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Introduction Projet de recherche

|. Projet de recherche

Le repliement anormal des peptides et protéineduisant a la formation de dépbts
riches en feuillety croisés est la cause de nombreuses pathologiesupggs sous le
terme d’amyloses. Les protéines amyloides resptesale ces pathologies n'ont pas de
relations structurales et fonctionnelles commu@ependant, lors de leur agrégation en
fibres amyloides, elles sont a I'origine d’'une tité dans différents tissus.

La compréhension du phénomeéne de repliement désieeet protéines amyloides
est un vaste domaine de recherche qui n’a pasegooduit a la caractérisation compléte
des déterminants biologiques et physico-chimiquescel processus. C’est pourquoi, la
construction de molécules modeles est I'une desoahps proposeées afin de caractériser
le repliement des protéines amyloides.

Mes travaux de thése ont consisté, dans un preeneps, a la synthese et a la
caractérisation de molécules modeles des fibredodaes, PARTIE A (Figure 1). Notre
approche repose sur la synthese d'édifices pepedigbasés sur la présentation de
fragments du peptidf amyloide sur un chassis décapeptide cyclique.owmdtion de
fibres amyloides par ces édifices a été ensuitactansée par différentes études physico-

chimiques.

Parmi les stratégies thérapeutiques développées quuabattre les amyloses, la
conception d’inhibiteurs de la formation de fibre<té largement étudiée ces dernieres
années. De nombreuses molécules de structuredivgrses ont montré leurs potentiels
comme agents thérapeutiques.

La deuxieme partie de mes travaux de thése a ¢érsia synthése d’inhibiteurs de
la fibrillogénese par la présentation de plusiemdécules sur le chassis moléculaire,
PARTIE B (Figure 1). Nous avons ensuite réalisé I'étudéasdivité de ces composés sur
la formation des fibres du peptifeamyloide afin de valider I'efficacité de notre apghe.

Caractériser la formation des fibres amyloides
Molécules modeles

PARTIE A
- :
Protéine ;ﬁ:} AMYLOSE £ Fibre
amyloide .3 # — amyloide
A
PARTIE B

Interférer avec la formation des fibres
Inhibiteurs de la fibrillogénése

Figure 1 : Schéma illustrant le projet de recherche
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II. L’amylose

lI.1. Description et caractérisation de I'amylose

L’amylose peut se décrire comme la voie finale camen de l'agrégation
pathologique de plus de vingt protéines ou peptiggmrtenant a des familles dénuées de
relations fonctionnelles ou structurafes.

C’est au XIX™ siécle que le terme « amylose » fut créé par Ridothow mais
ce n'est que récemment que I'analyse biochimigperaiis de découvrir la diversité des
protéines impliquées dans ce processus biolodidugourd’hui, I'amylose ou amyloidose
désigne la lésion histologique ou dépbt amyloide.

La plupart des amyloses sont associées avec laeion d’'une protéine ou
peptide dans son état fonctionnel soluble a un dtagrégation hautement organisé en
fibres. Ces structures sont décrites comme dépddamues amyloides quand elles sont
localisées dans le milieu extracellulaire et em&s d’inclusions intracellulaires quand
elles se retrouvent dans le milieu intracellulaire.

Les pathologies associées avec la formation deuptagmyloides ou d’inclusions
intracellulaires peuvent étre regroupées en plusieatégories en fonction du tissu dans
lequel le dépbt est localisé (Tableau 1).

Pathologies | Peptides ou protéines | Nombres de résidus | Structures a I'état natif

Maladies neurodégénératives

Peptidegp amyloides,

Alzheimer AB 40 ou 42 Non structurée
Encepha_llopathle Protéine Prion, PrP 253 Partlellemqr!t structuréq
spongiforme en hélicen
Maladle (?e L dnEan a-synucléine 140 Non structurée
Démence a corps de Lewy
Maladie de Huntington Huntingtin 3144 Non structurée

polyglutamique

Amyloses non neuropathigues systémiques

Chaine légeére de

Amylose AL limmunoglobuline, Ig ~90 Feuillet3
Amylose AA protéine serum amyloide 76-104 Hélice
Amylosseérsliyl/estemlque Transthyrétine, TTR 127 Feuillgt
Amylose de 'hémodialyse  B2-microglobuline 99 Feuillef
Amylose du Lysozyme Mutant du Lysozyme 130 Héliaeet feuilletp

Amyloses non neuropathiques localisées

Amyline ou polypeptide

amyloide islet, IAPP 37 Non structuré

Diabete de type Il

Amylose au point

o Insuline 21+30 Hélice.
d’injection

Tableau 1 : Exemples de pathologies humaines asss aux dép6ts amyloides

2 Grateau, G.; Verine, J.; Delpech, M.; Ries, M. lagsyloses, un modéle de maladie du repliement des
protéinesMed. Sci. (Parisp005 21, 627-633.

