premier chapitre bibliographique, le processus de fibrillation des protéines
amyloidogénes comme tau est décrit dans un premier temps. Dans un second temps, un état de I'art
est dressé sur les composés connus pour inhiber la fibrillation de la protéine tau. Enfin, la derniere

partie de ce chapitre s’attache a décrire la classe des aurones et leur potentiel dans ce contexte.

| LAPROTEINE TAU ET LES FIBRES AMYLOIDES

Cette partie décrit en premier lieu les caractéristiques communes des fibres amyloides, puis

celles des fibres de tau et enfin le processus de leur formation dans le cadre de I’AD.

.1 Les fibres amyloides

.L1.1  Généralités

Les pathologies a amylose sont caractérisées par la formation de dépots insolubles (agrégats)
constitués de fibres amyloides. Ces dernieres proviennent d’un repliement anormal d’une protéine
circulante, soluble dans les conditions physiologiques (pH, force ionique), qui adopte une
conformation menant a son agrégation et a la formation d’espéces neurotoxiques. Parmi ces
pathologies figurent les maladies neurodégénératives pour lesquelles les fibres amyloides sont
localisées au niveau du cerveau. Le terme amyloide a été initialement introduit en 1854 par Rudolph
Virkow sous le terme corpora amylacea, qu’il utilise pour décrire une formation macroscopique
observée au niveau de tissus du cerveau.'? Virkow découvre alors que la corpora amylacea adopte
une teinte bleue apres traitement par de l'iode et violette aprés I'addition d’acide sulfurique. Ces
observations le conduisent a conclure que la corpora amylacea est constituée de cellulose, non
différenciée a I’époque de I'amidon, ce qui lui vaut le nom d’amyloide, dérivé du grec amidon ou du

latin amylum. Ce n’est qu’un siecle plus tard que I'évolution des techniques permet de montrer que
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les fibres amyloides sont principalement constituées de protéines® et qu’elles ont en commun une
ultrastructure fibrillaire définie.* Ce dernier constat est validé par des études de polarisation montrant
que les fibres amyloides sont biréfringentes en présence de Rouge Congo® (Figure 1.1.1), ce qui est
révélateur d’'une organisation structurale. D’autres travaux ont montré que les fibres amyloides
peuvent de plus étre détectées en microscopie de fluorescence par des colorants tels que la

thioflavine T (ThT),® le Rouge Congo’ ou, plus récemment, le Rouge Thiazine® (Figure 1.1.1).
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Figure 1.1.1. Structure de colorants se liant aux fibres amyloides.

Des études de microscopie électronique ont montré par la suite que les filaments constituant
les fibres amyloides sont non ramifiés, ont un diamétre avoisinant 100 A, sont associés par paires et
séparés par un espace interfibrillaire.>1° Enfin, une étude des fibres par diffraction aux rayons X a
montré en 1968 que celles-ci sont organisées en feuillets B croisés.!! Ces observations ont été

12-14

corroborées depuis et servent toujours aujourd’hui a définir les fibres amyloides selon les

caractéristiques suivantes :

&R formation des fibres a partir d’'une protéine circulante dans les tissus ou les fibres sont
observées,

R affinité des fibres pour le Rouge Congo et biréfringence verte en lumiére polarisée en
présence de Rouge Congo,*

R organisation des fibres en feuillets B croisés sous diffraction aux rayons X.1213 Ces feuillets
B sont disposés perpendiculairement a I’axe de la fibre et reliés par des liaisons hydrogenes

intermoléculaires étendues selon I'axe de la fibre (Figure 1.1.2).
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Figure 1.1.2. Fibrillation dans I’axe des liaisons hydrogenes.
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De nombreuses pathologies caractérisées par la formation in vivo de fibres amyloides due au
repliement anormal d’une protéine ou d’un peptide ont été identifiées.’** Elles sont présentes chez
I"THomme comme chez I'animal (non décrit ici) et ont été récemment cliniquement classées en fonction
de la protéine impliquée dans la formation des fibres amyloides (Tables 1.1.1 et 1.1.2).}* Ces
pathologies peuvent étre acquises au cours du temps ou héréditaires. Les agrégats sont généralement
formés au niveau extracellulaire et peuvent étre localisés au niveau des tissus d’'un ou plusieurs
organes ou de maniére systémique. Parmi les protéines impliquées figurent notamment le prion,

I'insuline, le lysozyme ou encore le peptide AB (Table 1.1.1).1

Table 1.1.1. Exemples de protéines formant des fibres amyloides extracellulaires et leur précurseur chez

'Homme. IFF : insomnie fatale familiale. MCJ : maladie de Creutzfeltd-Jakob

Protéine Systémique (S) ou Acquis (A) ou
Précurseur Cible / Maladie
amyloide localisé (L) héréditaire (H)
(Apo) sérum Tout sauf systéme nerveux
AA S A
amyloide A central
APP L A
AB Systéme nerveux central
APP (mutation) L H
Fibrinogéne a
AFib S H Reins (principalement)
(mutation)
Lysozyme
Alys S H Reins (principalement)
(mutation)
MCJ, IFF, encéphalopathie
APrP Protéine prion L A
spongiforme transmissible
AIAPP Amyline L A flots de Langerhans, insulinome
Alns Insuline L A latrogénique
Alac Lactoferrine L A Cornée

D’autres protéines telles que I'a-synucléine ou la protéine tau forment des fibres amyloides
au niveau intracellulaire, parfois appelées inclusions intracellulaires (Table 1.1.2), et présentent des
caractéristiques identiques aux fibres amyloides. En particulier, les fibres de la protéine tau se lient au
Rouge Congo, ce qui conduit a I'obtention d’une biréfringence verte en lumiére polarisée, et forment

des fibres structurées en feuillets B croisés sous diffraction aux rayons X.'*
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Table 1.1.2. Protéines formant des fibres amyloides intracellulaires.

Nom de l'inclusion Protéine associée Localisation Pathologies
Neurones
Corps de Lewy a-synucléine Maladie de Parkinson
(intracytoplasmique)
Corps de Huntington Huntigtine polyQ Neurones (intranucléaire) Maladie de Huntington
Corps de Hirano Actine Neurones Troubles neurodégénératifs
Corps de Collins Neuroserpine Neurones Démence présénile
Non spécifié Ferritine Neurones et autres Troubles neurodégénératifs
Dégénérescences Neurones AD, démences fronto-temporales et
neurofibrillaires Tau (intracytoplasmique) autres

La formation de fibres amyloides a partir d’'une protéine soluble est un processus complexe
qui a fait 'objet de nombreuses études au cours des derniéres décennies. Dans les différentes
pathologies a amylose, un mécanisme similaire régit la transformation de protéines solubles
généralement peu structurées en protofilaments insolubles riches en feuillets B, les protofilaments
étant les unités constitutives des fibres amyloides. La différence observée au niveau de ces dépots
insolubles dans chaque pathologie résulte d’'un assemblage supramoléculaire différent des
protofilaments (filaments droits ou torsadés) en fibres amyloides matures.!® Le processus de

fibrillation suit un mécanisme dit de « nucléation-élongation »* 1’

et se déroule selon trois phases :
une phase de latence, une phase de croissance ou d’élongation et une phase d’équilibre (ou plateau)
(Figure 1.1.3). Lors de la phase de latence, la protéine soluble adopte une conformation amyloidogéne
et forme des petites unités amyloidogenes instables qui s’associent pour former un noyau
(nucléation), ce qui constitue la phase cinétiquement déterminante.’® Ce mécanisme est basé sur des
études montrant que la phase de latence peut étre diminuée par I'ajout de petits noyaux d’agrégation
préformés (ou « seeds »).™> 1° Suite 3 la formation d’une masse critique de ces petits agrégats
structurés en feuillets B, un processus rapide d’élongation se produit par association de nouvelles
unités amyloidogénes (phase d’élongation).> Un nombre variable de feuillets B sont ainsi empilés
pour former des protofilaments, unités constitutives des fibres amyloides mesurant entre 20 et 50 A
en moyenne.’> Plusieurs de ces protofilaments (deux a six en moyenne) peuvent s’associer de
maniére hélicoidale et s’assemblent en paralléle lors de la phase d’élongation.'® '® La derniére phase
est obtenue lorsque la concentration de monomeres est arrivée a un équilibre. Des fibres amyloides

matures tres stables sont alors formées par association latérale de plusieurs protofilaments, avec un

diameétre de 60 a 120 A en moyenne. '
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Figure 1.1.3. Fibrillogenése de protéines solubles en fibres amyloides.?°

De nombreuses especes instables et des agrégats intermédiaires sont formés au cours de la
phase de latence. En particulier, la formation d’oligoméres (deux a cinquante meéres) intermédiaires a
été mise en évidence dans un nombre croissant d’études.?2® Celles-ci pointent le réle prépondérant
des oligomeres solubles dans la toxicité observée pour les pathologies a amylose, notamment dans
I’AD. L'existence de ces oligoméres met en avant la complexité du processus d’agrégation. Trés
récemment, Arosio et al. ont proposé un mécanisme d’agrégation complémentaire au processus du
nucléation-élongation admis a travers des travaux focalisés sur la phase de latence.® Parmi les
procédés microscopiques intervenant au cours de la fibrillation, les auteurs incluent un phénomene
de seconde nucléation également décrit dans d’autres travaux récents,?*3° ainsi qu’une possible
fragmentation de fibres a partir de laquelle une nouvelle élongation peut se produire. Toutefois, les
oligomeres sont des especes minoritaires tout au long du processus de fibrillation. En effet, I’étude
d’Arosio et al.®® a montré que les espéces majoritaires au cours de la phase de latence sont les
monomeres, alors que les fibres amyloides sont les espéces majoritaires apres la phase d’élongation.
Des études supplémentaires sont nécessaires afin de préciser la nature, le mécanisme de formation

et le réle (activité, toxicité) des agrégats intermédiaires formés durant la phase de latence.'* 3!

L’évolution des techniques de caractérisation a ainsi permis d’élucider en partie le mécanisme
d’agrégation de protéines solubles en fibres amyloides. Jusqu’a présent, les études se sont davantage
focalisées sur les fibres amyloides que sur les intermédiaires formés au cours de la phase de latence.

A cet effet, plusieurs méthodes de caractérisation des fibres ont été développées.
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1.1.2 Méthodes de caractérisation des fibres amyloides

Initialement, les fibres amyloides ont été caractérisées par diffraction aux rayons X! ainsi que
par la capacité de quelques colorants, tels que la ThT® et le Rouge Congo’ ou plus récemment le Rouge
Thiazine® (Figure 1.1.1), a se lier a ces fibres. Ces colorants ont été employés pour le diagnostic post-
mortem des pathologies a amyloses en permettant la reconnaissance des dép6ts amyloides. La ThT et
parfois le Rouge Congo ont été depuis largement employés comme sondes fluorescentes pour suivre
le processus d’agrégation in vitro de protéines en fibres amyloides.3>3° Ces tests de fluorescence sont
particulierement répandus car ils permettent la quantification des fibres amyloides. L'utilisation du
Rouge Congo est cependant controversée dans ce registre du fait de son influence sur le processus
d’agrégation,®*% alors que la ThT n’a pas d’influence connue. Le principe du suivi du processus
d’agrégation est le méme pour ces deux sondes fluorescentes. La liaison du Rouge Congo aux fibres
amyloides est caractérisée par un déplacement bathochrome de 480 nm (non lié) a 540 nm (lié) de
son maximum d’absorption.3? De méme, la liaison de la ThT a des fibres amyloides se manifeste par
un déplacement bathochrome au niveau de ses spectres d’excitation — 350 nm (non lié) a 440 nm (lié)
- et d’émission de fluorescence — 440 nm (non lié¢) a 490 nm (lié).*®* Au cours de la phase de latence,
aucune fluorescence n’est observée, la sonde fluorescente ne reconnaissant pas les espéces présentes
(monomeéres, dimeres, oligomeéres). La sonde fluorescente se lie aux espéces riches en feuillets B
(protofilaments) formées pendant la phase d’élongation, ce qui est illustré par une augmentation
rapide de fluorescence jusqu’a I'obtention d’un équilibre correspondant a la maturation des fibres ou
la fluorescence n"augmente plus, donnant a la cinétique de fibrillation une allure sigmoidale (Figure

1.1.4).
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Figure 1.1.4. Processus d’agrégation par suivi de fluorescence in vitro.*°
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D’autres méthodes couramment utilisées telles que le dichroisme circulaire (CD) et la
microscopie électronique en transmission (TEM) ou a force atomique (AFM) permettent de
caractériser les fibres amyloides. Depuis les premiers travaux de Cohen et al. en 1959,* la TEM est
souvent utilisée pour observer les fibres amyloides. Plus récente, la microscopie a force atomique
(AFM) permet de visualiser les fibres amyloides en trois dimensions avec une précision de I'ordre du
nanometre.*! Par ailleurs, I'utilisation du CD est issue des travaux de Benditt et al.*? qui étudient en
1970 l'interaction du Rouge Congo avec des fibres amyloides issues du foie et des reins. Les auteurs
montrent notamment que cette interaction est synonyme d’une organisation structurale des fibres,
ce qui corrobore les travaux précédents d’Eanes et al. stipulant que les fibres amyloides sont
majoritairement constituées de feuillets B.}* Différents profils peuvent étre observés en CD en
fonction de la structure désordonnée ou au contraire organisée (feuillets B ou hélices a) de la protéine
(Figure 1.1.5).* Les feuillets B sont par exemple caractérisés par une ellipticité négative en dessous de
220 nm et une ellipticité positive en dessous de 200 nm. Il est a noter que I'analyse qualitative du CD
peut étre limitée dans le cas de protéines possédant un mélange de conformations (hélices a, feuillets
B ou parties non structurées), comme l'illustrent les fibres amyloides de la protéine tau qui présentent
un profil non structuré en CD, bien qu’elles soient constituées d’une partie riche en feuillets § (environ
40 %). De plus, Micsonai et al. ont trés récemment souligné la complexité de I'analyse quantitative en
CD dans le cas de structures riches en feuillets B due a leur diversité spectrale (torsion des feuillets B

et orientation paralléle ou anti-paralléle de ceux-ci).*

Hélice a
Feuillet §
Non structuré

Ellipticité
o

200 220 240 260

Longueur d'onde (nm)

Figure 1.1.5. Profil de structures secondaires en CD (adapté de Brahms et al.).*®

Enfin, des techniques récentes ont permis une caractérisation structurale plus approfondie
des fibres amyloides et de leurs intermédiaires. Parmi ces techniques figurent notamment la

résonance magnétique nucléaire en phase solide (ssNMR),**” la modélisation,* ou trés récemment
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la spectrométrie de masse (MS).* L’'ensemble de ces techniques a permis d’accroitre les
connaissances sur le processus d’agrégation des fibres amyloides de maniére générale, mais ne seront

pas décrites ici.

.2 La protéine tau

La protéine tau, pour « tubulin associated unit », est le principal élément des fibres amyloides
intracellulaires constituant les dégénérescences neurofibrillaires (ou NFTs pour « neurofibrillary
tangles ») retrouvées dans plusieurs pathologies appelées tauopathies.®® Les NFTs sont ainsi
systématiquement présentes dans I’AD>! ou dans des démences telles que la démence fronto-

temporale liée au chromosome 17 (FTDP-17),%2 la démence pugilistique,®® le syndrome de Guam,** les

55 56

dégénérescences cortico-basales,” le syndrome de Down,”® le syndrome parkinsonien post-

encéphalitique® ou la paralysie supranucléaire progressive (PSP).°® Les NFTs sont aussi parfois
retrouvées dans certaines maladies rares, dans la maladie de Pick®® ou dans le cas du vieillissement.®°
La plupart des connaissances sur la protéine tau ont été mises en exergue ces derniéres années dans
le cas de I'AD. L’étiologie de cette pathologie a été pendant longtemps attribuée au peptide AR
formant des plaques amyloides localisées a I'extérieur des neurones. Cependant, le manque de
résultats des thérapies ciblant la fibrillation du peptide AR, ainsi qu’'un nombre de troubles

neurodégénératifs (maladie de Pick, PSP, FTDP-17) marqués par la présence d’inclusions de tau en

absence de dépots d’AB, a mené ces dernieres années a reconsidérer le réle de la protéine tau.

1.2.1  Réle physiologique

L’ensemble des connaissances sur la structure de la protéine tau et son réle dans la cellule ont
été décrits dans de nombreuses revues au cours des derniéres années.®*®® Tau est une protéine
structurale qui appartient a la catégorie des protéines associées aux microtubules (MAP). La protéine
tau est constituée de deux régions principales (Figure 1.1.6) : un domaine de projection (M1-Y197) et
un domaine de liaison aux microtubules (5198-L441). Le domaine de projection est principalement
composé de résidus acides. Il n’est pas en contact avec la surface des microtubules et interagit avec
différentes membranes, kinases ou protéines du cytosquelette. Le domaine de liaison aux
microtubules est principalement constitué de résidus basiques et d’une région C-terminale neutre.

Cette asymétrie de charges donne a la protéine tau un caractére dipolaire crucial pour 'interaction
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de tau avec les microtubules et autres partenaires, ainsi que pour son repliement et son agrégation.
Le domaine de liaison aux microtubules est constitué de trois a quatre motifs de répétition (R1 a R4)
d’une trentaine d’acides aminés chacun, encodés par les exons 9 a 12, et entourés de part et d’autre
d’une région riche en proline d’'une quarantaine d’acides aminés. Les motifs de répétition promeuvent
I’auto-assemblage des hétérodimeéres a/B de tubuline en microtubules en se liant a leur surface par

I'intermédiaire des régions riches en proline avoisinantes.

Domaine de projection Domaine de liaison aux microtubules

|
[
I
1
'
Région riche
en proline
(basique)

N-terminal
(région acide)

C-terminal

Région riche
L ©  (région neutre)

n pro
(basique)
I I

Motifs de répétition
(région basique)

e

]:I:l P P | R1 I R2 || R3 I R4 I P htaud0 (441 AA)
1 45 74 103 151 198 244 275 306 337 369 100 441 2N4R
Exon 2 Exon 3 Exon 10
:'— B P | R1 | R2 I R3 I R4 | P htau39 (412 AA)
1 as 74 103 151 198 244 275 306 337 369 400 441 IN4R
P P | R1 I R2 I R3 I R4 | P htau34 (383 AA)
1 45 74 103 151 198 244 275 306 337 369 400 441 ON4R
l:]:l p P |rRf—r3|ra| P htaud? (110 AA)
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:I— P P | R1 '—'|' R3 I R4 I P htau24 (381 AA)
1 45 73 103 151 198 244 274 306 337 369 400 441 1N3R
P P |rRif—r3|ra| @ htau23 (352 AA)
1 44 103 151 198 244 274 306 337 369 400 441 ON3R

Figure 1.1.6. Structure des six isoformes humaines de la protéine tau. P = région riche en prolines.

Chez 'Homme, le géne codant pour la protéine tau est localisé au niveau du chromosome
17921.31. L'épissage alternatif de '’ARN messager de ce géne conduit a la production de six isoformes
protéiques, composées de 352 a 441 acides aminés, et qui different en composition selon la présence
des séquences protéiques codées par les exons 2, 3 et 10.%° Trois des six isoformes ne possédent pas
de motif de répétition R2, motif codé par I’exon 10 (tau-3R ou 10-), alors que celui-ci est présent dans
les autres isoformes (tau-4R ou 10+). Les isoformes tau-3R sont préférentiellement formées au stade
feetal, alors que les six isoformes de tau sont présentes chez I'adulte. Les six isoformes sont retrouvées
dans les NFTs de cerveaux atteints par I’AD. Les isoformes se différencient également par la présence
de deux séquences d’une trentaine de résidus codés par les exons 2 et 3 : ON ou 2-3- en absence des

deux séquences, 1N ou 2+3- pour une séquence, et 2N ou 2+3+ pour deux séquences.
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Al'état foetal, la protéine tau est plus courte (tau-3R) et répartie de maniére globale au niveau
des neurones au sein du systeme nerveux central. Pendant la maturation neuronale, les isoformes
plus longues de tau (tau-4R) sont davantage exprimées et sont principalement localisées dans la partie
axonale des neurones selon un gradient proximal-distal.®? Les isoformes longues (tau-4R) interagissent
plus fortement avec les microtubules que les isoformes courtes (tau-3R). Au niveau de la cellule, la
protéine tau supporte I'assemblage et la stabilisation des microtubules qui servent de voie pour le
transport axonal de vésicules, neurofilaments et organelles, telles que les mitochondries. La protéine
tau peut affecter la dynamique de polymérisation des microtubules, leurs propriétés mécaniques
(rigidité), leurs modifications post-transcriptionelles et peut également interagir avec la membrane
plasmique des neurones ou servir de point d’accroche a des enzymes. De plus, la protéine tau agit au
niveau des synapses, ou elle interagit avec des complexes de transmission post-synaptique, régule la
proportion de récepteurs du glutamate dans les épines dendritiques et influence le transport des
mitochondries synaptiques.®* Le mauvais repliement de cette protéine observé dans les tauopathies
I'empéche de s’associer aux microtubules et d’assurer ces diverses fonctions. Ces
dysfonctionnements, ajoutés a la formation d’espéces toxiques sous forme soluble ou agrégée au
niveau des neurones et des synapses, conduisent a la destruction neuronale et a la dégénérescence

associée.

Le dysfonctionnement (mauvais repliement et agrégation) de la protéine tau est lié a
différentes modifications post-transcriptionnelles. La plus importante est la modification de son état
de phosphorylation, tau présentant 85 sites de phosphorylation potentiels au niveau de ses résidus
sérine, thréonine et tyrosine.’® La protéine dans son état pathologique est excessivement
phosphorylée, ce qui limite son association aux microtubules et perturbe le transport axonal. Parmi
les autres modifications post-transcriptionnelles figurent I'acétylation, la glycosylation, la glycation, la
nitration, I'oxydation, la polyamination, la sumoylation et I"'ubiquitination. Ces modifications peuvent
influencer I'état de phosphorylation de tau et précédent la formation des dégénérescences
neurofibrillaires. Cependant, leur impact au niveau du processus est encore peu décrit et ne sera pas

discuté ici.

1.2.2  Fibrillation et propagation
Le mécanisme de formation de fibres amyloides a partir de la protéine tau soluble in vivo a

été longtemps méconnu, di en particulier aux difficultés d’obtenir ces fibres in vitro. Les fibres

amyloides de la protéine tau s’assemblent in vivo sous la forme de paires de filaments hélicaux (PHFs).
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En 1992, Mandelkow et coll. étudient la formation de PHFs in vitro a partir de la protéine tau
recombinante surexprimée chez Eschirichia coli, ainsi que de mutants de la protéine.®® En particulier,
les auteurs décrivent la formation de PHFs dans des conditions acides (pH 5,0 a 5,5) a partir de deux
mutants de tau, K11 (Q244-Y394) et K12 (Q244-Y394AV275-5305 ou Q244-Y394AR2), correspondant
aux motifs de répétition de la protéine et d’'une partie de la séquence en C-terminal (Figure 1.1.7). Les
auteurs notent également que, contrairement a ces mutants, la protéine tau recombinante ne forme
pas de PHFs dans ces conditions. Par la suite, Mandelkow et coll. parviennent a former des PHFs a
partir de la protéine tau recombinante en I'incubant plusieurs jours a 37 °C dans le tampon phosphate
salin (PBS) a pH 7,4 en présence d’héparine, un inducteur polyanionique.®’” Dans ces mémes
conditions, les mutants K18 (Q244-E372) et K19 (Q244-E372AR2),%” successeurs de K11 et K12 sans la
séquence en C-terminal (Figure 1.1.8), forment également des PHFs en seulement quelques dizaines
d’heures, alors que les isoformes htau23 et htau40 de la protéine tau recombinante nécessitent
plusieurs jours.®” Ces études ont permis de prouver que la région des motifs de répétition du domaine
d’association aux microtubules est impliquée dans la fibrillation. De plus, le développement des
mutants K18 et K19 a permis de montrer que seule cette région est nécessaire pour la formation de
fibres. De méme, la comparaison des mutants K11 et K18 avec les mutants K12 et K19 respectivement

montre que le motif de répétition R2 n’est pas nécessaire a la fibrillation.

C291 C322 Cizz
[rera]r3s]ra]| P K11 (154 AA) [rf—r3[ra]| K12 (123 AA)
244 275 306 337 369 394 244 274 306 337 369 394

c291 C322 Ci22
| R | R2 | r3 | Ra | K18 (129 AA) | kL — r3 | Ra | K19 (98 AA)
244 275 306 337 369 144 274 306 337 369

Figure 1.1.7. Mutants de tau développés par Mandelkow et coll.®5%”

Par ailleurs, l'utilisation des différents mutants (K11 et K12, puis K18 et K19) a permis de
mettre en avant la formation de dimeres préalablement a la formation de PHFs via un pont disulfure
intermoléculaire impliquant la cystéine C322 du motif de répétition R3 (Figure 1.1.7).55%7 En effet, dans
le cas du mutant K19, la fibrillation est ralentie en présence d’un réducteur comme le dithiothréitol
(DTT), ce qui souligne que la formation de ponts disulfures intermoléculaires conduisant a des dimeres
promeut I'agrégation. Inversement, la formation de ponts disulfures intramoléculaires entre les
cystéines C291 (motif R2) et C322 (motif R3) inhibe I'agrégation, comme en atteste la formation plus
rapide de PHFs pour le mutant K18 en présence de DTT. Ceci suggere également que dans une
conformation plus compacte, la protéine est moins encline a agréger. Des études ultérieures ont

confirmé que la protéine tau tend a adopter en solution une conformation repliée en épingle (ou
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« paper clip »), ou les extrémités N-terminale et C-terminale se replient et recouvrent la région
d’association aux microtubules (Figure I.1.8). Ainsi, cette région est soit associée aux microtubules,
soit recouverte par les extrémités N-terminale et C-terminale, ce qui aurait un réle protecteur en
empéchant cette région d’étre exposée.®® Enfin, des travaux de Margittai et al. ont montré que les
séquences G272-5289 et G303-5S320 issues des motifs de répétition R2 et R3 respectivement peuvent
également former des fibres. Les auteurs montrent en particulier par résonance paramagnétique
électronique que ces séquences forment des fibres avec des feuillets B organisés en parallele. De plus,
ce phénomene est étendu au sein du domaine d’association aux microtubules. En revanche, cette
organisation serait limitée a ce domaine. En effet, les auteurs ont montré que les résidus 400-404
présents en C-terminal, a I'extérieur du cceur des fibres, ne sont pas structurés. En conclusion,
Margittai et al. suggérent que le coeur des fibres de la protéine tau sont constituées de feuillets
paralléles, alors que les parties hors du domaine de liaison aux microtubules restent globalement non

structurées.

23A

= ~Crs> N

Figure 1.1.8. Conformation « paper-clip » de la protéine tau en solution.®®

Au sein du processus d’agrégation, différents intermédiaires ont été postulés et coexisteraient
donc entre la protéine sous forme de dimeres et les PHFs (Figure 1.1.9). Outre les oligoméres solubles
intermédiaires figurent des oligomeres granulaires de tau insolubles qui précédent la formation des
PHFs, bien que le mécanisme de leur formation est toujours incertain.’*’° ’ensemble de ces
intermédiaires conduit a la formation de PHFs, puis a celle des NFTs. Bien que la toxicité des différents
intermédiaires et agrégats soit toujours discutée,”® la plupart des études récentes pointent la toxicité

72-73

accrue des oligomeres solubles intermédiaires, alors que la formation des NFTs pourraient étre

une tentative de neuroprotection de I'organisme.

37



TAU [ N1 (N2 Pro n1| |rz| |R3| |Ra ]

Possible causes of tau aggregation

Excessive
phosphorylation / Other Tau gene
Reduced posttranslational mutations
dephosphorylation modifications

v VvV \V

Detachment of tau from microtubules

A4

Increased misfolded tau monomers
T RAE
( J =)
=y
monomer dimer trimer small soluble oligomer

suppression axonal transport, loss of
synapses and neurons, memory deficits the most

toxic ?

insoluble granular tau
oligomer (GTO)

neuroprotective

strategy
??7?

Figure 1.1.9. Processus d’agrégation de la protéine tau.%?

processus dépendant de I'état de phosphorylation de la protéine tau.

Enfin, des études récentes ont montré que la progression des tauopathies peut étre reliée a
la propagation de la protéine tau,% 7#7¢ bien que le mécanisme soit encore débattu. La protéine tau,
présente majoritairement au niveau intracellulaire, peut étre relarguée en partie au niveau
extracellulaire dans des conditions physiologiques dépendant des niveaux de calcium intracellulaires.
Dans le cas des tauopathies, la quantité de tau extracellulaire retrouvée dans le fluide céphalo-
rachidien est plus importante, ce qui est attribué a un déreglement des niveaux de calcium
intracellulaires.”” 'excés de protéine tau extracellulaire activerait également son endocytose en

augmentant la quantité de calcium intracellulaire par stimulation de récepteurs muscariniques,

78-79 L'
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proposée comme voie de propagation de la protéine tau, particulierement sous forme de monomeres
ou de petits oligomeres, alors que d’autres voies telle que la macropinocytose pour de plus larges

agrégats ou 'intervention d’exosomes sont également suggérées (Figure 1.1.10).5% %
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Figure 1.1.10. Propagation de la protéine tau pathologique via des noyaux préformés (« seeds »).%

MT = microtubules.

Ces mécanismes de fibrillation et de propagation de la protéine tau pourraient étre communs

aux différentes tauopathies.

I.3 Cas de la maladie d’Alzheimer

Bien que la protéine tau soit impliquée dans de nombreuses pathologies (tauopathies), la
majorité des études portant sur cette protéine ont été réalisées jusqu’ici dans le cadre de I’AD. Cette
pathologie tire son nom d’un neurologue allemand, le Dr Alois Alzheimer, qui en 1906 identifia post-
mortem des dépo6ts amyloides dans le cerveau humain d’une patiente, Auguste Deter. Bien que cette
maladie ait été identifiée il y a plus d’un siecle, aucun traitement ne permet aujourd’hui de ralentir ou

d’arréter la dégénérescence neuronale chez les patients atteints. De plus, des outils permettant le
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diagnostic de cette pathologie, telles que I'imagerie, sont toujours en phase de développement.®! Le
diagnostic de I’AD est aujourd’hui encore principalement confirmé post-mortem. Nonobstant, cette
pathologie touche principalement la population dgée avec un nombre de personnes atteintes estimé
a environ 50 millions dans le monde, une personne dgée sur neuf étant atteinte de démence au-dela
de 65 ans et une sur trois au-dela de 85 ans.®? L’AD est considérée comme la sixiéme cause de décés

dans le monde et comme la maladie neurodégénérative prédominante (60 a 80 % des cas).

Jusqu’ici, les recherches portant sur I’AD se sont davantage concentrées sur le role du peptide
AB, qui forme des amas de fibres amyloides extraneuronales, et I'ont considéré comme principal
responsable de la neurodégénérescence observée chez les patients atteints. Ce processus, connu sous
le nom de « cascade amyloide » ou « hypothése amyloide » (Figure 1.1.11) est initié au sein du systeme
nerveux central par I'accumulation de deux peptides AR amyloidogénes (AR et APa4y), issus de la
mauvaise coupure d’une protéine membranaire (APP pour « amyloid precursor protein »). Par
simplification, ces deux peptides AB4o et ABs> sont mentionnés par la suite sous le terme « peptide
AB ». A l'instar d’autres fibres amyloides extraneuronales, le peptide s’auto-assemble et forme des
agrégats, dont la forme finale représente un amas de plaques amyloides extraneuronales, aussi
appelées plaques séniles. Selon cette hypothése amyloide, la génération du peptide AR amyloidogene
serait également responsable d’autres processus observés pendant la neurodégénérescence, en

particulier la phosphorylation excessive de la protéine tau.

? 000 ::Gytoplasm (

membrane

Extracellular
space

AP generation

Oxidation Excitotoxicity Ap aggregation Inflammation Tau hyperphosphorylation

Figure 1.1.11. Cascade amyloide : neurodégénération induite par la formation du peptide AB.3

Cependant, I’échec des différentes approches portant sur l'inhibition de la fibrillation du
peptide APB, associé a la présence de fibres amyloides intraneuronales de la protéine tau dans de

nombreuses pathologies, a conduit ces dernieres années a recentrer les débats sur le role de la
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protéine tau dans I’AD. Ces considérations s’appuient notamment sur le fait que le dysfonctionnement
de la protéine tau menant a la formation de NFTs est en meilleure corrélation avec les symptomes
cliniques de I'AD que la fibrillation du peptide AB, notamment les stades précoces de cette
pathologie.?* La progression topographique des NFTs de tau a d’abord été introduite par Braak et
Braak en 1991 et classée selon six phases en corrélation avec les symptémes cliniques de I’AD,® puis
classée en dix phases par Delacourte et al. quelques années plus tard (Figure 1.1.12).2 Depuis 2011,
trois phases permettent de décrire I’AD : une phase préclinique caractérisée par des changements au
niveau cérébral sans symptéme clinique ou physique notable, une phase de pré-démence caractérisée
par des troubles cognitifs modérés avec peu d’impact sur le quotidien, puis une phase de démence

marquée par d’importants troubles de la mémoire et comportementaux qui perturbe le quotidien.®’
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Figure 1.1.12. Progression des NFTs® au sein du cerveau selon (A) Braak et Braak®® et (B) Delacourte et

al 86

Par ailleurs, il a été montré que le dysfonctionnement de la protéine tau en absence du
peptide AB est suffisant pour induire la neurodégénérescence chez la souris,” alors que le peptide AB
semble nécessiter la présence de la protéine tau pour avoir une toxicité in vitro et in vivo.®* La protéine
tau semble ainsi avoir un réle primordial dans la neurotoxicité observée dans I’AD, en particulier pour

les stades précoces.

Différentes approches thérapeutiques pour remédier au dysfonctionnement de la protéine
tau sont actuellement a I’étude (Figure 1.1.13).7° Basée sur les conséquences du détachement de la
protéine tau des microtubules (déficience du transport axonal, dysfonctionnement synaptique), une
premiére approche porte sur la recherche d’agents permettant la stabilisation des microtubules.®

Parmi ces agents figurent des composés avec une activité anti-mitotique,® tels que le paclitaxel ou
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I’épothilone, ainsi que le davunétide qui permet de maintenir et stabiliser le réseau microtubulaire.
Une seconde approche porte sur l'inhibition du processus d’agrégation de la protéine tau.”®"! La
complexité de cette stratégie porte sur I'existence parallele de multiples espéces (monomeres,
dimeres, oligomeres, PHFs, NFTs) avec des différents degrés de toxicité. Plusieurs familles de
composés ont été identifiées par des criblages in vitro ou par des tests cellulaires.”” 929 Cependant,
peu d’études décrivent a I'heure actuelle I'efficacité de ces composés in vivo. En outre, la protéine tau
est présente en quantité plus importante dans les cerveaux de patients atteints de I’AD que chez les
patients non atteints de démence, ce qui suggere qu’un niveau trop élevé de la protéine tau pourrait
8tre toxique pour les neurones.®® A cet effet, des travaux ont été réalisés afin de diminuer le taux de
la protéine, notamment a travers la régulation de I'expression du gene de tau ou par une
augmentation de I’élimination de la protéine. Ce dernier aspect est actuellement étudié a travers les
deux principaux systemes de clairance protéolytique (systémes ubiquitine-protéasome et autophagie-
lysozome),®® ainsi que par une stratégie d'immunothérapie de la protéine tau pathologique.?” Enfin,

une derniére approche porte sur la diminution de la quantité de tau extracellulaire, ce qui permettrait

de réduire la propagation de la pathologie.
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Figure 1.1.13. Différentes approches thérapeutiques contre le dysfonctionnement de la protéine tau.®°

L'approche utilisée dans ce projet porte sur I'inhibition de I'agrégation de la protéine tau, en
particulier de la formation des fibres amyloides (PHFs, NFTs). La deuxiéme partie de ce chapitre dresse

en conséquence un état de I'art des inhibiteurs connus de la fibrillation de la protéine tau.
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Il INHIBITEURS DE LA FIBRILLATION DE TAU

Plusieurs stratégies sont actuellement a I'étude pour inhiber le processus d’agrégation de la
protéine tau (Figure 1.11.1).°° Une premiére approche vise a limiter la phosphorylation excessive de
tau en modulant I'activité des kinases impliquées. Une autre stratégie consiste a empécher le mauvais
repliement de la protéine ou rétablir sa conformation physiologique par I'utilisation de molécules
chaperones. Une troisieme approche vise a inhiber la fibrillation et en particulier la formation des
différents agrégats (oligomeéres, PHFs). Enfin, une stratégie plus récente consiste a promouvoir la
formation d’agrégats moins toxiques et incapables de former des fibres par élongation (« off-pathway

oligomers »). Dans ce projet, I'approche étudiée porte sur I'inhibition de la fibrillation de tau.

Molecular
chaperones Off-pathway promoters

Oligomerization
inhibitors

:‘{v ’
Tau multimers

Figure 1.11.1. Cibles thérapeutiques contre I'agrégation de la protéine tau.®

Dans un but thérapeutique contre I’AD, de nombreuses familles de molécules ont été évaluées
comme inhibiteurs de la fibrillation de la protéine tau au cours des derniéres années. 39> %8100 || est 3
noter cependant que ces inhibiteurs ne sont généralement pas sélectifs de la protéine tau, la plupart
de ces familles ayant également montré un caractere inhibiteur sur la fibrillation du peptide AB. Parmi
les différentes classes d’inhibiteurs décrites jusqu’a présent figurent principalement des composés

aromatiques.

Dans cette partie seront présentées les principales familles de composés (Figure 1.11.2). Dans

la suite de ce document, la concentration inhibitrice médiane (ICsp) des composés décrits sera
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rapportée en parallele de la concentration de protéine utilisée dans les tests correspondants. L'ICso

représente la concentration a laquelle le paramétre biologique mesuré, ici la fibrillation, est diminué

de moitié.
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Figure 1.11.2. Familles d’inhibiteurs de la fibrillation de tau.

1.1 Les benzothiazoles

Les dérivés de benzothiazole présentent généralement une bonne affinité pour les fibres

9,93, %8 | ’exemple le plus connu de cette classe de composés est la ThT, utilisée comme

amyloides.
sonde de reconnaissance des feuillets B des fibres amyloides.?®> Bien que partiellement élucidé, le
mécanisme de liaison de la ThT et de ses dérivés aux fibres amyloides a toutefois permis de souligner
que les molécules planaires, telles que les composés aromatiques, peuvent s’intercaler au niveau des
feuillets B.2%! La ThT et plusieurs de ses dérivés ne sont pas actifs sur la fibrillation de la protéine tau.*?
Cependant, quelques dérivés de benzothiazole, dont le composé N744 (ICso = 0,3 UM pour htaud0 a 4
uM), ont illustré le potentiel inhibiteur de fibres de cette famille.’°> Ces composés dont N744 (Figure

1.11.3) présentent de plus une meilleure affinité pour les fibres de tau que la ThT, ce qui est attribué

au caractére étendu de leur aromaticité.’® %8
N\ '
s i
\C[N)O N\ Ne N ICs0 = 300 NM
\®@ H (htaudo = 4 uM)
i) OH
Thioflavine T N744

Figure 1.11.3. Exemples de dérivés de benzothiazole.
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1.2 Les phénothiazines, porphyrines et quinoxalines

Dés 1996, Wishik et al. montrent que certaines phénothiazines sont capables d’empécher
I'interaction entre plusieurs protéines de tau.'®® Les auteurs s’appuient notamment sur le bleu de
méthyléne (Figure 1.11.4), historiquement utilisé en clinique pour ses applications variées (colorant,
anti-dépressant ou anti-malarique).'® Le bleu de méthyléne inhibe la formation de la liaison tau-tau
avec une constante d’inhibition de 3,4 uM (tau a 0,489 uM). Les auteurs notent également une plus
grande efficacité de ses dérivés déméthylés, I'azure A (0,108 uM) et I'azure B (0,112 uM). Une étude
ultérieure de Taniguchi et al. regroupant plusieurs composés de la classe des phénothiazines montre
également que la quinacrine moutarde, une acridine, inhibe la fibrillation de htau39 (22 uM) avec une
ICso de 3,1 uM, proche de celle de I'azure A (2,6 uM) et de I'azure B (1,9 uM).*® L’activité de ces
composés est également attribuée a la structure planaire et aromatique, la perte de celle-ci menant
a une inhibition faible.®* %8 Des travaux récents d’Akoury et al. suggérent également que I’activité des
phénothiazines, en particulier du bleu de méthylene et de ses dérivés déméthylés, provient de leur
action oxydante au niveau des cystéines, transformant les fonctions sulfures en acides sulféniques,
sulfiniques ou sulfoniques, ce qui stabilise la protéine tau sous forme de monomere en I'empéchant
de former des diméres.’® Les effets du bleu de méthyléne sur les fonctions cognitives sont
actuellement testés en phase Il clinique sur des patients agés sains ou atteints de troubles cognitifs

modérés.10°

N N N
® ® ®
N s SN HoN s N7 N s N7
| | | H |
Bleu de méthylene Azure A Azure B

Figure 1.11.4. Structure du bleu de méthyléne et de ses dérivés déméthylés.

Taniguchi et al. ont également testé plusieurs porphyrines contre la fibrillation du peptide AB
et de la protéine tau.” Si celles-ci sont généralement plus actives sur la fibrillation du peptide AB,
certaines porphyrines présentent cependant une activité de I’ordre du micromolaire sur la fibrillation
de tau (Figure 1.11.5). De plus, contrairement aux autres familles de composés testés et malgré une
activité moindre (ICso = 67 UM pour htau39 a 22 uM), seule la phtalocyanine est capable de

désassembler les filaments de tau.
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Figure 1.11.5. Exemples de porphyrines.

Enfin, Crowe et al. ont réalisé un criblage a haut débit d’environ 51 000 molécules sur la
fibrillation du mutant K18 (20 uM) de tau en présence de DTT.X%” Ce criblage a permis d’identifier une
dizaine de composés actifs. Cependant, plusieurs de ces composés se sont avérés étre des faux-
positifs. En effet, un second test effectué en absence de DTT a révélé que plusieurs de ces composés
(dérivés de porphyrine et d’anthraquinone) étaient inactifs, suggérant que leur mode d’action n’est
pas spécifique de la fibrillation de tau, mais plutot de la génération de péroxydes via le DTT. Parmi les
composés dont I'activité est indépendante de la présence de DTT figurent les deux quinoxalines

113F08 et 330B06 avec une ICso de I'ordre du micromolaire.

n D L
= (e} X (6]
/@: P ICsp = 2,4 UM o P ICsp = 3,1 UM
HN N™ >SN (K18=20 uM) /0 N7 N (K18 =20 uM)
HO/\\/\N/gO N/, A NH 0/
H
113F08 330B06

Figure 1.11.6. Exemples de dérivés de quinoxaline.

1.3 Les aminothiénopyridazines

Une autre étude de criblage quantitatif a haut débit par Crowe et al. a permis d’isoler une
famille de composés, les aminothiénopyridazines (ATPZs), capable d’inhiber la formation de filaments
de tau en utilisant le mutant K18.”* Des études ultérieures de relation structure-activité ont permis
d’obtenir plusieurs autres dérivés d’ATPZ avec une activité de I'ordre du micromolaire et des
propriétés pharmacologiques plus favorables pour I'utilisation de ces composés in vivo.%> 1% En
particulier, le composé C (Figure 1.11.7) présente une activité (ICso = 2,5 uM) et une solubilité
améliorées (supérieure a 200 uM), la capacité de passer la barriere hémato-encéphalique et une faible

toxicité pour une injection quotidienne de 50 mg/kg chez la souris.
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Figure 1.11.7. Exemples de dérivés d’aminothiénopyridazine (ATPZ).

Crowe et al. suggerent initialement que les dérivés d’ATPZ se lient aux monomeres et
empéchent la multimérisation préalable a la formation de fibres amyloides matures. Des études plus
récentes proposent que I'activité des dérivés d’ATPZ est liée a la prévention des ponts disulfures au
niveau des cystéines de la protéine tau,?° 3 I'instar du bleu de méthyléne, mais aussi a la séquestration

des oligomeéres ou la promotion d’agrégats moins toxiques (« off-pathway oligomers », Figure 1.11.1).%°

1.4 Les rhodanines et N-phénylamines

Bulic et al. ont étudié I'activité d’une vingtaine de composés de la famille des rhodanines sur
la fibrillation de tau a travers le mutant K19.%% 1% Les propriétés de ce chéssis sont encore peu
connues, mais il est considéré comme un bioisostere d’un acide carboxylique, capable de former des
liaisons hydrogenes ainsi que des interactions de Van der Waals. Bulic et al. montrent par ailleurs que
I'ajout de groupements donneurs ou accepteurs de liaisons hydrogenes (nitro, phénol, acide
carboxylique, sulfonates, sulfonamides) accroissent I'activité de ces composés, de méme que les
groupements aromatiques (interactions hydrophobes). Les rhodanines mises en avant (Figure 1.11.8)
dans ces travaux sont capables d’inhiber le processus de fibrillation avec une ICso inférieure au
micromolaire, mais également de désassembler les fibres dans des tests cellulaires. Ceux-ci sont
réalisés chez la souris dans des modeéles cellulaires de neuroblastome (modeles cellulaires de
tauopathies) exprimant le mutant K18 de tau ou les fibres amyloides sont révélées en présence de
thioflavine S (ThS). En particulier, la rhodanine BB14 (Figure 1.11.8) permet de diminuer la toxicité
observée en présence de fibres amyloides et possede elle-méme une faible toxicité cellulaire (2 a 8
%). De plus, elle présente un profil pharmacologique viable : biodisponibilité de 100 %, concentration
plasmatique de 4 ug/mL aprés 1,7 h d’administration orale d’une dose de 50 mg, demi-vie plasmatique
de 102 min. Ajouté au fait que les rhodanines ont peu d’impact sur I'association de htau40 aux

109

microtubules,™ ces données sont encourageantes pour |'utilisation thérapeutique de cette famille

contre la fibrillation de la protéine tau.
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Figure 1.11.8. Exemples de dérivés de rhodanine (BB16 et BB14) et de N-phénylamine (B4D5 et B4A1).

Par ailleurs, la classe des N-phénylamines a été mise en avant a travers une étude basée sur
les mémes modeéles cellulaires de tauopathies.''® Les N-phénylamines actives ont une ICso de I'ordre
de la dizaine de micromolaire, I'activité étant notablement amoindrie pour des composés adoptant
une conformation non planaire, due a la rotation possible autour de la liaison C-N.%® En particulier, le
composé B4A1 (Figure 1.11.8) incubé pendant cing jours diminue de 70 % le signal de la ThS et conduit
a une cytotoxicité amoindrie. Similairement aux autres familles d’inhibiteurs considérées jusqu’ici,
I'interaction des N-phénylamines décrites avec les fibres amyloides est principalement due aux
liaisons hydrogénes, a travers les substituants nitrates et carboxylates, ainsi qu’aux interactions

hydrophobes avec les cycles aromatiques.

1.5 Les dérivés d’hydrazides

Un criblage virtuel de ligands a mené a l'identification de phénylthiazolylhydrazides (PTHs)
comme inhibiteurs de I'agrégation de tau.!!! La synthése d’une cinquantaine de dérivés de PTHs a
permis de montrer que ce chassis est important pour I'activité. Ceci est illustré en particulier par le
composé Bsc3094 (Figure 1.11.9) capable d’inhiber I'agrégation du mutant K19 (10 uM) de tau avec
une ICsp de 1,6 uM, ainsi que de désassembler les fibres.!'? Les auteurs ont de plus montré que ce
composé pouvait se lier au mutant K18 de tau avec une constante de dissociation de 62 uM et
suggerent que cette liaison est formée a travers les interactions hydrophobes des noyaux
aromatiques, ainsi que par liaisons hydrogenes. Une étude plus récente a montré que des dérivés
comportant une fonction hydrazide et un motif pyrogallol inhibent I'agrégation de la protéine tau plus
efficacement que celle du peptide AB, comme illustré par le composé BSc3504 (Figure 1.11.9) qui a une

|C50 de 0,970 U.M.lla
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Figure 1.11.9. Exemples de dérivés d’hydrazide.

Autrement employé pour ses propriétés analgésiques, antibactériennes ou antifongiques,
I'utilisation in vivo du chassis thiazolylhydrazide peut cependant étre problématique.® En effet, celui-
ci peut subir sous I'action des cytochromes P450 une coupure oxydante au niveau du thiazole et de
I’hydrazine. De plus, la coupure de la liaison N-N de I’hydrazine peut potentiellement mener a la
production d’especes réactives de I'oxygéne (ROS). Ces éléments soulignent la nécessité d’études plus

poussées pour l'utilisation in vivo de cette classe de composés.

1.6 Les azaphilones

Une étude trés récente de Paranjape et al. a décrit le potentiel inhibiteur des azaphilones sur
la fibrillation de tau.?® Celles-ci représentent une classe de métabolites fongiques avec diverses
propriétés pharmacologiques (antimicrobienne, antifongique, anti-oxydante, anti-inflammatoire).!*4
Dans ces travaux, une série de onze dérivés d’azaphilone incubés a 200 uM inhibent la formation de
filaments de tau (2 uM). Plusieurs de ces composés ménent a la formation d’agrégats amorphes non
reconnus par des anticorps qui se lient aux espéeces toxiques de tau. Les auteurs suggérent que les
agrégats amorphes observés présentent une conformation différente des oligoméres insolubles
toxiques et ne servent pas de noyau (« seeds ») pour la formation de filaments (« off-pathway
oligomers », Figure 1.1l.1). Parmi ces composés, quatre dérivés d’azaphilones (Figure 1.11.10)
permettent de plus de désassembler les agrégats de tau in vitro avec une ICsop de 56 a 216 uM.
Cependant, cette activité modérée est associée a une capacité d’inhiber partiellement I’association
de la protéine tau aux microtubules. Néanmoins, ces travaux ont permis d’identifier un nouveau
chassis prometteur contre la fibrillation de la protéine tau, capable en particulier d’inhiber la
formation de filaments et de stabiliser des espéeces oligoméres intermédiaires non amyloidogenes et
moins toxiques. Cependant, il existe a ce jour peu dinformation sur les propriétés

pharmacocinétiques (biodisponibilité) de cette famille.
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Figure 1.11.10. Exemples de dérivés d’azaphilone.

1.7 Les polyphénols et anthraquinones

La classe des polyphénols est tres variée, ceux-ci étant définis par la présence d’un ou
plusieurs groupements hydroxyles sur des cycles aromatiques. Ces composés sont retrouvés dans la
nature au niveau des plantes supérieures (baies, curcuma, thé) et peuvent étre catégorisées en trois
familles selon leur structure chimique (Figurel.ll.11): les dérivés de flavonoides (myricétine,
quercétine), d’acides phénoliques (acide coumarique, acide caféique) ou de stilbénes (curcumine,

resvératrol).%®

o —_OH
i Py 0 —_OH ;S
23T Ve > P
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Flavonoide Acide phénolique Stilbéne

Figure 1.11.11. Structure chimique des polyphénols.

De nombreux polyphénols ont présenté une activité inhibitrice sur la fibrillation de différentes
protéines amyloides, telles que I'AIAPP, I'a-synucléine, 'AB ou tau.’® 15119 parmi les différentes
familles de composés testées par Taniguchi et al., les polyphénols sont parmi les plus efficaces a
inhiber la fibrillation du peptide AP et de la protéine htau39, notamment I'épicatéchin 3-gallate
(ECCG), la myricétine et I'exifone (Figure 1.11.12) avec des ICsp de 1,8 uM, 1,2 uM et 3,3 uM
respectivement pour une concentration de htau39 de22 uM.* Ces composés ont également montré
une activité neuroprotective, notamment a travers leurs propriétés anti-oxydantes.!??1?! |g
myricétine, I'exifone ainsi que la curcumine (Figure 1.1.12) ont récemment été utilisées dans une
étude in silico visant a expliquer le mécanisme d’inhibition de la formation des fibres amyloides par
les polyphénols.’?? Cette étude a notamment souligné I'importance de la structure plane des

inhibiteurs, ainsi que la contribution des liaisons hydrogénes, qui sont fortement présentes chez les

polyphénols.
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Figure 1.11.12. Exemples de polyphénols.

La curcumine, un des composants principaux de la Curcuma longa, est utilisée dans
I'alimentation et comme remeéde traditionnel en Asie en vertu de ses bienfaits thérapeutiques (anti-
oxydant, anti-inflammatoire, anti-tumoral). Ces derniéres années, la curcumine a également été
investiguée dans le cas de I’AD.'?® En effet, la curcumine peut interférer avec I'agrégation de fibres
amyloides, notamment en prévenant I'oligomérisation et la formation des dépdts amyloides d’AB in
vivo chez la souris.** De plus, la curcumine ainsi que plusieurs de ses dérivés ont été investigués pour
une utilisation en imagerie pour le radiomarquage de plaques amyloides.'?® Ces travaux présentent
notamment un dérivé de curcumine prometteur pour l'imagerie des plaques amyloides. Plus
récemment, une étude in vivo a mis en avant que la curcumine diminue chez la souris le niveau de
diméres solubles de tau et permet d’améliorer les troubles comportementaux chez la souris.*?® Par
ailleurs, une approche de fluorescence tres récente basée sur la curcumine a également été étudiée
pour I'imagerie de fibres amyloides de tau dans des modéles cellulaires.'?” En particulier, un dérivé de
curcumine a montré un changement notable de sa fluorescence en présence des fibres de tau. Malgré
ces travaux encourageants, les études cliniques utilisant la curcumine se sont cependant avérées
infructueuses pour le moment. L'échec de ces études est principalement associé a des essais sur des
stades trop avancés de la pathologie, ainsi qu’a la faible biodisponibilité de la curcumine (faibles
solubilité et absorption).}?® Actuellement, les effets de la curcumine en tant que complément
alimentaire sont néanmoins étudiés en phase Il clinique sur des patients atteints de troubles cognitifs

modérés.??

Des dérivés de la famille des anthraquinones ont également été utilisés pour I'inhibition de
I’agrégation de tau et ses mutants.” Ces composés sont des analogues de quinones, forme oxydée
des polyphénols. Ces composés peuvent étre sujets a I'action d’agents réducteurs tels que le DTT,
comme souligné par Crowe et al.,'%” ce qui peut affecter leur activité et conduire a la présence de
faux-positifs en présence de DTT. Néanmoins, plusieurs dérivés d’anthraquinone (Figure 1.11.13) ont
montré, en absence de DTT, une capacité a inhiber la formation de filaments de tau (htau23) et ses
mutants (K18 et K19) avec une ICso de I'ordre du micromolaire. De plus, ces composés peuvent
désassembler les PHFs formés a partir des mutants de tau (K18 et K19), ainsi que de htau23 (cas de

I’émodine),® et ils n’interférent pas avec I'activité d’association de tau aux microtubules. Il est a noter
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cependant que l'activité de ces anthraquinones particuliéres peut étre associée a leur caractére
polyphénol. De plus, I'utilisation in vivo des anthraquinones pourrait étre limitée du fait de leurs
propriétés pharmacologiques peu désirables (faible perméabilité intestinale, toxicité), mais
également de leur cytotoxicité, celles-ci étant notamment utilisés comme agents cytostatiques

intercalants dans les thérapies anti-cancéreuses.®

OH © OH OH © OH
OH ) _
Emodine ICs3=1,6 uM IC50=0,2 uM
PHFO16  1Cso=1,1 uM ICsp = 1,0 UM
HO
o OH O (K19 =10 puM) (htau23 =10 uM)
Emodine PHFO16

Figure 1.11.13. Exemples de dérivés d’anthraquinone.

Les composés agissant sur la fibrillation de la protéine tau possedent donc plusieurs
caractéristiques communes. lls présentent en grande majorité une structure aromatique plane. Au
travers des différentes études présentées ici, la rigidité des composés inhibiteurs semble en effet étre
un élément clé, I'activité de ceux-ci diminuant généralement dés lors que leur structure permet
davantage de flexibilité. Les fibres de tau étant constituées d’un coeur hydrophobe, les structures
aromatiques permettent d’interagir avec ce cceur par le biais d’interactions de Van der Waals. Cette
caractéristique permettrait notamment aux inhibiteurs de s’intercaler entre plusieurs feuillets B et
empécherait I'association de ceux-ci. En outre, les inhibiteurs décrits ci-dessus ont la possibilité de
former plusieurs liaisons hydrogenes, ce qui semble étre déterminant pour leur activité, comme
I'illustrent particulierement les polyphénols. En effet, de nombreuses études ont décrit la capacité des
polyphénols a interférer avec I'agrégation de différentes protéines amyloides, en particulier les
flavonoides (myricétine, quercétine, ECCG). En conséquence, la derniere partie de ce chapitre est
focalisée sur les aurones, molécules aromatiques planes de la famille des flavonoides, qui n’ont pas

été jusqu’ici investiguées dans le cadre de la fibrillation de tau.

52



Il LES AURONES

Les aurones sont des composés d’origine naturelle peu exploités jusqu’a I'orée des années
2000. Depuis quelques années cependant, ces composés font 'objet de nombreuses investigations
qui leur prétent un nombre croissant d’applications thérapeutiques.’*>13° Cette derniére partie décrit
la place des aurones dans le régne végétal, leurs différentes applications thérapeutiques associées

ainsi que leur roéle émergent dans I’AD.

I1.L1 Les aurones dans la nature

Les aurones représentent une sous-classe de la famille des flavonoides, dont la structure et la
distribution dans la nature a fait 'objet d’une revue d’lwashina en 2000.%¢ Les flavonoides sont
constitués de nombreuses autres sous-classes, notamment les flavones, flavanones, flavonols,
isoflavones ou encore les chalcones, ces derniéres représentant le précurseur naturel des aurones.*’
Les flavonoides se trouvent exclusivement dans le regne végétal et sont composés d’une quinzaine de
carbones organisés en deux cycles aromatiques (cycles A et B) reliés par un pont de trois carbones
(Figure 1.111.1), celui-ci pouvant former un troisieme cycle (cycle C). Ils sont fréquemment substitués
par des fonctions hydroxyles, méthoxyles, méthyles ou glycosyles. Ces derniers substituants sont les
plus abondamment retrouvés, en particulier pour les aurones présentes dans les vacuoles des fleurs,

feuilles et racines.

Aurone Auronol Chalcone
o ] o 8] WO
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Figure 1.111.1. Structure de flavonoides.
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Les aurones, ou (Z)-2-benzylidénebenzofuran-3(2H)-ones, ne représentent qu’une partie
mineure des flavonoides et sont peu abondantes dans la nature. A I’heure actuelle, seule une centaine
d’aurones a été isolée. lwashina décrit en 2000 la distribution de flavonoides dans les plantes et
reporte un total de 27 types d’aurones O-glycosylées, ainsi que 18 types d’aurones non-glycosylées,
dont 11 d’auronols, forme hydratée des aurones (Figure 1.1lIl.1). Les aurones glycosylées solubles en
milieu aqueux sont responsables de la pigmentation jaune des fleurs (Dahlia variabilis, Antirrhinum
majus). L'existence d’aurones dans les algues Spatoblossum variabile a également été décrite

depuis. 138140

I11.2 Applications thérapeutiques

Initialement étudiées pour leur propriété a pigmenter les fleurs ornementales, les aurones
ont gagné dernierement un intérét considérable au sein de la communauté scientifique, comme
I'illustre leur nombre grandissant dans les études a visée thérapeutique. La diversité de leurs
applications thérapeutiques a été 'objet d’'une revue de Haudecoeur et al. en 2012.'* La partie ci-

dessous expose quelques études illustrant différentes applications thérapeutiques des aurones.

A l'image d’autres flavonoides, les aurones ont des propriétés anti-oxydantes, comme montré
par Detsi et al.**° Cette caractéristique est importante dans de nombreuses pathologies, notamment
le cancer, les maladies neurodégénératives ou inflammatoires, dans lesquelles la formation d’espéces
ROS est fortement augmentée et conduit a la modification de molécules biologiques, telles que les
lipides, les protéines ou I'ADN. Detsi et al. décrivent également I'activité inhibitrice d’aurones
méthoxylées sur une lypoxygénase de soja. Les lypoxygénases sont des enzymes qui modulent chez
I'’Homme la biosynthese de médiateurs pro inflammatoires. Des inhibiteurs de ces enzymes, tels que
les aurones, présentent en conséquence un intérét dans le cadre des maladies inflammatoires et des
allergies. Le caractére anti-inflammatoire des aurones a été également illustré par Shin et al. dans des
travaux portant sur la production d’espéces pro-inflammatoires (monoxyde d’azote et prostaglandine
E2) dans des modeéles cellulaires.’® Shin et al. décrivent notamment des dérivés hydroxylés ou
méthoxylés de sulfurétine (Figure 1.111.2), une aurone naturelle, et montrent que ceux-ci sont capables
d’inhiber la production de monoxyde d’azote et de prostaglandine E, avec une ICso de I'ordre du
micromolaire a la dizaine de micromolaire. Une autre étude de Bandgar et al. a également montré le
caractére anti-inflammatoire (contre TNF-a et IL6) d’analogues 2,2-bisaminométhylés d’aurones
(Figure 1.111.2), ainsi que leurs propriétés anti-bactériennes (Bacillus subtilis, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae and Proteus vulgaris) et anti fongiques (Aspergillus

54



fumigatus, Aspergillus niger, Trichoderma viridie, Candida albicans et Penicillium chrysogenum).'** Ces

études permettent en particulier de souligner la diversité d’action du chassis aurone.

NR4R;

R
2 Ry =OHou OMe O o) R1, Ry = alkyle ou cycloalkyle
R, =H, OH ou OMe NR1R
1R2

o]
0

Sulfurétine Dérivés de sulfurétine Analogues 2,2'-hisaminométhylés d’aurones

Figure 1.111.2. Aurones et analogues avec des propriétés anti-inflammatoires.

Certaines aurones ont de plus été investiguées pour leur activité antiparasitaire, notamment
contre les parasites Leishmania ainsi que Plasmodium falciparum (paludisme). Kayser et al. montrent
une activité antileishmaniale plus prononcée pour des aurones telles que la sulfurétine (Figure 1.111.2)
portant des fonctions hydroxyles.’® Les auteurs suggérent que cette activité peut étre associée au
caractére plus hydrophile de ces aurones. Kayser et al. estiment de plus que I'activité des aurones sur
différentes enzymes de parasites est liée a leur structure planaire, facteur important mis en avant par
ailleurs sur des études similaires basées sur des chalcones, proposant alors un mécanisme d’action et
des sites communs entre les aurones et leur précurseur naturel. Une étude plus récente a confirmé
I"activité antileishmaniale du chassis aurone chez Leishmania infantum, un parasite intracellulaire,
avec cette fois des aurones méthoxylées plus hydrophobes.'*? Ces travaux décrivent la capacité des
aurones a inhiber la croissance du parasite avec une ICso de I'ordre du micromolaire, similaire a la
référence (Amphotéricine B), et soulignent par ailleurs la faible cytotoxicité de ces aurones sur des
cellules de mammifere. L'activité antipaludique du chassis aurone ainsi que sa faible cytotoxicité ont
également été mis en avant dans une étude trés récente portant sur le parasite Plasmodium
falciparum. Des aurones possédant des substituants basiques ont ainsi montré des ICso de I'ordre du

micromolaire.*?

Les aurones ont également été associées a une activité anti-tumorale et antivirale. En effet,
une étude de Lawrence et al. montre que des aurones polyméthoxylées sont capables d’inhiber la
croissance cellulaire de la lignée cancéreuse K562 avec une ICso de I'ordre de la dizaine a la centaine
de nanomolaires.’* Une autre étude décrit 'activité inhibitrice d’aurones contre la sirtuine 1, une
histone déacétylase impliquée dans la résistance accrue au stress et a I'apoptose de cellules
cancéreuses.’® En particulier, une aurone monohydroxylée inhibe I'activité enzymatique de la sirtuine
1 avec une ICsode 1 uM. Par ailleurs, une étude de Sim et al. a décrit la capacité des aurones a moduler
I’efflux de drogues par I'intermédiaire des transporteurs ABC (pour « ATP-binding cassette »). Ces
transporteurs sont impliqués dans la résistance de nombreux organismes (cellule, micro-organisme,

virus) aux traitements thérapeutiques, notamment dans le cas de cellules cancéreuses. Des aurones
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polyméthoxylées permettent la modulation de I'activité des protéines d’efflux ABCB1 et ABCG2. Enfin,
la capacité antivirale d’analogues d’aurones a été tres récemment illustrée par I'inhibition de I’activité
de la polymérase NS5B impliquée dans la réplication du virus de I’hépatite C.1*>14¢ Ces composés

inhibent I'activité polymérase de NS5B avec une ICso de I'ordre du micromolaire.

Derniérement, I'activité des aurones a été étudiée sur les tyrosinases.'®> 1471498 Chez les
mammiféres, les tyrosinases sont impliquées dans la biosynthése de la mélanine. Plusieurs
pathologies sont corrélées a des troubles liés a la mélanine, notamment les mélanomes, certaines
Iésions épidermiques séveres ou encore la maladie de Parkinson. En conséquence, I'inhibition des
tyrosinases est un enjeu grandissant qui représente un facteur de contréle sur la production de
mélanine. Les aurones semblent avoir des réles divergents sur les tyrosinases tres dépendants de leur
structure. En particulier, une aurone dihydroxylée sur le cycle B inhibe I'activité d’une tyrosinase

fongique, alors que des aurones monohydroxylées sur le cycle B activent cette méme tyrosinase.

L’ensemble de ces études permettent de souligner la diversité des cibles sur lesquelles le

chassis aurone peut agir.

I11.3 Les aurones dans la maladie d’Alzheimer

Les propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires des aurones pourraient étre mises a
profit dans le cadre de maladies neurogénératives telles que I’AD. Des travaux trés récents ont mis en
avant I'activité inhibitrice de plusieurs aurones méthoxylées!* et hydroxylées'® sur la monoamine
oxydase B. Cette enzyme est reliée a la paroi externe des mitochondries et est impliquée dans la
dégradation de monoamines endogenes et exogenes, notamment les neurotransmetteurs
(sérotonine, dopamine, noradrénaline) qui en font une cible d’intérét dans la maladie de Parkinson et
I’AD. Dans ces travaux, les aurones permettent d’inhiber sélectivement I’action de la monoamine
oxydase B par rapport a la monoamine oxydase A avec une activité de I'ordre de la dizaine de
micromolaires pour les aurones méthoxylées et inférieure au micromolaire pour les aurones
hydroxylées. De plus, les composés hydroxylés dans I'étude de Li et al. présentent une forte activité
anti-oxydante.'® En outre, les auteurs ont étudié les propriétés de chélation de deux aurones D et E
représentant respectivement la série hydroxylée et la série méthoxylée (Figure 1.111.3). Cette étude
suggére que les aurones peuvent chélater différents métaux (Cu®*, Zn?*, Fe?* et Al**), ce qui représente
un intérét thérapeutique important, les métaux Cu?* et Fe®* étant notamment impliqués dans la

fibrillation du peptide AB.™! De surcroit, ces aurones ont une structure adéquate pour franchir la
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barriere hémato-encéphalique (BBB pour « blood-brain barrier »). Cette donnée est déterminée par
un test de perméabilité membranaire artificielle (PAMPA-BBB, pour « parallel artificial membrane
permeation assay of the blood-brain barrier ») ou le paramétre mesuré, la perméabilité effective Pe,
doit étre supérieure a 4,0 x 10 cm/s.2> Les deux aurones D et E étudiées présentent une P. de 6,68
et 7,24 x 10® cm/s. Cette capacité a passer la BBB a été également constatée dans les travaux de Liew
et al. avec des P. supérieures a 10 x 10 cm/s pour des séries d’aurones hydroxylées et méthoxylées
portant également des fonctions amines.'® Plusieurs aurones décrites dans cette étude permettent
par ailleurs d’inhiber I'activité de I'acétylcholinestérase et de la butyrylcholinestérase, ce qui pourrait
restaurer la fonction cholinergique dont le dysfonctionnement est relié au déclin cognitif des patients
atteints de I’AD. Enfin, Li et al. ont évalué la capacité des deux séries d’aurones hydroxylées et
méthoxylées a inhiber la formation de fibres d’AB par des tests de fluorescence basés sur la ThT.?°
Les composés hydroxylés (25 pM) menent a une inhibition de 77 % a 99 % de la fluorescence de la ThT
dans des tests d’agrégation du peptide ABs; (25 pM), alors que les dérivés méthoxylés (25 uM)

présentent une inhibition de fluorescence variant de 40 a 53 %.

:N : Inhibition de la fluorescence (ThT)

D 99% (25 uM) _
F a0% (spn) AP =250M)
PAMPA BBB

D P.=6,68x10%cm/s
E P.=7,24x10%cm/s

Figure 1.111.3. Aurones trés récemment étudiées sur la fibrillation du peptide AB.1*°

154155 gvec les fibres d’AB a été soulignée par plusieurs

Par ailleurs, I'interaction des aurones
études d’Ono et coll. Pour ces travaux, les auteurs développent en particulier la synthése d’aurones
radiomarquées a l'iode [**1] sur le cycle A et portant une fonction amine sur le cycle B (Figure
1.111.4).55* Ces aurones se lient aux agrégats d’AB in vitro avec une constante de dissociation de I'ordre
du nanomolaire. De plus, ces aurones sont capables de se lier aux plaques amyloides sur des coupes
du cerveau de souris transgéniques. Elles co-localisent en effet avec des anticorps spécifiques des
plaques amyloides. De surcroit, une étude de biodistribution in vivo chez la souris saine montre que
ces aurones radiomarquées présentent une haute pénétration cérébrale seulement deux minutes
aprés injection, 1,89 a 4,57 % de la dose d’injection par gramme de cerveau (Dl/g), et rapidement
éliminées, 0,26 a 0,49 % DI/g aprés trente minutes. L’autoradiographie des coupes cérébrales ex vivo
apres injection chez la souris saine des aurones radiomarquées suggére peu de liaisons non
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spécifiques des aurones in vivo. Comparé aux données obtenues par ailleurs sur les flavones,™° cette

étude montre que I'utilisation d’aurones in vivo pour le marquage des fibres amyloides d’AB est
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prometteuse, les aurones iodomarquées présentant notamment des meilleures propriétés
pharmacocinétiques (élimination plus rapide) que les flavones. Ono et al. ont également utilisé une
aurone similaire marquée cette fois avec du technétium [**™Tc] sur le cycle A et avec une amine sur le
cycle B (Figure 1.111.4).1>° Le marquage au technétium est notablement utilisé en imagerie pour la
tomographie par émission monophotonique (SPECT), du fait de sa production facile, des rayons y émis
aisément détectables et de sa durée de demi-vie (t1/2 = 6 h) compatible avec la localisation biologique
en imagerie. L’aurone complexée avec le [**™Tc] présente une absorption au niveau du cerveau de
0,79 % DI/g aprés deux minutes, ce qui est inférieur a 'aurone équivalente iodomarquée (1,89 % DI/g

aprés deux minutes), mais est également rapidement éliminée (0,11 % ID/g aprés une heure).

(SPECT) R, =lou[*?®]] et R, = NH,, NHMe ou NMe,
(SPECT) R, =complexe de [**"Tc] et R, = NMe,
(SPECT) R, =['?5I] et R, = OCH,CH,F

(PET) R, =letR, = OCH,CH,[*F]

Figure 1.111.4. Aurones radiomarquées pour I'imagerie des plaques amyloides du peptide AB.

Derniérement, une étude d'Ono et coll. a décrit la synthése d’une aurone comportant a la fois
un iode et un fluor (Figure 1.111.3), ce qui permet son utilisation en tant que marqueur en SPECT, mais
aussi pour la tomographie par émission de positrons (PET).>” Liode [**°I] est utilisé en SPECT,
technique davantage présente en routine dans les infrastructures cliniques, alors que le fluor [*F]
permet l'utilisation de la PET qui a une sensibilité supérieure a la SPECT. Ono et coll. montrent
notamment dans ces travaux que la présence a la fois d'un iode et d’un fluor sur le squelette de
I"'aurone ne modifie pas sa fixation aux plaques amyloides. En particulier, I'aurone présente une
affinité avec les agrégats d’AB in vitro et se fixe aux plagues amyloides sur des coupes de cerveau de
souris transgéniques (Tg2576), mais aussi sur des coupes de cerveau humain de patients atteints de
I’AD. Enfin, I'aurone radiomarquée a l'iode ou au fluor radioactifs présente une forte pénétration
cérébrale chez la souris (2,34 % Dl/g et 3,66 % DI/g aprés deux minutes, respectivement) et une

élimination rapide (0,19 % DI/g et 1,75% DI/g aprés une heure, respectivement).

Les études portant sur les aurones n’ont en revanche pas exploré le réle de ces composés sur
I'agrégation de la protéine tau ou sur I'imagerie des NFTs. A I'heure actuelle, il n’existe aucun
marqueur qui soit sélectif des NFTs. Le développement de tels marqueurs présente un potentiel
important car il pourrait permettre, en association avec des marqueurs des plagues amyloides du
peptide AB, d’assurer le diagnostic de patients atteints de I’AD. Trés récemment, des revues portant
81, 158

sur le développement de marqueurs de NFTs ont souligné les difficultés liées a leur utilisation.

Dans le cas de I’'AD, ces marqueurs doivent avoir une forte affinité pour les NFTs de la protéine tau
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avec peu de liaisons non spécifiques, ainsi qu’étre sélectifs des NFTs par rapport aux plaques
amyloides du peptide AB, ce dernier étant présent au niveau cellulaire dans des concentrations
supérieures a la protéine tau. Les marqueurs doivent également comporter des isotopes radioactifs
ayant une demi-vie suffisamment longue, passer la BBB et la membrane cellulaire sans étre
métabolisés. De plus, les six isoformes de la protéine tau présentent des conformations
ultrastructurales différentes et forment des fibres amyloides colocalisées avec celles du peptide AB.
Le développement de ces marqueurs représente donc un défi important aujourd’hui. Plusieurs
familles de molécules ont été récemment testées en phase clinique comme marqueurs de NFTs
(Figure 1.111.5), mais présentent des propriétés pharmacocinétiques insuffisantes (rétention trop
longue, perte de I'isotope radioactif).

OH —N
13F\)\/O =N N/ 4 NH

["®F]THK-5105 - R = NMe,

8| € 1
['®F]THK-5117 - R = NHMe [RrTe0y [CIPRB3

Figure 1.111.5. Marqueurs des NFTs de tau en phase clinique.

Cependant, aucune activité des aurones n’a été reportée sur la fibrillation de la protéine tau.
Néanmoins, I'utilisation des aurones dans le cadre de I’AD présente un potentiel diagnostique et
thérapeutique important. Le diagnostic de I’AD est toujours a I’heure actuelle effectué par des tests
neuropsychologiques et par élimination d’autres troubles neurodégénératifs, bien que I’évolution des
techniques d’imagerie et la présence de potentiels marqueurs des fibres soit prometteuse. Au niveau
thérapeutique, les seuls traitements existants a ce jour ne permettent que d’alléger les symptémes
de la pathologie, notamment dans le cas des inhibiteurs de I'acétylcholinestérase qui améliorent la
cognition. L’utilisation des aurones constitue donc une approche prometteuse, notamment du fait de
leurs propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires, leur capacité a passer la BBB, leur influence
sur les espéces interagissant avec les neurotransmetteurs ainsi que sur la fibrillation du peptide AP.
En conséquence, ce projet de recherche a pour objectif de synthétiser et d’évaluer des dérivés

polyhydroxylés d’aurones sur les fibres de tau.
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CHAPITRE 2
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CHAPITRE 2 : Criblage d’une chimiotheque d’aurones

sur des modeles des fibres de tau

En paralléle de leur contribution a la compréhension du processus d’auto-assemblage et de
fibrillation in vivo de la protéine, la protéine tau recombinante (htau40, htau 23) et ses mutants (K11,
K12, K18 et K19) ont été utilisés dans le cadre d’une vaste recherche d’inhibiteurs de la fibrillation de
tau. Cependant, I'expression chez E. coli de la protéine tau ou de ses mutants ne permet de produire
que de faibles quantités de ceux-ci, de I'ordre de la dizaine de milligrammes au maximum, ce qui est
un facteur limitant. De plus, la formation de fibres in vitro a partir de la protéine tau ou de ses mutants
est un processus souvent long, notamment dans le cas de la protéine tau recombinante ou la
fibrillation peut prendre plusieurs jours.®” Une approche alternative et complémentaire repose sur
I'utilisation de fragments peptidiques plus courts, dont les séquences sont issues des motifs de
répétition de la protéine tau, qui sont capables de s’agréger in vitro pour former des fibres organisées

en feuillets B.1>%1%° Ces fragments constituent donc des modeéles « peptidiques » des fibres de tau.

Dans ce chapitre, un état de I'art sur les modeles peptidiques des fibres de tau décrits dans la
littérature est dressé dans un premier temps, ainsi que les deux modeles peptidiques utilisés et
développés dans ce projet. Le premier correspond au modéle hexapeptidique AcPHF6 issu de la
séquence VQIVYK, noyau de la fibrillation de tau. Celui-ci a déja été utilisé dans la littérature pour
évaluer la capacité inhibitrice de molécules organiques sur la fibrillation.?662 Le second modéle est
basé sur une séquence peptidique de 22 acides aminés comprenant le motif VQIVYK et a été
développé dans le cadre de ce projet.1®® Ces deux modéles ont d’abord été validés par I'utilisation
d’inhibiteurs connus de la fibrillation de tau. Dans un second temps, les deux modeles ont servi d’outil

de criblage d’une chimiothéque d’aurones disponible au laboratoire.
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| MODELES PEPTIDIQUES DES FIBRES DE TAU

1.1

Etat de |'art sur les modeles peptidiques des fibres de tau

Les modeles peptidiques des fibres de tau sont issus des motifs de répétition du domaine de

liaison aux microtubules de la protéine tau (Figure 2.1.1), ce domaine étant aussi responsable du

caractere amyloidogene de la protéine. Parmi ceux-ci, les motifs R2 et R3 sont particulierement

impliqués dans la fibrillation de la protéine, bien que le motif R2 ne soit pas forcément nécessaire a

celle-ci. En effet, I'isoforme foetale htau23 ne possédant pas ce motif peut néanmoins former des

fibres amyloides. Cependant, les isoformes 4R de tau contenant le motif R2 ont une capacité accrue a

fibriller. En conséquence, les différents modeles peptidiques développés dans la littérature

correspondent a une partie de la séquence des motifs R2 ou R3.

Domaine de projection
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i as 74 103 151
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'
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275VQ“NK2ED

Modéles peptidigues de tau
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Figure 2.1.1. Séquences des isoformes htau 40 et htau 23, des mutants K18 et K19 et des modeles

peptidiques des fibres de tau

(adapté des travaux de Mandelkow et coll.)>% 5% 63 67

AA = acides aminés. P = région riche en proline. R = motif de répétition.
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.1.1 Laséquence N265-E338AR2 (« PHF43 ») du motif R3

En 2000, von Bergen et al. montrent qu’une petite partie de la séquence de tau, appelée
PHF43, est capable de promouvoir I'assemblage in vitro de la protéine tau recombinante htau23 en
PHFs.»® Ce peptide de 43 acides aminés, obtenu par protéolyse du mutant K19 de tau, est
principalement constitué du motif de répétition R3 (V306-V337) précédé des dix derniers résidus du
motif de répétition R1 et correspond a la séquence N265-E338AR2 (Figure 2.1.1). Les auteurs montrent
que ce peptide est capable de s’auto-assembler rapidement en filaments. A I'image de la protéine tau,
la fibrillation de ce peptide est favorisée par des cofacteurs anioniques tels que I’héparine ainsi que
par la formation de dimeéres. En effet, la fibrillation est ralentie pour le peptide incubé en milieu
réducteur (DTT), ce qui suggere que la formation de dimeres, par I'intermédiaire d’un pont disulfure
intermoléculaire au niveau de la cystéine 322, est un facteur pro-agrégant. Contrairement a la
protéine tau et ses mutants, la séquence PHF43 s’organise en filaments droits, ceux-ci ne présentant
pas |'hélicité observée pour les paires de filaments hélicaux (PHFs) de tau. Cependant, les auteurs
montrent que cette séquence intervient au cceur du processus de fibrillation. En effet, la présence de
PHFA43 catalyse la formation de PHFs pour I'isoforme fcetale htau23. (Figure 2.1.1) Par ailleurs, les
auteurs ont étudié par la méthode « SPOT » l'interaction de PHF43 marqué a l'iode [*?°I] avec
différentes séquences peptidiques de 15 résidus accrochées a une membrane de cellulose, ces
séquences étant issues des domaines de répétition R1 a R4 de la protéine tau. Cette recherche a
permis de mettre en avant un hexapeptide nommé PHF6 et, dans une moindre mesure, un
hexapeptide nommé PHF6*, qui représentent respectivement les séquences 3%VQIVYK3!! et
275y QIINK? localisées au début de la séquence des motifs de répétition R3 et R2 (Figure 2.1.1). Ces
deux motifs se liant fortement a PHF43 représentent les seuls endroits de la séquence de tau a avoir
une structure fortement organisée en feuillets B. Les auteurs associent cela aux contraintes stériques
provoquées par la présence des résidus V, |, Y et Q fortement « inductifs de feuillets B » et a I'labsence
de résidus « casseurs de feuillets B » comme P et E.® De plus, la délétion d’un des résidus du motif
PHF6 empéche la fibrillation du mutant K19 et de la protéine htau23,'* ainsi que du mutant K18 et
de la protéine htau40.1%>1% | e motif PHF6 joue donc un réle prédominant dans la fibrillation de tau,
plus important que le motif PHF6* qui n’est présent que dans trois des six isoformes de tau (isoformes

3R). Les six isoformes comprenant le motif PHF6 sont d’ailleurs toutes capables de fibriller en PHFs.

L'analyse par CD de la structure des fibres de htau23, de son mutant K19, ainsi que des
séquences peptidiques PHF43 et PHF6 a montré des différences notables de structuration. Pour
htau23, le profil obtenu aprés fibrillation correspond a une population majoritairement non

structurée en présence comme en absence d’héparine, alors que le profil du mutant K19 et des
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séquences peptidiques plus courtes est modifié en présence d’héparine et tend vers un profil de
feuillets B. Ceci est appuyé par le fait qu’en présence de 2,2,2-trifluoroéthanol (TFE), un inducteur
d’hélice, le signal en CD est davantage modifié pour les fibres de la protéine htau23 et du mutant K19
que pour les séquences peptidiques plus courtes (PHF43 et PHF6), ce qui suggére que ces dernieres
sont davantage structurées que htau23 ou K19. Ces travaux ont ainsi permis d’expliquer comment des
protéines non structurées en solution peuvent s’agréger sous forme de fibres par la structuration
d’une partie seulement de leur séquence. D’autre part, les auteurs ont mis en avant que la séquence
peptidique PHF43 est capable de s’agréger plus rapidement que la protéine tau ou ses mutants. Les
auteurs proposent en particulier I'utilisation de PHF43 comme outil d’étude de la formation de PHFs,
mais également pour la recherche d’inhibiteurs de la formation des PHFs. En effet, comme
I’'assemblage en PHFs des molécules de tau semble régi par interaction de leurs motifs PHF6 (motif
inclus dans PHF43), les auteurs postulent que des composés interagissant avec ce motif pourraient
prévenir I'association tau-tau menant a la formation de PHFs. Des études ultérieures ont confirmé que
la séquence PHF6 est impliquée au niveau de la phase de nucléation et module les interactions
intermoléculaires entre plusieurs molécules de tau.'®” Plusieurs courtes séquences de la protéine
peuvent également interagir avec PHF6 et réguler I'étape de nucléation, en particulier PHF6* qui la
promeut.t®% 168 Sj 3 ce jour aucune étude utilisant PHF43 comme outil de criblage n’a été reportée,

cette séquence a servi de base pour la conception du modéle PHF6 décrit ci-apres.

I.1.2  Laséquence V306-K311 (« PHF6 ») du motif R3

En 2004, Goux et al. montrent que des peptides dérivés du motif PHF6 peuvent former des
fibres in vitro.'®! Les auteurs montrent notamment que des fragments de trois a six résidus de la
séquence PHF6, portant une fonction amide en C-terminal et acétylés en N-terminal, peuvent former
des filaments droits en TEM, dans le tampon MOPS a pH 7,2 ou dans I'eau, avec une conformation en
feuillets B croisés capable de se lier a la ThS. Les filaments de ces fragments s’organisent de maniere
parallele pour les peptides Ac-VQIVYK-NHz (AcPHF6) et Ac-VYK-NH: ou antiparallele pour les peptides
Ac-IVYK-NH: (AcPHF4) et Ac-QIVYK-NH. (AcPHF5), la cinétique de fibrillation étant la plus rapide pour
le peptide AcPHF6. Contrairement aux fragments plus courts, le peptide AcPHF6 est majoritairement
organisé en feuillets B, comme le suggére son profil en CD, alors que la séquence PHF6 est caractérisée
par un profil non structuré. De plus, Goux et al. notent qu’un mélange des peptides AcPHF6 et Ac-VYK-
NH. permet d’observer la formation de filaments organisés en hélice similaires aux PHFs (environ 8 a
20 nm de largeur, hélicité de 80 nm). En conséquence, les auteurs suggerent que le cceur de la

structure de PHF6 est localisé au niveau des résidus VYK et, plus généralement, que de trés courtes
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séquences amphiphiles de tau peuvent initier la phase de nucléation. La formation de fibres sous
forme de PHFs pourrait par contre étre attribuée a la participation d’autres résidus internes ou
externes aux domaines de répétition.®® Néanmoins, les travaux de Goux et al. permettent de montrer
que le peptide AcPHF6 est capable de former des filaments dans I'eau en quelques minutes, ce qui
differe des peptides plus grands (PHF43), mutants de tau (K18 et K19) ou de la protéine tau pour
lesquels la fibrillation est plus longue et nécessite la présence d’inducteurs, ce qui suggere que la

fibrillation est régulée par des effets de charges.

Depuis, des études ont été réalisées afin de déterminer le mécanisme d’agrégation du peptide
AcPHFG6 et les différents facteurs pouvant I'influencer. A cet effet, des travaux de Li et al. basés sur des
simulations décrivent le processus d’auto-assemblage des oligoméres du peptide AcPHF6.17° Ces
travaux mettent en avant la formation de divers petits agrégats métastables solubles jusqu’a
I’obtention d’agrégats de taille et conformation stables. Ces derniers riches en feuillets B présentent
de nombreuses interactions hydrophobes et s’organisent selon un mélange de brins paralleles et anti
paralléles. Les oligomeres observent alors une période d’équilibre préalablement a la phase
d’élongation ou la taille des agrégats augmente rapidement. La présence accrue dans les agrégats de
taille croissante de feuillets B organisés avec des brins en paralléle suggere que la réorganisation des
feuillets B sous cette forme intervient au cours de la période d’équilibre et est une étape limitante
préalable a I'élongation des agrégats. D’autres études ont permis de mettre en avant le role stabilisant
de feuillets B de la tyrosine 310 (Y310) dans la fibrillation.”*12 De plus, en comparant la fibrillation
du peptide AcPHF6 et de son homologue phosphorylé sur Y310, Inoue et al. ont montré par TEM et
par des tests de fluorescence a la ThT que la phosphorylation de ce résidu est un promoteur de la
fibrillation du peptide in vitro.'’> Une étude récente a décrit un phénomeéne similaire pour la
phosphorylation de résidus proches du motif PHF6*.13 Ces données tendent a confirmer I'importance

de I'état de phosphorylation de la protéine tau pour son agrégation.

Contrairement au modéle PHF43, le modele PHF6 a été utilisé récemment comme outil pour
la recherche de divers inhibiteurs de la fibrillation (Figure 2.1.2).1%% 174177 Zheng et al. présentent un
peptide macrocyclique contenant lui-méme la séquence PHF6 et capable d’inhiber la fibrillation du
modéle AcPHF6 (étude par fluorescence a la ThS).Y#17> Les auteurs attribuent I'inhibition de ce
peptide a I'insertion d’une surface hydrophobe entre les couches de feuillets B. En effet, la mutation
des résidus V306 et 1308 par des résidus moins hydrophobes conduit a la perte de I’activité inhibitrice
de ce macrocycle. Une autre étude in silico a montré qu’un hexapeptide constitué d’acides aminés
non naturels (D-TLKIVW) serait capable d’inhiber la formation de fibres de PHF6, mais également des
mutants K12 et K19 de tau.!’® Cette séquence complémentaire de la séquence VQIVYK s’y associe et

empéche |'élongation en fibres amyloides. Enfin, des travaux récents suggerent que des petites
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molécules aromatiques sont susceptibles d’interférer avec I'agrégation du motif PHF6.1%% 177 A cet
effet, Mohamed et al. décrivent en 2013 des dérivés de nitrocatéchol capables d’inhiber I'agrégation
du modeéle AcPHF6.1%? Derniérement, Frenkel-Pinter et al. ont présenté un hybride naphtoquinone-
tryptophane capable d’inhiber I'agrégation du peptide PHF6 in vitro, ainsi que de réduire les dépots
de tau hyperphosphorylée et la neurotoxicité observée in vivo dans un modele transgénique de

Drosophile exprimant la protéine tau humaine.'’”
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Figure 2.1.2. Exemples d’inhibiteurs de la fibrillation du modéle AcPHF6.

I.1.3 Laséquence G273-L284 du motif R2

En 2001, von Bergen et al. utilisent un fragment peptidique de 12 acides aminés, représentant
la séquence G273-1284 et incluant la séquence 2”°VQIINK*° (PHF6*) du motif de répétition R2 (Figure
2.1.1).%%% |Is montrent que ce peptide centré autour du motif PHF6* est capable de s’agréger en fibres
en présence d’héparine, bien que ces fibres ne soient pas structurées en PHFs, a I'image de la
séquence PHF43. Par ailleurs, cette étude met en avant la contribution de la lysine 280 dans
I’agrégation. La délétion de ce résidu (AK280) permet en effet d’observer la formation d’agrégats pour

le peptide G273-L284, a la fois en présence et en absence d’héparine.

Récemment, Shea et coll. ont utilisé le peptide G273-L284 de R2 et son mutant G273-
L284AK280 afin de caractériser le processus d’auto-assemblage de ces peptides, en particulier dans
les premiéres étapes d’agrégation.'’® Les auteurs soulignent notamment le réle de 'organisation
spatiale des peptides dans la fibrillation, mais également I'impact de I'environnement de ceux-ci sur
leur repliement.”® Ils montrent que les peptides présentent préférentiellement une conformation
majoritairement compacte dans leur état monomérique en équilibre avec une conformation plus
étendue. Cette conformation étendue est plus abondante pour le mutant AK280 que pour le peptide
naturel. Les auteurs expliquent cela par la formation de ponts salins entre I'asparagine 283 et la lysine
274, cette derniere étant en compétition avec la lysine 280 dans le peptide G273-L284. IIs postulent

gue deux phénomeénes d’agrégation se déroulent en parallele a partir des dimeres de peptide, soit par
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élongation lente a partir de la forme compacte, soit par élongation rapide a partir de la forme étendue
(Figure 2.1.3). Ces résultats confirment la tendance déja observée par von Bergen et al. chez le mutant
K18 présentant la mutation AK280 et qui est capable de fibriller plus rapidement que K18.1%° En outre,
Shea et coll. démontrent que I’"héparine se lie aux espéces en conformation étendue, ce qui explique
le caractere pro-agrégant de cet inducteur polyanionique sur la fibrillation. En particulier, les auteurs
mettent en avant que I’héparine se lie trés fortement a la région PHF6* et postulent que ce mécanisme

intervient également dans le cas de la protéine tau.

Flbrlls Fibrils

- .
4 w y

Figure 2.1.3. Formation de fibres a partir du peptide G273-L284 issu de R2 en (A) présence et (B) absence

d’héparine.'’®

La formation in vitro de fibres de tau par I'intermédiaire de modeéles synthétiques issus de la
séquence de la protéine tau a ainsi permis de mettre en évidence différents parametres influencant
I'auto-assemblage de la protéine tau ou de ses séquences amyloidogénes. Les effets de charge
semblent particulierement importants dans la fibrillation des séquences amyloidogeénes de la protéine
tau, y compris dans le cas du motif PHF6 capable de former seul des fibres. Ces effets de charge, en
particulier la phosphorylation, interviennent notamment dans le repliement pathogene de la protéine
et de ses plus courtes séquences amyloidogenes mais peuvent également favoriser la phase
d’élongation, a I'image de I’héparine. Par ailleurs, les motifs PHF6 et PHF6™ sont essentiels dans
I’'adoption d’une conformation en feuillets B de la protéine tau, mais également dans la formation de
dimeres de tau ou ils interviennent au niveau de I'association des deux monomeéres de tau. Ces motifs
ont donc un role prépondérant dans la formation d’agrégats insolubles de tau et in fine dans la

propagation de la protéine tau pathogéne.

Ces études ont de plus permis de montrer que les séquences AcPHF6 et PHF43 toutes deux

issues du motif de répétition R3 pouvaient étre utilisées comme modeles des fibres de tau pour
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étudier I'effet de molécules organiques sur la fibrillation. En effet, si AcPHF6 a déja utilisé dans ce
contexte, PHF43 en a montré le potentiel. Cela a conduit a utiliser dans le cadre de ce projet le modele

AcPHF6 et a développer un autre modele issu de la séquence PHF43.