* Chiti, F.; Dobson, C. M. Protein misfolding, fuirtal amyloid, and human diseageinu Rev Biochem
2006 75, 333-366.
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On parle de maladies neurodégénératives quanetjagon a lieu dans le cerveau,
d’amyloses non neuropathiques localisées quandsellproduit dans un seul tissu autre
que le cerveau et d’amyloses non neuropathiqudasmigues quand elle a lieu dans de
multiples tissus. Parmi ces pathologies certaines sporadiques, d’autres héréditaires ou
transmissibles.

Les fibres qui constituent les plaques amyloide# saractérisées par trois grandes
propriétés physico-chimiques.

* Apparence en microscopie électronique a transnms@MET) et a force atomique
(AFM) : les fibres sont rectilignes, non ramifiéetsd’environ 10 nm de diamétfe.

* Propriétés tinctoriales. Les fibres ont la progridtinteragir avec certains colorants :
- avec le Rouge Congo, RC (Figure 2) : déplacemerstott maximum d’absorption

de 500 nm vers 530-540 nm et apparition d’une timgénce verte au microscope
a lumiére polarisé@.

Figure 2 : Structure du Rouge Congo

- avec la Thioflavine T, ThT (Figure 3) : émission ftieorescence a 480 nm apres

excitation & 440 nrf.
\,
\ N
/N C /s]©\
Figure 3 : Structure de la Thioflavine T

Ces composeés sont spécifiques des fibres amylai@ese si leur mode d’interaction n’est
pas clairement défini.

» Motif en diffraction des rayons X : les fibres pgétent une structure commune de
feuillets B croisés colinéaires a I'axe de la fibre.

Les protéines qui forment des fibres amyloides ataatéristiques physico-chimiques
similaires ne présentent cependant pas d’homolagieséquence, ni de structures
tridimensionnelles communes.

“ Cohen, A.S.; Shirahama, T.; Skinner, M. Electroioribscopy of Amyloid. In: J. R. Harris, EditdElectron
Microscopy of ProteinsAcademic Press, New York982 pp. 165-205.

® Klunk, W. E.; Jacob, R. F.; Mason, R. P. Quantifyamyloid by congo red spectral shift assdgthods
Enzymol.1999 309, 285-305. Puchtler, H.; Sweat, F. Congo 1= atain for fluorescence microscopy of
amyloid.J. Histochem. Cytocherh965 13, 693-694.

® a) LeVine, H., 3rd. Thioflavine T interaction witlynthetic Alzheimer's disease beta-amyloid peptide
detection of amyloid aggregation in solutioRrotein Sci. 1993 2, 404-410. b) LeVine, H., 3rd.
Quantification of beta-sheet amyloid fibril struaa with thioflavin T.Methods Enzymoll999 309, 274-
284.

" Eanes, E. D.; Glenner, G. G. X-ray diffractiondiis on amyloid filaments. Histochem. Cytocherh968
16, 673-677.
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[1.2.  Structures des fibres

Pendant de nombreuses années, les seules infonatiacturales sur les fibres
amyloides provenaient de techniques comme la ntopds €lectronique, plus réecemment
la microscopie a force atomique et la diffractias dayons X. En effet, la caractérisation
de la structure au niveau atomique est complexdactibre n’est pas cristallisable et sa
solubilité limitée empéche son étude par RMN duitig a haute résolution. La situation a
fortement changé récemment avec les progrés faitRMN du solide (SS-NMR) ou la
formation de cristaux & partir de petits fragmepaptidiques.

L’étude par microscopie révele que les fibres g@méralement constituées de 2 a
6 protofilaments de 2 & 5 nm de diamétre chacugu(Ei4, a)f. Ces protofilaments se
torsadent pour former une fibre de 7 & 13 nm da&mair (Figure 4, bf).

Les études par diffraction des rayons X ont mogtré dans le protofilament les
peptides ou protéines sont organisés de maniere gue les chaines polypeptidiques
forment des bring perpendiculaires a I'axe de la fibre (Figure 3.,'%)

c)

Axe de
la fibre

1/

\

Figure 4: (a) Image en MET de fibres du peptidep amyloide'; (b) Représentation d’une fibre
amyloide composé de 4 protofilaments torsad¥s (c) Représentation de la structure en feuillet
twisté™!