.2 Modéles des fibres de tau : synthése et étude

Dans I'objectif de tester une série d’aurones comme inhibiteurs potentiels de la fibrillation de
tau, le premier modele employé dans ce projet de recherche est le modele AcPHF6. Ce dernier déja
illustré dans la littérature comme outil de recherche d’inhibiteurs potentiels®162 175176 act basé sur
la séquence 3°®VQIVYK3!, cceur hydrophobe des fibres de tau. L’utilisation de ce modeéle de fibrillation
présente plusieurs intéréts. Il est capable d’une part de former des fibres in vitro selon un processus
similaire a celui de la protéine tau native. D’autre part, la fibrillation de cet hexapeptide peut
s’effectuer en quelques minutes en milieu aqueux tamponné (pH 7,2 a 7,4), ce qui contraste avec la
protéine tau native qui nécessite jusqu’a plusieurs jours et la présence d’inducteurs pour former des
fibres in vitro. De plus, la séquence VQIVYK qui constitue ce modele est spécifique de la protéine tau.
Par conséquent, des composés capables d’interagir avec cette séquence sont susceptibles d’interagir
en particulier avec la protéine tau plutot qu’avec le peptide AB, autre protagoniste de fibres amyloides

dans la maladie d’Alzheimer.

Le second modeéle peptidique utilisé a été synthétisé dans I'équipe 12BM (Département de
Chimie Moléculaire) au cours de la thése du Dr. Dufour soutenue en 2013,%3 mais il n’a été mis au
point et développé comme modele de fibrillation qu’au cours de ce projet. Ce modeéle est constitué
de 22 acides aminés en grande partie issus du motif de répétition R3 impliqué dans le processus de
fibrillation et retrouvé dans le modéle PHF43 décrit dans la littérature.® >° Par simplification, il sera

dénommé « modele R3 » par la suite.

La formation de fibres pour ces deux modeles a été caractérisée par fluorescence en utilisant
la ThT comme sonde fluorescente, mais également par CD et par AFM. Des inhibiteurs de tau (Figure
2.1.4) décrits dans la littérature ont ensuite été utilisés pour valider ces modéles comme outil de

recherche de nouveaux inhibiteurs.
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Figure 2.1.4. Structures d’inhibiteurs de la fibrillation de la protéine tau.

.2.1 Le modéle AcPHF6

Les conditions de fibrillation décrites dans la littérature®162 174 ont d(i &tre adaptées de
maniéere a obtenir des résultats reproductibles, la fibrillation étant suivie par 'augmentation de la
fluorescence des sondes (thioflavine) dans des microplaques a 96 puits. Plusieurs paramétres ont donc
été ajustés : le type de plaque, le tampon de fibrillation et la sonde fluorescente. En effet, pour les
tests en plaques en présence de thioflavine (ThS ou ThT), de fortes variations de fluorescence ont été
observées lors de la cinétique de fibrillation du peptide dans les microplagues en polystyréne. Ce
phénomeéne n’a pas été observé pour des microplaques en polypropyléne noir qui se sont avérées
plus adaptées pour ces études de fluorescence. Ainsi, une cinétique de fibrillation a pu étre observée
de maniére reproductible en adaptant les conditions décrites.?6216% 174 De méme, si dans la littérature
la fibrillation du motif AcPHF6 s’effectue dans 20 mM de tampon MOPS en présence de ThS,
I'incubation du peptide AcPHF6 dans ces conditions n’a pas permis d’obtenir un signal de fluorescence
tres intense (Figure 2.1.5.A). Dans ce projet, I'utilisation du tampon phosphate et de la ThT (excitation
a 440 nm, émission a 480 nm) a été préférée selon les conditions suivantes : 50 mM de tampon
phosphate pour une concentration de 100 uM de peptide et de 10 UM de ThT. En effet, un manque
de reproductibilité en présence de ThS couplé a sa nature peu définie (mélange de composés) ont
conduit a privilégier la ThT comme sonde fluorescente. Une concentration de 50 mM de tampon a été
privilégiée, une concentration moins importante étant synonyme de fluorescence moins marquée
dans le test en plaque (Figure 2.1.5.A). Ceci a été confirmé en CD ol une signature de feuillets B
(bandes positive vers 198 nm et négative vers 218 nm) moins intense a été observée en présence de
20 mM de tampon phosphate, alors que celle-ci n’est pas observée en présence du tampon MOPS

(Figure 2.1.5.B).
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Figure 2.1.5. (A) Test de fluorescence en plaque et (B) CD apres 24 h de fibrillation du peptide AcPHF6 a
100 uM dans le tampon phosphate 50 mM (noir) et 20 mM (bleu) ou dans le tampon MOPS 50 mM
(rouge) et 20 mM (vert).

Les tests de fluorescence en plaque ont été réalisés au moins en triplicatas pour chaque
condition. La fibrillation suit une cinétique d’ordre 1 avec un plateau atteint au bout d’une vingtaine
de minutes, similairement aux cinétiques de fibrillation décrites dans le MOPS.22 [’absence de phase

de latence est associée a I'agrégation tres rapide du peptide AcPHF6 en milieu aqueux.

Enfin, les fibres du modeles AcPHF6 ont été caractérisées par AFM apres 2 h (Figure 2.1.6.A)
et 24 h (Figures 2.1.6.B et C) d’incubation dans les conditions de fibrillation. Aprés 2 h, un réseau de
courtes fibres entremélées est formé alors qu’aprés 24 h, un mélange de fibres courtes (environ 5 nm
de largeur, 60 nm de longueur et 2 nm de hauteur) et de longues fibres matures (environ 18 nm de
largeur, 450 nm de longueur et 8 nm de hauteur) est observé. Ces fibres plus longues peuvent

s’enrouler ensemble (Figure 2.1.6.C), similairement aux PHFs de tau.'®!

4,11 0m 15,0 nm

14,0

Figure 2.1.6. Images AFM du modéle AcPHF6 incubé a 100 uM pendant (A) 2 h et (B et C) 24 h dans le

tampon phosphate 50 mM.

Afin de valider le peptide AcPHF6 comme modele de fibrillation pour la recherche
d’inhibiteurs dans les conditions utilisées ici, celui-ci a été incubé en présence d’inhibiteurs connus de
la fibrillation de tau : un dérivé d’aminothiénopyridazines (ATPZ), ainsi que des polyphénols tels que

la curcumine et la myricétine (Figure 2.1.4).7% %122 A ce jour, les inhibiteurs de la fibrillation de tau
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reportés dans la littérature sont peu spécifiques : ils sont généralement également actifs sur les fibres
amyloides d’AB. En 2009, Crowe et al. décrivent le caractere inhibiteur de composés de la famille des
ATPZ.”! Les auteurs notent en particulier que cette famille de composés est plus efficace pour inhiber
la fibrillation de tau que d’AB. L’ATPZ évaluée sur le modele AcPHF6 dans ce projet présente dans les
travaux de Crowe et al. une ICsp de 2,5 uM sur le mutant K18 de tau utilisé a une concentration de
6,25 uM. Par ailleurs, la curcumine a fait I'objet de nombreuses études portant sur I’AD, en particulier
sur 'agrégation du peptide AB in vitro. Yang et al. décrivent initialement que la curcumine est capable
d’inhiber la formation des oligomeres et des fibres d’AB in vitro et in vivo chez la souris
transgénique.'?* Outre son activité sur la fibrillation d’AB, la curcumine présente un potentiel
thérapeutique dans I’AD de par ses propriétés d’inhibition de la phosphorylation de tau mais aussi son
activité anti-oxydante et anti-inflammatoire.’?® Enfin, Mohamed et al. ont récemment montré dans
un test de fluorescence a la ThS que la curcumine est capable d’inhiber partiellement la fibrillation du
peptide AcPHF6.1%2 Trés récemment, Berhanu et al. ont étudié le mécanisme d’inhibition de
I’agrégation des fibres amyloides de tau par des polyphénols a travers I'étude des interactions in silico
entre la séquence VQIVYK et la curcumine, ainsi qu’avec la myricétine.'?? Cette derniére est un
flavonol naturel décrit comme capable d’inhiber la formation de fibres d’AB (15 uM) avec une ICso de
0,9 uM et de tau (22 pM) avec une ICsp de 1,2 uM.*® Berhanu et al. mettent notamment en avant le
role de la planarité et des interactions hydrophobes apportés par les composés aromatiques, ainsi que

I'importance des liaisons hydrogénes au sein des polyphénols.

L'incubation du modele AcPHF6 a 100 uM dans le tampon phosphate a 50 mM en présence
de ces trois inhibiteurs a une concentration de 100 pM, soit a un ratio peptide/inhibiteur 1:1, résulte
en une diminution notable de la fluorescence de la ThT (Figure 2.1.7.A). L'ATPZ diminue la fluorescence
de 56 %, alors que la curcumine et la myricétine diminuent la fluorescence de 90 et 95 %
respectivement. En CD, I'incubation pendant 24 h du peptide AcPHF6 en présence de ces inhibiteurs
de tau conduit a un profil caractéristique de structures en feuillets B similaire au profil du peptide
AcPHF6 incubé seul (Figure 2.1.7.B). Enfin, ’AFM révéle qu’en présence d’ATPZ et de curcumine, un
réseau intense de fibres est formé, alors qu’en présence de myricétine, de rares fibres courtes sont

observées en présence de petits agrégats sphériques (Figure 2.1.8).
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Figure 2.1.7. (A) Test de fluorescence en plaque et (B) CD aprés 24 h de fibrillation dans le tampon
phosphate 50 mM du modéle AcPHF6 seul (noir) et en présence d’ATPZ (jaune), de curcumine (violet) ou
de myricétine (orange) a 100 uM.
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Figure 2.1.8. Images AFM du peptide AcPHF6 incubé a 100 uM pendant 24 h dans le tampon phosphate
50 mM en présence de 100 uM de (A) ATPZ, (B) myricétine et (C) curcumine.

La myricétine montre une activité inhibitrice sur le modele AcPHF6 caractérisée en AFM
(Figure 2.1.8.B) par une faible présence de fibres et la présence d’agrégats qui sont structurés en
feuillet B, comme I'atteste le profil obtenu en CD (Figure 2.1.7.B). Ceci est en accord avec la littérature
ou la myricétine est décrite comme un inhibiteur de la fibrillation de tau,’® ainsi que dans le cas du
peptide AB ol elle semble inhiber plutét la phase d’élongation des fibres que la phase
d’oligomérisation.® Pour la curcumine en revanche, si le test de fluorescence a la ThT semble montrer
une inhibition de la formation des fibres du peptide AcPHF®6, le profil en CD (Figure 2.1.7.B) et I'AFM
(Figure 2.1.8.C) ne corroborent pas cet effet inhibiteur. Il est important de noter que I'inhibition de la
fluorescence de la ThT observée dans le test en plaques (Figure 2.1.7.A) n’est pas forcément synonyme
d’inhibition de la fibrillation. En effet, les composés testés peuvent entrer en compétition avec la ThT
et I'empécher de se fixer aux fibres amyloides, ou encore la substituer, ce qui résulte aussi en une
diminution de fluorescence.* 81 Ces composés auraient alors un comportement de sonde plutét que
d’inhibiteur des fibres. C'est pourquoi Iutilisation de techniques complémentaires comme le CD et de
I’AFM, qui permettent respectivement de donner la structure dominante ainsi que de visualiser
I'allure des fibres ou agrégats formés, est essentielle afin de différencier une sonde (fibres en AFM et

profil de feuillets B en CD) d’un inhibiteur (pas de fibres en AFM, présence ou non de feuillets § en
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CD). Il est a noter cependant que certains composés peuvent agir a la fois comme sonde et comme
inhibiteur, comme cela a été décrit dans la littérature.?® Le curcumine a d’ailleurs un effet inhibiteur
sur la formation des fibres amyloides AB, mais également la capacité de se lier a ces fibres.® Les
résultats obtenus en CD et AFM vont dans ce sens pour la curcumine qui n’est pas capable de prévenir
la formation des fibres du peptide AcPHF6 et tendrait plut6t a se fixer aux fibres sur un site voisin de
celui de la ThT. Une conclusion similaire peut étre tirée pour le cas de I'ATPZ. En effet, si I'’ATPZ
interagit avec le peptide AcPHF6, cette interaction n’est caractérisée que par une inhibition partielle
de fluorescence dans le test en plaque (Figure 2.1.7.A), ce qui est confirmé en CD avec un profil de
feuillets B (Figure 2.1.7.B), ainsi qu’en AFM avec une forte présence de fibres (Figure 2.1.8.A). Ces
données suggerent que I’ATPZ n’est pas capable d’inhiber la fibrillation du modele AcPHF6. En
revanche, elles n’excluent pas que ce composé pourrait agir en tant que sonde, a I'image de la

curcumine.

Néanmoins, un autre aspect doit étre controlé avant de conclure sur l'interaction des
composés testés sur les fibres au regard des tests de fluorescence a la ThT. En effet, les composés
absorbant dans la gamme des longueurs d’onde utilisées pour détecter la ThT liée aux fibres
(excitation a 440 nm et émission a 480 nm), peuvent étre responsables d’interférences
spectroscopiques.3¥ 181 18 Ce phénomeéne peut conduire a des faux-positifs dans le test en plaque.
Cela peut étre le cas en particulier des polyphénols. Une étude de Hudson et al. a ainsi montré que
I'inhibition de fibres amyloides (k-caséine et AB) par la curcumine est biaisée par ses propriétés
spectroscopiques intrinséques dans des tests de fluorescence utilisant la ThT.'®! A une concentration
de 100 uM, concentration utilisée dans le test en plaque, mais aussi a 10 uM, la curcumine absorbe
fortement a 440 et a 480 nm, ce qui n’est pas le cas de la myricétine (Figure 2.1.9). Cela implique que
I'inhibition de fluorescence de la ThT observée dans le test en plaque peut résulter avant tout de ses

propriétés d’absorption méme si cela n’exclut pas l'interaction de la curcumine avec les fibres.
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Figure 2.1.9. Absorption de la curcumine (traits) et de la myricétine (points) a 10 uM.
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Outre I'absorption des composés testés, la fluorescence propre émise par ces composés
pourrait également biaiser I'analyse des tests de fluorescence. La fluorescence observée dans les puits
de mesure résulterait alors de la combinaison de la fluorescence émise par la ThT ainsi que celle émise
par les composés exogenes. Néanmoins, cette fluorescence propre aux composés testés est prise en
compte dans les puits de controle du test en plaque et est soustraite a la valeur de fluorescence

mesurée dans les puits de mesure.

Ces résultats montrent que le modéle AcPHF6 est un bon modele de fibrillation dans les
conditions développées, mais aussi qu’il peut étre utilisé pour la recherche d’inhibiteurs de la protéine
tau. Cependant, il est a noter qu’une diminution de la fluorescence dans le test a la ThT n’est pas
toujours synonyme d’inhibition de la formation de fibres, comme en atteste les résultats obtenus pour
I’ATPZ et la curcumine. Ceci souligne la nécessité de combiner ce test avec d’autres techniques, telles
que le CD et 'AFM. Néanmoins, ce test étant facile a mettre en ceuvre pour suivre la fibrillation du
peptide AcPHF®6, il sera utilisé dans la suite de ce projet comme premier outil de criblage de composés

potentiellement inhibiteurs de la fibrillation de tau.

.2.2  Le modeéle R3

Le modele R3 ou G271-G323AR2 (Figure 2.1.10) a été optimisé au cours de ce projet, mais il
avait été synthétisé au laboratoire préalablement & ces travaux.'®® La détermination de la séquence
peptidique de ce modéle a été basée sur les travaux de Daebel et al.*®* En étudiant le coeur des PHFs
par RMN en phase solide sur le mutant K19 de tau, les auteurs ont montré que la partie rigide du coeur
des fibres est constituée des résidus V306-5324 du motif de répétition R3. Le modele R3 inclut cette
séquence tausee-323, qui comprend le motif VQIVYK ainsi que la cystéine 322 qui revét une importance
particuliere dans la fibrillation de tau, notamment dans la formation de diméres au début du
processus d’agrégation.’®187 Les résidus ?!GGGK** en N-terminal correspondent a la fin de la
séquence du motif de répétition R1. Enfin, un bras oxyamine a été greffé en N-terminal par
I'intermédiaire de I'acide aminoxyacétique. Cette fonction a été ajoutée lors des travaux de thése
précédents afin de pouvoir lier la séquence peptidique a un chassis moléculaire par lien oxime.®3 Dans
le cadre de ce projet, la fonction oxyamine a été bloquée en présence d’acétone pour former le
modele de fibrillation R3. Une alternative visant a simplifier la synthése du peptide R3 a consisté a
simplement acétyler la séquence en N-terminal. Cette modification a conduit a la formation du

peptide qui sera dénommé par la suite « modeéle AcR3 » par simplification (Figure 2.1.10).
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Figure 2.1.10. Séquences peptidiques du modéle R3 et du modele AcR3.

Ces deux peptides ont été obtenus par synthese peptidique en phase solide (SPPS)
automatisée selon la stratégie de protection Fmoc/tBu standard. Le résidu G323 en C-terminal est fixé
par couplage sur une résine Rink Amide, puis des cycles de déprotection et de couplage permettent
I'assemblage itératif des autres résidus jusqu’a G271 en N-terminal. La différence entre le modele R3
et le modéle AcR3 se fait au niveau de la fixation sur G271 de la fonction oxyamine ou du groupement
acétate. Outre la simplification de synthese, le modéle AcR3 a été développé afin de s’affranchir des

problémes liés a la purification de la fonction oxyamine fortement réactive.

La mise au point des conditions de fibrillation pour ces deux peptides a été réalisée dans un
premier temps. Pour ce faire, les fibres formées par ces deux peptides ont été caractérisées par
fluorescence, CD et AFM. Dans un second temps, I’activité d’inhibiteurs connus de tau sur la fibrillation

de ces peptides a été étudiée.

1.2.2.1 Mise au point des conditions de fibrillation

1.2.2.1.1  Test de fluorescence a la ThT

Les travaux de thése du Dr Dufour ont permis d’observer des fibres en AFM structurellement
similaires a celles de la protéine htau40 a partir du peptide R3.1%3 Ces fibres ont été obtenues apreés
incubation de R3 a 100 uM pendant une semaine a 37 °C dans le tampon phosphate salin (PBS) a pH
7,4 en présence d’héparine (ratio héparine/protéine ou peptide 1:4) et en absence de DTTa 1 mM. La
fibrillation de ce peptide peut également étre réalisée dans le tampon phosphate 50 mM (pH 7,4), ou
elle est caractérisée par une phase d’élongation d’environ 15 h dans le test de fluorescence en plaque
utilisant la ThT comme sonde et par un profil de feuillets f en CD. Dans ce projet, la fibrillation du

peptide R3 a été effectuée dans le tampon phosphate 50 mM, afin de limiter d’une part les effets de
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sels potentiellement présents dans le PBS, et d’autre part de pouvoir comparer avec la fibrillation du
peptide AcPHF6 réalisée dans le méme tampon. De plus, les conditions de fibrillation ont été
optimisées par la modification de différents paramétres, notamment les concentrations d’héparine et

de ThT utilisées, ainsi que la présence ou |'absence de DTT.

La concentration de ThT a utiliser a été déterminée par le suivi de la formation des fibres a
partir de 100 uM de peptide R3 dans le tampon phosphate 50 mM pour différentes concentrations de
ThT. La fluorescence observée au maximum du plateau dans le test en plaque a été reportée sous la
forme d’un histogramme pour des concentrations de ThT variant de 1 a 100 uM (Figure 2.1.11.A).
Celle-ci est la plus élevée a 40 uM de ThT. A des concentrations inférieures de ThT, le maximum de
fluorescence observé est moins important, ce qui vient probablement du fait que tous les sites de
fixation de la ThT sur les fibres ne sont pas occupés. Pour une concentration supérieure a 40 uM, le
maximum de fluorescence observé diminue également. Ce phénomeéne déja reporté dans la
littérature peut étre attribué a une extinction de la fluorescence entre molécules de ThT liées et
libres.'® La ThT libre en excés recouvrirait alors la ThT liée et empécherait son excitation, résultant en
une fluorescence moins importante. De plus, la ThT est capable de former des micelles a une
concentration supérieure a 4 uM, c’est-a-dire dans les conditions usuelles des tests d’agrégation de
fibres amyloides.’®® Les micelles peuvent alors incorporer des molécules hydrophobes et diminuer
leur concentration effective dans le test de fluorescence. En outre, une étude récente suggere que
I'utilisation de la ThT en quantité sub-stoechiométrique par rapport au peptide amyloide est idéale.>®
Dans ces conditions, la ThT ne perturbe pas I'auto-assemblage des amyloides. En conséquence, la
fibrillation du modeéle R3 a été réalisée dans ce projet avec une concentration de 10 uM de ThT afin
de permettre la comparaison avec la fibrillation du peptide AcPHF®6. Il est a noter que la fluorescence
observée est notablement inférieure dans le cas de la fibrillation du peptide R3 par rapport a celle du
peptide AcPHF6. Ceci pourrait étre da au fait que la ThT se lie moins facilement au coeur hydrophobe
des fibres du peptide R3, celui-ci étant probablement plus enfoui que pour les fibres du peptide

AcPHF6.
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Figure 2.1.11. (A) Maximum de fluorescence observée au plateau en fonction de la concentration de

ThT. (B) Variation de fluorescence apres ajout de fibres préformées (100 uM) incubées pendant 24 h.

Afin de vérifier que dans la gamme de concentration utilisée, les sites de fixation de la ThT ne
sont pas saturés, des fibres de R3 (100 uM) préformées au préalable pendant 24 h a 37 °C ont été
ajoutées sur des fibres assemblées en paralléle dans les mémes conditions dans le test en plaque
(Figure 2.1.11.B). Aux diverses concentrations de ThT, cet ajout est accompagné d’une augmentation
spontanée de la fluorescence suivie d’un autre plateau. L'augmentation de fluorescence peut étre
expliquée par la liaison des molécules de ThT libres se fixant aux fibres ajoutées au milieu. La présence
d’un exces de ThT libre est nécessaire pour permettre de détecter également des composés agissant
en tant que promoteurs de la fibrillation, ce qui provoquerait une augmentation de la fluorescence.
Cette gamme de concentrations de ThT devrait donc permettre I'étude de composés ayant soit un

réle d’inhibiteur, soit de promoteur de la fibrillation.

Par ailleurs, la contribution de I’'héparine a la fibrillation de R3 a également été étudiée (Figure
2.1.12.A). Une cinétique de fibrillation similaire est observée pour des concentrations de 10 a 100 uM
d’héparine. Pour des concentrations inférieures, I'allure de la courbe de fibrillation est différente avec
des phases d’initiation et d’élongation (avant d’atteindre le plateau) plus longues et un maximum de
fluorescence atteint au plateau supérieur. Ainsi, pour des concentrations de 10 a 100 uM d’héparine,
les phases d’initiation et d’élongation sont d’environ 1 h chacune, alors que pour 1 uM d’héparine, la
phase d’initiation est d’environ 2 h et la phase d’élongation de 4 h. En absence d’héparine, la phase
d’initiation seule dure entre 6 et 8 h. Cette étude a également été réalisée dans un milieu réducteur
en présence de DTT (Figure 2.1.12.B), ou des profils similaires a I'étude précédente (Figure 2.1.12.A)
sont obtenus. Dans cette étude également, des concentrations de 10 a 100 uM en héparine
présentent un profil proche, alors que les phases d’initiation et d’élongation sont considérablement
allongées pour des concentrations inférieures en héparine. En absence d’héparine notamment, la
phase d’initiation dure environ 16 h. Ainsi, la fibrillation du modele R3 est plus lente dans un milieu
réducteur en présence de DTT (1 mM), en particulier pour des faibles concentrations d’héparine. Ceci

pourrait étre expliqué par le fait que le DTT empéche la formation des ponts disulfures
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intermoléculaires au niveau de la cystéine 322, ce qui confirmerait leur role dans le processus d’auto-
assemblage des fibres (promoteurs de la fibrillation), comme cela a été illustré dans la littérature pour

la protéine tau et son mutant K19.%”
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Figure 2.1.12. Fibrillation du modele R3 (100 uM) dans le tampon phosphate (50 mM) avec 10 uM de
ThT et 0 a 100 uM d’héparine en (A) absence ou en (B) présence de DTT (1 mM).

Les mémes études ont été réalisées sur le peptide AcR3 (100 uM) dans le tampon phosphate
(50 mM). Le peptide AcR3 a été incubé en absence (Figure 2.1.13.A) et en présence (Figure 2.1.13.B)
de DTT avec des concentrations de 0 a 100 uM d’héparine menant a des constats similaires aux deux
études précédentes. La phase d’élongation du peptide AcR3 semble cependant plus lente que celle
du peptide R3 avec des différences plus marquées au niveau de maximum de fluorescence au plateau,
celles-ci s’échelonnant de maniére décroissante avec les concentrations d’héparine. A I'image de la
fibrillation du peptide R3, la durée de la phase d’initiation est notablement augmentée a des
concentrations faibles d’héparine ou sans héparine. De méme, la présence de DTT augmente

considérablement la phase de latence pour des faibles concentrations d’héparine.
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Figure 2.1.13. Fibrillation du modeéle AcR3 (100 uM) dans le tampon phosphate (50 mM) avec 10 uM de
ThT et 0 a 100 uM d’héparine en (A) absence ou en (B) présence de DTT (1 mM).

Ces données montrent que les peptides R3 et AcR3 ont des profils de fibrillation similaires a
celle du peptide AcPHF6 et de la protéine tau. Suite a ces travaux, les études d’inhibiteurs des fibres
du peptide R3 ou AcR3 ont été réalisés dans la suite de ce projet sans DTT et avec une concentration
d’héparine de 100 uM, concentration a laquelle a lieu une formation rapide et importante de fibres.
Le modele R3 a été utilisé comme outil de criblage secondaire pour les molécules actives sur le modéle

AcPHF6. Les modeles R3 et AcR3 ont également été caractérisés plus amplement en CD et en AFM.
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1.2.2.1.2  Dichroisme circulaire et microscopie a force atomique

La cinétique de fibrillation des modeles R3 (Figure 2.1.14.A) et AcR3 (Figure 2.1.14.B) a été
étudiée en CD dans les conditions de fibrillation développées ci-dessus (100 uM de peptide dans 50
mM de tampon phosphate avec 100 uM d’héparine). Contrairement au modele AcPHF6 formant de
maniére rapide des feuillets B, les modeles R3 et AcR3 présentent initialement un profil non structuré
en CD, illustré par une bande négative entre 190 et 200 nm. Apres quelques heures dans les conditions
de fibrillation, les modeles R3 et AcR3 adoptent un profil caractéristique d’une structure riche en
feuillets B (bandes positive en dessous de 200 nm et négative en dessous de 220 nm). Un phénoméne
similaire est observé pour la fibrillation du modéle R3 en présence de DTT, bien que le changement
de profil en feuillets B soit plus long qu’en absence de DTT (Figure 2.1.14.C). Par ailleurs, le modeéle
AcR3 incubé pendant trois jours a 37 °C avec différentes concentrations d’héparine présente en CD
un profil de feuillets B uniquement pour des concentrations d’héparine entre 25 et 100 uM (Figure
2.1.14.D). En présence de DTT, le profil de feuillets B n’est observé qu’a une concentration de 100 uM
d’héparine (Figure 2.1.14.E), ce qui confirme la contribution des ponts disulfures dans le processus
d’agrégation du peptide. A l'instar de la protéine tau, I’'héparine promeut donc la formation de fibres
structurées en feuillets B pour le peptide du modéle R3, de telles fibres n’étant formées en majorité
gu’a de hautes concentrations d’héparine (supérieures a 25 uM sans DTT et 100 uM avec DTT). Cela
valide également les conditions choisies suite aux tests de fluorescence en plaque pour la fibrillation

des peptides R3 et AcR3 (en présence de 100 uM d’héparine et sans DTT).
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Figure 2.1.14. Cinétique de fibrillation suivie par CD dans le tampon phosphate 50 mM avec 100 uM
d’héparine pour les modeles (A) R3 et (B) AcR3 a 100 uM sans DTT, ainsi que (C) du modele R3 a 100 uM
avec DTT (1 mM). CD du modéle AcR3 a 100 uM en présence de 0 a 100 uM d’héparine (D) sans DTT (1
mM) ou (E) avec DTT (1 mM)

En paralléle, les peptides R3 et AcR3 ont été caractérisés par AFM (Figure 2.1.15) aprés
incubation pendant plusieurs jours dans les conditions de fibrillation. Apres 14 h, temps pour lequel
la fluorescence est maximale (plateau) dans les tests en plaque (Figure 2.1.11.B), un réseau dense de
fibres fines est obtenu. Apres plusieurs jours d’incubation, des fibres « matures » sont observées,
généralement plus longues et regroupées sous formes de PHFs. Ces fibres présentent un pas d’hélice
d’environ 50 a 60 nm (Figure 2.1.16) proche de celui trouvé dans les PHFs de tau issus de cerveaux

humains (hélicité d’environ 80 nm).%’
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Figure 2.1.15. Images AFM du modele R3 incubé a 100 uM a 37 °C dans le tampon phosphate 50 mM
pendant (A) 14 h, (B) 3 jours et (C) 21 jours et du modéle AcR3 incubé a 100 uM a 37 °Cdans le tampon phosphate
50 mM pendant (D) 3 jours et (E) 7 jours.
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Figure 2.1.16. Hélicité des fibres du modeéle (A) R3 avec héparine (100 uM) et (B) AcR3 sans héparine
par AFM. Les fibres formées sous la forme de PHFs sont nombreuses en présence d’héparine (A) et rares en

absence d’héparine (B).
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Le modele R3 et son homologue AcR3 s’affirment donc comme des modéles complémentaires
au modele AcPHF6 et de bons modeles de la fibrillation de la protéine tau. Ces modeles présentent
un processus d’auto-assemblage similaire a celui de la protéine tau, notamment a travers la formation
de dimeéres par le biais de ponts intermoléculaires au niveau de la cystéine 322. En particulier, ces
modeles permettent la recherche de composés agissant sur la dimérisation, ce qui n’est pas le cas du
modele AcPHF6. De plus, les fibres observées en AFM sont morphologiquement proches de celles de
la protéine tau, avec une organisation sous la forme de PHFs et une hélicité similaire a celle de la

protéine tau.

1.2.2.2 Validation du modéle R3

A I'image du modele AcPHF6, le modele R3 a été incubé en présence d’inhibiteurs connus de
la fibrillation de tau afin de valider son utilisation pour la recherche de nouveaux inhibiteurs potentiels
de tau. Les deux inhibiteurs choisis ici sont la myricétine et la quinacrine moutarde (Figure 2.1.4), la
curcumine et I’ATPZ n’ayant pas montré d’effet inhibiteur sur la fibrillation du peptide AcPHF6. La
myricétine est particulierement active sur le modéle AcPHF6 (Figures 2.1.7 et 2.1.8) et sur la protéine
tau,” elle a donc été logiquement sélectionnée pour valider le modéle R3. La quinacrine moutarde a
été étudiée par Taniguchi et al. et conduit a une inhibition notable de la formation de fibres d’AB (15
KUM) avec une ICso de 1,2 uM et de htau39 (22 uM) avec une ICso de 3,1 uM, ce qui valide son utilisation

pour I’étude du modéle R3.%

Dans le test de fluorescence a la ThT, I'incubation du peptide R3 a 100 uM dans le tampon
phosphate (50 mM) en présence de 100 uM de myricétine et de quinacrine moutarde conduit a une
inhibition totale de fluorescence (Figure 2.1.17.A). Testés a une concentration de 10 uM, les deux
composés ont conduit a une diminution de fluorescence de 42 % pour la myricétine et de 3 % pour la
quinacrine moutarde. Le CD effectué sur ces échantillons montre un profil non structuré en présence
de 100 uM de myricétine, alors que I'incubation du modeéle R3 en présence de quinacrine moutarde
ne résulte qu’en une faible diminution de I'intensité des feuillets B (Figure 2.1.17.B). L'incubation du
modele R3 avec les deux inhibiteurs a 10 uM est caractérisée par un signal de feuillets B similaire a

celui du modele R3 seul.
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Figure 2.1.17. (A) Test de fluorescence en plaque et (B) CD apres 24 h de fibrillation dans le tampon
phosphate 50 mM du modele R3 seul (noir) et en présence de myricétine (orange) ou de quinacrine

moutarde (vert) a 100 uM (traits continus) et 10 uM (traits discontinus).

L'AFM réalisée sur le peptide R3 incubé en présence de myricétine et de la quinacrine
moutarde a 10 pM montre un réseau de fibres (Figure 2.1.18), ce qui est en accord avec les données
obtenus pour le test de fluorescence en plaque et en CD. L’absence de feuillets f en CD dans le cas de
la myricétine a une concentration de 100 uM est illustrée en AFM par des sphéres d’oligomeres,

accompagné d’une absence de fibres (Figure 2.1.18.A).
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Figure 2.1.18. Images AFM du modele R3 incubé a 100 uM pendant 3 jours dans le tampon phosphate
50 mM en présence de myricétine a (A) 100 uM et (B) 10 uM ou de (C) quinacrine moutarde a 10 uM.

A linstar des inhibiteurs testés sur le modele AcPHF6, ceux évalués sur le modele R3
présentent des comportements différents. Si la myricétine et la quinacrine moutarde inhibent
fortement la fluorescence a 100 uM, la quinacrine moutarde ne présente aucune diminution de
fluorescence (3 %) a 10 uM. Dans le cas de la myricétine, cette diminution de fluorescence a 10 uM
(44%) est moindre que dans le cas du modele AcPHF6 (75 % a 10 uM). Ce phénomene pourrait étre
expliqué par des sites hydrophobes plus enfouis dans le cas des fibres du peptide R3 que pour celles
du peptide AcPHF6, comme cela a été illustré auparavant dans le cas de la ThT. De plus, I'incubation
du peptide R3 (100 uM) en présence de myricétine a 100 uM méne a une inhibition de la formation
des fibres en AFM au profit de petits agrégats sphériques (Figure 2.1.18.A). Il est a noter que ces

agrégats sont majoritairement non structurés en CD (Figure 2.1.17.B). L’action de la myricétine sur la
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fibrillation du peptide R3 differe donc de celle sur les fibres du peptide AcPHF6 pour laquelle les
agrégats formés sont majoritairement organisés en feuillets B (Figure 2.1.7.B). A 100 uM, la myricétine
semble donc capable d’inhiber la phase d’élongation des fibres du modele R3 en stabilisant des

oligomeres non structurés en feuillets f dans une phase précoce du processus de fibrillation.

L’activité de la quinacrine moutarde est plus complexe a analyser. A I'image de la curcumine
testée sur le modele AcPHF6, la quinacrine moutarde testée sur le modele R3 absorbe dans les
longueurs d’onde de I'étude (440 a 480 nm).® La quinacrine moutarde émet également trés
fortement a 480 nm aprés excitation a 440 nm a 100 puM, ce qui est observable dans les puits de
controle du test en plaque. La présence de feuillets § en CD (Figure 2.1.7.B) et de fibres en AFM a 100
UM suggere que la quinacrine moutarde n’inhibe pas la fibrillation du modele R3 et que la diminution
de fluorescence de la ThT observé a 100 uM est essentiellement due a un biais. En effet, aucune

inhibition de la fluorescence n’est observée a 10 uM ou I'absorption est moindre

En conclusion, les conditions développées dans ce projet ont permis d’observer la formation
de structures amyloides riches en feuillets B a partir des peptides AcPHF6, R3 et AcR3. L'utilisation
d’inhibiteurs de la protéine tau sur ces modeles a de plus permis de valider leur utilisation comme
outil de criblage pour la recherche de nouveaux inhibiteurs de tau. En particulier, la myricétine est
capable d’inhiber la formation de fibres pour ces modeéles et permet d’observer en particulier des
agrégats non structurés pour le modéle R3. En outre, cette étude souligne I'importance de corréler
plusieurs techniques (fluorescence, CD et AFM) pour 'analyse de I'activité des composés testés. En
particulier, la fluorescence peut étre biaisée par les propriétés spectroscopiques intrinseques des
composés a tester ou par des facteurs non spectroscopiques liés a I'utilisation de la ThT (compétition
entre la ThT et les composés testés). Dans la suite de ce projet, les biais de fluorescence seront pris

en considération par une étude des propriétés spectroscopiques des composés testés.
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Il CRIBLAGE D’UNE CHIMIOTHEQUE D’AURONES

Les aurones présentent des propriétés structurales adéquates pour l'interaction avec les
feuillets B des fibres amyloides. En effet, ces molécules sont planes et possédent un caractéere
hydrophobe associé a leur aromaticité. Comme décrit précédemment (Chapitre 1.111.3), ce potentiel
a été mis en avant par les travaux d’Ono et coll. montrant que des aurones possédant en particulier
une fonction amine en position 4’ sont capables de se lier aux fibres du peptide AB in vitro.>41>> 17 | g
présence de fonctions hydroxyles sur le squelette des aurones pourrait étre favorable a leur

interaction avec les fibres, de nombreux polyphénols ayant montré des propriétés inhibitrices sur la

formation des fibres amyloides de tau et d’Ap.% 116118119

Dans cette partie, une série d’aurones et une série de dérivés d’aurones hydroxylés ou non,
synthétisées au cours des dernieres années au sein de |I'équipe MedChem (Département de
Pharmacochimie Moléculaire), ont été criblées sur les modeles de fibres AcPHF6 er R3 développés
précédemment (Chapitre 2.1). Ce criblage a été effectué dans des microplaques en polypropyléne en
utilisant la ThT comme sonde fluorescente. Cette technique facile a mettre en ceuvre pour évaluer
I’effet de composés sur la fibrillation peut cependant conduire a des biais dus a l'interférence de la
ThT et des composés a tester, comme illustré auparavant (Chapitre 2.1.2.1). C'est pourquoi, les
propriétés d’absorption et de fluorescence des composés testés seront discutées dans un second

temps.

1.1 Criblage a la thioflavine T

Les aurones étudiées lors de ce premier criblage sont réparties en deux catégories : une
premiere série constituée d’aurones possédant différents substituants sur les cycles A et B (Table
2.11.1) et une deuxieme série de dérivés d’aurones possédant un motif indolyle a la place du cycle B
(Table 2.11.2). Parmi les deux séries d’aurones testées dans ce projet, plusieurs aurones ont déja été
valorisées a travers différentes études, notamment pour leurs propriétés anti-virales sur le virus de
I’hépatite C ou leur diversité d’action sur la tyrosinase.'® 14819 e criblage réalisé dans ce projet a
parfois nécessité de synthétiser a nouveau certaines aurones et de finaliser leur caractérisation. Les
aurones sélectionnées portent pour la plupart un a plusieurs groupements hydroxyles afin d’évaluer
la contribution de ces substituants sur I'activité, mais d’autres aurones moins polaires portant des

substituants méthoxyles ont également été criblées. Les résultats du criblage sur les modeles AcPHF6
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et R3 sont reportés dans les tables 2.11.1 et 2.11.2. Les aurones ont été testées a des concentrations de
100, 10 et 1 uM pour une concentration de 100 uM de peptide (AcPHF6 ou R3). La plupart des aurones
testées a 100 uM présentent une inhibition de fluorescence de la ThT trés forte. Dans les tables 2.11.1
et 2.11.2 ne sont donc présentées que les activités des aurones a une concentration de 10 et 1 uM. La
valeur indiquée dans les tables 2.11.1 et 2.11.2 représente I'inhibition de fluorescence moyenne de la
ThT observée au maximum de fluorescence pour chaque composé testé en triplicata (Figure 2.11.1).
L'incertitude associée a chaque valeur d’inhibition correspond au ratio des écart-types du test sur le
maximum de fluorescence observé. Certains composés présentant une inhibition de fluorescence
faible, c’est-a-dire inférieure a 20 % a 10 uM, n’ont pas été testés a 1 uM. De méme, des composés
ayant une activité faible (inférieure a 20 %) a 1 uM sur le modéle AcPHF6 n’ont pas été criblés sur le
modele R3. En effet, les aurones criblées présentent une inhibition de fluorescence plus importante
sur le modele AcPHF6 que sur le modele R3. Ce phénomeéne pourrait étre associé a la plus grande
complexité du modeéle R3, celui-ci formant des fibres plus denses et moins accessibles aux aurones

que celles du modéle AcPHF6.
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Figure 2.11.1. Diminution de fluorescence observée pour le peptide R3 a 100 uM en présence et en

absence de I'aurone 10 10 pM.
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Table 2.11.1. Aurones polysubstituées et myricétine. n.d. non déterminé.

OH
OH
HO O | OH
OH
Ry © OH O
Aurone Myricétine
AcPHF6 R3

(% inhibition) (% inhibition)
Aurone* | R« Re R; RS RY Re’ R' R¢ | 10uyM  1uM |[ 10uM  1uMm

1at OMe OMe H H H tBu H H 45+9 0 0 nd.

1b®t OMe OMe H Me H Me H H 0 n.d. n.d. n.d.

1c OMe OMe H F H H H H 754 n.d nd. nd.

1d OMe OMe H H Ho - NC> H H 4246 9+4 nd. nd.

S

1e OMe OMe H H H @ H H 0 nd n.d. n.d.

1f OH  OH H  SOsH H SOsH H H 42:2 1436 || 11£12 n.d.
1g OH  OH H OMe H OMe H H | 69+11  31#5 2+4 1747

1h1t OH  OH H a H H H o a | 41:13  4z4 n.d. n.d.

1t H H  OH H H H H H 58+3  29+5 0 nd.

1j H H  OH H H cl H H | 4514 915 194 nd.

1k H H  OH H H F H H 26+7 0 102 n.d.

1pe H H  OH H H COOH H H 40+9  18%10 || 20+16 nd.

1m® H H  OH H H OMe H H 3843 0 1447 nd.

1n® H H OH OH H OMe H H 64+7 545 3+14 nd.
10 H H OH OH H OH H H 80+2  14%6 || 41x6  16%11

1p™ H H  OH H OH H H H 71£3 2146 0 nd.

1q™ H H OH OH H H H H 62¢7  2£10 756 nd.
1 H H OH OH OH H H H 84+8  54%4 54+7 104

1s1%° H OH H H H OH H H 27+6 12+7 n.d. n.d.

16 H OH H OH H H H H 204 10+4 nd. nd.

1ut*® H OH H H OH H H H 26+4 6+3 n.d. n.d.
Ly OH H H H OH H H H 85+9  45%2 60+6  21+14
Iwi OH H H H OH OH H H 88+4  42%6 735 2812

Myricétine 753 37+10 ‘ ‘ 42419 n.d.

*références des articles dans laquelle apparaissent les aurones déja publiées
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Table 2.11.2. Dérivés d’aurones avec un motif indolyle. n.d. non déterminé.

AcPHF6 R3
(% inhibition) (% inhibition)
Aurone Ra Ro Re | 10uyM  1uM | 10uM  1uM
2a1% --CH,-CH=CH, H H 64t2  50+4 | 37%3 0
2bi# ~-CHa-CH=C(CHs)> H H 76+7 24+6 31+8 0
21 ---CH,-CH(CHs)z H H 789 272 | 43:12 614
\
2d14s ‘—<:> H H 54+5 45+ 8 0 n.d.
2% @ H H 71+6  15+14 | 384 2747
Br
2f145 _@ H H 61+11 1144 | 20+12 n.d.
OH
Zg145 \
. H H 88+3  24+18 | 60£15 19%15
O_
2h14s _@ H H 69+2 334 232 n.d
O_
2it91 @ H H 1243 n.d n.d. n.d.
O_
2" w H H 78+12 3742 | 32+16 0
214 ---(CH1)3-COH H H 76+8 33+8 506 47
214 -=-(CH2)5-CH3 Me H 61+3  44+11 | 4149 17+5
2m'® ~(CHa)3-CHs OMe H 91+2 56+9 26t6  41+13
2ni ~(CH2)3-CHs H OMe | 74t4 313 26t6 2749
20 <=-(CH2)5-CH3 H OH 74+8 38+7 5443 303

L’étude des aurones possédant un motif benzylidéne (Table 2.11.1) montre en premier lieu que
les composés moins polaires 1a-1e ne présentent aucune ou une tres faible activité sur le modeéle
AcPHF6. A l'instar de I'aurone 1g, cette activité se voit généralement augmentée en présence de
groupements hydroxyles. Similairement, la présence d’une fonction hydroxyle pour 1o au lieu d’une

fonction méthoxyle pour 1n contribue positivement a I'activité de I'aurone. Généralement, la
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contribution d’autres groupements tels que les halogénes (1j et 1k), les acides carboxyliques (11) ou
sulfoniques (1f) est inférieure a celle des fonctions hydroxyles. Plus complexe a analyser, 'influence
des groupements hydroxyles semble varier en fonction non seulement du nombre, mais aussi de la
position de ceux-ci. En effet, la comparaison des aurones 1i, 1p et 1v avec les aurones 1s-1u montrent
que l'activité est plus importante lorsqu’un groupement hydroxyle est en position 4 ou 7 sur le cycle
A plutot qu’en position 6. En particulier, la position 4 du cycle A apporte une contribution significative
a 'activité (1v et 1w), aussi bien sur le modéle AcPHF6 que sur le modéle R3. Plus généralement,
I'activité est notablement augmentée par le nombre de fonctions hydroxylées présentes sur I'aurone,

comme en attestent les composés 1o, 1r et 1w.

Il est a noter que la présence d’un groupement hydroxyle sur les positions 4 et 6 du cycle A
(motif résorcinol) semble généralement apporter une bonne activité (1f-1h et 2a-20). Ce motif
particulier se retrouve trés fréquemment dans les aurones présentes dans la nature et semble étre un
élément essentiel de la bioactivité des aurones.’®*** La seconde série de composés testés est
constituée de dérivés d’aurones possédant ce motif résorcinol sur le cycle A ainsi qu’un motif indolyle
comme cycle B (Table 2.11.2). Ces dérivés synthétisés antérieurement dans I'équipe MedChem
(Département de Pharmacochimie Moléculaire) ont été testés afin d’évaluer notamment I'influence
de I'extension de la planarité de la molécule. Ces composés présentent une bonne inhibition de
fluorescence (60 % a 90 %) sur le modéle AcPHF6 a 10 uM, a I’exception de 2i (12 %). Dans cette série
également, une contribution positive des groupements hydroxyles est observée. En effet, les dérivés
d’aurones 2g et 20 possédant une fonction hydroxyle supplémentaire présentent la meilleure
inhibition de fluorescence a 10 uM sur le modéle R3 (60 % et 54 %, respectivement). L’activité
moyenne des aurones présentes dans ce tableau semblerait donc étre apportée davantage par la

présence du motif résorcinol du cycle A qu’aux variations structurales du cycle indolique.

Ce motif résorcinol est retrouvé chez la myricétine qui a une activité importante sur la
fibrillation de la protéine tau ainsi que sur les modeles AcPHF6 et R3 (Chapitres 2.1.1 et 2.1.2.3). Il est
important de noter que la myricétine (Table 2.1l.1) affiche cependant une activité moindre que
plusieurs aurones évaluées dans ce criblage. Elle présente une inhibition de fluorescence de 75 % sur
le modele AcPHF6 et 42 % sur le modele R3 a 10 uM, alors que les aurones polyhydroxylées 10, 1r, 1v
et 1w ainsi que les dérivés d’aurones polyhydroxylées 2g et 20 présentent une activité similaire ou
supérieure. Le squelette aurone semble donc contribuer a I'inhibition de fluorescence observée. Ceci
a été de surcroit illustré par I’évaluation de I'équivalent flavone de I'aurone 2l qui n’a montré aucune
inhibition de fluorescence (0 % a 10 uM) sur le modele AcPHF6, alors que I'aurone 2l correspondante
présente une inhibition d’environ 60 %. Ceci valide I'intérét porté a cette catégorie de flavonoides

dans la recherche de nouveaux inhibiteurs de I'agrégation de fibres amyloides.
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A l'issue de ce criblage, il apparait donc important pour améliorer I'activité des aurones de
privilégier la synthése de composés présentant un maximum de fonctions hydroxyles, ainsi que le
motif résorcinol en position 4 et 6 sur le cycle A. Cependant, avant d’entreprendre la synthése de ces
nouveaux composés polyhydroxylés, il a été primordial de vérifier que les résultats obtenus lors de ce
premier criblage basé sur les tests a la ThT ne sont pas biaisés par les propriétés spectroscopiques des

aurones testées.

1.2 Propriétés spectroscopiques des aurones

Comme illustré dans la littérature3® 8! et également lors de la validation des modéles AcPHF6
et R3 (Chapitres 2.1.1 et 2.1.2.3), les tests de fluorescence a la ThT peuvent étre partiellement biaisés
par les propriétés spectroscopiques des composés testés, a I'image de la curcumine. Cet aspect a donc

été étudié ici pour plusieurs des aurones testées précédemment.

I.2.1 Absorption des aurones

L’absorption UV-visible propre aux composés testés est un élément important a considérer
lors des tests a la ThT. En effet, si ces composés absorbent aux longueurs d’onde d’excitation et
d’émission de la ThT, ils peuvent alors avoir un effet de filtre interne résultant en une inhibition voire
une extinction compléte de la fluorescence. De méme, des composés qui absorbent a la longueur
d’onde de lecture de I'étude (480 nm) peuvent partiellement absorber la lumiére émise par la ThT, ce
qui résulte également en une diminution de la fluorescence observée. L’absorption de ces composés
peut ainsi étre responsable de la présence de faux-positifs dans les tests en plaques a la ThT car la
diminution de fluorescence alors observée n’est pas uniquement le résultat d’une interaction entre le

composé évalué et les fibres amyloides.

L’absorption de quelques aurones issues du premier criblage a la ThT a été étudiée a 10 uM
dans le tampon phosphate utilisé pour les tests a la ThT (Figure 2.1l.2). Parmi les aurones
sélectionnées, certaines présentent une forte inhibition de fluorescence (aurones 1v et 2h) dans les
tests de fluorescence en plaques, alors que d’autres sont peu ou pas actives (aurones 1c, 1u et 2i). Les
aurones étudiées ici ont a une concentration de 10 UM une absorbance non négligeable d’environ 0,2
a 440 nm (excitation de la ThT), a I'exception de 1c (aucune absorbance), et une absorbance

généralement plus faible a 480 nm (émission de la ThT). Cette étude montre néanmoins qu’il n’y a pas
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de corrélation directe entre I'intensité de I'absorbance a 440 nm et 480 nm et I'intensité de I'inhibition
observée dans les tests a la ThT. Les aurones 1v et 2h qui montrent une activité inhibitrice importante
dans les tests a la ThT ont une absorbance similaire a 440 nm aux aurones trés peu actives 1u et 2i a
440 nm. De méme, I'aurone 2i tres peu active est celle qui présente I'absorption la plus importante a
la fois a 440 comme a 480 nm. De plus, il est important de noter qu’a une concentration de 1 uM,
concentration également utilisée lors des tests a la ThT, I'absorbance des aurones devient négligeable
a 440 nm comme a 480 nm. En conséquence, la présence de faux-positifs dans le premier criblage
effectué est peu probable dans les gammes de concentrations étudiées car I'absorption est
généralement faible a 10 uM et négligeable a 1 uM. Ceci n’exclut pas que les valeurs d’inhibition

obtenues puissent étre légérement surestimées par ce biais.

440 nm 480 nm

.l ||

—1c

—1u

Absorbance

2h
2i

300 340 380 420 460 500 540 580
A (nm)

Figure 2.11.2. Absorption des aurones a 10 uM dans le tampon phosphate 50 mM.

11.2.2  Fluorescence des aurones

Un autre parameétre a prendre en compte dans les tests a la ThT est la fluorescence des
composés évalués a 480 nm (longueur d’onde de lecture du test) lorsque ceux-ci sont excités a 440
nm (longueur d’onde d’excitation de la ThT). L’émission propre aux aurones est prise en compte dans
les puits de contréle pour les tests de fluorescence en plaque. Ces derniers contiennent uniquement

I'aurone a tester et la ThT dans les conditions de fibrillation mais sans peptide.

En revanche, I'émission des aurones en présence de fibres ne peut pas étre prise en compte

dans les puits de controle, alors qu’un changement important de l'intensité de fluorescence des
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aurones en présence de fibres pourrait biaiser le test. Cette fluorescence s’ajouterait a celle de la ThT
et pourrait conduire a de faux négatifs. Pour apprécier ce biais, la fluorescence des aurones en

présence de fibres préformées du modéle AcPHF6 a été enregistrée.

Un autre biais dans les tests a la ThT est la possible compétition de liaison aux fibres entre les
composés a tester et la sonde elle-méme. Ce phénomeéne résulte également en une diminution de la
fluorescence dans les tests sans pour autant que cela traduise une inhibition de la formation des
fibres. L'enregistrement de la fluorescence de la ThT incorporée dans des fibres apres ajout des

aurones est un moyen d’évaluer cette compétition.

Afin d’estimer ces différents biais, la fluorescence de plusieurs aurones a 480 nm apres
excitation a 440 nm (10 uM) a été enregistrée en présence et en absence de fibres préformées
d’AcPHF6 (100 uM) préalablement incubées avec ou sans ThT (10 uM). Des aurones peu (1c, 1u et 2i)
ou tres actives (1v et 2h) ont ainsi été étudiées a une concentration de 10 uM. Il est a noter que la

fluorescence émise par les fibres d’AcPHF6 en absence de ThT est généralement tres faible.

L'aurone 1c a une activité trés faible sur le modele AcPHF6 avec 7 % d’inhibition de
fluorescence a 10 uM dans le test en plaque. De plus, elle ne présente aucune absorption (Figure
2.11.1) ou fluorescence (Figure 2.11.3) notables a cette concentration d’étude. La fluorescence de cette
aurone est peu modifiée en présence de fibres. Par ailleurs, une faible diminution de la fluorescence
de la ThT a été observée lors de I'ajout de cette aurone aux fibres d’AcPHF6 préformées en présence
de ThT. Ces données confirment que I'aurone 1c interagit faiblement avec les fibres, ce qui est en

adéquation avec le test en plaque.

600
500
z 400
= fACPHF6 + ThT
(5]
& 300 fACPHF6 + ThT + 1c
Q
g ~ — fACPHF6
5 200 ¢
T — = fAcPHF6 + 1c
100
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Figure 2.11.3. Fluorescence de I'aurone 1c seule (pointillé), en présence de fibres du modele AcPHF6 et

en absence (tiret) ou en présence (trait) de ThT.

L'aurone 1u a également une activité faible sur le modele AcPHF6 avec 26 % d’inhibition de

fluorescence a 10 uM dans le test en plaque. Contrairement au cas précédent, cette aurone absorbe
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modérément a 440 nm (absorbance de 0,16, Figure 2.11.2), mais émet trés fortement (fluorescence de
230 u.a. a 480 nm, Figure 2.11.4) a cette concentration d’étude. Cependant, cette forte fluorescence
est prise en compte dans les puits de contréle du test en plaque et n’est pas modifiée en présence de
fibres. De plus, la différence notable observée entre I'intensité de fluorescence pour les fibres du
modele avec ThT en présence et en absence du composé 1u avoisine la valeur de I'émission de
I’aurone seule, ce qui confirme la faible activité de cette aurone. Il est a noter que les aurones 1s et
1t, isomeres de position de 1u comportant une fonction hydroxyle sur la position 6 du cycle A,
possédent les mémes propriétés spectroscopiques, ce qui suggére que la forte fluorescence de ces

composés est associée a la présence d’un substituant hydroxyle en position 6.

fAcPHF6 + ThT
fACPHF6 + ThT + 1u
fACPHF6 + ThT + 1v
=====fAcPHF6

----- fACPHF6 + 1u
----- fACPHF6 + 1v

Fluorescence (u.a.)

455 480 505 530 555 580
A (nm)

Figure 2.11.4. Fluorescence des aurones 1u (violet) et 1v (rouge) seules (pointillé), en présence de fibres

du modeéle AcPHF6 et en absence (tiret) ou en présence (trait) de ThT.

L’aurone 1v posséde une fonction hydroxyle en position 4 du cycle A et est tres active sur le
modele AcPHF6 avec 85 % d’inhibition de fluorescence a 10 uM sur le test en plaque. Si I'aurone 1v
absorbe similairement a son isomére 1u (absorbance de 0,20 a 440 nm, 0,11 a 480 nm, Figure 2.11.2),
elle ne fluoresce pas seule ou en présence de fibres (Figure 2.11.4) et ne biaise donc pas la fluorescence
observée dans le test en plaque. Apres ajout de l'aurone 1v sur les fibres en présence de ThT, le
spectre d’émission présente une forte diminution en intensité, ce qui montre que I'aurone 1v interagit
fortement avec les fibres. Si cette interaction suggére une compétition avec la ThT, elle n’exclut pas

que l'aurone 1v puisse avoir un effet inhibiteur de la fibrillation.

A I'image du composé 1v, 'aurone 2h présente une forte activité sur le modele AcPHF6 avec
69 % d’inhibition de fluorescence a 10 uM, des propriétés d’absorbance identiques (0,21 a 440 nm,
0,11 a 480 nm, Figure 2.11.2) et fluoresce aussi faiblement a 480 nm seule et en présence de fibres
(Figure 2.11.5), ce qui montre une absence de biais dans le test en plaque et suggere un comportement

similaire pour les composés 1v et 2h. Enfin, 'aurone 2i comportant un substituant méthoxyle en plus
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par rapport a 2h présente une activité faible sur le modele AcPHF6 avec 12 % d’inhibition de
fluorescence a 10 uM. Ceci est corroboré par les études spectroscopiques ol le composé 2i ne diminue
que tres peu la fluorescence lorsqu’il est incorporé aux fibres en présence de ThT (Figure 2.11.5) et
confirmé par une absence de biais pour cette aurone, celle-ci ne n’étant que faiblement fluorescente
seule et en présence de fibres. Par ailleurs, il est intéressant de noter que les aurones 2h et 2i
présentent des propriétés spectroscopiques similaires, notamment une faible fluorescence
intrinseque et une absorbance modérée a 440 nm (absorbance de 0,24 et 0,22, respectivement,
Figure 2.11.2). Ces données suggerent qu’a une valeur d’absorbance proche de 0,20, I'absorption des
aurones testées a peu d’influence sur leur activité, I'aurone 2h étant active alors que I'aurone 2i est

peu active.
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Figure 2.11.5. Fluorescence des aurones 2h (gris) et 2i (jaune) seules (pointillé), en présence de fibres du

modele AcPHF6 et en absence (tiret) ou en présence (trait) de ThT.

Ces études permettent de conclure que dans les gammes de concentrations utilisées lors de
ce premier criblage, les biais dus aux propriétés d’absorbance et de fluorescence des aurones sont
tres faibles. En particulier, si I'intensité de fluorescence des aurones en présence de fibres est souvent
légerement augmentée, cette augmentation reste négligeable par rapport a l'intensité de la ThT liée
dans le test (500 a 600 u.a.). En revanche, cela souligne la nécessité d’effectuer ce type d’études de

maniére systématique a des concentrations d’aurone supérieures a 10 uM.

Par ailleurs, I'ajout d’aurones aux fibres du modele AcPHF6 préalablement incubées en
présence de ThT suggéere que, a I'image des composés 1v et 2h, certaines aurones sont capables de
déplacer la ThT. Ceci n’exclut pas un effet inhibiteur de la fibrillation lors du test a la ThT. En outre,
I'ajout des aurones sur les fibres préformées est immédiatement suivi d’'une diminution de
fluorescence, puis d’un plateau pendant plusieurs heures, ce qui suggere que ces composés ne

possedent pas d’activité de désagrégation des fibres.
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En conclusion, le développement de modeles des fibres de tau a permis le criblage d’une
quarantaine d’aurones ou de dérivés d’aurones. A |'issue de ce criblage, il est apparu important de
synthétiser des nouvelles aurones comportant un maximum de fonctions hydroxyles sur leur
squelette, celles-ci étant associées a une plus grande activité. La synthese de ces aurones a été
principalement axée sur une série comportant un motif résorcinol en position 4 et 6 sur le cycle A,
motif fréquemment retrouvé dans les aurones naturelles et qui présente généralement une bonne
activité dans les tests de fluorescence. Dans un second temps, |'évaluation des aurones sur les
modeles a été réalisée a travers des études de fluorescence similaires a celles effectuées pour ce
premier criblage. D’autres techniques complémentaires comme le CD et I’AFM ont également été

utilisées pour mieux caractériser I'interaction des aurones avec les fibres.
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CHAPITRE 3
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CHAPITRE 3 : Synthése et évaluation d’aurones

polyhydroxylées et fonctionnalisées

La premiére partie de ce chapitre dresse un état de I'art actuel sur les voies de biosynthese et
de synthese chimique des aurones, avant de décrire dans un second temps les synthéses effectuées
au cours de ce projet. Ces dernieres s’orientent selon deux axes : la synthése d’une série d’aurones
polyhydroxylées suivie d’une partie exploratoire sur la fonctionnalisation des aurones. La derniére
partie de ce chapitre porte sur I'évaluation in vitro de ces aurones en utilisant les modeles des fibres

de tau et les techniques développées dans le chapitre précédent.

| ETAT DE L’ART SUR LA BIOSYNTHESE ET LA SYNTHESE CHIMIQUE DES
AURONES

Les aurones font partie avec les chalcones (Figure 3.1.1) d’une classe de flavonoides appelée
« pigments anthochlores » et sont responsables de la pigmentation jaune de fleurs, que I'on retrouve
notamment dans la famille des Asteracées (dahlia, coréopsis) ou encore chez Antirrhinum majus
(muflier).?941% A I'orée du XXI°™ siécle, seules quelques dizaines d’exemples d’aurones naturelles ont
été décrites dans la littérature, la plupart sous forme hydroxylée ou glycosylée. Le mécanisme de
biosynthése des aurones au sein des plantes est toujours incertain a I’'heure actuelle. Au cours des
derniéres années cependant, de nombreux travaux ont permis d’élucider une partie des éléments du
mécanisme de biosynthése de ces aurones. En parallele, les chimistes ont développé plusieurs
méthodes de synthese des aurones permettant leur utilisation dans un nombre croissant
d’applications thérapeutiques.’®®1% Ces méthodes synthétiques sont parfois inspirées des éléments
connus de la biosynthese des aurones, certaines se basant notamment sur les substrats utilisés par

les aurones synthases (AS), nom générique donné pour les enzymes catalysant la formation d’aurones.
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Aurone Chalcone

Figure 3.1.1. Structure et nomenclature des aurones et des chalcones.

.1 Biosynthése des aurones

Les connaissances sur la biosynthése des aurones sont limitées jusqu’au début des années
2000 et la caractérisation d’une AS décrite par Nakayama et al. chez A. majus.*® Suite a ces premiers
travaux, d’autres études ont permis d’élucider partiellement le mécanisme de formation des aurones
dans plusieurs especes végétales. A I'heure actuelle, deux voies de biosynthése des aurones ont ainsi
été illustrées : une voie « PPO » basée sur des enzymes présentant un comportement similaire aux
polyphénols oxydases (PPO), menant en particulier a la formation de I'auréusidine, la bractéatine ou
la sulfurétine, ainsi qu’une voie « PRX » suivant un mécanisme radicalaire a I'image de la formation de

I’hispidol (Schéma 3.1.1).
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Schéma 3.1.1. Biosynthese d’aurones par voie « PPO » (vert) pour I'auréusidine, la bractéatine et la

sulfurétine, par voie « PRX » (bleu) pour I'hispidol.
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.1.1  Voie « PPO »

137 |es aurones sont formées spécifiquement a

Selon les premiers travaux de Nakayama et al.,
partir de chalcones par I'intermédiaire d’une aurone synthase appelée alors auréusidine synthase
(AUS). Cette glycoprotéine contient un centre binucléaire de cuivre et présente une forte homologie
avec les polyphénols oxydase (PPOs). Ces derniéres sont omniprésentes chez les plantes supérieures
et ont pour la plupart une activité catéchol oxydase (conversion d’ortho-diphénols en ortho-
quinones), bien que certaines présentent également une activité tyrosinase (conversion de
monophénols en ortho-diphénols). A I'image des PPOs, les aurones synthases (AS) ont une activité
catéchol oxydase et peuvent également avoir une activité tyrosinase. L'origine de cette activité

tyrosinase retrouvée chez certaines aurones synthases (AS) fait encore débat, mais il semble que dans

la plupart des plantes, la conversion in vivo s’effectue par I'intermédiaire des cytochromes P450.

Nakayama et al. montrent qu’au sein de A. majus, I’AUS catalyse la transformation de deux
chalcones - la 2’,4’,6’,4-tétrahydroxychalcone (THC) et la 2°,4’,6’,3,4-pentahydroxychalcone (PHC) - en
deux aurones - I'auréusidine et la bractéatine - formant une ortho-quinone intermédiaire suivie par
une cyclisation oxydante non-enzymatique (schéma 3.1.2).%*” Dans le cas de la THC, I'auréusidine est
formée suite aux activités tyrosinase et catéchol oxydase de I’AUS. La PHC est également convertie en
auréusidine par I'activité catéchol oxydase, mais aussi en bractéatine de maniere minoritaire, ce que
les auteurs associent au fait que I'AUS est capable d’introduire un groupement hydroxyle sur la

position 5 de la PHC.
H  AUS (tyrosinase et

& 7 ¢

Ho @ oA o catéchol oxydase) 10 o (QH 4.0 Addition de Michael 1C O 0 -:‘ SN
‘ = =L /C-)\ : « H H
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THC
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o 3TOH
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Bracteatine Auréusidine

Schéma 3.1.2. Mécanisme de biosynthése de I'auréusidine a partir de la THC et de la PHC via I'auréusidine

synthase (AUS) par voie « PPO ».

Bien que la nature des substrats des AS soit toujours imprécise, les réactions catalysées par
les AS sont hautement spécifiques. A cet effet, Nakayama et al. montrent que I’AUS présente chez A
majus est incapable d’oxyder divers composés monophénolés et ortho-diphénolés tels que la tyrosine,

I'acide para-coumarique, I'acide caféique ou l'auréusidine.’® De méme, I’AUS ne permet pas
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I’hydroxylation en 5’ de I'auréusidine pour former la bractéatine. L’AUS catalyse donc spécifiquement
la formation d’aurones a partir de chalcones hydroxylées en position 2’ et 4. Les aurones présentes
dans la nature sont d’ailleurs fréguemment hydroxylées en position 3,4 et 3’,4’,5’, a I'image de

I'auréusidine, la bractéatine, la sulfurétine ou encore la maritimétine.

Les premieres études de Nakayama et coll. n’ont pas permis d’établir si le substrat de I’AUS
était la chalcone sous sa forme glycosylée ou aglycone. Une étude ultérieure a montré que
I’'expression seule du géne AmAS1 de I’AUS ne permet pas la conversion de chalcone en aurone.? La
biosynthése des aurones requiert la co-expression du gene AmAS1 et du géne 4’CGT de la chalcone
4’-0-glycosyltransférase localisée dans le cytoplasme. La chalcone 4’-O-glycosylée est transportée
dans les vacuoles des cellules ol I’AUS permet la cyclisation oxydante de la chalcone en aurone. Ainsi,
il semble que le substrat naturel de I’AUS chez A. majus soit la forme glycosylée de la chalcone. De
plus, contrairement aux PPOs généralement localisées dans les plastes (chloroplastes), I’AUS se situe
dans les vacuoles.'®® Ceci constitue un mécanisme de biosynthése unique parmi les flavonoides, ou la

modification du squelette carboné intervient généralement avant le transport dans les vacuoles.

Plus récemment, Miosic et al. rapportent chez Bidens ferulifolia la formation de 4-
déoxyaurones a partir de 6’-déoxychalcones, composés ne possédant respectivement pas de
substituant hydroxyle sur la position 4 de I'aurone et 6 de la chalcone (Schéma 3.1.1), par I'action de
deux enzymes successives : une chalcone 3-hydroxylase (CH3H) et une aurone synthase (AS).'*° Chez
B. feulifolia, I'AS ne permet donc pas d’introduire de groupement hydroxyle et possede uniquement
une activité de catéchol oxydase, ce qui differe de I'AUS chez A. majus. De méme, Kaintz et al.
observent la formation de la sulfurétine chez Coreopsis grandiflora par I'action de deux enzymes
successives.?® La 2’,4’,4-trihydroxychalcone (isoliquiritigénine) n’est pas convertie par I’AS en son
aurone correspondante hydroxylée en position 4’ et 6 (hispidol). L'isoquiritigénine est d’abord
convertie en butéine par I'intermédiaire de CH3H. La butéine sert alors de substrat a I’AS pour former
la sulfurétine chez B. feulifolia et C. grandiflora (Schéma 3.1.1). Ainsi, bien que les AS présentent un
mécanisme de type « PPO » similaire, la conversion de chalcones en 4-hydroxyaurones et 4-
déoxyaurones dans ces deux systemes differe notablement. L’AS présente chez C. grandiflora posséde
une faible homologie de séquence avec I’AUS chez A. majus et est localisée dans les plastes, alors que
I’AUS se trouve dans les vacuoles. En outre, I'étude de la biosynthése de ces aurones permet de

souligner I'importance des PPOs dans le métabolisme des plantes.?%
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.1.2  Voie « PRX »

D’autres aurones sont naturellement trouvées sans fonction hydroxylée ou avec une seule de
ces fonctions sur le cycle B, a I'image de I'hispidol, et résultent donc d’une voie de biosynthése
différente que celles obtenues par voie « PPO ». En 1966, Wong décrit la conversion dans des semis
de soja de [lisoliquiritigénine en hispidol via un intermédiaire 4’,6-dihydroxy-2-(a-
hydroxybenzyl)coumaranone (Schéma 3.1.3). Il postule alors que cet intermédiaire se forme suite a
I’époxydation de la chalcone par le péroxyde d’hydrogéne, catalysé par une péroxydase non

caractérisée, suivi d’'une déshydratation,?02-203

En 2009, Farag et al. élucide le mécanisme de biosynthese de I'hispidol dans des cultures
cellulaires de Medicago truncatula (luzerne).?%* Le précurseur isoliquiritigénine forme en premier lieu
un radical sur la fonction hydroxylée en 4, comme en atteste I'absence de formation de I’hispidol au
profit de produits secondaires lorsque la position 4 est méthoxylée. Apres réarrangement, cet
intermédiaire réagit avec le péroxyde d’hydrogéne et subit ensuite une addition de type Michael
intramoléculaire pour former une structure de type dioxétane. L'ouverture du dioxétane résulte en la
formation d’un hydropéroxyde qui est ensuite clivé, puis subit une déshydratation pour former
I’hispidol (Schéma 3.1.3). Cette étape de clivage est réalisée par les péroxydases MtPRX1 et MtPRX2
pour former lintermédiaire 4’,6-dihydroxy-2-(a-hydroxybenzyl)coumaranone, ce qui confirme

202-203

I’hypothese initiale de Wong.

OH

. _-_——
O ‘ H* O | Réarrangement

Addition de Michael

4' 6-dihydroxy-2-(c-hydroxybenzyl) hispidol
cournaranane

Schéma 3.1.3. Mécanisme de biosynthese de I'hispidol par la voie « PRX » via un mécanisme radicalaire.
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Malgré des similitudes entre les voies « PPO » et « PPX », les substrats de ces deux types
d’enzymes different. A I'instar de I’AUS dans la voie « PPO », la présence de fonctions hydroxylées en
position 2’ (cycle B) et 4 (cycle A) est nécessaire pour la biosynthése de I'isoliquiritigétine en hispidol
dans la voie « PRX ». Cependant, I'absence de biosynthese de I'hispidol chez M. truncatula par un
mécanisme « PPO » montre que la formation d’un intermédiaire portant deux fonctions hydroxylées
en 3’ et 4’ sur le cycle B de I'aurone est nécessaire dans cette premiére voie, ce qui n’est pas le cas de
I’hispidol dans la voie « PRX ». De méme, contrairement a la voie « PPO », |'expression du substrat
THC chez M. truncatula ne mene pas a la biosynthése d’auréusidine par la voie « PRX ». Ces deux voies
permettent ainsi la formation d’aurones a partir de chalcones différentes au sein des plantes. En
particulier, les PRXs présentes chez M. truncatula utilisent une chalcone aglycone, dont le clivage du
glygoside résulte d’un stress oxydant, pour former I'hispidol qui posséde des propriétés anti

fongiques.

I.2  Syntheése chimique des aurones

Comparées aux autres flavonoides, les aurones sont peu abondantes dans les espéces
végétales. L'obtention de ces composés par extraction et purification d’extraits naturels serait en
conséquence une entreprise peu rentable. De plus, cette méthode se limiterait a la faible diversité
structurale observée jusqu’ici pour les aurones naturelles, la majorité portant des groupements
hydroxyles ou glycosyles en position 4 uniqguement ou 4 et 6 sur le cycle A. C’est pourquoi plusieurs
voies de synthése chimique des aurones ont été développées au cours des dernieres décennies
(Schéma 3.1.4), ce qui a notamment permis d’élargir le panel de substituants sur les aurones et
d’évaluer leurs effets a des fins thérapeutiques. S’inspirant de la synthese naturelle d’aurones, la
plupart des voies de synthése chimique des aurones ont été réalisées a partir de chalcones (voies A,
B, C et F, Schéma 3.1.4) ou de dérivés de chalcones (voies G et H, Schéma 3.1.4). D’autres voies ont été
basées sur I'assemblage d’intermédiaires, tels que les benzofuranones avec des benzaldéhydes (voie
D, Schéma 3.1.4) ou des dérivés de benzofuranones avec des acides phénylboroniques (voie E, Schéma
3.1.4). Dans cette partie, les voies de synthése d’aurones formées a partir de chalcones ou de dérivés
de chalcones seront exposées dans un premier temps, puis les voies de synthese d’aurones a partir

des benzofuranones et leurs dérivés seront décrites.
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Schéma 3.1.4. Voies de synthése chimique d’aurones par cyclisation oxydante de 2’-hydroxychalcones
(voies A et B) ou de 2’-acétoxychalcone (voie C), par condensation de benzofuran-3(2H)-ones et de
benzaldéhydes (voie D), par couplage Suzuki-Miyaura (voie E), par époxydation de 2’-halogénochalcones

(voie F) et par cyclisation de dérivés d’o-alkynoylphénols (voies G et H).

1.2.1  Synthése a partir de chalcones substituées en position 2’

En 1988, Sekizaki utilise I'acétate de mercure(ll) dans I'acide acétique a reflux pour la
cyclisation oxydante de 2’-hydroxychalcones en aurones (Schéma 3.1.4, Voie A).2% Ce type de réaction
forme majoritairement des aurones avec des rendements de 28 a 62%, ainsi que des flavanones avec
des rendements de 5 a 21 % (Schéma 3.1.5). Basé sur des travaux antérieurs, Sekizaki établit ainsi que
I’oxydation de 2’-hydroxychalcones permet selon le métal utilisé la formation de différents types de

flavonoides, le plus souvent de flavones comme dans le cas de I'oxyde de sélénium(IV) ou du chlorure
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de lithium palladium(I1).2° En 2006, Agrawal et al. propose deux alternatives en utilisant les propriétés
oxydantes de la pyridine et du diméthylsulfoxyde (DMS0).%"” La premiére méthode utilisant la pyridine
en présence d’acétate de mercure(ll) conduit a la formation d’aurones avec un rendement de 77 a 87
% supérieur a la voie présentée par Sekizaki dans I'acide acétique (AcOH). La deuxieme méthode
utilise le bromure de cuivre(ll) dans le DMSO pour former des aurones avec un rendement de 70 a 80
% (Schéma 3.1.5). Cette voie utilisée dernierement par Ashok et al. a permis la synthése rapide
d’aurones sous irradiation micro-ondes avec des rendements similaires.?®® Ces méthodes ont été
illustrées dans des travaux récents utilisant les aurones a des fins thérapeutiques.13% 132 149, 209211 pang
ces travaux, les aurones sont substituées par des groupements méthoxyles ou halogenes et obtenues
a partir d’acétate de mercure(ll) dans la pyridine ou dans le DMSO. La toxicité du mercure et son
impact environnemental notoire pose cependant des limites a cette méthode. Une alternative de
Thakkar et al. utilisant le trinitrate de thallium(lll) (TTN) en milieu acide dans le méthanol a également
mené 3 la synthése d’aurones par cyclisation oxydante de la 2’-hydroxychalcone.?’*?!3 Dans ces

conditions, Thanigaimalai et al. ont également évalué la contribution de substituants en para sur le

cycle A de la chalcone.?!* Des substituants électrodonneurs aménent ainsi a la synthése de flavones a

partir de 2’-hydroxychalcones, alors que des substituants électroattracteurs conduisent a la formation
d’aurones avec des rendements de 43 a 79 % (Figure 3.1.5). La toxicité du trinitrate de thallium(lll)

limite cependant I'usage de cette méthode.
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R’ = OH, OMe, OCH,OMe ou OCH,Ph

R = H ou OMe 5-21% Flavanone | lsoflavone . 44.98 %
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TTN, HCI (2-3 M)
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2-hydroxychalcone | NO, ou COOH 2-hydroxychalcone
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e R' = H, Clou OMe QIS OH e o
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Schéma 3.1.5. Synthése de flavonoides a partir de la 2’-hydroxychalcone.

Par ailleurs, Donnelly et al. ont décrit la formation d’aurones a partir de la 2’-acétoxychalcone
(Schéma 3.1.4, Voie C).21>216 | es auteurs justifient I'utilisation de I’acétate en position 2’ par le fait que

celui-ci peut prévenir une bromation secondaire sur le cycle B, mais aussi qu’il peut étre déprotégé
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facilement en milieu basique pour former I'ion phénoxy, ce qui favorise ensuite la cyclisation en
aurone. Dans cette voie, la 2’-acétoxychalcone forme wun intermédiaire a-bromo-B-
méthoxydihydrochalcone par ['utilisation du N-bromosuccinimide dans le méthanol avec un
rendement de 56 % (Schéma 3.1.6). Cet intermédiaire forme ensuite des aurones de maniere
majoritaire par la réaction de Wheeler en présence de 1 M d’hydroxyde de sodium dans le méthanol,
ainsi que des flavones de maniere minoritaire. Si la présence sur la chalcone d’'un groupement méthyle
donneur en para du substituant 2’-oxy méne a une bonne régiosélectivité de la réaction (74 %
d’aurone pour 6 % de flavone), la présence d’un groupement nitro attracteur conduit a une formation
similaire d’aurone (23 %) et de flavone (22 %). Les auteurs attribuent cette formation plus faible
d’aurone a la nucléophilie moins importante de I'ion 2’-phénoxy en para d’un groupement attracteur.
Par la suite, des travaux de Bose et al. utilisant cette fois le tribromure de tétrabutylammonium
(TBATB) ou encore le bromure d’ammonium en présence d’oxyde de vanadium(V) ont permis la
formation similaire d’aurone a partir de la 2’-acétoxychalcone (Schéma 3.1.4, voie C).?*"?*8 Ces travaux
ont notamment mis en avant la formation préférentielle d’aurone ou de flavone en modulant I'étape
de bromation avec des rendements de 81 a 95 %. Les aurones sont formées a partir d’'un intermédiaire
a-bromo-B-méthoxydihydrochalcone (Schéma 3.1.6), a I'image des aurones dans les études de
Donnelly et al., alors que des intermédiaires dibromés meénent a la formation des flavones

correspondantes.
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Schéma 3.1.6. Réaction de Wheeler : formation d’aurones (vert) a partir d’un intermédiaire a-bromo-f3-

méthoxydihydrochalcone.

Récemment, Ragab et al. ont également synthétisé une série d’aurones a partir de la 2’-
hydroxy-6’-méthoxychalcone, sans métal et en présence d’hydroxyde de sodium en utilisant le
péroxyde d’hydrogéne, a I'image de la synthése naturelle des aurones, avec des rendements de 78 a
87 % (Schéma 3.1.4, Voie B).2*° Les auteurs expliquent la formation préférentielle d’aurones dans ces

conditions par I'encombrement du groupe méthoxyle voisin de la cétone (Schéma 3.1.7). Bien que
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moins toxique que les précédentes méthodes, la présence d’un substituant méthoxyle en position 6’

limite considérablement la diversité de substituants sur le cycle B de la chalcone.

i OH 202
o} / NaOH
N R
NS reflux, EtOH, 24 h
S
2"hydroxy-6"-méthoxychalcone Aurone

R =H, Br ou CH=CH-CH;
R'=H, Me ou OMe

Schéma 3.1.7. Synthése de flavonoides a partir de la 2’-hydroxy-6"-méthoxychalcone.

Enfin, une méthode récente d’obtention d’aurones par Weng et al. met en jeu I'époxydation
de 2’-halogénochalcones en présence de péroxyde d’hydrogene, s’inspirant cette fois encore de la
biosynthése des aurones (Schéma 3.1.4, Voie F).??° ’époxyde intermédiaire formé est convertie en
aurones a 105 °C dans le N,N-diméthylformamide (DMF) en présence de carbonate de césium,
d’iodure de cuivre(l) comme catalyseur et de 1,10-phénantroline comme ligand (Schéma 3.1.8). Cette
conversion est réalisée avec un rendement de 43 a 85 % et supporte bien la présence de substituants

électrodonneurs (méthyle) comme électroattracteurs (halogéne) sur le cycle A de la chalcone.

CsCO4,

NaOH 10 % Cul (10 mol %)

X = Hy05 30 % X P 1,10-phénantroline (20 mol %)

“ —R o[ —Lr
.
R MeOH (71-85 %) R i DMF (43-85 %)

o} (o]

R =Hou OMe
2"-halogénochalcone R'=H, Clou Me Aurone

X=0Br,Cloul

Schéma 3.1.8. Synthése d’aurone a partir de la 2’-halogénochalcone via une espece époxyde

intermédiaire.

1.2.2  Syntheése par cyclisation d’ortho-alkynoylphénols et dérivés

En 1986, Garcia et al. étudient la formation de flavones et d’aurones en milieu basique a partir
d’ortho-alkynoylphénols (Schéma 3.1.4, Voie G), un milieu acide ne menant par ailleurs qu’a la seule
formation de flavones.?”! Cette étude montre qu’en présence de carbonate de potassium ou
d’éthanolate de sodium, la réaction mene a la formation d’un mélange d’aurones et de flavones. En
outre, les auteurs notent la formation majoritaire d’aurones en présence d’un solvant protique (54-
79 % d’aurones, 4-18 % de flavones), alors que la formation de flavones s’opére majoritairement dans
un solvant aprotique (7-8 % d’aurones, 45-85 % de flavones). Garcia et al. postulent alors que la

cyclisation par le phénolate s’opére en a de la cétone dans le cas de I'aurone et que I'anion peu stable
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résultant est rapidement capturé par le solvant protique (éthanol), favorisant ainsi la formation
d’aurone plutét que de flavone. Dans le cas d’un solvant aprotique, I'anion intermédiaire plus stable
obtenu suite a une attaque en B de I'ynone conduit a la formation majoritaire de flavone (Schéma

3.1.9).

(1) K,CO5 ou NaOEt
H

OH EtOF -0
R}\‘r"'/';', B ———— — = (N —
A 2B (ii) KGOy ZF
; 1 acélone (0]
ynone peustable R =Me (62-79 %) Aurone
R = OMe (54-65 %)
R = Me ou OMe

R =Me (57-85 %)
R =0Me (45 %)

stable Flavone

Schéma 3.1.9. Syntheése préférentielle d’aurone (vert) ou de flavone (bleu) en fonction du solvant utilisé

selon Garcia et al.?**

Par la suite, Jong et al. décrivent également la synthese a partir d’ortho-alkynoylphénols a
I'aide cette fois de nitrate d’argent.??? L’argent se coordine avec le motif acétyléne et le benzéne
adjacent favorise la formation de I'aurone en créant une charge positive partielle sur le carbone en a
de I'ynone (Schéma 3.1.10). Cette méthode permet la formation d’aurones avec de bons rendements
(85 a 95 %) avec quelques traces de flavones. Plus récemment, la synthése d’aurones a partir
d’alkynoylphénols a été reportée sans |'utilisation de métal par Liu et al.??® Dans ces travaux, la
formation d’aurones est efficacement catalysée par du tributylphosphine (5 % mol) dans le
dichlorométhane (DCM) avec des rendements de 75 a 95 % et un ratio aurone/flavone 98:2 (Schéma
3.1.10). Cette méthode est légerement favorisée par des substituants donneurs sur les cycles A et B.
Par ailleurs, une derniére étude de Taylor et al. décrit la formation d’aurones en milieu basique avec
des rendements de 78 a 99 % a partir d’alkynoylphénols en présence de carbonate de césium dans
I’acétone (Schéma 3.1.10),%%* ce qui contredit les observations antérieures de Garcia et al.?** sur le role
du solvant dans la régiosélectivité du produit formé. Taylor et al. notent également la formation de
flavones en présence d’acide trifluorométhanesulfonique (TfOH) dans le dichloroéthane. L’ensemble
de ces travaux illustrent la complexité de la régiosélectivité lors de la conversion de précurseurs
alkynoylphénols en aurones ou en flavones. Cette méthode est de plus limitée par la préparation de
précurseurs alkynoylphénols qui nécessitent parfois de nombreuses étapes de synthese, souvent
accompagnées d’un rendement modéré et avec une diversité de substituants faible de par la nature

des réactifs de départ.
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R =H, OMe ou GiPr
R'=H ou OMe

LR
R ]
|
Trace
85-956 %
AgNO,
MeOH
TioH ~OH \/\ g
——e— Rl =
1,2-dichloroéthane A~ F
51-97 %
o]
R =H, OMe
Flavohe R'=H, OMe ou F
(i) K,CO5 ou NaOEt, EtOH
(i) K,CO4 acetone ’
L% (iii) Cs,05 acétone E‘II))?B?‘(; %

1) 41 b -G o
E\i)) 45-850% (iv) PBu; (5 % mol), DCM (il) 78-99 %
(i) Trace (iv) 75-95 %
{iv) Trace

R =H, Me ou OMe

R'=H

(i) R=H, Me ou OMe
R =

(i) R = H, OMe ou OiPr
R'=H ou OMe

(v)R=H, F, OMe ou 1Bu
R'=H, F, Me ou OMe

Schéma 3.1.10. Différentes conditions utilisées pour la synthése d’aurones (vert) et de flavones (bleu) a

partir d’ortho-alkynoylphénols.

Enfin, Harkat et al. proposent en 2008 une voie de synthese d’aurones similaire basée sur la
formation d’un intermédiaire 2-(1-hydroxyprop-2-ynyl)phénol (Schéma 3.1.4, Voie H).??® La cyclisation
de ce dernier forme une (2)-2-benzylidene-2,3-dihydrobenzofuran-3-ol avec de bons rendements (65
a 86 %) en présence de carbonate de potassium et d’or comme catalyseur dans I'acétonitrile. Celle-ci
est ensuite efficacement oxydée en aurone par le dioxyde de manganése dans le DCM avec des
rendements de 64 a 99 %. Les auteurs notent également qu’aucune cyclisation ne s’opere dans les

mémes conditions pour le précurseur ortho-alkynoylphénol (Schéma 3.1.11).

(i) AuCl (10 mol %)

 -OH \+R' K,CO;4 (i) MnO, (i) + (1)
R-— = s
& MeCN (65-86 %) DCM (84-99 %)
OH
2-(1-hydroxyprop-2-ynyl)phénol R =H, Br, NO; ou OMe ortho-alkynoylphénol

R'=H, Cl OMe

Schéma 3.1.11. Synthése d’aurone a partir d’'un intermédiaire 2-(1-hydroxyprop-2-ynyl)phénol en

présence d’un catalyseur d’or suivi d’une oxydation par le dioxyde de manganése.

111



1.2.3  Synthése par couplage Suzuki-Miyaura

Kraus et al. rapportent en 2010 la synthese d’une série d’aurones par couplage Suzuki-
Miyaura entre des acides phénylboroniques et des dérivés de (Z)-2-bromométhylénebenzofuran-
3(2H)-one substitués par des groupements méthoxyles (Schéma 3.1.4, Voie E).??® Ces derniers sont
obtenus par couplage entre des dérivés de phénol et des dérivés dibromés d’acide acrylique. Ce
couplage est suivi d’'un réarrangement de Fries en présence d’alumine dans le dichloroéthane, puis
d’une déshalogénation en condition basique dans le THF accompagnée d’une cyclisation oxydante.
Kraus et al. visent alors a former des flavones par cette méthode et postulent en premier lieu que les
intermédiaires formés sont des chromones plutét que des benzofuranones (voies (i) et (ii),
respectivement, Schéma 3.1.12). Cependant, le couplage Suzuki-Miyaura meéne a la formation d’une
série d’aurones. Par la suite, les auteurs parviennent également a synthétiser une série de flavones
en passant initialement par des dérivés dichlorés d’acide acrylique. lls supposent alors que dans le cas
d’un dérivé dibromé, la cyclisation oxydante est plus lente que la déshalogénation, menant a la
formation d’'une cétone bromo-acétylénique qui cyclise ensuite pour former une benzofuranone,

précurseur de I'aurone.

0 X Alz04 OH
SN OH o X DCC, DMAP AN W o .
Rl + r ———~ rLCT T Y i .
& HO X DCM / DMF F 1,2-dichloroéthane e
X =Br, Cl 0-25°C,71% X =Br, Cl 41 % X
X=BrouCl
C.)H Vole (i)
R v oBy 64 % NaOH o
Sl e | e
A LSO 1 X 025°C SR
e L. —
Pd(PPha), Ri— /7
K;CO4 A o ‘: X = Br . :
1,4-dioxane B i i
2590 °C, B0-85 % ENZO| ! |
Aurone J 3 i 3,40 QH '
B :
o OH
R = HouONMe B T Chromone
R'=H ou OMe Pd(]nphl)d
K,CO4
1,4-dioxane
Flavone reflux, 67-74 %

Schéma 3.1.12. Synthese d’aurones (vert) ou de flavones (bleu) par couplage Suzuki-Miyaura entre un

acide phénylboronique et un dérivé halogéné de benzofuranone ou de chromone.
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1.2.4  Synthése par condensation entre une benzofuran-3(2H)-one et un benzaldéhyde

La condensation aldolique entre une benzofuran-3(2H)-one et un benzaldéhyde (Schéma
3.1.4, Voie D) est la méthode de synthese d’aurones la plus couramment utilisée, notamment du fait
de la plus grande diversité des précurseurs utilisables. En particulier, de nombreux benzaldéhydes
sont disponibles commercialement. De plus, contrairement aux voies de synthéses précédentes, cette
voie permet la synthese régiosélective d’aurones, la formation paralléle d’autres flavonoides n’ayant
pas été reportée pour cette méthode. De surcroit, la condensation aldolique peut s’effectuer aussi
bien en milieu acide, basique ou neutre et est donc aussi compatible avec différentes fonctions
présentes sur les précurseurs. Dés 1955, Gneiss et al. effectuent la condensation en aurones en
présence d’acide chlorhydrique concentré dans I'acide acétique glacial.??’ Toujours utilisée
aujourd’hui, cette méthode peut cependant présenter des rendements faibles pour la synthése
d’aurones polyhydroxylées, comme le montrent Haudecoeur et al. pour I'aurone hydroxylée en
positions 4 et 6 sur le cycle A et 4’ sur le cycle B.»° Par ailleurs, Varma et al. réalisent en 1992 la
condensation en présence d’alumine neutre dans des conditions douces et avec de tres bons
rendements (86 a 93 %) a partir de benzofuran-3(2H)-ones non substituées et de benzaldéhydes
portant différents substituants (hydroxyle, méthoxyle, ester, halogéne ou nitro) en para.?”® Bien que
trés efficace, cette méthode se limite cependant aux composés solubles dans le dichlorométhane.
Récemment, Kumar a réalisé la synthése d’aurones par l'intermédiaire d’hydroxyde de barium
activé.?® Cette méthode décrite par les auteurs comme plus respectueuse de I'environnement a été
réalisée sans solvant sur des précurseurs méthoxylés et hydroxylés et présente de tres bons
rendements (88 a 95 %). Enfin, la condensation en milieu basique utilisant de I’hydroxyde de
potassium dans le méthanol a été développée au sein de I'équipe MedChem (Département de

Pharmacochimie Moléculaire).?°

Ces différentes méthodes en milieu acide, basique ou neutre ont été appliquées avec succes
ces derniéres années, parfois avec des modifications dans les conditions de réaction, notamment dans
le choix de la base et du solvant utilisés dans le cas des condensations en milieu basique (Schéma
3.1.13).131,133,153, 231234 | "inconvénient majeur qui ressort de ces travaux est que la synthése d’aurones
par condensation entre une benzofuran-3(2H)-one et un benzaldéhyde dépend fortement du type de

précurseur utilisé et peut conduire a des rendements trés variables.
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Condensation aldolique (i), (i) ou (i)

0 g -
RE + O T"
= (1) Milieu acide : H,S0, ou HCl/ MeOH ou EtOH
O () Milieu basique : KOH / MeOH ou EtOH
(ii) Milieu neutre - Al,O5 / DCM
Benzofuran-3(2H)-one Benzaldéhyde Aurone

Schéma 3.1.13. Synthése d’aurones par condensation aldolique de dérivés de benzofuran-3(2H)-ones et

de benzaldéhydes.