Malgré ces caractéristigues communes, un certdiymoophisme des fibres est
souvent observé en microscopie.

8 a) Makin, O. S.; Atkins, E.; Sikorski, P.; JohamssJ.; Serpell, L. C. Molecular basis for amy|diatil
formation and stabilityProc. Natl. Acad. Sci. U. S. 2005 102, 315-320. b) Nelson, R.; Sawaya, M. R.;
Balbirnie, M.; Madsen, A. O.; Riekel, C.; Grothe,; Eisenberg, D. Structure of the cross-beta spihe
amyloid-like fibrils.Nature2005 435, 773-778.

® Serpell, L. C.; Sunde, M.; Benson, M. D.; Tenndht,A.; Pepys, M. B.; Fraser, P. E. The protofilame
substructure of amyloid fibrilsl. Mol. Biol.2000 300, 1033-1039.

19 Sunde, M.; Blake, C. The structure of amyloid iftoby electron microscopy and X-ray diffractiohdv
Protein Cheml997, 50, 123-159.

1 Tycko, R. Progress towards a molecular-level stinat understanding of amyloid fibril<urr. Opin.
Struct. Biol.2004 14, 96-103.

12 Makin, O. S.; Serpell, L. C. Structures for amglldibrils. FEBS J2005 272, 5950-5961.

13 3) Kodali, R.; Wetzel, R. Polymorphism in the mmbediates and products of amyloid assemBlyrr.
Opin. Struct. Biol2007, 17, 48-57. b) Petkova, A. T.; Leapman, R. D.; Gi9 Yau, W. M.; Mattson, M. P.;
Tycko, R. Self-propagating, molecular-level polymloism in Alzheimer's beta-amyloid fibrilsScience
2005 307, 262-265.

-14 -



Introduction L’amylose

Au niveau moléculaire, I'équipe de Tycko a grandemearticipé a la
détermination de la structure de la fibre du pepficamyloide par l'utilisation de la SS-
NMR, ainsi que des données de la MET et de la nigati&in moléculairé®*®

Dans cette proposition de structure, chaque peptjlg contribue a former une
paire de bring, perpendiculaires a I'axe de la fibre, composésrdsidus 12 a 24 (ruban
rouge) et 30 a 40 (ruban bleu) connectés par unelddormée par les résidus 25 a 29
(Figure 5).

Y10 H14 K16 F20

Figure 5 : Modéle structurale des feuilletg croisés paralléles formés par le peptide fyo. (@) modéle
ruban ; (b) modéle atomique (vert: hydrophobe ; mgenta : polaire ; rouge : chargé négativement ;
bleu : chargé positivement)*

Plusieurs possibilités de contacts entre les chalatgrales des résidus ont été
proposées selon I'orientation des brflysdont celle représentée dans la figurd5.Les
acides aminés D23 et K28 forment un pont salinraéfieure de la boucle et les acides
aminés L17, F19, A21, 131, M35 et V39 créent un cbgwlrophobe. Les chaines latérales
des résidus A30, 132, L34, V36 et V40 constitueme tace hydrophobe (bleu).

Les peptides By repliés dans cette structure bfirfboucle-brinp s’empilent les
uns sur les autres par l'intermédiaire de liaishgdrogene pour former les feuillefs
croisés paralléles et colinéaires a I'axe de leefih’édifice formé interagit sur lui-méme,
par la face hydrophobe, selon une symétrie C2x 2m, @utes deux probables, pour
constituer le protofilament (Figure &)Les dimensions du protofilament ainsi formé sont
en accord avec celles mesurées par microscopie.

6.0 nm

Figure 6 : Modéele structurale de la fibre amyloideformé par le peptide A4 proposé par Tycko et

col 141° (&) modéle ruban, arrangement des feuillet§ croisés dans une symétrie C2z et C2x; (b)
modele atomique de la structure C2x (vert: hydropbbe ; magenta: polaire; rouge: chargé
négativement ; bleu : chargé positivement)

14 petkova, A. T.; Ishii, Y.; Balbach, J. J.; AntzimkO. N.; Leapman, R. D.; Delaglio, F.; Tycko, R.
structural model for Alzheimer's beta -amyloid fibrbased on experimental constraints from solatest
NMR. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. 2002 99, 16742-16747.