En conclusion, la plupart des voies de synthése chimique des aurones (Schéma 3.1.4) ménent
a la formation partagée d’aurones et d’autres flavonoides, a I'exception de la condensation entre les
dérivés de benzofuran-3(2H)-ones et de benzaldéhydes. Malgré des rendements plus modérés et des
conditions parfois dures, cette derniére voie présente plusieurs avantages. Régiosélective, elle ne
nécessite pas de recours a I'utilisation de métaux, ceux-ci étant souvent colteux et toxiques. Seule la
condensation aldolique en milieu neutre requiert 'utilisation d’oxyde d’aluminium(ll), métal peu
onéreux extrait de la bauxite.?®> D’autre part, cette voie de synthése offre davantage de diversité,
notamment a travers I'utilisation de nombreux benzaldéhydes commerciaux, une synthése accessible
des précurseurs ainsi que les différentes conditions de réaction possibles (milieu acide, basique ou
neutre). Enfin, les aurones synthétisées par les autres voies ne possedent généralement pas de
fonction hydroxyle sur leur squelette. Afin d’obtenir des aurones polyhydroxylées, la voie de synthése
d’aurones par condensation aldolique entre des dérivés de benzaldéhyde et de benzofuran-3(2H)-one

a donc été privilégiée pour la suite de ce projet.
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Il SYNTHESE D’AURONES

Le premier criblage d’aurones effectué sur les modeéles de fibres de tau (Tables 2.11.1 et 2.11.2)
a souligné I'importance de la présence de substituants hydroxyles sur les cycles A et B des aurones
pour l'activité sur la fibrillation. Ce criblage montre également que le nombre et la position des
groupements hydroxyles sont des facteurs importants pour l'activité, comme le suggérent de
nombreuses études sur I'impact de polyphénols sur la fibrillation de protéines amyloides,!® 118-120, 236
a I'image de la myricétine. La suite de ce projet a donc consisté en la synthése de nouvelles aurones
polyhydroxylées, la plupart contenant le motif résorcinol en position 4 et 6 sur le cycle A. La synthese
de quelques aurones polyhydroxylées non présentes dans le premier criblage et ne possédant pas ce
motif résorcinol sur le cycle A a également été réalisée afin d’enrichir la chimiotheque d’aurones.
Enfin, une seconde partie exploratoire a visé a élargir les applications possibles des aurones en tant
gu’inhibiteur ou sonde des fibres amyloides. Ceci a été notamment envisagé par la synthése d’aurones

fonctionnalisées pour permettre leur association ultérieure avec d’autres biomolécules.

1.1 Synthese d’aurones polyhydroxylées

La synthése d’aurones polyhydroxylées s’est effectuée au sein de I'équipe MedChem selon
deux stratégies (Schéma 3.1l.1). Une premiére stratégie a consisté en la synthese directe d’aurones
polyhydroxylées dans I’éthanol ou le méthanol en milieu acide ou basique par condensation aldolique
des précurseurs benzofuran-3(2H)-ones et benzaldéhydes portants des fonctions hydroxyles libres.*3"
190,231, 237-238 ne seconde stratégie a reposé sur I'utilisation de précurseurs portant des substituants
hydroxyles protégés sous la forme de groupements méthoxyles. Ces précurseurs ont mené a la
formation d’aurones protégées,'°% 239240 pyis 3 celle d’aurones polyhydroxylées par déprotection des

premiéeres aurones formées.
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e | —-OH
=

Hol—/ + O
0
O =
= i
MeO-{— + o |l —rome

Schéma 3.11.1. Stratégies de synthése utilisées pour I'obtention d’aurones polyhydroxylées.

II.L1.1 Synthése directe d’aurones par condensation aldolique de précurseurs hydroxylés

La synthese directe d’aurones par condensation aldolique de précurseurs hydroxylés peut
s’effectuer en milieu acide®¥ ¥ ou basique.’® ¥ La condensation aldolique en milieu acide n’a
cependant pas été exploitée dans ce projet. La synthése en milieu acide d’une aurone trihydroxylée a
été décrite dans la littérature mais a été réalisée avec un faible rendement (17 %).'*° Dans ce projet,
cette tendance a été confirmée par la synthése de I'aurone 3a hydroxylée en positions 3’ et 5’ (cycle
B) et obtenue a partir de la benzofuran-3(2H)-one et du 3,5-dihydroxybenzaldéhyde disponibles
commercialement (Schéma 3.11.2). Cette synthése a également été effectuée avec un faible
rendement de 17 %. En conséquence, la synthése par condensation aldolique de précurseurs
hydroxylés a été réalisée en milieu basique dans ce projet. En effet, I'utilisation de précurseurs

hydroxylés en milieu basique est plus favorable du fait de leur plus grande solubilité.

0 \/@ Hel
+
OL
@ SH EtOH

0 reflux, 5h, 17 %

Schéma 3.11.2. Voie de synthese de I'aurone polyhydroxylée 3a par condensation en milieu acide.

La synthése d’aurones en milieu basique a été réalisée a partir de deux benzofuran-3(2H)-
ones différentes : la 4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one, ainsi que la 6,7-dihydroxybenzofuran-3(2H)-

one, cette série d’aurones n’ayant pas été évaluée dans le premier criblage.
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I1.L1.1.1 Synthése d’aurones polyhydroxylées en position 6 et 7 sur le cycle A

Le précurseur 6,7-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one | a été synthétisé en deux étapes (Schéma
3.11.3) selon des conditions décrites dans la littérature.?*! Une réaction de Friedel et Crafts est d’abord
effectuée sur le pyrogallol commercial en présence d’acide chloroacétique et de trifluorure de bore.
La cyclisation directe en milieu basique de I'intermédiaire formé conduit ensuite a la formation de la
6,7-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one I. Cette réaction est réalisée avec un rendement de 67 % sur les

deux étapes.

CICH,COOH OH OH
\@/ BF3 Et,0 HO OH NaOAc o o
—_—
65°C,3h,73 % Cl EtOH
pyrogallol 0] reflux, 6 h, 91 % 0O

Schéma 3.11.3. Voie de synthése du précurseur 6,7-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one 1.

La condensation aldolique de la 6,7-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one | avec deux
benzaldéhydes disponibles commercialement a mené a la synthése de deux aurones polyhydroxylées
et a été réalisée dans I’éthanol a reflux en présence d’une solution aqueuse d’hydroxyde de potassium

(50 %) selon des conditions décrites dans la littérature (Schéma 3.11.4).4

OH
HO o | X R KOH/H,0 HO 3bR'=H (63 %)
+ O = - = = K
E1OH 3¢ Ry, Ry = OH (68 %)
0O reflux, 3-5 h
| commercial 3b-3c

Schéma 3.11.4. Voie de synthése des aurones 3b et 3c par condensation en milieu basique dans I’éthanol.

I1.L1.1.2 Synthése d’aurones polyhydroxylées en position 4 et 6 sur le cycle A

La synthese de la 4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one Il (Schéma 3.11.5) a été développée au
laboratoire.° Le phloroglucinol et le chloroacétonitrile réagissent selon la réaction de Houben-
Hoesch en présence de chlorure de zinc(ll) dans de I'éther saturé en acide chlorhydrique. L'iminium
formé est alors directement hydrolysé en milieu aqueux a reflux et suivi d’'une cyclisation
intramoléculaire conduisant a la 4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one Il. Cette réaction s’effectue avec

un rendement de 78 %.
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HO oH 1) CICH,CN, ZnCl, HCl(g)

0°C, ELO, 3h HO 0

2) reflux, H,O, 5h, 78 %
H OH ©

phloroglucinol M

Schéma 3.11.5. Voie de synthése du précurseur 4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one Il.

La synthese d’aurones ne possédant aucun ou seulement un groupement hydroxyle sur
chaque cycle s’effectue généralement par condensation aldolique dans le méthanol a reflux en
présence d’hydroxyde de potassium aqueux.'® Au cours de ce projet, trois aurones polyhydroxylées
3d-3f ont pu étre synthétisées dans ces conditions a partir de la 4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one
Il et de benzaldéhydes disponibles commercialement. La condensation a néanmoins d{ étre réalisée
sous micro-ondes (Schéma 3.11.6).

KOH/H,0
+ O =
70°C, MeOH, 2-10h
OH
Il

3dR' = H (82 %)

3e Ry = OH (29 %)

3f Ry=R:' =0H (6 %
v 3 =Rg (6 %)

commercial

Schéma 3.11.6. Voie de synthese des aurones 3d-3f par condensation en milieu basique avec micro-ondes

dans le méthanol.

Il est a noter en revanche que la réaction de condensation s’effectue d’autant moins bien que
le nombre de groupements hydroxyles augmente sur le cycle B, ce qui limite son intérét pour la
synthése d’aurones polyhydroxylées. Par cette méthode, I’aurone 3e hydroxylée en position 4, 6 (cycle
A) et 4’ (cyble B) a néanmoins été obtenue avec un meilleur rendement qu’en milieu acide dans le
méthanol (29 % au lieu de 17 %).* En revanche, aucune formation d’aurones n’a été observée dans
ces conditions pour la réaction entre la 4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one Il et du 2,3,4-

trihydroxybenzaldéhyde.

La synthese directe d’aurones comportant de nombreux substituants hydroxyles est donc plus
efficace en milieu basique qu’en milieu acide. Cependant, un nombre croissant de fonctions
hydroxyles sur les précurseurs tend a diminuer le rendement obtenu pour la réaction de condensation
aldolique. Ceci pourrait étre expliqué en partie par la solubilité décroissante des précurseurs et des
aurones formées avec le nombre de fonctions hydroxyles sur les molécules, mais aussi par des effets
électroniques moins favorables. Cela a mené a utiliser une autre stratégie en partant de précurseurs

portant des fonctions hydroxyles protégées.
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I1.L1.2 Synthése d’aurones par condensation aldolique de précurseurs protégés

La synthése d’aurones polyhydroxylées a été réalisée a partir de précurseurs benzofuran-
3(2H)-ones et benzaldéhydes méthoxylés. En paralléle, I'utilisation d’autres groupements a été

évaluée.

I1.L1.2.1 Synthése d’aurones polyhydroxylées par I'intermédiaire d’aurones polyméthoxylées

La synthése du précurseur 4,6-diméthoxybenzofuran-3(2H)-one a été réalisée par alkylation
de la 4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one selon des conditions décrites dans la littérature?*? utilisant
le sulfate de diméthyle, agent alkylant plus efficace que I'iodure de méthyle initialement utilisé au sein
du laboratoire.?®® Cette réaction réalisée dans le 1,2-diméthoxyéthane en présence de carbonate de

potassium est quantitative (Schéma 3.11.7).
M92504, KzCOg

HO 0 /O 0
\QLI{ 1,2-dimethoxyethane @
OH reflux, 5h, 97 % o]

0.

1} 1]
Schéma 3.11.7. Voie de synthese du précurseur 4,6-diméthoxybenzofuran-3(2H)-one lil.

Dans la littérature, la condensation de précurseurs portant des substituants moins polaires
(alkyle, méthoxyle) que les groupements hydroxyles est efficace en milieu neutre dans le
dichlorométhane en présence d’oxyde d’aluminium (Schéma 3.11.8).1%% 239-240 Cette méthode a dans ce
projet permis la synthése d’aurones méthoxylées a partir de la 4,6-diméthoxybenzofuran-3(2H)-one
lll avec de nombreux avantages : une certaine diversité de produits par une importante disponibilité
commerciale de benzaldéhydes méthoxylés, un traitement de réaction rapide et peu colteux, une
absence de produit secondaire ou de dégradation par des conditions douces ainsi qu’'un rendement
généralement bon (50 a 92%). De plus, la disponibilité commerciale du 7-méthoxybenzaldéhyde a
permis la synthése de trois nouvelles aurones (3I’-3n’) pour compléter une série du premier criblage

(1i-1r, Table 2.11.1).
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s = Al,O5 (neutre) BBr,
R{- + o MR ————
= DCM DCM
TA, 1 nuit 25-40 °C, 1-3 ]
R, = Rz = OMe (lll) commercial 3g'-3n’ 3g-3m
R; = OMe (commercial)
30'R, =Rs =R, =R, = OMe (91 %) 3gR, =Rz =R, =R, =0H (63 %)
3h'R, =R = Ry = R, = OMe (80 %) 3hR, =Rg =Ry = R, = OH (65 %)
3i'R, = R = Ry = Ry =Ry = OMe (92 %) 3R, = Re = Ry = Ry =Res = OH (86 %)

3J'Ry =Rg = Ry =Ry =Rg = OMe (49 %) 3R, = Rg = Ry = Ry =Ry = OH (43 %)
3k R4 = RG = R2u = R3I =R4r = OMe (55 %) 3k R,_i = RB = R2I = RS’ =R4- =0OH (24 %)
3I'R, = Ry = Ry = R, = OMe (74 %) 3R, = Ry = R, = Ry = OH (60 %)
3m'R; =Ry = R, = Ry = OMe (79 %) 3mR; =Ry = Ry = Ry = OH (39 %)
3n'R, = OMe, R' = H (65 %)

Schéma 3.11.8. Voie de synthése des aurones polyhydroxylées 3g-3m par déprotection d’aurones

polyméthoxylées.

Ces travaux permettent de montrer I'influence sur la condensation aldolique des substituants
présents sur le cycle B. En particulier, I'aurone 3i’ (92 %) est synthétisée avec un rendement nettement
supérieur a ses isomeres 3j’ et 3k’ (49 % et 55 % respectivement). Dans le cas d’'un groupement
méthoxyle donneur, la position en méta du benzaldéhyde défavorise donc moins la condensation que
les positions ortho et para. Ceci peut étre expliqué par la contribution des groupements donneurs qui
diminuent I'électrophilie du benzaldéhyde, ce qui décroit la réactivité de cette fonction dans le cadre

d’une condensation aldolique.

L'étape de déprotection s’effectue dans le dichlorométhane en présence de triboromure de
bore selon des conditions décrites dans la littérature.?®% 212225 || est § noter cependant que la réaction
de déprotection se fait d’autant plus difficilement que le nombre de groupements protecteurs
augmente. Ainsi, la déprotection s’effectue a température ambiante entre un et trois jours pour des
aurones tétraméthoxylées (3g-3h et 31-3m), la ou quelques heures suffisent pour un a deux groupes
méthoxyles. Enfin, les aurones pentahydroxylées (3i-3k) ont été obtenues aprés trois jours de réaction
dans le dichlorométhane a reflux. Cette méthode a ainsi permis la synthése de sept aurones portant

de quatre a cing fonctions hydroxyles avec des rendements modérés de 24 a 65 % (Schéma 3.11.8).

11.L1.2.2 Alternatives aux groupements méthoxyles

En parallele, des alternatives a la protection des fonctions hydroxyles par des fonctions
méthoxyles ont été investiguées. Les fonctions acétyles qui se déprotegent dans des conditions plus
douces que les groupements méthoxyles ont ainsi été envisagées. Cependant, la réaction de

protection de la 4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one Il par des groupements acétates mene en
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présence de triéthylamine dans I'anhydride acétique a la formation d’'un mélange de produits en RMN.
Le produit désiré, la 4,6-diacétoxybenzofuran-3(2H)-one, est obtenu mais en présence d’un produit
secondaire majoritaire (Schéma 3.11.9), ce qui peut étre expliqué par la trop grande acidité du proton
en a de la cétone. D’autres conditions de protection ont été explorées et ont également mené a la
formation d’un tel mélange (Schéma 3.11.9), limitant I'utilisation de la 4,6-diacétoxybenzofuran-3(2H)-

one au profit de la 4,6-diméthoxybenzofuran-3(2H)-one lll.

HO o) Conditions” AcO Ie) AcO 0 OH
oy —— L+ T
O

OH oAc © oac ©

] Minoritaire Maijoritaire

Conditions™ : EtyN/Ac,0 ; AcCl, EtaN/DCM | Ac,O/Pyridine, 0 °C
Schéma 3.11.9. Tentatives de synthése du précurseur 4,6-diacétoxybenzofuran-3(2H)-one.

Par ailleurs, le 3,4,5-triacétoxybenzaldéhyde IV a été synthétisé avec un rendement de 80 %
selon des conditions décrites dans la littérature (Schéma 3.11.10).%** En revanche, la réaction de
protection du 2,3,4-trihydroxybenzaldéhyde par des groupements acétates effectuée en paralléle
dans les mémes conditions n’est pas totale selon I'analyse RMN, ce qui pourrait étre d{i a la présence

de la fonction aldéhyde voisine du groupement hydroxyle en position 2 (géne stérique ou effet de

chélation).
QH OAc
OH Etz;N OAc \/E;[OH EtsN \/@OAC
i :[ o M A - 0
0 X N
o OH ACgo Q - OAc OH ACzO OAC

TA,2h,80 % v

commercial commercial

Schéma 3.11.10. Voie de synthése du précurseur 3,4,5-triacétoxybenzaldéhyde IV.

De plus, la condensation entre la 4,6-diméthoxybenzofuran-3(2H)-one lll et le 3,4,5-
triacétoxybenzaldéhyde IV ne donne lieu a aucune réaction (Schéma 3.1l.11). La présence de
groupements acétates semble donc défavoriser la réaction de condensation en désactivant le

benzaldéhyde.

OAc
A0 Q OAc Al;0; (neutre)
ST i it N L, -
O DCM
5 O Kt TA, 1 nuit
.
11| v

Schéma 3.1l.11. Condensation aldolique entre la 4,6-diméthoxybenzofuran-3(2H)-one Il et le 3,4,5-

triacétoxybenzaldéhyde IV.
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Des difficultés similaires ont été observées pour la protection des précurseurs polyhydroxylés
par des groupements silylés — le triméthylsilyle (TMS) et le tert-butyldiméthylsilyle (TBDMS) -,
notamment du fait de leur trop grande instabilité dans les conditions de réaction et de traitement
(TMS) ou de leur encombrement pour des fonctions hydroxyles voisines (TBDMS). Ces difficultés ont

conduit a privilégier |'utilisation des intermédiaires polyméthoxylés.

Dans ce projet, la voie de condensation aldolique de dérivés de benzofuran-3(2H)-one et de
benzaldéhydes a ainsi permis la synthese de vingt-deux aurones dont treize aurones polyhydroxylées
possédant jusqu’a cing fonctions hydroxyles. Bien que certaines aurones aient été préparées en une
seule étape a partir de précurseurs hydroxylés (synthese « directe »), la méthode d’obtention des
aurones polyhydroxylées par déprotection d’aurones polyméthoxylées s’est montrée plus efficace
pour des aurones possédant un grand nombre de fonctions hydroxyles. En particulier, la condensation
des précurseurs méthoxylés en milieu neutre est moins dépendante de la position et du nombre de
fonctions hydroxyles. Néanmoins, la déprotection des aurones polyméthoxylées s’effectue dans des
conditions dures qui peuvent étre incompatibles avec d’autres groupements que les fonctions
hydroxyles. De ce fait, la synthése « directe » d’aurones est privilégiée dans la suite de ce projet centré

sur la fonctionnalisation des aurones.

1.2  Synthese d’aurones fonctionnalisées

Afin d’élargir les applications possibles des aurones en tant qu’inhibiteurs ou sondes des fibres
amyloides, leur fonctionnalisation a été explorée dans un second temps. Deux méthodes de
fonctionnalisation des aurones ont été examinées. La premiére consiste a associer les aurones a
d’autres molécules par ligation sur les cycles A ou B de I'aurone (Figure 3.11.1). La ligation de peptide
en particulier pourrait étre intéressante pour augmenter I'activité et/ou la sélectivité des aurones. A
cet effet, une méthode de ligation particuliére a été explorée : la formation d’une fonction triazole
par cycloaddition de Huisgen entre une molécule portant une fonction alcyne et une autre portant
une fonction azoture (Schéma 3.11.12).244%4¢ Cette méthode de ligation a été sélectionnée pour des
raisons de simplicité de synthése. En effet, I'ajout d’une triple liaison peut se faire facilement sur les
aurones, notamment par l'intermédiaire des substituants hydroxyles, alors qu’une fonction azoture

peut étre aisément associée a d’autres molécules, en particulier des peptides.
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-0 3 R
-y = O
= —

0 0=

Schéma 3.11.12. Rétrosynthese de la ligation d’aurones avec une biomolécule.

-
Biomolécule

Le second axe de fonctionnalisation vise a développer une méthode de radiomarquage
d’aurones polyhydroxylées par un élément radioactif dans la prospective d’une utilisation en imagerie
sur les fibres amyloides. Dans le cadre de I’AD, I'application des aurones en imagerie a déja été
illustrée par les travaux d’Ono et coll. sur les plagues amyloides. Ces travaux portent sur le
radiomarquage d’aurones substituées en position 4’ (cycle B) par I'intermédiaire d’iode 125 [**°]], de
fluor 18 [*8F] ou d’un complexe de technetium 99m [*™Tc] radioactifs en position 5 ou 4’ de I’aurone

(Figure 1.111.4).15+155.157.247

Cependant, malgré de nombreux travaux soulignant I'activité des polyphénols et anti-
oxydants sur I’agrégation de fibres amyloides,!> 118119, 236, 248-249 |ag qurones utilisées jusqu’ici par Ono
et coll. ne sont pas polyhydroxylées et ne sont appliquées qu’aux plaques amyloides. Cette partie du
projet vise donc a permettre I'utilisation d’aurones polyhydroxylées pour le marquage de fibres
amyloides, en particulier des fibres de tau dont le marquage en imagerie est toujours a |'étude a

I’heure actuelle.

I.2.1 Synthése d’aurones fonctionnalisées par une triple liaison

Une premiére aurone a été synthétisée a partir du benzaldéhyde commercial portant
directement une triple liaison sur le cycle aromatique. La synthése d’autres aurones portant une triple
liaison a été également réalisée via une fonction propargyle sur les précurseurs hydroxylés,
benzaldéhydes ou benzofuranones, avant condensation. Une autre voie explorée a consisté a coupler
une propargylamine a un benzaldéhyde portant une fonction acide carboxylique. La synthése de ces
précurseurs est présentée dans un premier temps, puis leur condensation pour accéder aux aurones

désirées et enfin, la ligation par cycloaddition de Huisgen de deux aurones particuliéres.
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11.2.1.1 Synthése des précurseurs portant une triple liaison

La synthese de la 6-propargyloxybenzofuran-3(2H)-one V a été réalisée a partir de la 6-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one commerciale selon des conditions décrites pour la transformation
similaire de phénols dans I'acétone.?® Le DMF remplace ici I'acétone qui méne dans le cas de la
benzofuran-3(2H)-one a la formation d’un autre produit du fait de I'acidité du méthylene de la
benzofuran-3(2H)-one (Schéma 3.11.13). Cette réaction en présence de carbonate de potassium et de
bromure de propargyl donne aprés 2 h de chauffage a 80 °C la 6-propargyloxybenzofuran-3(2H)-one

V avec un rendement de 55 % (Schéma 3.11.13).

= HO K;CO 2
\\/O fo) OH K;CO4 0 + :‘b\\/ﬁf e e \\/D 6}
- ; y DMF
reflux, 1 nuit, acétone 80°C 2 h 55 %

0 o}

commercial A
Schéma 3.11.13. Voie de synthése de la 6-propargyloxybenzofuran-3(2H)-one V.

A l'image de la 6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one, le 4-hydroxybenzaldéhyde a servi de
précurseur a la synthése du 4-propargyloxybenzaldéhyde VI. La réaction cette fois réalisée dans
I’acétone forme en présence de carbonate de sodium et de bromure de propargyle le produit désiré

de maniére quantitative en 4 h a reflux (Schéma 3.11.14).

OH K-.CO =

2Us (0] =

Ov@ N o\/©/ -
-

acetone
commercial reflux, 4 h, 100 % Vi

Schéma 3.11.14. Voie de synthese du 4-propargyloxybenzaldéhyde VI.

En revanche, dans le cas de benzaldéhydes dihydroxylés, la réaction donne lieu a la formation
d’un mélange de produits résultant d’'une mono et d’une disubstitution. Dans le cas du 3,5-
dihydroxybenzaldéhyde, le produit disubstitué est majoritaire en RMN en présence de carbonate de
potassium (1,5 a 3 équiv.) dans I'acétone ou d’iodure de tétrabutylammonium (TBAI, 0,1 équiv.) dans
le DMF (Schéma 3.11.15). Néanmoins, le produit monosubstitué a pu étre isolé a partir du 3,4-
dihydroxybenzaldéhyde. Ce dernier a été chauffé a 40 °C dans le DMF pendant 24 h en présence
d’hydrogénocarbonate de sodium et d’iodure de sodium selon des conditions décrites.”! Le 3-

hydroxy-4-propargyloxybenzaldéhyde VII a été obtenu avec un rendement de 44 % (Schéma 3.11.15).

124



OH
Oy TOONE Oy o
OH OH h 0N
=

(i) : K;CO3 [ acétone - o
commercial (ii) - K;CO4 TBAI/ DMF minoritaire majoritaire

OH &
0 r
= OH DMF O

) 40°C, 24 h, 44 %
commercial Vil

Schéma 3.11.15. Fonctionnalisation de benzaldéhydes dihydroxylés par le bromure de propargyle.

Enfin, le 4-formyl-N-(prop-2-yn-1-yl)benzamide VIII a été synthétisé par couplage entre une
fonction acide carboxylique en para du benzaldéhyde et la propargylamine. Cette réaction est
optimale aprés une nuit dans le DMF en présence de tétrafluoroborate de O-(Benzotriazol-1-yl)-
N,N,N',N"-tétraméthyluronium (TBTU) et de N,N-diisopropyléthylamine (DIEA). Dans ces conditions, le
produit a été isolé avec un rendement de 68 %, alors que d’autres conditions ont mené a une
formation moins importante de produit (28 a 46 %) et a des difficultés de purification plus importantes

(Schéma 3.11.16).
o] .
o] Conditions explorées
OH TBTU, DIEA - PyBOP, DIEA / DMF
OVG)L + \\‘\/NHz H\ - HOB, DIC, Et;N / DCM
DMF O - HOSu, DCC/ DMF

- DMAP, DCC / DMF
- TBTU, DIEA/ DMF

commercial TA, 1 nuit, 68 % Vil

Schéma 3.11.16. Voie de synthese du 4-formyl-N-(prop-2-yn-1-yl)benzamide VIII.

I.2.1.2 Condensation aldolique des précurseurs portant une triple liaison

Les aurones portant une triple liaison ont été synthétisées par condensation aldolique des
précurseurs fonctionnalisés décrits auparavant. La synthése des aurones 4a-4c portant une fonction
O-propargyle a été réalisée a partir de la 6-propargyloxybenzofuran-3(2H)-one V et de benzaldéhydes
commerciaux comprenant jusqu’a deux fonctions hydroxyles. Cependant, les conditions de
condensation aldolique en milieu basique utilisées auparavant (solution aqueuse d’hydroxyde de
potassium dans le méthanol ou dans I’éthanol) n’ont pas mené a la formation des aurones. Dans le
cas du benzaldéhyde, I'aurone a pu étre par contre isolée en présence de pipéridine avec un
rendement de 77 % (voie (i), Schéma 3.1.17). En revanche, dans le cas des benzaldéhydes

monohydroxylés en position 3 ou 4 sur le cycle B, la condensation n’a fonctionné que dans le
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tétrahydrofurane (THF) en présence d’hydrure de sodium comme base. Cela a mené a la formation
d’aurones avec des rendements tres faibles de 9 a 19 % (voie (ii), Schéma 3.11.17). De plus, la formation
d’aurones a partir d’un benzaldéhyde dihydroxylé en position 3 et 5 n’a pas pu étre observée en
présence d’hydrure de sodium dans le THF ou dans le DMF, montrant une limite a la synthese

d’aurones polyhydroxylées a partir de la 6-propargyloxybenzofuran-3(2H)-one V.

2
S 0
Ry 0 . [ Qg 4aR =H (77 %)
O.. = 4b R, = OH (19 %)
% voie (i) ou (i) 4c Ry = OH (9 %)
A commercial da-dc

voie (i) : pipéridine / MeCOH (4a)
voie (i) - NaH / THF (4b, 4¢)

Schéma 3.11.17. Voies de synthese d’aurones via la 6-propargyloxybenzofuran-3(2H)-one V.

L’acces a des aurones dihydroxylées portant une triple liaison sur le cycle B a également été
réalisée par la condensation de la 4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one Il avec le 4-
propargyloxybenzaldéhyde VI synthétisé précédemment, ainsi qu’avec le 4-éthynylbenzaldéhyde
commercial. La formation des aurones 4d et 4e s’effectue ici dans le méthanol en présence
d’hydroxyde de potassium avec un rendement de 40 a 63 % (Schéma 3.11.18). La fonctionnalisation
par une triple liaison sur le cycle B est donc réalisée plus efficacement sur le cycle B que sur le cycle A,
les benzaldéhydes non hydroxylés étant plus réactifs, et permet de plus de conserver le motif

résorcinol en position 4 et 6 sur le cycle A.

4d R, = C=CH (40 %)
4e R, = OCH,C=CH (63 %)

Ry
HO o 4 KOH (50 %)

reflux, 1 nuit, MeOH

oH O
R4 = C=CH (commercial)
] R4 = OCH,C=CH (VI)

Schéma 3.11.18. Voie de synthése d’aurones via la 4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one Il.

La synthése d’une aurone portant un lien propargylamide a également été explorée.
Cependant, la condensation entre la 4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one Il et le benzaldéhyde VIII
portant la fonction propargylamide n’a mené a aucune formation d’aurone quelles que soient les
conditions utilisées pour la condensation (voie (i), Schéma 3.11.19). Alternativement, une aurone
disponible au laboratoire (Département de Pharmacochimie Moléculaire) et portant un acide
carboxylique en 4’ a été couplée avec la propargylamine (voie (ii), Schéma 3.11.19). Le couplage a été
réalisé directement entre ces deux précurseurs ou par I'intermédiaire du chlorure d’acyle dérivé (voie

(ii)). Dans les deux cas cependant, aucune réaction n’a eu lieu.
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HO o
[eSERV e g g . o
voie (i)
H O
Il Vil

Conditions explorées pour la voie (i) Conditions explorées pour la voie (ji)
- HCI/ EtOH - PyBOP / DMF ou PyBOP, DIEA / DMF
- KOH / EtOH - BOPCI, DIEA / DMF
- KOH/ MeQH - HOBt, EDC, Et;N / DMF
- Pipéridine / MeOH -TBTU, DIEA / DMF
- NaH / THF - 1) SOCI, / Toluene - DMF ; 2) R-NH,, Et;N / THF

Schéma 3.1.19. Tentatives de synthése d’une aurone portant une fonction propargylamide.

Au final, ces travaux ont permis la synthése de cing nouvelles aurones : les trois aurones 4a-
4c fonctionnalisées sur le cycle A et les deux aurones 4d-4e fonctionnalisées sur le cycle B. La
fonctionnalisation sur le cycle B de I'aurone est particulierement intéressante car elle permet de
conserver le motif résorcinol sur le cycle A, motif d’intérét dans ce projet d’aprées le premier criblage
d’aurones sur les fibres modeles de tau (Tables 2.11.1 et 2.11.2). Les travaux de ligation ci-aprés ont
donc été réalisés a partir des aurones 4d et 4e, due a la plus grande accessibilité de leur synthese et a

la présence de ce motif résorcinol sur le cycle A.

I.2.1.3 Ligation des aurones fonctionnalisées avec une triple liaison

Les conditions de ligation entre les aurones 4d et 4e et une biomolécule présentant une
fonction azoture ont été explorées et optimisées en premier lieu a travers un modeéle simple, le
composé IX (Schéma 3.11.20). L’azidoacétate d’éthyle IX utilisé est synthétisé de maniére quantitative
dans le DMSO a partir d’azoture de sodium et de l'iodoacétate d’éthyle commerciaux selon des

conditions décrites.?*?

0 N3N3 o
~~ | ~
N
E/\ DMSO \g/\ ’
TA, 1 nuit, 94 %
commercial IX

Schéma 3.11.20. Voie de synthése du modeéle azidoacétate d’éthyle IX.

Par la suite, le peptide VQIVYK, correspondant a la séquence d’intérét V306-K311 de la
protéine tau, a été sélectionné. Afin de réaliser la réaction de cycloaddition, une fonction azoture a
été ajoutée en position N-terminale du peptide VQIVYK en élongation sur phase solide par
I'intermédiaire de I'acide 2-azidoacétique X (Schéma 3.11.21). Ce dernier a été synthétisé a partir
d’azoture de sodium et de I'acide iodiacétique dans les mémes conditions que le modele IX (une nuit

a température ambiante dans le DMSO) avec cependant un rendement plus faible de 29 %. L’acide 2-
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azidoacétique X formé est ensuite couplé au peptide VQIVYK sur résine et constitue, aprés coupure

de la résine, le peptide N3CH.C(0)-VQIVYK-NH:, aussi noté NsPHF6 (Schéma 3.11.21).

. _
HNvaIvYK N A'fr']?:e
NaN;

HO HO y
| N N N_

3 3 VQVYK-NH

j:)(\ DMSO \g/\ 1) HBTU, DIEA, DMF/NMP (3:2) /Ef 2

TA, 1 nuit, 29 % 2) TFAITISIH,0 (95:2,5:2,5)
commercial X N;PHF&

Schéma 3.11.21. Voie de synthése du motif N3PHF6.

Le choix de cette séquence particuliere repose sur des travaux antérieurs au sein de I'équipe
I2BM (Département de Chimie Moléculaire) sur la séquence ®KLVFFA?! du peptide AB40.2°32%* De
nombreuses études décrivent un role similaire des séquences KLVFFA?! et 3%yvQIVvYK3!?,
respectivement dans le processus d’agrégation du peptide AR et de celui de la protéine tau. Des 1995,
Wood et al. établissent que la séquence YLVFFAED? constitue le cceur hydrophobe du peptide AB

255

sans lequel la fibrillation du peptide n’a pas lieu,”> comme cela a été illustré par la suite avec le

255 une étude de

peptide 3%VQIVYK3!! pour la protéine tau.'® Suite aux travaux de Wood et al.,
Tjernberg et al.?>® montrent que la séquence peptidique ®KLVFF?° est capable de se lier fortement au
peptide ABao, a I'instar de la séquence 3°VQIVYK3!! avec la protéine tau. Dans cette étude, Tjernberg
et al. soulignent également I'importance de la séquence *KLVFF?° pour la fibrillation du peptide AB.
Par la suite, Hetényi et al. ont confirmé par une étude de simulation la forte interaction du motif KLVFF
avec lui-méme et souligné son rdle de « casseur » de feuillets B.2°” Enfin, des travaux effectués plus
récemment au laboratoire (Département de Chimie Moléculaire) ont montré que I’association de

253 gu a un chassis 2,5-

deux monomeéres de la séquence °KLVFFA?! & un chéssis cyclodécapeptidique
dicétopipérazine?®* permet d’inhiber efficacement la fibrillation d’AB. Similairement, une étude trés
récente de Frenkel-Pinter et al.*® a montré que le peptide VQIVYK (PHF6) lié & un oligosaccharide ne
fibrille pas et que I'agrégation du motif PHF6 seul n’a pas lieu lorsque celui-ci est incubé en présence
du couple PHF6-oligosaccharide. L’association avec une autre biomolécule de la séquence clé

amyloidogénique d’une protéine amyloide pourrait ainsi permettre de prévenir son agrégation.

Basé sur les observations ci-dessus, la séquence 3°VQIVYK3!!, noyau de la fibrillation de tau, a
donc été choisie pour étre associée aux aurones 4d et 4e par cycloaddition de Huisgen (Schéma
3.11.22) dans le but d’obtenir des inhibiteurs plus actifs et plus sélectifs des fibres de tau. Dans un
premier temps, le modele azidoacétate d’éthyle IX a été associé a ces aurones 4d et 4e pour optimiser

les conditions de ligation (Schéma 3.11.22).
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Ng/er
o]

R = OCH,CH; (4e")
R = NH-VQIVYK-NH, (Bioconjugué)

R = OCH,CH;, (IX)
R = NH-VQIVYK-NH, (N;PHF6)
de 4e' ou Bioconjugué

Schéma 3.11.22. Ligation de I'aurone 4e avec le modéle IX et avec le motif N3PHF6.

1.2.1.3.1 Réaction de cycloaddition avec le modéle IX

La cycloaddition de Huisgen entre le modele IX et les aurones 4d et 4e a été effectuée sous
irradiation micro-ondes dans le DMF en présence de solutions aqueuses de sulfate de cuivre(ll) et
d’ascorbate de sodium (Schéma 3.11.23), couple de réactifs mis en évidence par Sharpless et coll.?** en
2002 et largement réutilisé depuis.?>92% ’ascorbate de sodium (NaAsc) réduit le cuivre(ll) en cuivre(l)
qui est nécessaire pour la réaction de cycloaddition. Sharpless et coll. présentent ainsi dans leurs
travaux des réactions de cycloaddition avec des rendements de 82 a 94 % et proposent |'utilisation du
couple sulfate de cuivre(ll)/ascorbate de sodium comme alternative a I'utilisation de sels de cuivre(l)

qui sont souvent plus onéreux.

Ry

Cus0,, NaAsc, IX

DMF / H,O, MW

4d-4e

R, = C=CH (4d)
Ry = OCH,C=CH (de)

Schéma 3.11.23. Voie de synthése des aurones 4d’ et 4e’.

La formation des produits de cycloaddition 4d’ et 4e’ a été suivie par chromatographie liquide
a haute pression (HPLC), les produits n’ayant pas été isolés. Différents temps d’irradiation et

différentes températures ont été testés (Table 3.11.1)
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Table 3.11.1. Conditions de cycloaddition des aurones 4d et 4e avec le.modéle IX sous micro-ondes.

Aurone Température Temps Solvant Produit Conversion*
ad 40°C 30min | DMF/H20 - (-)
ad 80 °C 30min | DMF/H:0 - ()
ad 80 °C 30 min | DMSO / H20 - (-)
ad 80 °C 2h DMF / H20 - (-)
ad 100 °C 30min | DMF/H:0 ad’ (+)
ad 100 °C 2h DMF / H20 ad’ (++)
ad 140 °C 30min  DMF/H20 ad’ (+++)
4e 100 °C 2h DMF / H,0 - (-)
4e 140 °C 30min  DMF/H20 4e’ (+++)

*Formation du produit en HPLC : (-) aucune, (+) trace, (++) partielle et (+++) totale.

Les conditions de cycloaddition utilisées ici sont issues des travaux de Sharpless et coll. : 1
équivalent d’aurone pour 1,5 équivalent du modele en présence de 0,2 équivalent de sulfate de
cuivre(ll) et de 0,1 équivalent d’ascorbate de sodium. Dans ces conditions, la formation du produit n’a
pas été observée a une température inférieure a 100 °C pour I'aurone 4d. A cette température, la
conversion en produit 4d’ a été plus importante aprés 2 h de réaction. En revanche, la formation du
produit 4e' issu de la cycloaddition de I'aurone 4e avec le modéle IX n’a pas été observée dans ces
conditions, ce qui suggere une plus grande réactivité de I'aurone 4d. A une température de 140 °C
néanmoins, les deux produits de cycloaddition 4d’ et 4e' ont été formés. La conversion totale de ces
produits a été observée aprés 30 minutes de chauffage a 140 °C (Table 3.1l.1). L'utilisation de ces

conditions dures montre cependant que les aurones 4d et 4e sont peu réactives.

I1.2.1.3.2 Réaction de cycloaddition avec le peptide NsPHF6

La cycloaddition de Huisgens entre les aurones 4d et 4e et le motif VQIVYK portant une
fonction azoture en N-terminal (NsPHF6) a été réalisée en premier lieu en solution. Une synthése
alternative sur support a ensuite été explorée. Cette derniére a été réalisée en fixant le peptide

VQIVYK a une résine Rink Amide MBHA (Schéma 3.11.24).
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Synthése en solution

H
N
N3N AN YK-NH, N H
0 N NN Qv -NH,
R, = C=CH (4d) )—:J 6
R4'= OCH,C=CH (de) Ve (i) ou voie (i), 80 °C, 4 h, MW Ryi= =i
Ry
@
H P
T e Mp————=H
N\ Ny (vavyikIN—{ Rk
\\ § == \\Amlde
4d-de ™ Bioconjugués aurone-peptide

1) Voie (n), 80 °C, 4 h, MW
2) TFATISIH,O (95:2,6:2.5)

Voie (i) : CuSO, NaAsc, THFTA, DMF/H,0O

Synthése sur support Vaie (i) . Cul, DIEA, DMF

Schéma 3.11.24. Voie de synthése des bioconjugués par cycloaddition du peptide N3PHF6 en solution

(bleu) et sur support (vert) et des aurones 4d et 4e.

Synthése en solution de bioconjugués aurone-peptide

La synthése des bioconjugués aurone-peptide a été réalisée sous micro-ondes et suivie par
HPLC dans les conditions initialement mises en place sur le modéle azoture IX (Table 3.1.2). Cependant,
de nombreuses tentatives ont montré que ces conditions ne sont pas adaptées a la formation des
bioconjugués. En particulier, une instabilité au chauffage a été observée, le peptide et le bioconjugué
se dégradant a partir de 100 °C, ce qui est incompatible avec les hautes gammes de température
utilisées pour le modele IX (140 °C). L'absence de chauffage (cases orange, Table 3.l1l.2) n’a
généralement mené qu’a la formation de traces de produit. En outre, le peptide comme le
bioconjugué tendent a étre instables aprés plusieurs heures de chauffage en présence d’eau
(agrégation, dégradation), méme en présence d’agents empéchant |'agrégation tels que
I’"hexafluoroisopropanol (HFIP) ou le trifluoroéthanol (TFE). Par ailleurs, les précurseurs comme le
produit sont trés hydrophobes, ce qui limite fortement leur solubilité dans le milieu réactionnel en
présence d’eau. Dans ce systéme, la conversion d’aurones la plus importante en HPLC a été observée
aprés 4 h de chauffage a 80 °C sous irradiations micro-ondes dans un mélange binaire de solvants DMF
/ eau (1:1) en présence de sulfate de cuivre(ll), d’ascorbate de sodium, de tris(3-
hydroxypropyltriazolylméthyl)amine (THPTA) et de peptide en excés. L'ajout de THPTA permettant de

)%! a notamment permis d’augmenter la conversion des réactifs en produits. Ces

stabiliser le cuivre(l
conditions ne sont cependant pas idéales, particulierement du fait de I'instabilité du motif peptidique

en milieu aqueux.
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Table 3.11.2. Conditions de cycloaddition des aurones 4d et 4e avec le modele peptidique N3PHF6 en solution

(S) ou sur résine (R) sous micro-ondes.

CuS04/NaAsc 100 °C
4d (1) S (1,5) ()
DMF/H,0 2-4 h
CuSOa/NaAsc/THPTA 80 °C
ad (1) S (1,2-2) (++)
DMF/H20 4-6 h
CuSOa/NaAsc/THPTA 80-100 °C
ad (1) S (1,2-2) (+) a (++)
solvant**/H,0/TFE ou HFIP 4-12 h
Cul/DIEA 80 °C
4d (1) S(2) (++)
DMF/H20 4h

CuSOs/NaAsc/THPTA 25°C
4e (1-1,2) S (1-1,2) (+)
DMF/H,0 8h
CuSO4/NaAsc/THPTA 80 °C
4e (1-1,2) S (1-1,2) (+) a (++)
DMF/H20 4-8 h
CuSO4/NaAsc/THPTA 80 °C
4e (1,2) S (1) (++)
DMF/H20/TFE 6h

CuSOs/NaAsc/THPTA 25°C
4d (3) R(1) (+)
DMF 8-12 h
Cul/DIEA 25°C
4d (2) R(1) (+)
DMF 12 h
Cul/DIEA 25°C
4e (4) R (1) (++)
DMF 12 h

*Formation du produit en HPLC : (-) aucune, (+) trace, (++) partielle et (+++) totale. **solvant (solubilité du

milieu) : DMF (soluble), DMSO (soluble), NMP (partiellement soluble) ou tBuOH (insoluble).

Ces difficultés inhérentes a la nature a la fois de I'aurone (faible solubilité) et du peptide

(instabilité) ont mené au développement de nouvelles conditions pour la synthése de ces

bioconjugués (Table 3.11.2). Le couple sulfate de cuivre(ll) / ascorbate de sodium a été remplacé par
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de liodure de cuivre(l) (deux équivalents) en présence d’un large excés de DIEA comme base
(cinquante équivalents) selon des conditions décrites par Meldal et coll. pour une réaction de
cycloaddition sur support.?** Dans ces conditions et en présence du peptide NsPHF6 (deux a trois
équivalents), la conversion totale des aurones 4d et 4e en leur bioconjugués respectifs a été réalisée
aprés 4 h de chauffage a 80 °C sous irradiations micro-ondes dans le DMF anhydre. Cependant, la tres
faible solubilité de ceux-ci a conduit a un rendement aprés purification trés faible de 6 % pour le
bioconjugué issu de la cycloaddition de I'aurone 4e. Ces réactions étant réalisées sur une petite
échelle (10 mg en moyenne), le second bioconjugué n’a pas été purifié. La purification du bioconjugué
issu de l'aurone 4e a été effectuée par chromatographie liquide en phase inverse a haute pression
(RP-HPLC), d’autres méthodes (extractions, lavages, précipitation) ne permettant pas d’isoler le
produit. Les difficultés de purification de ces composés ont constitué la principale limite dans
I'obtention des bioconjugués, notamment du fait de leur tres faible solubilité dans les solvants
organiques et aqueux. Ces difficultés ont conduit a explorer la synthése des bioconjugués sur support

afin de proposer une voie alternative de synthése et de purification de ceux-ci.

Synthése sur support de bioconjugués aurone-peptide

La synthese du bioconjugué issu de l'aurone 4e sur support a été réalisée a partir des
conditions développées pour la synthése en solution (Table 3.11.2). Similairement a celle-ci, une
absence de chauffage pour la synthése sur support (cases orange, Table 3.11.2) a été associée a une
faible conversion de I'aurone 4e en bioconjugué. De méme, la transformation totale de I'aurone 4e
en bioconjugué a été obtenue aprés 4 h de chauffage a 80 °C dans le DMF en présence de Cul (deux
équivalents) et d'un excés de DIEA (cinquante équivalents) et d’aurone (cing équivalents),
I’hexapeptide N3sPHF6 supporté sur une résine Rink Amide étant le réactif limitant (Table 3.11.2). La
conversion de I'aurone 4e en bioconjugué a été suivie par HPLC par coupure d’une partie de la résine.
La coupure de la résine est réalisée par un mélange ternaire d’acide trifluoroacétique (TFA), de
triisopropylsilane (TIS) et d’eau (95:2,5:2,5). Cependant, I'obtention du bioconjugué pur a été difficile.
Malgré des lavages répétés de la résine avant coupure avec des solvants organiques (DMF, Et;0) et
des solutions aqueuses basiques et neutres pour éliminer I'exces d’aurone en solution, il a été
impossible de s’affranchir de traces d’aurone lors de la coupure du bioconjugué du support. Le
bioconjugué étant plus soluble dans un milieu aqueux basique, une tentative de purification en HPLC
dans un tampon acétate d’ammonium (pH 8) a également été effectuée, mais a mené a la perte du

produit.
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La ligation en solution ou sur support solide d’une biomolécule, ici un peptide, sur des aurones
portant une triple liaison sur le cycle B a été réalisée dans le cadre de ce projet. Cependant, du fait de
la tres faible solubilité des bioconjugués formés, leur purification a été tres difficile ce qui n’a permis
I’obtention que d’un bioconjugué en trés faible quantité (inférieure a 1 mg). Il est a noter également
que le peptide VQIVYK choisi pour cette ligation n’est pas un modele facile a manipuler du fait de sa
propension a s’agréger. Ce travail a néanmoins permis de développer une méthode de
fonctionnalisation des aurones par cycloaddition de Huisgen, en particulier dans le cas d’aurones
hydroxylées, ce qui pourrait permettre la conjugaison de différentes molécules aux aurones et élargir

ainsi leur application a d’autres projets a visée thérapeutique.

I.2.2 Synthése d’aurones iodées

Le second axe de fonctionnalisation des aurones exploré dans ce projet repose sur la synthese
d’aurones iodées. Dans les travaux d’Ono et coll. portant sur la synthése d’aurones iodomarquées, >
157, 247 |es aurones comportent trés peu de substituants et sont issues de nombreuses étapes de
synthése permettant la formation d’un intermédiaire stannylé substitué in fine par de I'iode [*?°l]. La
synthése d’aurones iodées vise ici a répondre a deux problématiques : étudier I'impact de I'iode sur
I'activté des aurones, mais aussi investiguer la faisabilité de la synthese d’aurones iodées et
polyhydroxylées en vue d’une éventuelle application en imagerie. La synthése d’aurones
polyhydroxylées iodomarquées par l'intermédiaire de dérivés stannylés n’a pas été explorée par
manque de temps. Dans ce projet, la synthése d’aurones iodées a d’abord été réalisée par
condensation de benzofuran-3(2H)-ones iodées avec différents benzaldéhydes disponibles
commercialement ou synthétisés au préalable. L'iodation directe d’aurones polyhydroxylées a
également été investiguée en parallele avec de I'iode froid ainsi que de I'iode radioactif. Les tests en
présence d’iode radioactif ont été effectués par Sandrine Bacot au Laboratoire de

Radiopharmaceutique Clinique de Grenoble (INSERM U1039).

1.2.2.1 Tentatives d’iodation directe d’aurones

Une premiere approche d’iodation directe a été basée sur une étude de Barolli et al.
permettant de radiomarquer la quercétine avec de I'iode [**1].252 Suivant ces conditions, I'aurone 3g

dissoute dans de I'hydroxyde de sodium concentré a été mise en présence de chloramine T comme
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oxydant et d’iodure de potassium (iode froid). Dans le cas de I'aurone 3g cependant, aucune réaction

n’a pu étre observée (Schéma 3.11.25).

Kl, chloramine T
.

NaOH

(Barolli et al.)

Kl, chioramipe T

a0l

3g

Schéma 3.11.25. Tentative d’iodation de I'aurone 3g en présence de chloramine T.

En parallele, une tentative de marquage direct de I'aurone 3g a été effectuée au Laboratoire
de Radiopharmaceutique Clinique de Grenoble (INSERM U1039) avec de liode [**I] par
I'intermédiaire d’lodogene® sur support dans un milieu tamponné (phosphate 50 mM, pH 9). La
radioiodination se fait par substitution électrophile de I'ion iodonium I*. L’aurone 3g a ainsi été mise
en présence d’'un mélange d’une solution aqueuse d’iodure de sodium (Na'?’l) et d’lodogéne® (phase
solide) selon des conditions issues des travaux de Salacinsky et al.?®®* L’lodogéne® permet ici
I’'oxydation de I'iodure [*?°I'] en ion iodonium [**°I'] (Schéma 3.11.26). Cette méthode a mené au
radiomarquage de I'aurone 3g avec une pureté radiochimique (PRC) sans purification de 50 %, ainsi
gu’une dé-iodation de 10 % au bout de 24 h (Figure 3.Il.1). Si l'aurone a effectivement été
radiomarquée en partie, cette méthode s’est cependant heurtée a des problemes de purification de

I’aurone selon le protocole de la manipulation d’agents radioactifs.

® |odogéne® (support)

A 1257 Na'29|, lodogéne(s)

b A

«\
Aurone

v
:A’ Iz 2 3g
0e® Aurone radiomarquée

v [ tampon phosphate 50 mM

Schéma 3.11.26. lodation de I"aurone 3g en présence d’lodogéne® sur support.
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Figure 3.II.1. Suivi chromatographique du radiomarquage de I'aurone 3g*: 52 % de 3g* et 40,9 % de
[%51*] libre a to ; 40,8 % de 3g* et 50,7 % de [*%°I'] libre & taan.

Par ailleurs, I'iodation directe avec de I'iode froid a été effectuée selon des conditions décrites
dans la littérature®® sur la 6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one par l'intermédiaire de diiode dans
I’éthanol en présence d’une solution aqueuse d’acide iodique sur trois aurones différentes : I'aurone
polyhydroxylée 3g, I'aurone polyhydroxylée 4e présentant une triple liaison sur le cycle B et I'aurone
polyméthoxylée 3m (Schéma 3.11.27). Cela a conduit dans le cas des deux aurones polyhydroxylées 3g
et 4e a des mélanges de produits inséparables. Il est a noter que la triple liaison sur I'laurone 4e n’a
pas été iodée. En revanche, dans le cas de I'aurone 7,3’,4’,5’-tétraméthoxylée 3m, |'iodation directe

dans ces conditions n’a mené a aucune réaction.

1, HIO5(aq)
TA, 2 h, EtOH
3g, 3m, 4e R,=Rs=OH,Ry =R,/ =0H (3g)  Multiple iodations
R;=Rs' =Ry = Rg' = OMe (3m) Pas d'iodation

R4y =Rg=0H, Ry = OCH,C=CH (4e) Multiple iodations
Schéma 3.11.27. lodation des aurone 3g, 3m et 4e en présence d’acide iodique et de diiode.

Les quelques méthodes testées pour I'iodation directe d’aurones ont montré des limites dans
la syntheése ou la purification des composés. De plus, les méthodes employées souffrent d’une

absence de généralisation et doivent étre mises au point pour chaque composé, ce qui n’est pas idéal.

I.2.2.2 Syntheése d’aurones via des benzofuran-3(2H)-ones iodées

Une seconde approche pour I'obtention d’aurones iodées repose sur la synthese des

benzofuran-3(2H)-ones iodées, puis leur condensation avec différents benzaldéhydes.
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L'iodation de quatre benzofuran-3(2H)-ones, la 6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one et la 7-
méthoxybenzofuran-3(2H)-one commerciales et les benzofuran-3(2H)-ones Il et lll synthétisées
auparavant, s’effectue selon les conditions reportées sur la 6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one.?®* En
présence de diiode dans I'éthanol et d’une solution aqueuse d’acide iodique comme oxydant, la
réaction a conduit aux composés iodés XI-XIll exclusivement en position 7 du cycle A avec des
rendements de 60 a 95 % (Schéma 3.11.28). En revanche, lorsque la position 7 est occupée par un
groupe méthoxyle, aucune réaction n’a eu lieu, ce qui est en accord avec I'absence d’iodation

observée dans ces conditions pour I'aurone 7,3’,4’,5’-tétraméthoxylée 3m (Schéma 3.11.27).

[
Rs 0 I, HIO,(aq) Rg 0 Xl Ry=H, Ry =0H (83 %)
XIl R, = OH, Rg = OH (60 %)
Xlll R, = OMe, Rs = OMe (95 %)

N TA, 2 h, EtOH
4 4 0
R4 =H, Rg = OH (commercial)
R4 = 0OH, RE = OH (I
R, = OMe, Rg = OMe (lll)
OMe OMe
o I, HIO3(aq) o
Pas de réaction
TA, 2 h, EtOH
0] (0]
commercial

Schéma 3.11.28. lodation de benzofuranon-3(2H)-ones dans I’éthanol.

La condensation des benzofuran-3(2H)-ones iodées XI-XIll avec divers benzaldéhydes a été
réalisée en milieu basique ou neutre en fonction des substituants présents (milieu basique pour les
précurseurs hydroxylés, milieu neutre pour les précurseurs protégés). La condensation de la 6-
hydroxy-7-iodobenzofuran-3(2H)-one Xl s’effectue ainsi dans le méthanol en présence d’une solution
aqueuse d’hydroxyde de potassium (Schéma 3.1.29). Deux benzaldéhydes, le 4-
propargyloxybenzaldéhyde VI et le 4-hydroxybenzaldéhyde, ont été utilisés et ont permis de former
les aurones 4f et 4g avec des rendements de 24 a 65 % respectivement, I'aurone 4g étant obtenue

avec un plus faible rendement du fait d’'une purification supplémentaire par recristallisation.
Rd‘

4f R, = OH (65 %)
4g R, = OCH,C=CH (24 %)

HO & Ry KOH (50 %)
+ oo

reflux, 1 nuit, MeOH

Xl R4 = OH (commercial)
R4 = OCH,C=CH (VI)

Schéma 3.11.29. Voie de synthése des aurones iodées 4f-4g via la 6-hydroxy-7-iodobenzofuran-3(2H)-one.
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La condensation a partir de la 4,6-dihydroxy-7-iodobenzofuran-3(2H)-one XIl a été réalisée
avec des benzaldéhydes diméthoxylés ou présentant une triple liaison. Cette réaction a cependant
mené a la formation des aurones correspondantes accompagnée d’une perte systématique de I'iode

(Schéma 3.11.30).

HO o = KOH (30.%) HO Ry = Ry = OMe
+ 0L A~ Ry = Ry = OMe
reflux, 1 nuit, MeOH Ry = C=CH
H O Ry = OCH,C=CH
X Ry = Ry = OMe (commercial)

R3 = Ry = OMe (commercial)
R4 = C=CH (commercial)
R4 = OCH,C=CH (V1)

Schéma 3.11.30. Condensation de la 4,6-dihydroxy-7-iodobenzofuran-3(2H)-one Xll avec différents
benzaldéhydes.

Ce phénomene de dé-iodation n’a en revanche pas été observé lors de la condensation de la
4,6-diméthoxy-7-iodobenzofuran-3(2H)-ones Xlll avec des benzaldéhydes triméthoxylés qui a mené a
des rendements de 15 a 59 % (Schéma 3.11.31). Ces rendements sont en accord avec les tendances
décrites auparavant, la condensation étant plus défavorisée par des substituants donneurs en ortho

gu’en méta du benzaldéhyde (Schéma 3.11.8).

e} o} I = R Al O5 (neutre)
+ O.. i

TA, 5-14 h, DCM
0 (0]

~

4h Ry = Ry =Ry = OMe (15 %)
4i R3' = Rd' = Rb = OMe (59 D./u)

X Ra = Ry = Ry = OMe (commercial)
R3 = Ry = Rs = OMe (commercial)

Schéma 3.11.31. Voie de synthése des aurones iodées 4h-4i via la 4,6-diméthoxy-7-iodobenzofuran-3(2H)-

one.

La perte de l'iode lors de la condensation de la benzofuran-3(2H)-one XIl pourrait étre
expliquée par la présence des groupements hydroxyles voisins de I'iode. En effet, une étude de Talekar
et al.?%> décrivant un phénoméne de dé-iodation de composés aromatiques comportant un iode en
ortho d’un phénol suggére que la dé-iodation dépend de la présence des substituants voisins, bien
que le mécanisme ne soit pas totalement établi. La différence observée entre les benzofuran-3(2H)-
ones Xl et Xll pourrait ainsi étre expliquée par la présence du groupement hydroxyle en para de I'iode
pour la benzofuran-3(2H)-one XIlI qui favoriserait la dé-iodation (Schéma 3.11.29 et Schéma 3.11.30).
D’ailleurs, la protection des fonctions hydroxyles ne méne a aucune perte d’iode, comme l'illustre le

cas de la benzofuran-3(2H)-one Xlll Schéma 3.11.31).
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Ce travail a permis d’explorer des conditions d’iodation des aurones. En particulier, I'iodation
directe qui permettrait de radiomarquer les aurones pour des applications en imagerie semble difficile
a réaliser et semble trés dépendante de la structure. La synthése d’aurones iodées par I'intermédiaire
de benzofuran-3(2H)-ones iodées a ensuite été explorée afin d’étudier la faisabilité de la synthese
ainsi que I'impact de I'iode sur les aurones. Des conditions d’iodation de trois benzofuran-3(2H)-ones
ont ainsi été mises au point. Cependant, I'obtention d’aurones par condensation de ces benzofuran-
3(2H)-ones peut étre limitée par un phénomeéne de dé-iodation, notamment dans le cas d’un

groupement hydroxyle en para de I'iode.

Suite au criblage de la premiéere chimiothéque, une trentaine d’aurones, dont quatre iodées,
ainsi qu’un bioconjugué aurone-peptide ont été synthétisés au cours de ce projet. L'activité des
aurones polyhydroxylées ou fonctionnalisées ainsi que du bioconjugué a été ensuite évaluée in vitro

sur les modeles des fibres de tau (AcPHF6 et R3).
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[l EVALUATION DES AURONES

Cette derniere partie décrit dans un premier temps I’évaluation des aurones polyhydroxylées
synthétisées sur les modeles AcPHF6 et R3, puis dans un second temps celle des aurones
fonctionnalisées (aurones iodées, aurones portant une liaison triple et bioconjugué aurone-peptide).
L’évaluation de I'activité de ces composés a été réalisée par I'intermédiaire des tests de fluorescence
a la ThT utilisés auparavant (Chapitre 2.1.2). Le CD et 'AFM ont également été utilisés pour une

caractérisation complémentaire de I'effet de ces composés sur la structure des fibres.

I1.L1 Cas des aurones polyhydroxylées

.1.1 TestsalaThT

Le test utilisant la ThT comme sonde fluorescente des fibres amyloides permet une évaluation
rapide de I'activité des composés sur la fibrillation. Il a donc été utilisé comme pour le premier criblage
(Tables 2.11.1 et 2.11.2) sur les modeles AcPHF6 et R3. En parallele de ce test et pour apprécier les
éventuels biais dus aux propriétés spectroscopiques des composés a tester, I'absorbance ainsi que la

fluorescence des aurones testées seules et en présence de fibres ont été étudiées.

Les aurones polyhydroxylées évaluées lors de ce second criblage comportent jusqu’a cing
groupements hydroxyles (Table 3.11l.1). Elles ont été testées a des concentrations de 10 uM et 1 uM
en présence de 100 uM de peptide AcPHF6 ou de peptide R3 dans les conditions de fibrillation
développées précédemment (tampon phosphate 50 mM, 10 uM de ThT et 100 uM d’héparine pour
le peptide R3).
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Table 3.111.1. Aurones polyhydroxylées. n.d. non déterminé.

AcPHF6 R3
(% inhibition) (% inhibition)
Aurone | R&+ Rs R; R’ R’ R/ R’ Re | 10uM  1uM | 10uM  1uMm |
3a H H H H OH H OH H 307 0 n.d. n.d.
3b H OH OH H H H H H 87 +15 44 + 19 49 +20 205
3c H OH OH OH H OH H H 100+1 53+6 65+5 19+4
3d OH OH H H H H H H 503 18+3 206 13+12
3e OH OH H H H OH H H 51+7 17+6 41+8 18+ 6
3f OH OH H H OH H OH H 66 +2 16+4 41+14 10+1
3g OH OH H OH H OH H H 85+6 69+5 52+12 315
3h OH OH H H OH OH H H 747 62+8 77+3 30t4
3i OH OH H H OH OH OH H 82+7 49+4 69+6 18+4
3j OH OH H OH H OH H OH 76 £ 15 366 38+9 318
3k OH OH H OH OH OH H H 93+9 38+7 58+3 39+6
3l H H OH OH OH OH H H 93+2 68+ 11 865 10+£10
3m H H OH H OH OH OH H 92+3 62+6 69+10 28+13

Similairement au premier criblage, 'activité des aurones polyhydroxylées dans le test en
plaque est inférieure sur le modele R3, celui-ci formant des fibres plus denses et moins accessibles
aux aurones que celles du modele AcPHF6. Les aurones les plus actives comportent généralement un
nombre important de groupes hydroxyles, ce qui confirme la tendance établie auparavant, avec une
activité supérieure a celle observée pour les aurones issues du premier criblage ou pour la myricétine.
Dans ce second criblage, la contribution a I'activité des groupes hydroxyles a été étudiée en fonction
de leur nombre, mais également de leur position sur 'aurone, notamment au travers des aurones
dihydroxylées sur un méme cycle. En particulier pour I'aurone 3d, le motif résorcinol seul présent sur
le cycle A amene a une inhibition de fluorescence de 50 % a 10 uM sur le modéle AcPHF6. Pour le
composé 3a, le motif résorcinol sur le cycle B conduit a une inhibition de fluorescence de 30 % a 10
UM sur le modele AcPHF6, moins importante que lorsque ce motif se trouve sur le cycle A. La position
des substituants hydroxyles peut donc contribuer de maniére importante a I'activité. La présence de
groupes hydroxyles sur le cycle A semble ainsi étre nécessaire pour |'activité de 'aurone. Le composé

3b possédant un motif catéchol sur son cycle A est d’ailleurs particulierement efficace avec une
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inhibition a 10 uM de 87 % sur le modéle AcPHF6 et 49 % sur le modéle R3. Généralement, I'activité
augmente avec le nombre d’hydroxyles. Si la présence d’un seul groupe hydroxyle en para sur le cycle
B ne modifie que tres peu l'activité du composé 3e par rapport au composé 3d, deux groupes
hydroxyles augmente nettement l'inhibition de fluorescence observée, notamment pour les aurones
3f-3h. La meilleure activité sur le motif R3 a été observée pour les composés 3i et 3k-3m comportant
un motif pyrogallol sur le cycle B, ainsi que pour I'aurone 3j comportant un motif phloroglucinol sur

le cycle B.

Suite a ce second criblage, les éventuels biais dus aux propriétés spectroscopiques des
composés ont été évalués en mesurant I'absorption et la fluorescence de plusieurs aurones seules et
en présence de fibres. L’absorbance de ces composés est généralement proche de celle des aurones
du premier criblage (Figure 3.1lIl.1) aux longueurs d’onde de I'étude (440 et 480 nm). En effet, la
plupart des aurones étudiées ici a 10 uM dans le tampon phosphate 50 mM ont une absorbance
modérée allant jusqu’a 0,2 a 440 nm (excitation de la ThT) et négligeable a 480 nm (émission de la
ThT). La présence de faux-positifs dans les criblages effectués est donc peu probable dans les gammes

de concentrations étudiées, I'absorption étant généralement faible a 10 uM et négligeable a 1 uM.
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Figure 3.11l.1. Absorption des aurones a 10 uM dans le tampon phosphate 50 mM.

Similairement au premier criblage, les aurones polyhydroxylées issues du second criblage ont

été testées a 10 uM et ne présentent pas ou peu de biais sur la fluorescence de la ThT observée dans

142



le test en plaques. En effet, la fluorescence de ces aurones seules ou en présence de fibres est trés
faible par rapport a celle de la ThT a 480 nm. Ces aurones ont généralement montré une forte capacité

a déplacer la ThT.

L'aurone 3b présente une forte activité dans le test en plaque avec une inhibition de
fluorescence de 87 % a 10 uM et 44 % a 1 uM. Cette aurone a une fluorescence quasi nulle par rapport
a celle de la ThT et ne montre aucune modification significative de sa fluorescence en présence de
fibres (Figure 3.111.2), ce qui permet de confirmer I'activité observée dans le test a la ThT. L’ajout de
cette aurone (10 uM) sur des fibres du modéle AcPHF6 (100 uM) en présence de ThT (10 uM) conduit
a une tres forte diminution de fluorescence, ce qui tend a montrer la capacité du composé 3g a

interagir avec les fibres.
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Figure 3.111.2. Fluorescence de I'aurone 3b seule (pointillé), en présence de fibres du modéle AcPHF6 et

en absence (tiret) ou en présence (trait) de ThT.

De méme, I'aurone tétrahydroxylée 3g présente une forte activité sur le modele AcPHF6 a 10
MM comme a 1 UM avec 85 % et 69 % d’inhibition de fluorescence respectivement. Elle fluoresce
faiblement seule ou en présence de fibres et induit une forte diminution de fluorescence lorsqu’elle
est ajoutée aux fibres en présence de ThT (Figure 3.11.3.A), ce qui confirme qu’elle ne biaise pas le
test a la ThT et qu’elle est capable de déplacer la ThT. Ceci n’exclut pas une activité inhibitrice sur la
fibrillation lors du test en plaque. L’aurone 3h, isomeére de position 3g, présente les mémes propriétés
d’absorbance (0,31 a 440 nm, Figure 3.1ll.1), mais ne fluoresce pas seul ou en présence de fibres
(Figure 3.111.3.B). En conséquence, son activité similaire a 3g, avec 74 % et 62 % d’inhibition de
fluorescence a 10 et 1 uM respectivement sur le modele AcPHF6, n’est pas biaisée. Ces deux aurones

interagissent donc efficacement avec les fibres.
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Figure 3.111.3. Fluorescence de 'aurone (A) 3g et (B) 3h seule (pointillé), en présence de fibres du modele

AcPHF6 et en absence (tiret) ou en présence (trait) de ThT.

L’aurone tétrahydroxylée 31 méne a une inhibition quasi-totale de fluorescence (93% a 10 uM)
dans le test en plaque sur le modéle AcPHF6. Cette aurone ne fluoresce pas seule ou en présence de
fibres et ne biaise donc aucunement la fluorescence observée dans le test en plaque (Figure 3.111.4).
L'ajout de 3l aux fibres en présence de ThT diminue fortement la fluorescence observée, ce qui

corrobore le résultat du test en plaque et montre une forte interaction de I’'aurone 3l avec les fibres.
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Figure 3.111.4. Fluorescence de I'aurone 3l seule (pointillé), en présence de fibres du modele AcPHF6 et

en absence (tiret) ou en présence (trait) de ThT.

Enfin, les aurones pentahydroxylées 3i, 3j et 3k présentent une bonne activité sur les modeles
AcPHF6 et R3, similaire a celle des aurones tétrahydroxylées 3g, 3h et 3l. Les aurones 3i, 3j et 3k ne
fluorescent pas seuls ou dans les fibres du modele AcPHF6. En revanche, en présence de fibres du

modele R3, la fluorescence du composé 3j est exaltée. L'intensité de la fluorescence de cette aurone
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reste néanmoins faible comparée a celle de la ThT liée dans le test en plaque. La contribution de ce
biais ne suffit pas a expliquer la forte inhibition observée dans le test en plaque. De plus, I’ajout de
cette aurone aux fibres de R3 en présence de ThT méne a une forte inhibition de fluorescence qui
suggere que le composé 3j déplace la ThT dans les fibres du modéle R3. Les composés pentahydroxylés
interagissent donc fortement avec les deux modeéles de fibres, a I'image de I'aurone 3k qui inhibe la

fluorescence de 39 % a 1 uM sur les fibres du modele R3.

500 +

——fR3 + ThT
——fR3 + ThT + 3i
———fR3 + ThT + 3j
~———fR3 + ThT + 3k
- - =fR3

a)

- = —fR3+3i

Fluorescence (u.

- — —fR3 + 3]
— — —fR3+ 3k

Figure 3.111.5. Fluorescence des aurones 3i, 3j et 3k seules (pointillé), en présence de fibres du modele R3

et en absence (tiret) ou en présence (trait) de ThT.

L’étude des propriétés spectroscopiques des aurones polyhydroxylées a permis de valider leur
activité observée dans le test en plaque. En effet, les biais observés pour ces aurones sont
généralement peu significatifs par rapport a la fluorescence de la ThT. Les aurones tétrahydroxylées
et pentahydroxylées présentent en particulier une forte affinité pour les fibres des modeles AcPHF6
et R3 et peuvent déplacer la ThT. Afin de mieux caractériser I'action de ces aurones, des études

complémentaires de CD et d’AFM ont été réalisées.

I1.L1.2 Dichroisme circulaire et microscopie a force atomique

Dans l'optique de mieux caractériser en CD et en AFM linteraction des aurones
polyhydroxylées avec les fibres, les aurones ont été incubées avec chaque modeéle (24 h pour AcPHF6
ou 3 jours pour R3) a une concentration de 100 uM, soit un ratio peptide/aurone 1:1, dans les
conditions de fibrillation développées auparavant (phosphate 50 mM, 100 uM d’héparine pour le

modele R3). A cette concentration, les aurones polyhydroxylées inhibent complétement la
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fluorescence observée lors des tests a la ThT. Les aurones évaluées sont tétrahydroxylées (3g, 3h, 3l

et 3m) ou pentahydroxylées (3i, 3j et 3k).

Comme vu précédemment, le CD permet de déterminer la structure secondaire
majoritairement présente dans un échantillon testé.** A ce titre, il est donc applicable aux deux
modeles peptidiques (AcPHF6 et R3) qui forme des agrégats riches en feuillets B. Il peut notamment
permettre d’évaluer d’éventuels changements conformationnels des peptides incubés en présence
d’aurones. Le modele AcPHF6 s’organise trés rapidement en feuillets B comme en atteste I'absence
de phase de latence dans le test de fibrillation en plaque, alors que le modéle R3 est plus lent avec
une phase de latence d’environ une heure. Au cours du processus d’élongation, les oligomeéres,
espéces supposées hautement toxiques dans le cas de la protéine tau,” adoptent une conformation
en feuillets B, ce qui contribue également au signal observé en CD. En conséquence, seuls des
composés capables d’inhiber la phase initiale de la fibrillation au cours de laquelle le peptide
s’organise en oligomeres structurés permettraient de modifier notablement le signal observé en CD,
alors que des composés inhibant le processus d’élongation de ces oligoméres en fibres résulteraient

en un profil de feuillets B en CD.

Lincubation des aurones tétrahydroxylées 3g, 3h, 3l et 3m évaluées avec le modele AcPHF6 a
mené pour tous ces composés a I'obtention d’un profil de feuillets B en CD (Figures 3.111.6.A et C),
avec quelques variations d’intensité de ce signal. A I'exception de 3l, l'intensité est généralement
moindre en présence d’aurones attestant une diminution de la structuration du peptide. Par contre,
les aurones ne se montrent pas capables d’inhiber totalement |la formation de feuillets B sur le modéle
AcPHF6. Avec le modele R3, les aurones tétrahydroxylées 3g et 3h conduisent a un profil en CD de
feuillets B similaire au peptide R3 seul (Figure 3.111.6.B). En revanche, les aurones tétrahydroxylées 3l
et 3m ont un impact notable sur la structuration du modele R3, ce qui est caractérisé par une nette

diminution de I'amplitude des feuillets § par rapport au modeéle R3 seul (Figure 3.111.6.D).
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Figure 3.111.6. CD du modele AcPHF6 (100 uM) incubé pendant 24 h avec les aurones (100uM) (A) 3g et
3h, et (C) 3l et 3m. CD du modeéle R3 (100 uM) incubé pendant 3 jours avec les aurones (100 uM) (B) 3g
et 3h (100 uM), et (D) 3l et 3m.

Afin de confirmer les résultats obtenus pour les aurones 3l et 3m, une cinétique de fibrillation
du modele AcR3 (équivalent de R3) seul et en présence de ces composés a été réalisée sur 24 h
(Figures 3.111.7.A, B et C, respectivement). Ces études ont validé I'absence ou la tres faible présence

de feuillets B en présence de ces deux aurones.
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Figure 3.111.7. Cinétique de fibrillation sur 24 h du modéle AcR3 (A) seul et en présence des composés (B)

3let (C) 3m.

L'incubation des aurones pentahydroxylées 3i, 3j et 3k avec le modele AcPHF6 donne
également un profil de feuillets B en CD, bien que le composé 3k diminue significativement ce signal
(Figure 3.111.8.A). En revanche sur le modéle R3, ce profil tend a disparaitre au profit d’'un profil non
structuré (Figure 3.111.8.B). Ce profil est particulierement marqué pour les composés 3j et 3k avec une
courbe négative entre 190 et 200 nm, représentatif d’un profil non structuré, par opposition a la
composante positive d'un feuillet B a ces longueurs d’onde. Ces composés sont donc capables

d’interférer sur le processus de fibrillation en prévenant I'organisation des agrégats en feuillets B.
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Figure 3.111.8. (A) CD du modele AcPHF6 (100 uM) incubé pendant 24 h avec les aurones 3i, 3j et 3k (100
UM). (B) CD du modele R3 (100 uM) incubé pendant 3 jours avec les aurones 3i, 3j et 3k (100 uM).
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Enfin, I’AFM a permis de visualiser les fibres ou agrégats formés en présence ou en absence
d’aurones. Bien qu’elle ne puisse étre employée pour un criblage de molécules a haut débit, cette
technique est complémentaire des autres tests utilisés dans ce projet. Les images AFM ci-apres ont
été enregistrées aprés incubation des aurones a une concentration de 100 UM en présence des deux

modeéles AcPHF6 et R3.

Les fibres du modéle AcPHF6 ont des morphologies différentes lorsqu’elles se forment en
présence ou non des aurones tétrahydroxylées 3g et 3h et pentahydroxylées 3i, ces aurones ayant
toutes montré en CD une signature de feuillets beta plus ou moins intense. Avec le peptide AcPHF6
seul, de courtes fibres entremélées se forment (Figure 3.111.9.A), comme en présence de I'aurone 3g
(Figure 3.111.9.B), bien que les fibres apparaissent plus rectilignes. Par contre, en présence de I'aurone
3h, une forte diminution de la quantité de fibres est observée (Figure 3.111.9.C). Enfin, en présence de
I'aurone pentahydroxylée 3i, de telles fibres ne sont pas observées, laissant place a un « tapis

moléculaire » (Figure 3.111.9.D).

Figure 3.111.9. Images AFM du modele AcPHF6 (100 uM) incubé pendant 2 h (A) seul et en présence des
aurones (B) 3g, (C) 3h et (D) 3i a 100 uM.

Ces cas de figure illustrent la diversité d’action des aurones. L’aurone 3g interagit fortement
avec les fibres du modele AcPHF6 sans que cela soit synonyme d’inhibition. Il s’agit donc d’un composé
capable de se fixer aux fibres. L'aurone 3h inhibe partiellement la formation des fibres, alors que

I'aurone 3i interfere dans le processus d’agrégation a un stade plus précoce.
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L'incubation du modeéle R3 pendant 3 jours a 37 °C donne lieu a un réseau de fibres
entremélées plus longues (Figure 3.111.10.A) que le modéle AcPHF6. En présence de I'aurone 3g, un
réseau dense de fibres est formé (Figure 3.111.10.B), bien qu’a I'image du modéle AcPHF6, la
morphologie des fibres formées differe. De méme qu’avec le modele AcPHF6, I'incubation de R3 en
présence de I'laurone 3h donne lieu a une inhibition partielle de la formation des fibres avec un réseau

de fibres moins dense (Figure 3.111.10.C).

Contrairement aux deux aurones tétrahydroxylées précédentes, les composés 3l et 3m
modifient de maniere significative la quantité de feuillets B en CD (Figure 3.11l.7.B). En AFM,
I'incubation du modele R3 en présence de I'aurone tétrahydroxylée 31 donne lieu a de courtes fibres
avec un aspect cisaillé (Figure 3.111.10.D), synonyme d’une forte inhibition. Un phénomene similaire

est observé en présence de I'aurone 3m avec quelques fibres plus courtes formées (Figure 3.111.10.E).

Enfin, I'incubation du modeéle R3 en présence des aurones pentahydroxylées 3i, 3j et 3k
résulte en une inhibition plus marquée en AFM. En effet, I'incubation avec les aurones 3i et 3j donne
lieu a un dense « tapis moléculaire » (Figures 3.111.10.F et 3.111.10.G, respectivement), alors que de

rares fibres éparses ont été observées pour I'aurone 3k (Figure 3.111.10.H).

Les analyses CD et AFM sur le modele R3 tendent a confirmer ce qui a été obtenu sur le modele
AcPHF®6. Ainsi, I'aurone 3g ne semble pas induire d’inhibition particuliére malgré une forte interaction
sur les modeles. L’aurone 3h donne lieu a une inhibition partielle de la formation de fibres, alors que
les aurones 3l et 3m meénent a une inhibition plus prononcée. Enfin les aurones pentahydroxylées 3i,
3j et 3k semblent avoir un mode d’action plus efficace, avec notamment une inhibition apparente

totale de la formation de fibres pour les composés 3i et 3;.
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Figure 3.111.10. Images AFM du modeéle R3 (100 uM) incubé pendant 3 jours (A) seul et en présence des
aurones (B) 3g, (C) 3h, (D) 3I, (E) 3m, (F) 3i, (G) 3j et (H) 3k a 100 uM.
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En conclusion, le criblage d’aurones polyhydroxylées a permis de souligner la forte affinité de
ces aurones pour les fibres des modeles AcPHF6 et R3. L'utilisation du CD et de I'AFM comme
techniques complémentaires aux tests de fluorescence a de plus permis de montrer que les aurones

peuvent agir sur le processus de fibrillation de différentes manieres :

&R une inhibition partielle de la phase d’élongation. Ceci est marqué par une présence
de fibres quantitativement plus faible, a I'image de I'aurone 3h,

&R une inhibition totale de la phase d’élongation. A I'instar des aurones 3l et 3m, cela est
caractérisée par des fibres plus courtes, parfois cisaillées,

R un maintien au stade d’oligomeres non structurés en feuillets . Cela a été observé
pour les aurones pentahydroxylées 3i, 3j et 3k pour lesquelles un « tapis moléculaire »

a été observé au dépend de la formation de fibres.

Cela a également permis de montrer que les aurones peuvent se fixer aux fibres et sont en
compétition avec la ThT. Ce phénomeéne est marqué par la présence d’'un fort réseau de fibres qui
peut varier légerement au niveau de sa morphologie. Ce comportement est caractéristique d’une
sonde, la molécule s’intercalant effectivement au sein des fibres sans nécessairement prévenir leur
formation, comme c’est le cas pour I'aurone 3g. Ceci souligne également que I'utilisation du CD et de

I’AFM permet de discriminer entre les sondes et les inhibiteurs.

Enfin, ces tests ont généralement permis de mettre en avant l'intérét d’utiliser des aurones
comme polyphénols, mais également I'apport des groupements hydroxyles a travers certains motifs
pour linteraction avec les fibres des modeéles. Les aurones polyhydroxylées les plus actives
synthétisées au cours de ce projet comprennent un motif résorcinol en position 4 et 6 sur le cycle A,
motif souvent présent dans les composés naturels et mis en avant dans la littérature pour leur activité
sur les fibres amyloides. Certaines aurones hydroxylées en position 4 ou 7 sur le cycle A sont
également particulierement actives et devraient étre plus amplement investiguées par la suite. Si la
présence de groupements hydroxyles est nécessaire sur le cycle A, la forte activité observée chez
certaines aurones provient également de la présence de ces substituants sur le cycle B. Aux motifs
résorcinol et catéchol déja mis en avant dans la littérature'®? 266 peuvent ainsi s’ajouter le motif
pyrogallol, que I'on retrouve notamment dans la myricétine et I'épicatéchine gallate, et le motif

phloroglucinol.
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I11.2 Cas des aurones fonctionnalisées

Cette partie décrit I'évaluation en fluorescence de I'activité des aurones dites
« fonctionnalisées » sur la fibrillation des modéles par le test a la ThT. Celles-ci regroupent les cing
aurones portant une liaison triple, ainsi que deux aurones iodées en position 7. Enfin, I'action du

bioconjugué aurone-peptide sur les fibres du modele R3 est étudié par fluorescence, CD et AFM.

I11.2.1 Tests de fluorescence a la ThT

Les aurones fonctionnalisées ont été testées a des concentrations de 10 uM et 1 uM en
présence de 100 uM de peptide AcPHF6 ou de peptide R3 (Table 3.11l.2) dans les conditions de
fibrillation développées précédemment (tampon phosphate 50 mM, 10 uM de ThT et 100 uM
d’héparine pour le peptide R3).

Table 3.111.2. Aurones fonctionnalisées. n.d. non déterminé.

AcPHF6 R3
(% inhibition) (% inhibition)
Aurone | Rs Re R Ry R\ |10uyM  1uM |[10uM  1uMm |

4a H  OCH.C=CHH H H H 11+8 n.d. n.d. n.d.
ab H  OCH.C=CHH H H OH 5+4 n.d. n.d. n.d.
4c H  OCHXC=CHH H  OH H 19+5 n.d. n.d. n.d.
ad OH OH H H C=CH 75416  28+3 6816 2718
e OH OH H H  OCH.C=CH 66+5 n.d. 5417 n.d.
af H OH [ H OH 6113 27+13 | 20%11 0
ag H OH [ H  OCH.C=CH | 85+6  43+10 | 44*18  20%8

Comme vu auparavant, I'activité des aurones dans le test en plaque est inférieure sur le
modele R3 au modeéle AcPHF6 du fait des fibres plus denses et moins accessibles du premier. De
méme, I'absence de fonction hydroxyle sur le cycle A est synonyme d’une activité faible, a I'image des
aurones 4a-4¢ (5a 19 % a 10 uM) sur le modele AcPHF6. Cette faible activité associée a la difficulté de

synthese de ces composés a conduit a privilégier I’étude des aurones fonctionnalisées sur le cycle B
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et hydroxylées sur le cycle A. En effet, I'activité des aurones hydroxylées sur le cycle A est nettement
supérieure, a l'instar des composés 4d-4g présentant une inhibition de fluorescence entre 61 et 85 %
a 10 pM sur le modele AcPHF6. Il est également a noter que les composés 4d et 4e présentent une
activité légerement supérieure a leur analogues respectifs 3d et 3e sans triple liaison. En effet, la
diminution de fluorescence observée dans le test en plaque pour les aurones 4d et 4e a 10 uM est de
75 et 66 % sur le modele AcPHF6 et de 68 et 54 % sur le modele R3 respectivement, alors qu’elle est
de 50 et 51 % sur le modéle AcPHF6 et 20 et 41 % sur le modéle R3 pour les aurones 3d et 3e

respectivement a 10 uM.

Suite a ce dernier criblage, I'impact de I'iode sur la fluorescence a été étudié par comparaison
entre I'aurone 1s issue du premier criblage et ses analogues 4f et 4g iodés en position 7. L’absorbance
des aurones 1s, 4f et 4g a 10 uM (Figure 3.111.11.A) est similaire a 440 nm comme a 480 nm (longueurs
d’onde utilisées pour le test en plaques). La fluorescence de I'aurone 1s est en revanche tres différente
de ses analogues iodés. En effet, 'aurone 1s fluoresce tres fortement seule a 10 uM (Figure 3.111.11.B),
a l'image de son isomeére 1u (Chapitre 2.11.2.2). Sa fluorescence est de plus fortement augmentée en
présence de fibres du modéle AcPHF6, ce qui suggéere un biais notable dans la fluorescence observée
dans le test en plaque, cette fluorescence n’étant pas prise en compte dans les puits de contréle. Ceci
n’est en revanche pas le cas pour les aurones iodées 4f et 4g a 10 uM qui ne fluorescent pas seules et
faiblement en présence de fibres (Figure 3.111.11.B). Ceci se traduit par une différence notable au
niveau des valeurs d’inhibition de fluorescence pour les aurones 1s (27 %), 4f (61 %) et 4g (85 %) a 10
UM sur le modele AcPHF6 dans le test en plaque (Tables 2.11.1 et 3.111.2), le composé 1s ayant été sous-

estimé.

06 A 1000 + B

fACPHF6 + ThT + 1s

fACPHFG + ThT + 4f

fAcPHF6 + ThT + 4g
----- fACPHF6 + 1s
----- fACPHFG + 4f
----- fACPHFG + 4g

Absorbance
Fluorescence (u.a.)

& (nm)

Figure 3.1I1.11. (A) Absorbance des aurones 1s, 4f et 4g. (B) Fluorescence des aurones 1s, 4f et 4g seules

(pointillé), en présence de fibres du modéle AcPHF6 et en absence (tiret) ou en présence (trait) de ThT.

Les composés 4f et 4g interagissent donc fortement a 10 uM avec les fibres du modéle AcPHF6

et la présence d’iode sur le squelette des aurones ne semble pas présenter d’influence négative sur
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leur activité. Ces composés ont également la capacité de déplacer la ThT d’apres les tests de

fluorescence effectués en présence de fibres.

I1.2.2 Cas du bioconjugué aurone-peptide

L’évaluation du bioconjugué aurone-peptide vise a étudier la contribution du peptide VQIVYK
sur l'activité de I'aurone, ainsi qu’a accroitre la sélectivité du bioconjugué pour les fibres de tau.
L’activité du bioconjugué a été évaluée in vitro sur le modéle R3 par des tests de fluorescence en
plaque, CD et AFM (Figure 3.111.12). L’inhibition de fluorescence observée en présence du bioconjugué
est de 68 % a 100 uM et de 20 % a 10 uM (Figure 3.11.12.A), ce qui est inférieur a celle de son
précurseur aurone 4e sans peptide (54 % a 10 uM) sur le modele R3. Le profil de feuillets  en CD est
similaire pour les fibres de R3 seules et en présence du bioconjugué comme de I'aurone 4e a 100 uM
(Figure 3.11.12.B). Enfin, I’AFM montre une importante quantité de fibres en présence du bioconjugué

(Figure 3.11.12.C) comme de I'aurone 4e (Figure 3.11.12.D) a 100 uM.

14000 +
12000 +
10000 -

8000 -t
——R3100 uM —=R3
6000 T

- - — Bioconjugué 100 pM - = = Bioconjugué

Fluorescence (u.a.)
0 (deg.cm*.dmol!)

b U I — Bioconjugué 10 uM -60 + e de

2000 + 80 4

. } } { -100 + t f } } +
0 2 4 6 8 10 12 195 205 215 225 235 245 255
Temps (h) A (nm)

1,5

0,0um0,5 1,0 20 25 30 35 40 45
| |
50,8 nm

45,0
40,0
35,0
30.0
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25,0
2,5

20,0
30

15,0
35
4,0 |

4,5

Figure 3.111.12. (A) Test de fluorescence en plaque du modele R3 seul a 100 uM (ligne continue) et en
présence du bioconjugué a 100 uM (traits larges) et 10 uM (traits courts). (B) Dichroisme circulaire aprés
3 jours d’incubation a 37 °C pour le modele R3 (ligne continue), le bioconjugué (trait) et I'aurone
correspondante 4i (point) a 100 uM. (C) et (D) Images AFM du modeéle R3 incubé pendant 3 jours a 37 °C

en présence du bioconjugué (C) et de I'aurone 4e (D) a 100 puM.
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Contrairement a ce qui a été observé pour le peptide KLVFFA dans la fibrillation d’AB,*? le
peptide VQIVYK associée a un autre élément ne présente pas d’activité inhibitrice prononcée. Au
contraire, I'association de ce peptide avec I'aurone 4e diminue méme I'activité de I'aurone 4e seule
dans le test en plaque (Figure 3.111.12.A), cette derniere ne présentant pas d’activité inhibitrice en CD
et AFM (Figures 3.111.12.B et D). Ceci pourrait étre attribué au fait que, contrairement a la séquence
KLVFFA, la séquence VQIVYK n’est pas un casseur de feuillets B et a de plus la capacité a fibriller in
vitro. L’association de cette séquence avec |'aurone ne semble donc pas suffisante pour prévenir son
agrégation. Cette premiere évaluation associée a la difficulté de synthése et de purification des
bioconjugués ainsi qu’a leur tres faible solubilité posent des limites importantes a I'utilisation de tels
composés. Enfin, I'apport de sélectivité par ces composés reste a déterminer. Cela pourrait étre réalisé
par comparaison entre des tests d’inhibition sur la protéine tau native et le peptide AB. Néanmoins,
ces travaux pourraient servir de base pour I'association des aurones a d’autres biomolécules. En
particulier, celles-ci pourraient étre associées a un peptide non-naturel D-TLKIVW décrit dans la
littérature comme capable d’interagir efficacement in silico avec le motif VQIVYK et d’empécher

I’élongation du mutant K19 de tau in vitro.'’®

En conclusion, la synthése et I’évaluation de nouvelles aurones polyhydroxylées a conduit a
I'identification de composés avec une bonne activité sur les modeles de fibres AcPHF6 et R3 a une
concentration de 1 uM, soit un ratio peptide/aurone 100:1. Confirmée par une étude approfondie des
propriétés spectroscopiques des aurones seules et en présence de fibres, cette activité est synonyme
d’une forte affinité des aurones pour les fibres amyloides de ces modeéles, ce qui souligne la possibilité
d’utiliser ces aurones comme sonde des fibres amyloides. Plusieurs aurones possédant quatre a cing
groupements hydroxyles sur leur squelette ont de plus montré une forte activité inhibitrice de la
formation des fibres de ces modeéles. Cette activité est notamment supérieure a la myricétine,
inhibiteur de référence de la fibrillation de la protéine tau, ainsi qu’aux aurones issues du premier
criblage et comportant moins de groupements hydroxyles. Bien que ces tests aient été réalisés sur
des modeles peptidiques de fibres de tau, les résultats permettent d’affirmer le role de cette classe
de composés sur la fibrillation de tau, en particulier a travers une utilisation diagnostique (sondes) ou

thérapeutique (inhibiteurs de fibres).

Par ailleurs, la fonctionnalisation d’aurones a été étudiée, en particulier a travers la synthése
d’aurones portant une liaison triple sur leur squelette. Ces travaux ont conduit a I'association d’'une
aurone avec la séquence 3°°VQIVYK3!! d’intérét a travers la synthése d’un bioconjugué aurone-peptide

visant notamment a augmenter la sélectivité de I'aurone pour les fibres de tau. Cependant, I'obtention
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de ce bioconjugué est limitée, notamment a travers une purification difficile avec un tres faible
rendement (6 %). De plus, la présence du peptide sur le bioconjugué n’a pas contribué a augmenter
I'affinité de I'aurone associée pour les fibres. Enfin, 'apport de ce bioconjugué a la sélectivité des
fibres de tau par rapport a celle du peptide AR n’a pas pu étre évalué dans ce projet et reste a

déterminer.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Ce projet de recherche a permis d’étudier I'activité des aurones sur la fibrillation de la protéine
tau, phénomeéne intervenant dans de nombreuses maladies neurodégératives dont la maladie
d’Alzheimer. Cela a été réalisé a travers l'utilisation et le développement des peptides AcPHF6 et R3
issus de la séquence de la protéine tau et capables de former des fibres similaires a celle-ci. La
fibrillation de ces peptides a été évaluée par des tests in vitro de fluorescence a la ThT, de dichroisme
circulaire et de microscopie a force atomique. Précédemment illustré dans la littérature, I'utilisation
du peptide AcPHF6 comme modele de fibres de tau a été adaptée dans le cadre de ce projet pour le
criblage de plusieurs séries d’aurones. Le modele R3 préalablement synthétisé au sein du laboratoire
(Département de Chimie moléculaire) a été développé pour I’évaluation des aurones. Les tests réalisés
sur ce dernier modele en présence d’inhibiteurs de la fibrillation de tau ont montré que celui-ci
constitue un modele représentatif de la fibrillation de la protéine tau native, avec notamment
I'implication de la cystéine 322 permettant la formation de diméres, mais également a travers la
formation de fibres structurellement similaires a celles de la protéine tau en AFM. Le criblage d’une
chimiotheque disponible d’aurones sur ces deux modéles a permis de souligner le potentiel de cette
classe de composés sur la fibrillation de tau, mais également la contribution a I'activité des fonctions

hydroxyles présentes sur les aurones.