15 petkova, A. T.; Yau, W. M.; Tycko, R. Experimentainstraints on quaternary structure in Alzheimer's
beta-amyloid fibrilsBiochemistry2006 45, 498-512.
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Des structures atomiques ont été également propgseéar d’autres protéines
amyloides, par des études en RMN du solide ouadifin des rayons X, comme la
structure de la partie-terminale de la protéine du pridhou de la protéine amyling.

[1.3. Mécanisme de formation des fibres

Il est largement accepté que la formation des silarayloides est réalisée selon un
mécanisme de type nucléation dépendant « nuclegtedvth »® Le mécanisme
commence par une phase de latence suivie d'uneafammrapide des fibres de type
exponentiel.

La phase de latence est considérée comme le tefwpssaire a la constitution d’'un
nucléus ou noyau. Une fois le nucléus formé I'éliium de la fibre s’opere rapidement
par I'association de monomeéres ou d'oligomeres aogau. Méme si pendant le temps de
latence les fibres ne sont pas encore forméess ét#pe est considérée comme tres
importante, de par la formation d'une variété djotneres dont des espéces non
fibrillaires, riches en feuilletg, appelés protofibres:2%#

La diversité des peptides et protéines amyloidgdigue qu’il n'existe pas un
mécanisme unique de formation des espéces oligquedyi Ces derniéres peuvent se
former entre peptides ou protéines non structurémsre protéines globulaires
partiellement structurées ou dans leurs structnatives. La représentation schématique,
proposée par Chiti et Dobson, des différentes veenction des états conformationnels
des protéines amyloides est présentée dans la figur

Quelgue soit I'état conformationnel initial de leofgine, il existe un équilibre entre
I'état fonctionnel et la formation d’oligoméres, mamyloidogéniques, qui se structurent
ensuite en feuillep pour former les protofibres. Ces protofibres sémigent ensuite pour
former le protofilament.

16 Ritter, C.; Maddelein, M. L.; Siemer, A. B.; Luhr$.; Ernst, M.; Meier, B. H.; Saupe, S. J.; Ri&,
Correlation of structural elements and infectivifjthe HET-s prionNature2005 435, 844-848.

" Kajava, A. V.; Aebi, U.; Steven, A. C. The parheiperpleated beta-structure as a model for auhyloi
fibrils of human amylinJ. Mol. Biol.2005 348, 247-252.

'8 a) Pedersen, J. S.; Christensen, G.; Otzen, DMdglulation of S6 fibrillation by unfolding rates én
gatekeeper residued. Mol. Biol. 2004 341, 575-588. b) Serio, T. R.; Cashikar, A. Gowal, A. S,;
Sawicki, G. J.; Moslehi, J. J.; Serpell, L.; Arngglav. F.; Lindquist, S. L. Nucleated conformatidna
conversion and the replication of conformationdbimation by a prion determinangcience200Q 289,
1317-1321.

9 Harper, J. D.; Wong, S. S.; Lieber, C. M.; Lanshu?. T. Observation of metastable Abeta amyloid
protofibrils by atomic force microscopg€hem. Biol1997, 4, 119-125.

% Walsh, D. M.; Lomakin, A.; Benedek, G. B.; Condrdvl. M.; Teplow, D. B. Amyloid beta-protein
fibrillogenesis. Detection of a protofibrillar imrteediate.J. Biol. Chem1997, 272, 22364-22372.

2L Walsh, D. M.; Hartley, D. M.; Kusumoto, Y.; Fezoi.; Condron, M. M.; Lomakin, A.; Benedek, G. B.;
Selkoe, D. J.; Teplow, D. B. Amyloid beta-proteiibrilogenesis. Structure and biological activity o
protofibrillar intermediates]. Biol. Chem1999 274, 25945-25952.
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Figure 7 : Représentation schématique des différeas voies de formation des fibrés

Cependant, les mécanismes moléculaires ainsi gquéadteurs déterminants a la
formation de structures riches en feuillBtae sont pas clairement connus. Le repliement
des peptides et protéines amyloides fait I'objet mambreuses études que nous
présenterons plus en détail dans la péxtie

Les peptide$ amyloides, Bao et ABs» (AB), existent sous forme de monomeres
non structuréen équilibre rapide avec des oligoméres solufl&eux-ci sont composés
de 2 a 6 peptides relativement désorganisés etlasrgrécurseurs des protofibres. Les
protofibres de I'8 interagissentvec la ThT et le RC, sont riches en feuillgtet sont
sous la forme d’espéces sphériques formées d’eng@dqeptided™*®

Des espéces oligomériques sphériques riches diefei ont été aussi observées
pour d’autres protéines comme-Bynucléine* 'amyline > la transthyrétiné® ou lap2-
microglobuline?®

22 Bitan, G.; Kirkitadze, M. D.; Lomakin, A.; VollersS. S.; Benedek, G. B.; Teplow, D. B. Amyloid beta
protein (Abeta) assembly: Abeta 40 and Abeta 4@oatierize through distinct pathwayRroc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A2003 100, 330-335.