Une deuxiéme partie de ce projet a donc consisté a synthétiser des aurones polyhydroxylées
comportant un nombre plus important de fonctions hydroxyles et a les évaluer sur les modeles
AcPHF6 et R3. Cette étude a mené a la synthése de treize aurones polyhydroxylées possédant jusqu’a
cing groupements hydroxyles qui ont permis d’enrichir la chimiothéque d’aurones. Ce projet a ainsi
permis de mettre en avant une synthése rapide de nouvelles aurones polyhydroxylées, ou d’aurones
polyhydroxylées présentes dans la nature en faible quantité, a I'image de I’'auréusidine (composé 3h)
ou de la bractéatine (composé 3i). L’évaluation in vitro par fluorescence a la ThT de ces nouvelles
aurones a montré que celles-ci peuvent interagir avec les fibres des deux peptides AcPHF6 et R3 avec
une activité de I'ordre du micromolaire, soit un ratio peptide/aurone 100:1. En particulier, une série
d’aurones comportant un motif résorcinol en positions 4 et 6 sur le cycle A, motif largement présent
dans les aurones naturelles, a présenté une bonne activité générale sur les fibres qui a été accrue par
I’'ajout de groupements hydroxyles sur le cycle B de I'aurone. D’autres aurones hydroxylées en position
4 ou en position 6 et 7 sur le cycle A ont également montré une activité intéressante sur les modeéles

AcPHF6 et R3. La synthese de nouvelles séries d’aurones avec ces motifs sur le cycle A pourraient donc
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faire le fruit de futures investigations. Cela pourrait étre réalisé par la synthése intermédiaire
d’aurones méthoxylées comme illustré dans ce projet par la série d’aurones obtenue a partir de la 4,6-
diméthoxybenzofuran-3(2H)-one. La série avec un groupement hydroxyle en position 7 a également
été complétée par la synthése de deux aurones portant un motif pyrogallol sur le cycle B (trois
fonctions hydroxyles voisines) qui ont montré une forte interaction avec les fibres. La corrélation des
études de fluorescence avec le CD et I’AFM a permis de montrer que l'interaction des aurones avec
les fibres pouvaient dans certains cas interférer avec le processus de fibrillation. Si la plupart des
aurones actives dans les tests de fluorescence ont agi en tant que sonde des fibres, les aurones
présentant une affinité supérieure a la ThT pour les fibres (déplacement de la ThT), certaines aurones
tétrahydroxylées et pentahydroxylées ont également montré un caractére inhibiteur prononcé de la
fibrillation. En particulier, les aurones pentahydroxylées stabiliseraient les oligomeres de tau. Ces
résultats soulignent le potentiel des aurones pour une utilisation diagnostique comme thérapeutique

sur la fibrillation de la protéine tau.

Une seconde partie exploratoire a consisté a étudier la fonctionnalisation d’aurones pour leur
association avec d’autres biomolécules. Ceci a été réalisé par I'ajout d’une liaison triple sur le squelette
de I'aurone. L'ajout de cette liaison sur le cycle B en présence de fonctions hydroxyles sur le cycle A
est plus favorable que l'inverse au niveau de la synthése comme de I'activité de ces composés. Ces
travaux ont mené a la syntheése d’un composé bioconjugué aurone-peptide par cycloaddition de
Huisgen avec le peptide VQIVYK. La synthése de tels composés a pour objectif d’augmenter la
sélectivité des aurones pour les fibres de tau. Bien que I'obtention du bioconjugué ait été limitée par
une purification difficile, celui-ci a été évalué in vitro sur la fibrillation du modéle R3 par fluorescence
a la ThT, CD et AFM. Le bioconjugué a montré une activité moindre en fluorescence que I'aurone
associée seule, et un profil similaire en CD et en AFM, suggérant que I’association de ce peptide avec
les aurones ne contribue pas positivement a I'activité. La contribution de ce motif a la sélectivité n’a
pas pu étre évaluée dans ce projet et reste a déterminer. Une perspective intéressante de ces travaux
serait I’association des aurones avec une autre biomolécule. Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer,
une telle biomolécule pourrait étre le peptide non-naturel D-TLKIVW décrit dans la littérature comme
capable d’interagir efficacement avec le motif VQIVYK et d’inhiber la phase d’élongation de la

fibrillation.

Un dernier axe de recherche a porté sur 'introduction d’iode aux aurones polyhydroxylées.
Cette étude s’appuie sur le caractére de sonde des aurones polyhydroxylées et a été réalisée dans la
perspective d’évaluer leur capacité a marquer des fibres amyloides in vivo a travers I'association aux
aurones d’un iode radioactif. Des tests de fluorescence effectués sur des aurones iodées ont permis

de montrer que I'ajout d’un iode sur le squelette ne modifie pas I'activité observée pour ces aurones.
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En revanche, les premiéres études réalisées dans le cadre de ce projet ont montré que l'insertion
directe d’un iode sur le squelette des aurones polyhydroxylées est difficile et nécessite davantage de
développement. Une alternative consisterait a associer cet iode par I'intermédiaire d’un bras espaceur
fixé a I'aurone, ce qui pourrait étre réalisé par cycloaddition de Huisgen en utilisant les conditions

développées dans ce projet.

N

Une perspective a ces travaux de these pourrait étre |'utilisation de techniques plus
récemment développées, telles que la résonance plasmonique de surface ou la résonance magnétique
nucléaire en phase solide, afin de mieux caractériser |’affinité des aurones pour les fibres des modeles
de tau. En outre, bien que I'activité inhibitrice de certaines aurones soit prometteuse avec un ratio
peptide/inhibiteur similaire ou supérieur a celui des inhibiteurs de la fibrillation de tau décrits dans la
littérature, elle n’est cependant établie que sur des modeles de fibres de tau in vitro. L’activité
inhibitrice ou de sonde des aurones devra donc étre confirmée sur les fibres de la protéine tau native
in vitro, mais aussi in vivo. A cet égard, les aurones présentent des propriétés physico-chimiques
favorables a leur utilisation in vivo, comme l'ont montré plusieurs études dans la littérature,
notamment une bonne capacité a passer la barriere hémato-encéphalique et une faible toxicité. Ces
données devront néanmoins étre confirmées dans le cas des aurones polyhydroxylées mises en avant

dans ce projet.
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EXPERIMENTAL PROCEDURE

Material and Methods

Synthesis and purification

Commercially available reagents and solvents were purchased from Aldrich, Alfa Aesar, TCl,
Acros Bachem, Novabiochem, Merck or Activotech and were used without further purification.
Reactions were monitored by thin-layer chromatography (plates coated with silica gel 60 F,s4 from
Merck) or by reverse-phase high pressure liquid chromatography (RP-HPLC) on a Nucleosil C18 column
(300 A, 125 x 3 mm, 5 um) with UV monitoring at 214 nm and 250 nm. A 1 mL/min flow linear gradient
of 5-100 % acetonitrile in water was applied over 20 min (both water and acetonitrile contained 0.1%
TFA). Non-peptidic products were purified with column chromatography on Silica gel 60 (230-400
mesh from Macherey-Nagel) or by automatic flash chromatography with the Grace device: Reveleris

X2.

Characterization

'H and 3C nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were recorded at room temperature in
deuterated solvents on a Briiker AC-400 or Avance |l 500 instrument (400 or 500 MHz for H spectra,
100 or 125 MHz for 13C spectra, respectively). Chemical shifts (8) are reported in parts per million
(ppm) relative to TMS as internal standard or relative to the solvent [*H: §(DMSO-ds) = 2.50 ppm,
5(CDCl3) = 7.26 ppm, 6(CDs0OD) = 3.33 ppm; 3C: §(DMSO-ds) = 39.51 ppm, 8(CDCls) = 77.23 ppm,
6(CDs0D) = 49.00 ppm]. Multiplicity is reported as follows: s (singlet), d (doublet), t (triplet), q
(quadruplet), m (multiplet). Coupling constants J are given in Hertz. Interpretation of *H and *C NMR
spectra were supported by the resolution of 2D COSY and HMBC spectra. Protons and carbons of
aurones and their precursors were numbered as below when associated with *H and **C NMR signals,
unless specified otherwise. Mey designates a methyl group where x refers to the position of the carbon
on which the methyl Me stands. This designation is also used in the case of methoxyl (OMey) or
carboxyl (COOy) groups, as well as the methyl groups linked to these carboxyl functions (COOMey).

Aurones were obtained solely as Z-isomers as confirmed by *C NMR (6(C1o) ~ 110 ppm).2¢”
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Electrospray ionization (ESI) mass spectra were acquired by the Institute of Molecular
Chemistry of Grenoble (ICMG — FR 2607) on an Esquire 3000 Plus Bruker Daltonis instrument with a
nanospray inlet. Accurate mass measurements (HRMS) were carried out on a ESI/QTOF with the
Waters Xevo G2-S QTof device. HPLC analyses were performed with an Agilent 1100 series using a
diode array detector and a C18 reversed-phase column (Nucleosil C18, Macherey-Nagel, 5 um particle
size, 125 mm x 3 mm) at 45°C, with a mobile phase composed of A = water and TFA 0.1 % and B =
MeOH and TFA 0.1 % with a gradient 85:15 to 0:100 A:B over 10 min, 1 mL/min, 30 uL injection,
detection at 254 nm. Purity of the reported compounds were > 95 %. Combustion analyses (Anal.)
were performed by the ICMG. Melting points (m.p.) expressed in degree Celsius (°C) were measured

on a Blichi B540 apparatus. Microwave reactions were carried out on a Biotage Initiator+ SP Wave.
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General procedures for the synthesis of aurones and their precursors

Procedure A: Synthesis of aurones via basic-mediated aldolic condensation in methanol at

65 °C

A benzofuran-3(2H)-one derivative (1 equiv.) was dissolved into MeOH (15 mL/mmol). An
aqueous solution of potassium hydroxide (50 %, 1.5 mL/mmol) and a benzaldehyde derivative (1.2 to
1.5 equiv.) were added to the mixture which was stirred at 65 °C until disappearance of the starting
material (5 to 15 h), then concentrated under reduced pressure. The mixture was diluted with water
and acidified with 1 M HCl until pH 2-3 was reached, then extracted with ethyl acetate (three times).
The combined organic phases were washed with water and brine, then dried over anhydrous
magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure to afford the corresponding

crude (2)-2-benzylidenebenzofuran-3(2H)-one derivative.

Procedure B: Synthesis of aurones via basic-mediated aldolic condensation in methanol

using a microwave reactor

4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (1 equiv.) was dissolved into MeOH (15 mL/mmol). An
aqueous solution of potassium hydroxide (50 %, 1.5 mL/mmol) and a benzaldehyde derivative (1.5
equiv.) were added to the mixture which was stirred at 70 °C in the microwave reactor for 2 to 10 h
and concentrated under reduced pressure. The mixture was diluted with water and acidified with 1
M HCl until pH 2-3 was reached, then extracted with ethyl acetate (three times). The combined organic
phases were washed with water and brine, then dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered
and concentrated under reduced pressure to afford the corresponding crude (2)-2-benzylidene-4,6-

dihydroxybenzofuran-3(2H)-one derivative.

Procedure C: Synthesis of aurones via neutral alumina-mediated aldolic condensation in

dichloromethane at room temperature (rt)

To a solution of a benzofuran-3(2H)-one derivative (1 equiv.) in anhydrous dichloromethane
(20 mL/mmol) were added a benzaldehyde derivative (1.2 to 1.5 equiv) and neutral aluminium oxide
(4.0 g/mmol). The suspension was stirred at rt under nitrogen until complete disappearance of the

starting material (3 to 12 h), then filtered, washed with dichloromethane and concentrated under
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reduced pressure. The product was recrystallized in MeOH, filtered off and washed with MeOH to

afford the pure (2)-2-benzylidenebenzofuran-3(2H)-one derivative.

Procedure D: Synthesis of aurones via basic-mediated aldolic condensation in ethanol at 80

°c

A benzofuran-3(2H)-one derivative (1 equiv.) was dissolved into EtOH (3 mL/mmol). An
aqueous solution of potassium hydroxide (50 %, 5 mL/mmol) and a benzaldehyde derivative (1 to 2
equiv.) were added to the mixture which was stirred at 80 °C until disappearance of the starting
material (2 to 5 h), then concentrated under reduced pressure. The mixture was diluted with water
and acidified with 1 M HCl until pH 2-3 was reached, then extracted with ethyl acetate (three times).
The combined organic phases were washed with water and brine, then dried over anhydrous
magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure to afford the corresponding

crude (2)-2-benzylidenebenzofuran-3(2H)-one derivative.

Procedure E: Synthesis of aurones via deprotection of methoxy analogues

To a solution of a (2)-2-benzylidenebenzofuran-3(2H)-one derivative (1 equiv.) in anhydrous
dichloromethane (10 mL/mmol) was added pure boron tribromide (20 equiv.) at 0 °C. The solution
was then stirred at rt or 40 °C for one to three days. The mixture was then cooled in an ice-bath,
diluted with cold water, then extracted with ethyl acetate (3 times), washed with water and brine,
dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure to afford

the corresponding crude (2)-2-benzylidenebenzofuran-3(2H)-one derivative.

Procedure F: lodination of benzofuran-3(2H)-ones

A benzofuran-3(2H)-one derivative (1 equiv.) was dissolved in ethanol (30 mL/20 mmol).
lodine (0.4 equiv.) was added, followed by the dropwise addition of a solution of iodic acid in water
(0.2 equiv., 4.5 mL/mmol). The mixture was stirred at rt for 2 h, then diluted with water and stirred
for another 30 min. The resulting precipitate was filtered off, washed with saturated aqueous sodium

thiosulfate and water, then dried in the oven to afford the pure benzofuran-3(2H)-one derivative.
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Synthesis of aurones and their precursors

Synthesis of azide derivatives

Synthesis of intermediates IX and X was achieved according to the procedure previously

described in the literature.?*?

\/O\H/\ N3
O
ethyl 2-azidoacetate (IX)

In DMSO (20 mL) were dissolved ethyl iodoacetate (4.68 mmol, 0.55 mL) and sodium azide
(7.00 mmol, 556 mg). The mixture was stirred at rt overnight. The product was extracted with diethyl
ether (three times). The combined organic phases were washed with water and brine, dried over

magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. Yield: 94 % (clear oil).

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 ppm 4.26 (q, 2H, J = 7.1 Hz, OCH,), 3.86 (s, 2H, CH,), 1.31 (t, 3H, /= 7.1
Hz, CHs). 3*C NMR (100 MHz, CDCls): 6 ppm 168.3 (C00), 61.9 (OCH>), 50.4 (CH,), 14.1 (CHs).

HOW]/\N3

O
2-azidoacetic acid (X)

In DMSO (20 mL) were dissolved 2-iodoacetic acid (5.38 mmol, 1.00 g) and sodium azide (8.07
mmol, 524 mg). The mixture was stirred at rt overnight. The mixture was diluted with water and
acidified with 1 M hydrochloric acid until pH 2 was reached, then extracted with diethyl ether (three
times). The combined organic phases were washed with water and brine, dried over magnesium

sulfate, filtered and concentrated. Yield: 29 % (yellow oil).

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 ppm 3.96 (s, 2H, CH,). 3C NMR (100 MHz, CDCls): 6 ppm 169.1 (COO0),
49.6(CH,).
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Synthesis of benzofuran-3(2H)-one derivatives

Synthesis of intermediates I’, I, Il and Ill was achieved according to the procedure previously

performed at the DPM.2%8

2-chloro-1-(2,3,4-trihydroxyphenyl)ethanone (I’)

Pyrogallol (60 mmol, 7.5 g), chloroacetic acid (71 mmol, 6.74 g) and boron trifluoride diethyl
etherate (0.25 mL/mmol) were mixed together and stirred at 65 °C for 3 h. After cooling, the mixture
was diluted with distilled water and extracted with ethyl acetate (three times). The combined organic
phases were washed with water, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and concentrated
under reduce pressure. The product was analytically pure and used without further purification. Yield:

73 % (yellow powder).

m.p. 165-168 °C {lit.2°® m.p. 165-168 °C}. 'H NMR (400 MHz, CD30D): § ppm 7.30 (d, 1H, J = 8.8 Hz,
He), 6.44 (d, 1H, J = 8.8 Hz, Hs), 4.79 (s, 2H, CHz). 3C NMR (100 MHz, CD;0D): § ppm 197.3 (C1), 154.3
(Cs), 153.7 (Cy), 133.9 (C3), 123.7 (C¢), 112.7 (Cy), 109.2 (Cs), 46.2 (Cy).

OH
HO 0

0
6,7-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (I)

2-chloro-1-(2,3,4-trihydroxyphenyl)ethanone I’ (42.7 mmol, 8.65 g) was dissolved into EtOH
(100 mL). Sodium acetate (82.0 mmol, 10.5 g) was added, then the mixture was stirred at reflux for 6
h. After cooling, the product was filtered off, washed with water and dried in the oven. The product

was analytically pure and used without further purification. Yield: 91 % (yellow powder).

m.p. 231-232 °C {Iit.2*® m.p. 231-232 °C}. *H NMR (400 MHz, CDsOD): & ppm 7.06 (d, 1H, J = 8.4 Hz,
Ha), 6.61 (d, 1H, J = 8.4 Hz, Hs), 4.68 (s, 2H, H,). 3C NMR (100 MHz, CD;0D): 5 ppm 201.0 (Cs), 165.6
(Ce), 156.0 (Cs), 131.7 (C7), 116.2 (C4), 115.6 (Co), 113.1 (Cs), 77.0 (C2). HRMS (ESI+) m/z calcd for CsH704
[M+H]* 167.0338, found 167.0341.
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OH O

4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (Il)

To a solution of phloroglucinol (119 mmol, 15.0 g) in diethyl ether (250 mL) at 0 °C were added
chloroacetonitrile (119 mmol, 7.5 mL) and dried zinc chloride (11.9 mmol, 1.62 g). The mixture was
allowed to react with gaseous hydrochloric acid at 0 °C for 1 h. The resulting suspension was stirred
at 0 °C for 1.5 h, and then was allowed to react with gaseous hydrochloric acid for another 30 min.
The precipitate was filtered off, washed with diethyl ether, dried, and suspended in water (200 mL).
The mixture was refluxed for 5 h. After cooling, the crystals were filtered, washed with cold water and
dried in the oven. The product was analytically pure and used without further purification. Yield: 78

% (red solid). Rf: 0.28 (1:1 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p. 257-259 °C {lit.?*® m.p. 257-259 °C}. 'H NMR (400 MHz, ds-DMSO): & ppm 5.91 (s, 2H, Hs,7), 4.54
(s, 2H, CH,). 3C NMR (100 MHz, ds-DMSO): & ppm 193.9 (C3), 175.5 (Cs), 167.5 (Cs), 157.4 (C4), 102.6
(Co), 96.1 (Cs), 90.0 (C7), 74.8 (C,). HRMS (ESI-) m/z calcd for CgHsO4 [M-H] 165.0188, found 165.0189.

4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one (lll)

To a solution of 4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one I (2.00 g, 12.0 mmol) in 1,2-
dimethoxyethane (50 mL) were added potassium carbonate (3.70 g, 26.5 mmol) and dimethyl sulfate
(2.50 mL, 26.5 mmol), then the mixture was refluxed for 5 h. After cooling, volatile species were
concentrated, then the mixture was diluted with water (40 mL) and extracted with dichloromethane
(three times). The combined organic layers were washed with water and brine, dried over anhydrous
magnesium sulfate, filtered and concentrated. The residue was purified by column chromatography
with an eluent of 60 % ethyl acetate in cyclohexane. Yield: 97 % (orange powder). Rf =0.31 (3:2 ethyl

acetate in cyclohexane).

m.p. 136 °C {lit.2®® m.p. 135-137 °C}. *H NMR (400 MHz, CDCl3): § ppm 6.08 (d, 1H, J= 1.8 Hz, H;), 5.94
(d, 1H,J= 1.8 Hz, Hs), 4.52 (s, 2H, CH,), 3.84 (s, 3H, Mey), 3.80 (s, 3H, Meg). 3*C NMR (100 MHz, CDCls):
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& ppm 194.9 (C3), 177.1 (Cs), 169.7 (Cs), 158.8 (Ca), 104.7 (Co), 92.9 (Cs), 88.9 (C), 75.5 (C,), 56.0 (Mea),

55.9 (Mes).
\°©;‘}

0
6-(prop-2-yn-1-yloxy)benzofuran-3(2H)-one (V)

To a mixture of commercially available 6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (13.3 mmol, 2 g) and
potassium carbonate (13.3 mmol, 1.84 g) in dry DMF was added propargyl bromide (13.3 mmol, 1.16
mL). The mixture was stirred at 80°C under nitrogen for 3 h, then cooled down to rt. The mixture was
diluted with water and extracted with ethyl acetate (3 times). The combined organic phases were
dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The
residue was purified by column chromatography with a gradient of 0-25 % ethyl acetate in

cyclohexane. Yield: 51 % (yellow solid). Rf: 0.48 (1:3 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p. 109 °C. *H NMR (400 MHz, CDCls): 5 ppm 7.59 (d, 1H, J = 8.6 Hz, Ha), 6.71 (dd, 1H, J = 8.6, 2.2 Hz,
Hs), 6.66 (d, 1H, J = 2.2 Hz, H), 4.76 (d, 1H, J = 2.4 Hz, =CCH.), 4.63 (s, 2H, OCH,CO), 2.58 (t, 1H, J= 2.4
Hz, =CH).*C NMR (100 MHz, CDCls): & ppm 197.6 (Cs), 176.2 (Cs), 165.8 (Ce), 125.2 (Ca), 115.1 (C),
111.9 (Cs), 97.7 (C5), 77.2 (C-), 77.1 (ECH), 75.5 (OCH,CO), 56.2 (ECCHS).

HO o)

(0]
6-hydroxy-7-iodobenzofuran-3(2H)-one (XI)

The crude product was prepared according to the procedure F from commercially available 6-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one on a 100 mg scale. The product was analytically pure and used without

further purification. Yield: 83 % (cream solid). Rf: 0.32(1:3 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p. 174-176 °C. *H NMR (400 MHz, ds-DMSO): 6 ppm 7.44 (d, 1H, J = 8.4 Hz, Hs), 6.68 (d, 1H, J = 8.4
Hz, Hs), 4.82 (s, 2H, CH,). *C NMR (100 MHz, ds-DMSO): § ppm 197.0 (Cs), 175.1 (Ce), 165.8 (Cs), 124.4
(C4), 113.7 (Co), 110.5 (Cs), 75.9 (Cy), 67.2 (C2). HRMS (ESI-) m/z calcd for CgHalO3 [M-H]™ 274.9205,
found 274.9214.
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oH O
4,6-dihydroxy-7-iodobenzofuran-3(2H)-one (XII)

The crude product was prepared according to the procedure F from 4,6-dihydroxybenzofuran-
3(2H)-one Il on a 100 mg scale. The product was analytically pure and used without further

purification. Yield: 60 % (red solid). Rf: 0.25 (1:1 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p. 166-168 °C. *H NMR (400 MHz, ds-DMSO): 6 ppm 6.15 (s, 1H, Hs), 4.67 (s, 2H, CH2). 3C NMR
(100 MHz, ds-DMSO): & ppm 194.1 (Cs), 174.7 (Cs), 165.9 (Cs), 157.4 (Ca), 103.9 (Co), 96.0 (Cs), 75.4
(C2), 54.6 (C7). HRMS (ESI-) m/z calcd for CsHalO4 [M-H]" 290.9154, found 290.9160.

7-iodo-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one (XIIl)

The crude product was prepared according to the procedure F from 4,6-
dimethoxybenzofuran-3(2H)-one lll on a 100 mg scale. The product was analytically pure and used

without further purification. Yield: 95 % (cream solid). Rf: 0.20 (1:1 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p. 140-142 °C. *H NMR (400 MHz, CDCl): 6 ppm 6.06 (s, 1H, Hs), 4.67 (s, 2H, CHa), 3.98 (s, 3H, Meu),
3.97 (s, 3H, Meg). 3C NMR (125 MHz, CDCls): 6 ppm 195.0 (Cs), 174.8 (Cs), 167.2 (Cs), 159.8 (C4), 105.8
(Cs), 89.0 (Cs), 75.8 (C2), 57.3 (C5), 57.1 (Mes), 56.3 (Mes). HRMS (ESI+) m/z calcd for CioHiolO4 [M+H]*
320.9624, found 320.9620.
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Synthesis of benzaldehyde derivatives

Ao
070 YT
o)
(@)
N J
0
3,4,5-triacetoxybenzaldehyde (IV)

Commercially available 3,4,5-trihydroxybenzaldehyde (0.32 mmol, 100 mg) was dissolved into
acetic anhydride (1 mL) in an ice-bath, then triethylamine (3.90 mmol, 0.55 mL) was added. The
mixture was stirred at rt for 2 h. Ethanol (0.5 mL) was added at 0 °C, then the mixture was diluted with
water and extracted with ethyl acetate (3 times). The combined organic phases were washed with an
aqueous solution of saturated sodium bicarbonate, water and brine, dried over anhydrous magnesium
sulfate, filtered and concentrated. The residue was purified by column chromatography with a
gradient of 10-25 % ethyl acetate in cyclohexane. Yield: 80 % (clear oil). Rf: 0.21 (1:3 ethyl acetate in

cyclohexane).

'H NMR (400 MHz, CDCI3): 6 ppm 9.90 (s, 1H, CHO), 7.64 (s, 2H, Has), 2.30 (s, 3H, Mey), 2.29 (s, 6H,
Mez 5). 13C NMR (100 MHz, CDCI3): 6 ppm 189.3 (CHO), 167.5 (COO35), 166.3 (COOy), 144.2 (C3,5),
139.6 (Cs), 134.0 (Cv), 121.7 (C2,¢), 20.6 (COOMeys), 20.1 (COOMey).

o
oM

4-(prop-2-yn-1-yloxy)benzaldehyde (VI)

Commercially available 4-hydroxybenzaldehyde (4.09 mmol, 500 mg) was dissolved into
acetone (50 mL). Potassium carbonate (16.4 mmol, 2.27 g) and propargyl bromide (16.4 mmol, 1.78
mL) were added to the mixture which was then heated to reflux. The heterogeneous mixture was
stirred for 4 h, then cooled to rt. The mixture was diluted with water and extracted with
dichloromethane (3 times). The combined organic phases were dried over anhydrous magnesium
sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. Yield: 100 % (pale yellow solid). Rf: 0.66

(1:3 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p. 77 °C {Iit.2%° m.p. 77-79 °C}. *H NMR (400 MHz, CDCls): 6 ppm 9.90 (s, 1H, CHO), 7.86 (d, 2H, J =
8.8 Hz, Hy.s), 7.09 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Hy ), 4.78 (d, J = 2.4 Hz, 2H, CH,), 2.56 (t, J = 2.4 Hz, 1H, =CH). 3C
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NMR (100 MHz, CDCls): 6 ppm 190.7 (CHO), 162.4 (Cs), 131.9 (Cz¢), 130.6 (Cr), 115.2 (C35), 77.5 (-
C=), 76.3 (=CH), 55.9 (CH,). MS (apci+) m/z (%) 161.1 (100) [M+H]".

o F
OVCEOH

3-hydroxy-4-(prop-2-yn-1-yloxy)benzaldehyde (VII)

Commercially available 3,4-dihydroxybenzaldéhyde (0.72 mmol, 100 mg) was dissolved into
anhydrous DMF (45 mL). Sodium hydrogencarbonate (1.09 mmol, 91.2 mg), sodium iodide (0.22
mmol, 32.6 mg) and propargyl bromide (1.45 mmol, 0.16 mL) were added to the mixture which was
stirred at 40 °C for 1 day and concentrated. The mixture was diluted with water and acidified with 1
M HCl until pH 3 was reached, then extracted with ethyl acetate (three times). The combined organic
phases were washed with water and brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and
concentrated. The residue was purified by column chromatography with a gradient of 10-25 % ethyl

acetate in cyclohexane. Yield: 44 % (clear oil). Rf: 0.47 (1:1 ethyl acetate in cyclohexane).

IH NMR (400 MHz, CD;0D): & ppm 9.77 (s, 1H, CHO), 7.40 (dd, 1H, J = 8.2, 2.0 Hz, Hg), 7.30 (d, 1H, J =
2.0 Hz, Hy), 7.19 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Hs), 4,90 (2, 2H, J = 2,4 Hz, CH,), 3.04 (t, 1H, J = 2,4 Hz, =CH). 3C
NMR (100 MHz, CD;0D): & ppm 191.7 (CHO), 151.1 (Cx), 147.2 (Cx), 130.9 (Cr), 123.9 (Cg), 114.0 (C2),
112.7(Cs), 77.5 (=CH), 76.3 (-C=), 55.9 (CH,). MS (ESI-) m/z (%) 174.7 (100) [M-H]".

NS

Ox

4-formyl-N-(prop-2-yn-1-yl)benzamide (VIII)

Commercially available 4-formylbenzoic acid (3.330 mmol, 500 mg) and TBTU (6.66 mmaol,
2.14 g) were dissolved into anhydrous DMF (10 mL) under nitrogen. DIEA (16.7 mmol, 2.90 mL) and
propargylamine (16.7 mmol, 0.43 mL) were added to the mixture which was stirred at rt under
nitrogen overnight. The mixture was diluted with water and acidified with 1 M HCI until pH 3 was
reached, then extracted with ethyl acetate (three times). The combined organic phases were washed
with an aqueous solution of saturated sodium bicarbonate, water and brine, dried over anhydrous

magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by
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column chromatography with a gradient of 25-50 % ethyl acetate in cyclohexane. Yield: 68 % (white

solid). Rf: 0.48 (1:1 ethyl acetate in cyclohexane).

H NMR (400 MHz, CDCI3): 56 ppm1 0.08 (s, 1H, CHO), 7.99-7.92 (m, 4H, Hy35.¢), 6.40-6.31 (m, 1H,
NH), 4.28 (dd, 2H, J =5.6, 2.6 Hz, CH,), 2.30 (t, 1H, J = 2.6 Hz, =CH). '3C NMR (100 MHz, CDCI3): & ppm
191.4 (CHO), 165.9 (CONH), 138.8 (Cy), 138.4 (C), 129.9 (Cx¢), 127.7 (Cx5), 79.0 (-C=), 72.3 (=CH),
30.0 (CH,).

Synthesis of aurones derivatives via basic or acidic-mediated aldolic condensation

Synthesis of aurones 1d, 1e, 1f, 10, 3b and 3c was achieved according to the procedure

previously performed at the DPM (unpublished except for 3b).2%®

(2)-4,6-dimethoxy-2-(4-(piperidin-1-yl)benzylidene)benzofuran-3(2H)-one (1d)

The crude product was prepared according to the procedure A from 4,6-
dimethoxybenzofuran-3(2H)-one lll and commercially available 4-(piperidin-1-yl)benzaldehyde on a
100 mg scale.The crude residue was purified by column chromatography with a gradient of 5-40 %

ethyl acetate in cyclohexane. Yield: 48 % (orange solid). Rf: 0.31 (2:3 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p.>250 °C (decomposition). 'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 ppm 7.76 (d, 2H, J = 8.9 Hz, Hy¢), 6.91 (d,
2H, J=8.9 Hz, Hy5), 6.75 (s, 1H, H10), 6,37 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H;), 6,11 (d, 1H, J = 1,8 Hz, Hs), 3.94 (s, 3H,
Mea), 3.90 (s, 3H, Meg), 3.34-3.29 (m, 4H, NCH,), 1.74-1.59 (m, 6H, NCH»-3CH>-CHN). *C NMR (100
MHz, CDCl3): 6§ ppm 180.7 (Cs), 168.7 (Cs), 168.5 (Cs), 159.4 (Cs), 152.2 (C4), 146.4 (C,), 133.0 (Cr6),
122.3(Cy), 115.0(Cz,5), 112.3 (C10), 106.0 (Co), 93.9 (Cs), 89.3 (C7), 56.3 (Mea), 56.2 (Mes), 49.2 (2CH3N),
25.6 (2CH,CH;N), 24.5 (CH2CH,CH,N). HRMS (ESI+) m/z calcd for Cy2H24NO4 [M+H]* 366.1700, found
366.1701.
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(2)-4,6-dimethoxy-2-(4-(thiophen-2-yl)benzylidene)benzofuran-3(2H)-one (1e)

4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one Il (0.52 mmol, 100 mg) was taken up into MeOH (8 mL).
Potassium hydroxide 50 % (8 mL) and commercially available 4-(thiophen-2-yl)benzaldehyde (0.77
mmol, 145 mg) were added to the mixture which was stirred at reflux for 7 h, then cooled to rt, filtered
off and washed with cold methanol. Yield: 74 % (orange solid). Rf = 0.29 (1:1 ethyl acetate in

cyclohexane).

m.p. 190 °C. 'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 ppm 7.89 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Ha), 7.69 (d, 2H, J = 8.4 Hz,
Hs,s), 7.40 (d, 1H, J = 3.6 Hz, SCH), 7.34 (d, 1H, J = 5.0 Hz, SCCH), 7.12 (dd, 1H, J = 5.0, 3.6 Hz, SCHCH),
6.79 (s, 1H, Huo), 6.42 (d ,1H, J = 1.7 Hz, Hs), 6.16 (d ,1H, J = 1.7 Hz, H5), 3.98 (s, 3H, Me), 3.94 (s, 3H,
Mes). 3C NMR (100 MHz, CDCls): & ppm 180.8 (Cs), 169.2 (Css), 159.7 (Ca), 148.1 (C), 143.9 (SCCH),
135.3 (Cs), 131.9 (Cy), 131.9 (Cx¢), 128.5 (SCH), 126.2 (Cz,5), 125.8 (SCHCH), 124.0 (SCCH), 110.5 (C10),
105.5 (Cs), 94.3 (Cs), 89.5 (C7), 56.5 (Mes), 56.4 (Meg). HRMS (ESI+) m/z calcd for Ca1H1704S [M+H]*
365.0842, found 365.0843.

(2)-4-((4,6-dihydroxy-3-oxobenzofuran-2(3H)-ylidene)methyl)benzene-1,3-disulfonic acid
(1)

4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one Il (0.66 mmol, 110 mg) was taken up into EtOH (1 mL).
Potassium hydroxide 50% (4 mL) and 4-formylbenzene-1,3-disulfonic acid (1.50 mmol, 450 mg) were
added to the mixture which was stirred at 60 °C until complete disappearance of the starting material,
then concentrated under reduced pressure. The residue was diluted with water and acidified by 1 M

HCl until pH 2 was reached. The mixture was extracted with ethyl acetate (three times). The combined
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organic phases were washed with water, dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated
under reduced pressure. The residue was purified by column chromatography with a gradient of 25-

50 % MeOH in DCM. Yield: 61 % (yellow solid). Rf: 0.29 (1:1 MeOH in DCM).

m.p.>300 °C (decomposition). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & ppm 8.15 (d, 1H, J = 2.0 Hz, Hs), 8.08
(d, 1H, J = 7.6 Hz, He), 7,72 (s, 1H, H1o), 7.61 (dd, 1H, J = 7.6, 2.0 Hz, Hs), 6.21 (s, 1H, H-), 6.07 (s, 1H,
Hs). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): & ppm 179.3 (Cs), 167.8 (Cs), 167.4 (Cs), 158.4 (Cs), 147.5 (Cy),
147.1 (C,), 146.9 (Cy), 130.4 (Cg), 129.5 (Cx), 125.9 (Cs), 124.8 (Cs), 106.9 (C1o), 102.6 (Cs), 97.7 (Cs),
90.6 (C7). HRMS (ESI-) m/z calcd for CisH9010S2 [M-H] 412.9643, found 412.9646.

(2)-2-(2,4-dihydroxybenzylidene)-7-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (10)

The crude product was prepared from its methoxy analogue according to the procedure E on
a 100 mg scale.The crude residue was purified by column chromatography with an eluent of 50 %

ethyl acetate in cyclohexane. Yield: 38 % (orange solid). Rf =0.27 (1:1 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p.>265 °C (decomposition). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 5 ppm 8.14 (d, 1H, J = 8.8 Hz, He), 7.20
(s, 1H, Hao), 7.19 (dd, 1H, J= 7.7, 1.2 Hz, He), 7.17 (dd, 1H, J = 7.7, 1.2 Hz, Ha), 7.08 (dd, 1H, J= 7.7, 7.7
Hz, Hs), 6.43 (dd, 1H, J = 8.8, 2.4 Hz, Hs), 6.39 (d, 1H, J = 2.4 Hz, Hz). *C NMR (100 MHz, DMSO-ds): &
ppm 183.7 (Cs), 161.9 (Cs), 160.0 (C2), 153.9 (C7), 144.6 (C2), 143.9 (Cs), 133.5 (Cy), 124.4 (Cs), 123.5
(Cs), 122.8 (Ce), 114.1 (C4), 111.0 (Cg), 108.9 (Cs), 108.3 (C10), 102.6 (Cz). HRMS (ESI+) m/z calcd for
C15H1105 [M+H]* 271.0601, found 271.0603.

(2)-2-(3,5-dihydroxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (3a)
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Commercially available benzofuran-3(2H)-one (0.75 mmol, 100 mg) and 3,5-
dihydroxybenzaldehyde (0.92 mmol, 127 mg) were mixed in ethanol (5 mL). 12 M HCI (0.5 mL) was
added, then the mixture was stirred at 75 °C for 5 h. The mixture was cooled down to rt then filtered
and concentrated under reduced pressure. The mixture was diluted with water and extracted with
ethyl acetate (three times). The combined organic phases were washed with water and brine, dried
over anhydrous magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude
residue was purified by column chromatography with a gradient of 25-50 % ethyl acetate in

cyclohexane. Yield: 17 % (gold-brown solid). Rf: 0.51 (1:1 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p.>190 °C (decomposition). *H NMR (400 MHz, CD30D): § ppm 7.73 (td, 1H, J= 7.8, 1.0 Hz, H¢), 7.70
(dd, 1H,/=7.8, 1.0 Hz, H4), 7.36 (d, 1H, J= 7.8 Hz, H;), 7.25 (t, 1H, J= 7.8 Hz, Hs), 6.91 (d, 2H, J=2.2 Hz,
Hz ), 6.70 (s, 1H, Hio), 6.36 (t, 1H, J = 2.2 Hz, Hy). 3C NMR (100 MHz, CD;0D): § ppm 186.3 (Cs), 167.5
(Cs), 159.9 (C3,5), 149.0 (Cy), 138.7 (Cy), 134.9 (Ce), 125.3 (Ca), 124.9 (Cs), 122.5 (Co), 114.9 (Cy), 114.0
(Ca0), 111.1 (Cr6), 106.0 (C#). HRMS (ESI-) m/z calcd for C1sHsO4 [M-H]™ 253.0501, found 253.0511.

(2)-2-benzylidene-6,7-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (3b)

The crude product was prepared according to the procedure D from 6,7-dihydroxybenzofuran-
3(2H)-one | and benzaldehyde on a 100 mg scale.The crude residue was purified by column
chromatography with a gradient of 25-50 % ethyl acetate in cyclohexane. The product was finally

recrystallized in acetonitrile. Yield: 63 % (yellow solid). Rf: 0.34 (1:1 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p. 201-202 °C. 'H NMR (500 MHz, ds-DMSO): 5 ppm 8.04 (dd, 2H, J = 7.3, 1.2 Hz, Hx), 7.50 (dd,
2H,J=7.3,7.3 Hz, Hy,5), 7.43 (dd, 1H, J = 7.3, 1.2 Hz, Hs), 7.15 (d, 1H, J = 8.3 Hz, Ha), 6.77 (s, 1H, H1o),
6.74 (d, 1H, J = 8.3 Hz, Hs). 3C NMR (125 MHz, ds-DMSO): & ppm 182.2 (Cs), 155.2 (Cs), 154.9 (Cs),
147.5 (Cy), 132.1 (Cy), 131.2 (C,¢), 130.0 (C7), 129.5 (Cs), 128.9 (Cx,5), 115.6 (Cs), 113.9 (Co), 112.8
(Cs), 110.1 (C10). HRMS (ESI+) m/z calcd for CysH1104 [M+H]* 255.0652, found 255.0656.
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(Z2)-2-(2,4-dihydroxybenzylidene)-6,7-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (3c)
The crude product was prepared according to procedure D from 6,7-dihydroxybenzofuran-
3(2H)-one | and 2,4-dihydroxybenzaldehyde on a 100 mg scale. The crude residue was purified by
column chromatography with an eluent of 66 % ethyl acetate in cyclohexane. Yield: 68 % (red powder).

Rf = 0.31 (ethyl acetate).

m.p. 275-276 °C. *H NMR (500 MHz, DMSO-d;): 6 ppm 8.15 (d, 1H, J = 7.4 Hz, Hg), 7.09 (d, 1H, J = 8.2
Hz, Hs), 7.05 (s, 1H, Hio), 6.71 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Hs), 6.40 (dd, 1H, J = 7.4, 2.3 Hz, Hy), 6.40 (d, 1H, J =
2.3 Hz, Hy). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6 ppm 182.3 (Cs), 161.2 (C#), 159.5 (C»), 155.1 (Cs), 154.3
(Ce), 145.7 (C3), 133.3 (Cy), 130.5 (Cy), 115.5 (C4), 115.2 (Co), 112.9 (Cs), 111.1 (Ce), 108.6 (Cs), 106.2
(C10), 102.6 (C3). HRMS (ESI+) m/z calcd for C1sH1106 [M+H]* 287.0550, found 287.0553.

(2)-2-benzylidene-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (3d)

The crude product was prepared according to the procedure B from 4,6-dihydroxybenzofuran-
3(2H)-one Il and benzaldehyde on a 100 mg scale.The crude residue was purified by column
chromatography with a gradient of 25-50 % ethyl acetate in cyclohexane. Yield: 82 % (orange solid).

Rf: 0.24 (1:1 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p.>250 °C (decomposition). *H NMR (400 MHz, CDs0OD): & ppm 7.80 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Hy¢), 7.37
(dd, 2H,J=7.5,7.2 Hz, Hys), 7.31 (t, 1H, J = 7.2 Hz, Ha), 6.59 (s, 1H, Hio), 6.18 (s, 1H, H5), 6.03 (s, 1H,
Hs). 3C NMR (125 MHz, CD;0D): § ppm 182.7 (Cs), 170.0 (Cs), 169.7 (Cs), 160.1 (C4), 149.6 (C,), 133.9
(C#), 132.0 (C3,5), 130.4 (Cy), 129.8 (C/¢), 111.1 (C10), 104.4 (Cs), 98.8(Cs), 91.9 (C7). HRMS (ESI+) m/z
calcd for C1sH1104[M+H]* 255.0657, found 255.0662.
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(2)-4,6-dihydroxy-2-(4-hydroxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (3e)

The crude product was prepared according to the procedure B from 4,6-dihydroxybenzofuran-
3(2H)-one Il and 4-hydroxybenzaldehhyde on a 100 mg scale.The crude residue was purified by
column chromatography with a gradient of 25-50 % ethyl acetate in cyclohexane. Yield: 29 % (yellow

powder). Rf = 0.37 (ethyl acetate).

m.p.>280 °C (decomposition). 'H NMR (400 MHz, de-DMSO): 6 ppm 7.74 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Hy¢), 6.85
(d, 2H, J = 8.8 Hz, Hx5), 6. 53 (s, 1H, H1o), 6.18 (d, 1H, J = 1.8 Hz, H-), 6.05 (d, 1H, J = 1.8 Hz, Hs). 3C
NMR (125 MHz, ds-DMSO): & ppm 179.4 (Cs), 168.0 (Cs), 167.5 (Ce), 159.2 (C#), 158.6 (Ca), 146.4 (Ca),
133.1(Cy¢), 123.7 (Cy), 116.4 (C3,5), 109.4 (C10), 103.2 (Cs), 98.0 (Cs), 90.8 (C7). HRMS (ESI+) m/z calcd
for C1sH1105 [M+H]* 271.0606, found 271.0607.

(2)-2-(3,5-dihydroxybenzylidene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (3f)

The crude product was prepared according to the procedure B from 4,6-dihydroxybenzofuran-
3(2H)-one Il and 3,5-dihydroxybenzaldehyde on a 100 mg scale.The crude residue was purified by
column chromatography with an eluent of 5% MeOH in cyclohexane. Yield: 6 % (yellow solid). Rf: 0.24
(1:4 MeOH in DCM).

m.p.>240 °C (decomposition). *H NMR (500 MHz, ds-DMSO): & ppm 6.75 (d, 2H, J= 2.1 Hz, Hy¢), 6.36
(s, 1H, Ho), 6.26 (t, 1H, J = 2.1 Hz, Hs), 6.16 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hy), 6.03 (s, 1H, J = 1.7 Hz, Hs). *C NMR
(125 MHz, ds-DMSO): 6 ppm 179.5 (Cs), 168.2 (Cs), 167.8 (Cs), 158.9 (C3,57), 158.8 (C4), 147.9 (C2), 134.0
(Cr), 109.3 (Cy¢), 109.2 (Cio), 104.4 (Cs), 102.9 (Cq), 98.2 (Cs), 90.8 (C7). HRMS (ESI-) m/z calcd for
C1sHoO6 [M-H] 285.0399, found 285.0403.
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Synthesis of hydrophobic aurones derivatives via neutral alumina-mediated condensation

Synthesis of aurones 3g’, 3h’, 3I', 3m’ and 3n’ was achieved according to the procedure

previously performed at the DPM (unpublished for 3, 3m’ and 3n’).27°

(2)-2-(2,4-dimethoxybenzylidene)-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one (3g’)

The crude product was prepared according to the procedure C from 4,6-
dimethoxybenzofuran-3(2H)-one lll and 2,4-dimethoxybenzaldehyde on a 100 mg scale. The product
was analytically pure and used without further purification. Yield: 91 % (yellow powder). Rf = 0.53

(ethyl acetate).

m.p. 212 °C {lit. m.p.'*® 213-214 °C}. *H NMR (400MHz, CDCls): 6 ppm 8.19 (d, 1H, J = 8.8 Hz, Hg), 7.27
(s, 1H, Hio), 8.57 (dd, 1H, J = 8.8, 2.4 Hz, Hs), 6.45 (d, 1H, J = 2.4 Hz, H»), 6.36 (d, 1H, J = 1.8 Hz, H;),
6.11(d, 1H,J = 1.8 Hz, Hs), 3.94 (s, 3H, Mes), 3.90 (s, 3H, Meg), 3.87 (s, 3H, Me>), 3.86 (s, 3H, Mex). 1*C
NMR (125 MHz, CDClz): & ppm 180.5 (C3), 168.6 (Cs), 168.4 (Cs), 162.2 (Cx), 160.1 (Cy), 159.2 (Ca),
146.8 (Cy), 132.8 (C¢), 114.7 (Cy), 105.7 (Cq), 105.5 (Cs), 105.3 (C10), 97.9 (Cx), 93.8 (Cs), 89.0 (C5), 56.1
(Mey), 56.0 (Meg), 55.5 (Me2), 55.4 (Mey).

(2)-2-(3,4-dimethoxybenzylidene)-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one (3h’)

The crude product was prepared according to the procedure C from 4,6-
dimethoxybenzofuran-3(2H)-one lll and 3,4-dimethoxybenzaldehyde on a 100 mg scale. The product
was analytically pure and used without further purification. Yield: 80 % (yellow powder). Rf = 0.52

(ethyl acetate).
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m.p. 170 °C {lit.*** m.p. 173-174 °C}. *H NMR (500MHz, CDCls): 6 ppm 7.46 (d, 1H,J = 1.9 Hz, Hy), 7.44
(dd, 1H, J = 8.3, 1.9 Hz, Hg), 6.92 (d, 1H, J = 8.3 Hz, Hs), 6.74 (s, 1H, H1o), 7.27 (s, 1H, Hio), 6.35 (d, 1H,
J=1.8Hz, H;), 6.13 (d, 1H, J = 1.8 Hz, Hs), 3.96 (s, 3H, Mesz'), 3.95 (s, 3H, Meas), 3.93 (s, 3H, Mey), 3.91
(s, 3H, Meg). *C NMR (125 MHz, CDCls): § ppm 180.5 (Cs), 168.7 (Cs), 168.7 (Cs), 159.3 (C4), 150.3 (Cs),
148.9 (Cs3), 146.8 (Cy), 125.5 (Cy), 125.2 (Ce), 113.5 (C), 111.2 (Cyo), 111.1 (Cs), 105.4 (Cq), 93.9 (Cs),
89.1 (C7), 56.2 (Megz), 56.1 (Meg), 55.9 (Mey), 55.9 (Mey).

(2)-4,6-dimethoxy-2-(3,4,5-trimethoxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (3i’)

The crude product was prepared according to the procedure C from 4,6-
dimethoxybenzofuran-3(2H)-one Il and 3,4,5-trimethoxybenzaldehyde on a 100 mg scale. The
product was analytically pure and used without further purification. Yield: 92 % (pale yellow powder).

Rf =0.11 (1:1 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p. 215 °C. *H NMR (400 MHz, CDCls): & ppm 7.12 (s, 2H, Ha.¢), 6.69 (s, 1H, Hio), 6.34 (d, 1H, J = 1.8
Hz, Hy), 6.14 (d, 1H, J = 1.8 Hz, Hs), 3.96 (s, 3H, Mea), 3.93 (s, 6H, Mes,5), 3.92 (s, 3H, Mes), 3.90 (s, 3H,
Mes). 3C NMR (125 MHz, CDCls): 6 ppm 180.5 (Cs), 168.9 (Cs), 168.8 (Cs), 159.4 (Ca), 153.2 (Cx,5),
147.3 (C,), 139.5 (Cx), 128.1 (Cy), 111.0 (C10), 108.5 (Cz), 105.3 (Cs), 94.0 (Cs), 89.2 (C5), 61.0 (Mes’),
56.2 (Mes), 56.2 (Mes5), 56.1 (Mea).

(2)-4,6-dimethoxy-2-(2,4,6-trimethoxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (3j’)
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The crude product was prepared according to the procedure C from 4,6-
dimethoxybenzofuran-3(2H)-one Il and 2,4,6-trimethoxybenzaldehyde on a 100 mg scale. The
product was analytically pure and used without further purification. Yield: 49 % (yellow powder). Rf =

0.17 (1:1 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p. 176 °C. *H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 ppm 6.94 (s, 1H, Hio), 6.22 (d, 1H, J = 1.8 Hz, H7), 6.16 (d, 2H,
J=8.9 Hz, Hy), 6.08 (d, 1H, J = 1.8 Hz, Hs), 3.93 (s, 3H, Mes), 3.86 (s, 3H, Mes), 3.85 (s, 9H, Mey 4.¢).
13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 ppm 180.4 (Cs), 168.8 (Cs), 168.5 (Cs), 162.6 (C), 159.8 (C2.¢), 159.3 (Ca),
147.8 (Cy), 105.8 (Cs), 104.0 (Cyo), 103.5 (Cy), 93.3 (Cs), 90.7 (Cz5), 88.8 (C7), 56.1 (Meu), 55.9 (Mes),
55.8 (Mezg), 55.4 (Mey).

(2)-4,6-dimethoxy-2-(2,3,4-trimethoxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (3k’)

The crude product was prepared according to the procedure C from 4,6-
dimethoxybenzofuran-3(2H)-one Il and 2,3,4-trimethoxybenzaldehyde on a 100 mg scale. The
product was analytically pure and used without further purification. Yield: 55 % (yellow powder). Rf

=0.14 (1:1 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p. 171 °C. *H NMR (400 MHz, CDCl3): 5 ppm 8.14 (d, 1H, J = 8.9 Hz, He), 7.15 (s, 1H, Huo),
6.76 (d, 1H, J = 8.9 Hz, Hs), 6.36 (d, 1H, J = 1.8 Hz, H5), 6.13 (d, 1H, J = 1.8 Hz, Hs), 3.95 (s, 6H, Mes ),
3.92 (s, 3H, Mey), 3.90 (s, 3H, Meg), 3.88 (s, 3H, Mez). 3C NMR (125 MHz, CDCls): 6 ppm 180.5 (Cs),
168.7 (Cs), 168.6 (Cs), 159.4 (Ca), 154.9 (Cx), 153.7 (C), 147.5 (C,), 142.2 (C), 126.7 (Ce), 119.7 (Cy),
107.5(Cs), 105.6 (Co), 105.1 (C10), 93.8 (Cs), 89.1 (C7), 61.8 (Me2), 60.9 (Mez), 56.2 (Mes), 56.0 (Meg +').
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(2)-7-methoxy-2-(2,3,4-trimethoxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (3I’)

The crude product was prepared according to the procedure C from commercially available 7-
methoxybenzofuran-3(2H)-one and 2,3,4-trimethoxybenzaldehyde on a 100 mg scale. The product
was analytically pure and used without further purification. Yield: 74 % (yellow powder). Rf =0.21 (1:3

ethyl acetate in cyclohexane).

m.p. 150 °C. *H NMR (400 MHz, CDCls): 6 ppm 8.14 (d, 1H, J = 9.0 Hz, He), 7.39 (dd, 1H, J=6.7, 2.1 Hz,
Ha), 7.34 (s, 1H, H1o), 7.15 (dd, 1H, J = 8.0, 2.1 Hz, He), 7.12 (dd, 1H, J = 8.0, 6.7 Hz, Hs), 6.84 (d, 1H, J =
9.0 Hz, Hs), 4.02 (s, 3H, Mey), 3.97 (s, 3H, Mey), 3.93 (s, 3H, Mes), 3.89 (s, 3H, Mes). 3*C NMR (125
MHz, CDCls): 6 ppm 184.5 (Cs), 155.6 (Cs), 155.4 (Cs), 154.1 (C), 146.5 (C,), 145.9 (C7), 142.1 (C3),
127.5 (Ce), 123.6 (Cs), 123.4 (Co), 119.4 (C¢), 118.2 (Cy'), 115.8 (Ca), 108.0 (C10), 107.9 (Cx), 61.9 (Mey),
60.9 (Mey), 56.3 (Mey), 56.0 (Mey).

(2)-7-methoxy-2-(3,4,5-trimethoxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (3m’)

The crude product was prepared according to the procedure C from commercially available 7-
methoxybenzofuran-3(2H)-one and 3,4,5-trimethoxybenzaldehyde on a 100 mg scale. The product
was analytically pure and used without further purification. Yield: 79 % (yellow powder). Rf =0.50 (1:1

ethyl acetate in cyclohexane).

m.p. 160 °C.*H NMR (400 MHz, CDCls): 6 ppm 7.39 (dd, 1H, J=7.0, 1.9 Hz, Hi), 7.25 (s, 2H, Hx¢), 7.17
(dd, 1H, J=7.9, 1.9 Hz, He), 7.14 (dd, 1H, J= 7.9, 7.0 Hz, Hs), 6.85 (s, 1H, H10), 4.01 (s, 3H, Me>), 3.95 (s,
6H, Mes ), 3.92 (s, 3H, Mes). 3C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 ppm 184.6 (Cs), 155.7 (Cs), 153.3 (Cz'5),
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146.4 (Cy), 145.9 (C5), 140.0 (Cs), 127.7 (Cv), 123.9 (Cs), 123.1 (Cs), 118.8 (Cs), 115.9 (Ci0), 113.7 (Ca),
108.9 (Cz¢), 61.0 (Mes), 56.5 (Mey), 56.1 (Mess).

(2)-2-benzylidene-7-methoxybenzofuran-3(2H)-one (3n’)

The crude product was prepared according to the procedure C from commercially available 7-
methoxybenzofuran-3(2H)-one and benzaldehyde on a 100 mg scale. The product was analytically
pure and used without further purification. Yield: 65 % (yellow powder). Rf = 0.66 (1:1 ethyl acetate

in cyclohexane).

m.p. 168 °C. 'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 ppm 7.96 (ddd, 2H, J = 7.1, 1.6, 1.3 Hz, Hz.¢), 7.44-7.49 (m,
2H, Hys), 7.41 (dt, 1H, J = 7.1, 1.3 Hz, Hy), 7.39 (dd, 1H, J = 7.1, 1.6 Hz, Ha), 7.18 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz,
He), 7.14 (dd, J = 8.0, 7.1 Hz, Hs), 6.92 (s, 1H, Hio), 4.04 (s, 3H, Me;). 3C NMR (100 MHz, CDCls): 5 ppm
184.9 (Cs), 155.9 (Cs), 146.8 (Cy), 146.0 (C;), 132.2 (Cx), 131.7 (Cz,5), 129.9 (Cy), 128.9 (Cx¢), 123.9
(Cs), 123.0 (Co), 118.8 (Cs), 115.9 (C1o), 113.6 (Ca), 56.4 (Mey).

Synthesis of aurones derivatives by deprotection of hydrophobic aurones

Synthesis of aurones 3g, 3h, 31 and 3m was achieved according to the procedure previously

performed at the DPM (unpublished for 3l and 3m).2”°

(2)-2-(2,4-dihydroxybenzylidene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (3g)

The crude product was prepared from its methoxy analogue 3g’ according to the procedure E
on a 100 mg scale.The crude residue was purified by column chromatography with a gradient of 0-10

% methanol in dichloromethane. Yield: 63 % (brown solid). Rf = 0.23 (1:9 MeOH in DCM).

m.p.>270 °C (decomposition) {lit.**®* m.p.>270 °C (decomposition)}. *H NMR (400 MHz, ds-DMSO): &
ppm 7.88 (d, 1H, J = 8.5 Hz, Hg), 6.87 (s, 1H, Hio), 6.39 (d, 1H, J = 2.3 Hz, Hy), 6.36 (dd, 1H, /= 8.5, 2.3
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Hz, Hs), 6.17 (d, 1H, J = 1.7 Hz, H;), 6.04 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hs). *C NMR (125 MHz, d.-DMSO0): 6 ppm
179.5 (Gs), 167.7 (Cs), 167.1 (Ce), 160.7 (Cs), 159.0 (Cy), 158.4 (C4), 145.8 (C,), 132.4 (Cg), 111.2 (Cy),
108.5 (Cs), 104.0 (Cyo), 103.4 (Ce), 102.7 (C3), 97.9 (Cs), 90.8 (C7). MS (ESI+) m/z 287 (M+H)*, 309
(M+Na)*. Anal. Calcd for C15H100¢:1.1H,0: C, 58.86, H, 3.99, found: C, 58.78, H, 3.98.

(2)-2-(3,4-dihydroxybenzylidene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (3h)

The crude product was prepared from its methoxy analogue 3h’ according to the procedure E
on a 100 mg scale.The crude residue was purified by column chromatography with a gradient of 0-10

% methanol in dichloromethane. Yield: 65 % (orange solid). Rf = 0.29 (1:9 MeOH in DCM).

m.p.>260 °C (decomposition) {lit.**®* m.p.>260 °C (decomposition)}. *H NMR (400 MHz, ds-DMSO): &
ppm 7.39 (d, 1H, J = 1.9 Hz, H), 7.17 (dd, 1H, J = 8.3, 1.9 Hz, He), 6.82 (d, 1H, J = 8.3 Hz, Hs), 6.44 (s,
1H, Ho), 6.17 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hy), 6.06 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hs). 3C NMR (125 MHz, ds-DMSO): & ppm
179.4 (Cs), 167.9 (Cs), 167.4 (Ce), 158.6 (Ca), 147.8 (Cx), 146.3 (C2), 145.8 (Cx), 124.3 (Cg), 124.1 (Cy),
118.0 (Cy), 116.4 (Cs), 110.0 (Cio), 103.3 (Cq), 98.0 (Cs), 90.7 (C7). MS (ESI+) m/z 287 (M+H)*, 309
(M+Na)*. Anal. Calcd for C15H100¢:1.3H,0: C, 57.57, H, 4.05, found: C, 57.12, H, 3.81.

(2)-4,6-dihydroxy-2-(3,4,5-trihydroxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (3i)

The crude product was prepared from its methoxy analogue 3i’ according to the procedure E
on a 100 mg scale.The crude residue was purified by column chromatography with a gradient of 0-20

% methanol in dichloromethane. Yield: 66 % (brown solid). Rf = 0.54 (2:8 MeOH in DCM).
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m.p.>250 °C (decomposition). *H NMR (400 MHz, CD30D): § ppm 6.98 (s, 2H, Hx¢), 6.50 (s, 1H, Hio),
6.21 (d, 1H, J = 1.6 Hz, Hy), 6.04 (d, 1H, J = 1.6 Hz, Hs). 3*C NMR (125 MHz, CD;0D): 6 ppm 181.3 (C3),
168.3 (Cs), 168.0 (Cs), 158.5 (C4), 146.6 (C,), 145.6 (C3,5), 135.7 (Cy), 123.2 (Cy), 111.7 (Cyo), 110.4
(Cye), 103.2 (Co), 97.1 (Cs), 90.2 (C7). HRMS (ESI+) m/z calcd for CisH1107 [M+H]* 303.0505, found
303.0505.

(2)-4,6-dihydroxy-2-(2,4,6-trihydroxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (3j)

The crude product was prepared from its methoxy analogue 3j’ according to the procedure E
on a 100 mg scale.The crude residue was purified by column chromatography with a gradient of 0-20

% methanol in dichloromethane. Yield: 43 % (red solid). Rf = 0.39 (ethyl acetate).

m.p.>240 °C (decomposition). *H NMR (400 MHz, CD30D): § ppm 7.08 (s, 1H, Hio), 6.16 (d, 1H, /= 1.8
Hz, Hy), 6.03 (d, 1H, J = 1.8 Hz, Hs), 5.94 (s, 2H, Hz 5). 3C NMR (125 MHz, CD;0D): 6 ppm 180.7 (Cs),
167.9 (C¢), 166.9 (Cs), 161.1 (Cs), 158.2 (Cs,2,¢), 145.0 (C3), 105.0 (C10), 103.6 (Cs), 99.9 (Cv), 97.0 (Cs),
94.6 (C35), 90.1 (C7). HRMS (ESI+) m/z calcd for Ci1sH1:07 [M+H]* 303.0505, found 303.0509.

(2)-4,6-dihydroxy-2-(2,3,4-trihydroxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (3k)

The crude product was prepared from its methoxy analogue 3k’ according to the procedure E
on a 100 mg scale.The crude residue was purified by column chromatography with a gradient of 0-20

% methanol in dichloromethane. Yield: 24 % (brown solid). Rf = 0.28 (ethyl acetate).

m.p.>260 °C (decomposition). *H NMR (400 MHz, CDsOD): 6 ppm 7.61 (d, 1H, J = 8.8 Hz, He), 7.22 (s,
1H, Hio), 6.46 (d, 1H, J = 8.8 Hz, Hs), 6.21 (d, 1H, J = 1.6 Hz, H-), 6.03 (d, 1H, J = 1.6 Hz, Hs). *C NMR
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(125 MHz, CDs0D): § ppm 181.5 (C3), 167.8 (Ce), 167.8 (Cs), 158.3 (Ca), 148.2 (Cy), 147.1 (Cy), 146.3
(Cy), 132.5 (C3), 122.5 (Cg), 112.2 (Cy), 107.4 (Cs), 106.3 (C10), 103.5 (Co), 97.0 (Cs), 90.2 (C7). HRMS
(ESI+) m/z calcd for C15H1:07 [M+H]* 303.0505, found 303.0505.

(2)-7-hydroxy-2-(2,3,4-trihydroxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (3l)

The crude product was prepared from its methoxy analogue 3I’ according to the procedure E
on a 100 mg scale.The crude residue was precipitated in diethyl ether, filtered off and washed with

diethyl ether. Yield: 60 % (red solid). Rf = 0.51 (ethyl acetate).

m.p.>243 °C (decomposition). *H NMR (400 MHz, ds-DMSO): & ppm 7.68 (d, 1H, J = 8.8 Hz, He), 7.21
(s, 1H, H1o), 7.19 (dd , 1H, J= 7.7, 1.1 Hz, Ha), 7.17 (dd , 1H, J = 7.7, 1.1 Hz, He), 7.05 (dd, 1H, /= 7.7, 7.7
Hz, Hs), 6.48 (d, 1H, J = 8.8 Hz, Hs). 3C NMR (100 MHz, ds-DMSO): 6 ppm 184.6 (C3), 154.9 (Cs), 150.7
(C#), 149.3 (C), 145.9 (C,), 144.8 (C7), 134.2 (Cx), 125.4 (Cs), 124.5 (Cs), 124.2 (Cg), 123.8 (Cs), 115.0
(C4), 113.0 (Cy), 109.9 (Cio), 109.6 (Cs’). HRMS (ESI+) m/z calcd for CisH1106 [M+H]* 287.0550, found
287.0552.

(2)-7-hydroxy-2-(3,4,5-trihydroxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (3m)
The crude product was prepared from its methoxy analogue 3m’ according to the procedure
E on a 100 mg scale.The crude residue was precipitated in diethyl ether, filtered off and washed with

diethyl ether. Yield: 39 % (orange solid). Rf = 0.43 (pure ethyl acetate).

m.p.>280 °C (decomposition). *H NMR (400 MHz, ds-DMSO): 6 ppm 7.19 (dd, 1H, J = 7.8, 1.2 Hz, Ha),
7.16 (dd, 1H, J = 7.8, 1.2 Hz, H¢), 7.06 (dd, 1H, /= 7.8, 7.8 Hz, Hs), 7.00 (s, 2H, Hz¢), 6.66 (s, 1H, Hio).
13C NMR (100 MHz, ds-DMSO): 6 ppm 183.5 (Cs), 153.8 (Cs), 146.0 (Cs57), 144.8 (C,), 143.6 (C7), 137.0
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(Ca), 124.1 (Cs), 122.9 (Co), 122.5 (Cs), 122.0 (Cy'), 114.4 (Ci0), 113.6 (Ca), 111.4 (C2,6'). HRMS (ESI+) m/z
calcd for C3sH1106 [M+H]* 287.0550, found 287.0552.

Synthesis of functionalized aurones derivatives

(Z)-2-benzylidene-6-(prop-2-yn-1-yloxy)benzofuran-3(2H)-one (4a)

6-(prop-2-yn-1-yloxy)benzofuran-3(2H)-one V (0.27 mmol, 50 mg) was taken up into MeOH (5
mL). Piperidine (0.1 mL) was added, followed by benzaldehyde (0.34 mmol, 65 pL). The mixture was
stirred at reflux for 4 h. The solid formed was collected by filtration, washed with MeOH, and dried in
the oven. The product was analytically pure and used without further purification. Yield: 77 % (pink

solid). Rf: 0.50 (1:3 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p. 183 °C. *H NMR (400 MHz, ds-DMSO): 6 ppm 7.98 (d, 2H, J=7.1 Hz, Hy¢), 7.74 (d, 1H, J = 8.6 Hz,
Ha), 7.51 (t, 2H, J = 7.1 Hz, Hys), 7.45 (t, 1H, J = 7.1 Hz, Hx), 7.21 (d, 1H, J = 2.1 Hz, H;), 6.90 (dd, 1H, J
= 8.6, 2.1 Hz, Hs), 6.87 (s, 1H, H1o), 5.02 (d, 2H, J = 2.3 Hz, -CH,0), 3.71 (t, 1H, J = 2.3 Hz, =CH). 3C NMR
(100 MHz, ds-DMSO): 6 ppm 181.7 (C3), 167.6 (Cs), 165.0 (Cs), 147.1 (C3), 131.7 (Cy), 131.1 (Cy¢), 129.8
(Cs), 128.9 (C3,5), 125.6 (C4), 114.4 (Cs), 113.0 (Cs), 111.1 (C10), 98.2 (C7), 79.2 (=C-), 78.2 (=CH), 56.5 (-
CH>0). HRMS (ESI+) m/z calcd for Ci1sH1303 [M+H]* 277.0865, found 277.0874.

(2)-2-(4-hydroxybenzylidene)-6-(prop-2-yn-1-yloxy)benzofuran-3(2H)-one (4b)

6-(prop-2-yn-1-yloxy)benzofuran-3(2H)-one V (0.26 mmol, 50 mg), sodium hydride (1.06
mmol, 25.5 mg) and 4-hydroxybenzaldehyde were mixed in anhydrous THF (5 mL). The mixture was

stirred at rt under nitrogen overnight then concentrated under reduced pressure. The residue was
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diluted with water acidified with 1 M HCI until pH 3 was reached and extracted with ethyl acetate
(three times). The combined organic phases were washed with water and brine, dried over anhydrous
magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by
column chromatography with an eluent of 25 % ethyl acetate in cyclohexane. Yield: 19% (yellow solid).

Rf: 0.58 (1:1 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p. 210 °C. 'H NMR (400 MHz, CDsOD): 6 ppm 7.81 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Hz,5), 7.67 (d, 1H, J = 8.6 Hz,
Has), 7.02 (d, 1H, J = 2.1 Hz, H,), 6.87 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Hx¢), 6.86 (dd, 1H, J = 8.6, 2.1 Hz, Hs), 6.79 (s,
1H, Hio), 4.90 (d, 2H, J = 2.4 Hz, -CH,0), 3.08 (t, 1H, J = 2.4 Hz, =CH). 3C NMR (100 MHz, CD;0D): §
ppm 183.0 (Cs), 167.9 (Cs), 165.5 (Cs), 159.6 (Cx), 146.0 (C,), 133.3 (Cx¢), 124.9 (Cy), 123.4 (C4), 115.5
(Cs5), 114.9 (Cq), 113.3 (Cs), 112.6 (C10), 97.4 (C7), 77.1 (=C-), 76.4 (=CH), 56.0 (-CH,0). HRMS (ESI+)
my/z calcd for CigH1304 [M+H]* 293.0814, found 293.0820.

(2)-2-(3-hydroxybenzylidene)-6-(prop-2-yn-1-yloxy)benzofuran-3(2H)-one (4c)

6-(prop-2-yn-1-yloxy)benzofuran-3(2H)-one V (1.06 mmol, 200 mg), sodium hydride (4.26
mmol, 25.5 mg) and 4-hydroxybenzaldehyde (0.80 mmol, 98 mg) were mixed in anhydrous THF (5 mL).
The mixture was stirred at rt under nitrogen overnight then 5 h at 50 °C, then concentrated under
reduced pressure. The residue was diluted with water acidified with 1 M HCI until pH 3 was reached
and extracted with ethyl acetate (three times). The combined organic phases were washed with water
and brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and concentrated. The residue was
purified by column chromatography with a gradient of 25-50 % ethyl acetate in cyclohexane. Yield: 16

% (orange solid). Rf: 0.56 (1:1 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p. 167 °C. *H NMR (500 MHz, ds-acetone): & ppm 7.85 (dd, 1H, J = 8.0, 1.0 Hz, He), 7.74 (dd, 1H, J =
2.2,2.2 Hz, Hy), 7.72 (d, 1H, J = 8.6 Hz, Ha), 7.53 (dd, 1H, J = 8.0, 2.2 Hz, Hs), 7.21 (ddd, 1H, J = 8.0, 2.2,
1.0 Hz, Hy), 7.11 (d, 1H, J = 2.1 Hz, H;), 6.93 (dd, 1H, J = 8.6, 2.1 Hz, Hs), 6.77 (s, 1H, Hio), 5.03 (d, 2H, J
= 2.4 Hz, -CH,0), 3.23 (t, 1H, J = 2.4 Hz, =CH). 3C NMR (125 MHz, ds-acetone): & ppm 181.7 (Cs), 168.2
(Cs), 165.5 (Cg), 151.4 (C3), 147.9 (C,), 133.8 (Cy), 129.7 (Cs), 128.5 (Ce), 125.4 (C4), 123.9 (C2), 123.2
(C#), 114.8 (Cs), 113.0 (Cs), 109.6 (C1o), 97.9 (C7), 77.7 (EC-), 77.2 (ECH), 56.4 (-CH,0). HRMS (ESI+) m/z
calcd for C18H1304[M+H]* 293.0814, found 293.0820.
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(2)-2-(4-ethynylbenzylidene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (4d)

The crude product was prepared according to the procedure A from 4,6-dihydroxyfuran-3(2H)-
one Il and 4-ethynylbenzaldehyde on a 1 g scale. The crude residue was purified by column
chromatography with a gradient of 10-50 % ethyl acetate in cyclohexane. Yield: 40 % (yellow solid).

Rf: 0.15 (1:1 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p.>190 °C (decomposition). *H NMR (400 MHz, de-DMSO): 6 ppm 7.89 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Hz 5), 7.55
(d, 2H, J=8.4 Hz, Hy¢), 6.62 (s, 1H, H1o), 6.22 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hy), 6.08 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hs), 4.34 (s,
1H, =CH). 3C NMR (100 MHz, ds-DMSO): 6 ppm 178.8 (C3), 167.7 (Cg), 167.5 (Cs), 158.4 (Ca), 148.2
(Ca), 132.9 (Cy), 132.1 (C3,5), 130.6 (Cx6), 122.0 (Cs), 107.0 (C10), 102.3 (Co), 97.8 (Cs), 90.6 (C7), 83.3
(-C=), 82.6 (=CH). MS (ESI-) m/z (%): 277.0 (100) [M-H]. HRMS (ESI-) m/z calcd for C17HsO4 [M-H]
277.0501, found 277.0497.

(2)-4,6-dihydroxy-2-(4-(prop-2-yn-1-yloxy)benzylidene)benzofuran-3(2H)-one (4e)

The crude product was prepared according to the procedure A from 4,6-dihydroxyfuran-3(2H)-
one Il and 4-(prop-2-yn-1-yloxy)benzaldehyde VI on a 1 g scale. The crude residue was purified by
column chromatography with a gradient of 10-50 % ethyl acetate in cyclohexane. Yield: 63 % (yellow

solid). Rf: 0.19 (1:1 ethyl acetate in cyclohexane).

m.p. 208-210°C. *H NMR (400 MHz, ds;-DMSO): 6 ppm 7.86 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Hx 5), 7.08 (d, 2H, /= 8.8
Hz, Hy ), 6.59 (s, 1H, Hio), 6.21 (d, 1H, J = 1.7 Hz, H;), 6.06 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hs), 4.86 (d, 2H, J = 2.3
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Hz,0CH,), 3.61 (t, 1H, J = 2.3 Hz, =CH). **C NMR (100 MHz, ds-DMSO): & ppm 178.9 (Cs), 167.6 (Cs),
167.2 (Cs), 158.2 (Cy), 157.8 (Ca), 146.6 (C,), 132.3 (Cy¢), 125.5 (Cy), 115.3 (C35), 108.1 (C10), 102.6
(Ce), 97.6 (Cs), 90.5 (C7), 78.9 (-C=), 78.5 (=CH), 55.5 (OCH,). MS (ESI-) m/z (%): 307.1 (100) [M-H].
HRMS (ESI-) m/z calcd for Ci15H1:05 [M-H] 307.0606, found 307.0609.

(Z)-6-hydroxy-2-(4-hydroxybenzylidene)-7-iodobenzofuran-3(2H)-one (4f)

The crude product was prepared according to the procedure A from 6-hydroxy-7-
iodobenzofuran-3(2H)-one Xl and 4-hydroxybenzaldehyde on a 100 mg scale.The crude residue was
purified by column chromatography with a gradient of 25-50 % ethyl acetate in cyclohexane. Yield: 65
% (yellow solid). Rf: 0.62 (ethyl acetate).

m.p. 251-252 °C. *H NMR (400 MHz, ds-DMSO): & ppm 7.90 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Hyg), 7.57 (d, 1H , J =
8.3 Hz, Ha), 6.89 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Hy5), 6.82 (s, 1H, Hio), 6.80 (d, 1H, J = 8.3 Hz, Hs). 3C NMR (125
MHz, ds-DMSO): & ppm 181.9 (Cs), 168.2 (Cs), 165.8 (Cs), 160.0 (Cx), 146.0 (C2), 134.0 (C2Cy), 125.6
(Ca), 123.3 (Cy), 116.5 (C3Cs), 114.5 (Cs), 112.7 (Cao), 112.1 (Cs), 67.8 (C7). HRMS (ESI+) m/z calcd for
CisH10l04 [M+H]* 380.9624, found 380.9622.

(Z2)-6-hydroxy-7-iodo-2-(4-(prop-2-yn-1-yloxy)benzylidene)benzofuran-3(2H)-one (4g)

The crude product was prepared according to the procedure A from 6-hydroxy-7-
iodobenzofuran-3(2H)-one Xl and 4-(prop-2-yn-1-yloxy)benzaldehyde VI on a 100 mg scale.The crude

residue was purified by column chromatography with a gradient of 25-50 % ethyl acetate in
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cyclohexane. The product was then suspended in diethyl ether, filtered off and washed with diethyl
ether. Yield: 24 % (yellow solid). Rf: 0.70 (ethyl acetate).

m.p. 230 °C. 'H NMR (400 MHz, ds-DMSO): & ppm 8.01 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Hz¢), 7.59 (d, 1H, J = 8.3 Hz,
Ha), 7.13 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Hz,5), 6.87 (s, 1H, Hio), 6.81 (d, 1H, J = 8.3 Hz, Hs) 4.91 (d, 2H, J = 2.3 Hz,
CH,), 3.62 (t, 1H, J = 2.3Hz, =CH). 3C NMR (125 MHz, ds-DMSO): & ppm 182.0 (Cs), 168.4 (Cs), 166.0
(Cs), 159.0 (Cs), 146.7 (Cy), 133.5 (C2Cg), 125.7 (Ca), 125.6 (Cy), 115.9 (CxCs), 114.4 (Co), 112.2 (C1o),
111.9 (Cs), 79.3 (-C=), 79.1 (=CH), 67.9 (C7), 56.1 (OCH,). HRMS (ESI+) m/z calcd for CigH12l04 [M+H]*
418.9780, found 418.9784.

(2)-7-iodo-4,6-dimethoxy-2-(2,3,4-trimethoxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (4h)

The crude product was prepared according to the procedure C from 4,6-dimethoxy-7-
iodobenzofuran-3(2H)-one Xlll and 2,3,4-trimethoxybenzaldehyde on a 100 mg scale. The product
was analytically pure and used without further purification. Yield: 15 % (yellow solid). Rf: 0.47 (ethyl

acetate).

m.p. 196 °C. *H NMR (400 MHz, ds-DMSO): 6 ppm 8.04 (d, 1H, J = 9.0 Hz, Hg), 7.00 (d, 1H, J = 9.0 Hz,
Hs), 6.88 (s, 1H, Hio), 6.51 (s, 1H, Hs), 4.02 (s, 3H, Mea), 3.98 (s, 3H, Mes), 3.89 (s, 6H, Mez,#+), 3.78 (s,
3H, Mey). 3C NMR (125 MHz, ds-DMSO): 6 ppm 179.6 (C3), 167.2 (Cs), 166.9 (Cs), 160.2 (C4), 155.6
(Cs), 153.5 (Cy), 147.0 (Cy), 142.2 (C3), 126.5 (Cg), 118.6 (Cy), 109.0 (Cs), 105.7 (Cq), 104.2 (Cy0), 92.3
(Cs), 62.2 (Mey), 60.9 (Mey), 58.4 (C;), 58.1 (Meg), 57.0 (Mes), 56.5 (Mey).

(2)-7-iodo-4,6-dimethoxy-2-(3,4,5-trimethoxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (4i)
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The crude product was prepared according to the procedure C from 4,6-dimethoxy-7-
iodobenzofuran-3(2H)-one Xlll and 3,4,5-trimethoxybenzaldehyde on a 100 mg scale. The product
was analytically pure and used without further purification. Yield: 59 % (yellow powder). Rf = 0.42

(ethyl acetate).

m.p. 257 °C.*H NMR (400MHz, CDCl3): 6 ppm 7.26 (s, 2H, Hx.5), 6.75 (s, 1H, Hao), 6.17 (s, 1H, Hs), 4.04
(s, 3H, Meu), 4.02 (s, 3H, Mes), 3.98 (s, 6H, Mess), 3.91 (s, 3H, Mes). 3C NMR (125 MHz, CDCl3): &
ppm 180.7 (Cs), 167.5 (Cs), 166.4 (Ce), 160.3 (Ca), 153.2 (Cx.5), 147.0 (C), 139.6 (C4), 127.6 (Cy), 112.1
(C10), 108.6 (C2¢), 106.5 (Co), 90.3 (Cs), 61.0 (Mex), 57.3 (C5), 57.1 (Meg), 56.5 (Mes), 56.3 (Mes).
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Procedure for peptide synthesis (SPPS) and purification

Assembly of all linear protected peptides was performed manually or automatically by solid-
phase peptide synthesis (SPPS) using the standard 9-fluorenylmethoxycarbonyl/tertiobutyl
(Fmoc/tBu) protection strategy on the rink amide MBHA resin. Manual SPPS was performed in a glass
reaction vessel fitted with a sintered glass frit. The latter allowed elimination of excess reagents and
solvents under compressed air. Prior to the assembly of the peptide, the resin was swollen twice with
DCM (10 mL) for 5 min. Fmoc groups were deprotected by a mixture of piperidine/DMF (1:4), then
the resin was washed 5 times with DMF (10 mL) for 2 min. Syntheses of AcPHF6 (Ac-VQIVYK-NH:) and
N3PHF6 (N3CH.CO-VQIVYK-NH:) were performed by manual SPPS on a 1 g scale of Rink amide MBHA
resin with DIPEA (6 equiv.) as the base, HBTU (3 equiv.) as the coupling agent dissolved in DMF while
the amino acids (3 equiv.) were each taken up into NMP to give a mixture 3:2 DMF/NMP. The
completeness of amino acid coupling reaction was checked by TNBS test: to a small amount of resin
beads in DMF was added a few drops of a 1M solution of picrylsulfonic acid in water (TNBS). The
mixture was left at rt for 1 min. Remaining free amino functions resulted in a red coloration of the
resin beads (positive TNBS test). Coupling reaction with the protected amino acid was repeated until
the solution with the beads remain yellow (negative TNBS test). Following each coupling, the resin
was washed 5 times with DMF (10 mL) for 2 min and swollen with DCM (10 mL) for 2 min. At the end
of N3PHF6 synthesis, the supported peptide was coupled with 2-azidoacetic acid dissolved in DMF in
the same conditions than amino acid coupling. For AcPHF6 synthesis, the supported peptide was N-
acetylated with a solution of 1:2:5 acetic anhydride/pyridine/DMF. Each supported peptide was finally
cleaved with a mixture of TFA/TIS/H,0 (95:2.5:2.5) then the cleaving mixture was concentrated and

the peptide obtained by precipitation and trituration in diethyl ether.

Automated syntheses of peptide are performed on ABI 433 Al Peptide Synthesizer (Applied
Biosystems) or on Syro Il Synthesizer (Biotage) using standard solid phase methods. R3 and AcR3
peptides were synthesized in NMP by automated synthesis following the same procedure as manual

synthesis.

Purification of each peptide was achieved by dissolving them into a mixture of HFIP/TFA (1:1)
then applied to a reverse-phase high pressure liquid chromatography (RP-HPLC) on a Nucleosil C18
column (100 A, 250 x 21 mm, 7 pum) with UV monitoring at 214 nm and 250 nm. A 20 mL/min flow
linear gradient of 5-75 % acetonitrile in water was applied over 20 min for AcPHF6 (both water and

acetonitrile contained 0.1% TFA), 5-60 % over 20 min for NsPHF6, 5-100 % over 20 min for AcR3 and
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5-60 % over 30 min for R3. The purified peptides were lyophilized and controlled by high resolution

mass spectroscopy.

AcPHF6: HRMS (ESI+) m/z calcd for C3gsHesNoOs [M+H]* 790.4827, found 790.4818. N3PHF6:
HRMS (ESI+) m/z calcd for CagHesN1209 [M+H]* 831.4841, found 831.4830. AcR3: HRMS (ESI+) m/z
calcd for Ci02H175N28030S [M+H]* 2304.2750, found 2304.2727. R3: MS (ESI+) m/z 1188.8 (m/2), 792.9
(m/3), 595.0 (m/4).

Procedure for the in vitro assays

Thioflavin T fluorescence assays

A typical ThT assay’s microplate includes ThT control wells, peptide (AcPHF6 or R3) control
wells and aurone control wells. The wells were prepared in triplicate whose average corresponds to
the results presented in this work. The total volume of each well was 100 L for a final concentration
of 100 uM peptide, 10 uM ThT and 1 uM to 100 uM aurone with a maximum of 0.05 % DMSO in 50
mM phosphate buffer pH 7.4. The mixture in each well containing both peptide and aurone was
prepared from stock solutions added in the following order: (1) phosphate buffer 100 mM (V = 50 pL,
Cfinal = 50 mMM) ; (2) ThT 100 pM in water (V = 10 pL, Cfinat = 10 pM) ; (3) aurone 1000 to 10 pM in 0.5 %
t0 0.005 % DMSO in water (V = 10 pL, Cfinal = 100 to 1 uM with 0.05 % to 0.0005 % DMSO) ; (4) heparin
1 mM in water (V = 10 pL, csinal = 100 mM) ; (5) Water (V = 10 ulL) ; (6) peptide (AcPHF6 or R3) 1 mM in
water (V = 10 pL, cfinal = 100 mM). In the case of assays using AcPHF6 peptide, stock solution (4) was
replaced by water (V = 10 puL). An additional stock solution (7) was prepared for control wells with: (7)
0.5 % to 0.005 % DMSO in water (V = 10 uL, 0.05 % to 0.0005 % DMSO in the well). ThT control wells
were made from stock solutions (1) phosphate buffer, (2) ThT, (7) DMSO, (4) heparin (for R3) or water
(V =10 pL for AcPHF6), and (5) water (V = 20 pL). For peptide control wells, the stock solution (6) was
replaced by water (V = 10 pL). For aurone control wells, the stock solution (3) was replaced by the
stock solution (7). ThT fluorescence assays were conducted in standard 96-well plates (U-shape, black,
polypropylene, Greiner Bio-One, USA) in a POLARstar Omega fluorescence plate reader (BMG
LABTECH GmbH, Offenburg, Germany) at room temperature (AcPHF6 peptide) or 37 °C (R3 peptides)
with excitation and emission wavelengths at 440 nm and 480 nm, respectively. Fluorescence data

were recorded every minute over 2 h (AcPHF6 peptide) or 34 h (R3 peptides) with 10 s shaking (700
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rpm) prior to each reading (top optic, orbital averaging of 3 mm diameter) with a gain of 1200.
Inhibitions reported were obtained from the ratio of the maximum of the average of the
peptide/aurone triplicates by the maximum of the average of the peptide triplicates in the

corresponding experiment. Standard deviations were calculated for the average triplicates.

Absorption spectra

Absorption spectra were acquired on a spectrophotometer SAFAS UVmc (SAFAS S.A., Monaco,
France) with an optical length of 8.5 mm and a ray of 0.5x4 mm. Acquisitions were recorded using the
software SAFAS SP2000 from 300 nm to 600 nm with a spectral resolution of 1 nm and an average
time of 0.3 s per data point from a drop (5 puL) of sample. Samples were prepared to give a final
concentration of 1 pM to 100 pM aurone with a maximum of 5 % DMSO in 50 mM phosphate buffer
pH 7.4.

Emission spectra

Emission spectra were acquired on a LS 50 Luminescence Spectrometer (PerkinElmer Inc,
Waltham, MA, USA) using a quartz cell with a 3 mm path length and a maximum volume of 300 pL.
Acquisitions were recorded using the software FL WinLab from 300 nm to 600 nm with an excitation
slit of 5 nm width, an emission slit of 10 nm width and a scan speed of 150 nm/min at an excitation
wavelength of 440 nm. Emission spectra of aurones were recorded: from 10 UM aurone alone with a
maximum of 0.5 % DMSO in 50 mM phosphate buffer pH 7.4, from aurones added to peptide (AcPHF6
or R3) fibres and from aurones added to peptide fibres in presence of ThT. Emission spectra of aurones
in presence of peptide fibres were recorded from a final concentration of 10 uM aurone with a
maximum of 0.5 % DMSO in presence of 100 uM peptide in 50 mM phosphate buffer pH 7.4, the
peptide solution being previously incubated in phosphate buffer for 4 h at room temperature (AcPHF6
peptide) or 24 h at 37 °C (R3 peptide). For spectra of aurones in presence of peptide fibres and ThT,
peptide was incubated with ThT in phosphate buffer for 4 h at room temperature (AcPHF6 peptide)
or 24 h at 37 °C (R3 peptide) prior to the addition of aurone to reach in the quartz cell a final
concentration of 10 uM aurone in 50 mM phosphate buffer pH 7.4 in presence of 100 uM of fibrillar
peptide and 10 uM ThT.
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Circular Dichroism (CD)

CD spectra were acquired on a JASCO J-810 spectropolarimeter (Jasco Corporation, Tokyo,
Japan) using a quartz cell with a 1 mm path length and a maximum volume of 300 pL. Acquisitions
were recorded at room temperature (AcPHF6 peptide) or at 37 °C (R3 peptides) between 260 nm and
195 nm with a spectral resolution of 1 nm, an average time of 1 s per data point and a band width of
10 nm. The spectra reported represent an average of four acquisitions and have been smoothed using
the method of Savitzky-Golay. Spectra were acquired from fresh samples or from the combined
triplicates of the corresponding ThT fluorescence assay. The total volume of each quartz cell was 300
ulL for a final concentration of 100 uM peptide, 10 uM ThT and 1 puM to 100 uM aurone in 50 mM
phosphate buffer pH 7.4 with a maximum of 0.05 % DMSO. Prior to the acquisitions in the quartz cell,
the mixtures from fresh samples were incubated for 2 h to 24 h at room temperature (AcPHF6 peptide)

or for 24 hto 72 h at 37 °C (R3 peptides) in an Eppendorf® Protein LoBind tube.

Atomic Force Microscopy (AFM)

Every AFM sample was prepared by taking a 3 uL sample from the corresponding well in the
ThT fluorescence assay after an incubation of 2 h to 24 h at room temperature (AcPHF6 peptide) or
24 hto 72 h at 37 °C (R3 peptides). Each sample was adsorbed onto a freshly cleaved mica surface for
10 min to 15 min after which the surface was washed two times by adding 10 uL of pure H,0 and
subsequently removing it. AFM height images (40x40 um down to 0.5x0.5 um, 512x512 pixel) were
recorded at randomly selected surface positions in peak force mode using a Dimension Icon (Bruker,
Santa Barbara, CA, USA). The cantilevers SCANASIST-Air (Bruker, Santa Barbara, CA, USA) used were
triangular and had a force contact of 0.4 N/m and a resonance frequency of 70 kHz at tip scan rates

of 1 Hz. AFM processed using the flattening function of the Gwyddion microscope software.
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LAURENT LUNVEN?*?

SYNTHESE ET EVALUATION D’AURONES SUR DES MODELES DE FIBRES DE TAU

Résumé :

La fibrillation anormale de la protéine tau est un phénomene présent dans de nombreuses maladies
neurodégénératives, dont la maladie d’Alzheimer, et conduit a la formation de fibres amyloides
appelées dégénérescences neurofibrillaires. L'utilisation de molécules organiques capables de
marquer ces fibres ou d’inhiber leur formation revét un intérét a la fois diagnostic et thérapeutique
dans la maladie d’Alzheimer. Une série d’aurones a été synthétisée et leur capacité a interagir et
interférer avec le processus de fibrillation a été évaluée in vitro sur des modeles de fibres de tau
développés ou optimisés lors de ce projet. Ce travail a permis de montrer que des aurones
polyhydroxylées sont capables d’agir comme sonde et/ou comme inhibiteur du processus de
fibrillation. Afin d’élargir les applications possibles des aurones, la ligation d’aurones avec des
biomolécules ou encore leur radiomarquage a également été évaluée.

Mots clés : tau, aurones, Alzheimer, fibres amyloides, inhibiteur, sonde.

SYNTHESIS AND EVALUATION OF AURONES WITH MODELS OF TAU FIBRES

Abstract:

The fibrillation of the tau protein occurs in many neurodegenerative diseases, including Alzheimer’s
disease, and leads to the formation of amyloid fibres called neurofibrillary tangles. Using organic
molecules able to mark these fibres or inhibit their formation provides an interest both in diagnosis
and therapy in Alzheimer’s disease. A series of aurones was synthesized and their ability to interfere
with the fibrillation process was evaluated in vitro on models of tau fibres developed in this project.
This work shows that polyhydroxylated aurones are able to act both as probes and as inhibitors of the
fibrillation process. The ligation of these aurones with biomolecules or their radiolabelling has also
been investigated.

Key words: tau, aurones, Alzheimer, amyloid fibres, inhibitor, probe.
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