% Kayed, R.; Sokolov, Y.; Edmonds, B.; Mcintire, ™.; Milton, S. C.; Hall, J. E.; Glabe, C. G.
Permeabilization of lipid bilayers is a common anfiation-dependent activity of soluble amyloid
oligomers in protein misfolding diseasdsBiol. Chem2004 279, 46363-46366.

24 Conway, K. A.; Harper, J. D.; Lansbury, P. T., Bibrils formed in vitro from alpha-synuclein andat
mutant forms linked to Parkinson's disease are#ygimyloid.Biochemistry200Q 39, 2552-2563.

% Quintas, A.; Vaz, D. C.; Cardoso, |.; Saraiva, M. Brito, R. M. Tetramer dissociation and monomer
partial unfolding precedes protofibril formationamyloidogenic transthyretin variants.Biol. Chem2001,
276, 27207-27213.

% Gosal, W. S.; Morten, I. J.; Hewitt, E. W.; Smith, A.; Thomson, N. H.; Radford, S. E. Competing
pathways determine fibril morphology in the selé@®ibly of beta2-microglobulin into amyloid. Mol.
Biol. 2005 351, 850-864.

217 -



Introduction L'amylose

II.4. Toxicité des dépobts amyloides

1.4.1. Agents toxiques des amyloses

La présence des dépb6ts amyloides dans les tissua teturellement désignés
comme la cause principale de différentes pathatogiette hypothése a été renforcée par
différentes observations comme la toxicité neumimabitro des peptides p?"?2

En effet, les dépbts des peptide$ Aont responsables d’'une dépolarisation
membranaire et d’'une altération des potentiels tibas des neuronés. De plus,
I'injection de fibres d’A dans le cortex cérébral de singes a induit unte s neurones
ainsi qu’une activation microgliaf8.

Cependant, il est devenu de plus en plus évidemia@piespéces responsables de la
toxicité ne sont pas les fibres mais les oligoméselsibles des peptidesp&™>! Ces
intermédiaires solubles non fibrillaires, ADDLs poAB Derived Diffusible Ligands, ont
été caracterisés comme étant les neurotoxinesmeables de la mort cellulaire en se liant
a la surface des neurorés.

De méme, les especes non fibrillaires de la trgndtime se sont révélées étre
toxiques en absence de fibrés.

La toxicité dans les différents tissus semble détne la conversion d’'une protéine
dans sont état natif et soluble en des formes wilgmues et fibrillaires. Chiti et Dobson
proposent que la toxicité des agrégats pré-filiméifarésulte de leurs états non structdrés.
En effet, la génération d'une population d'espéadgjomériques dans un état
conformationnel non natif conduit a la présentato groupements a la surface des
agrégats ; ces derniers sont habituellement enfdaiss une structure globulaire ou
dispersés dans un état non structuré. Cet étatugaitdpar exemple a une mauvaise
interaction avec certains composants cellulairesnge les membranes ou avec certaines
protéines qui interviennent dans des processusxvaur la cellule.

" Lorenzo, A.; Yankner, B. A. Beta-amyloid neurotify requires fibril formation and is inhibited lpngo
red.Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A994 91, 12243-12247.

8 pike, C. J.; Walencewicz, A. J.; Glabe, C. G.;itam, C. W. In vitro aging of beta-amyloid proteauses
peptide aggregation and neurotoxicByain Res1991, 563, 311-314.

“ Hartley, D. M.; Walsh, D. M.; Ye, C. P.; Diehl,;Masquez, S.; Vassilev, P. M.; Teplow, D. B.; $elkD.

J. Protofibrillar intermediates of amyloid beta4@io induce acute electrophysiological changes and
progressive neurotoxicity in cortical neurodsNeuroscil999 19, 8876-8884.

* Geula, C.; Wu, C. K.; Saroff, D.; Lorenzo, A.; YyaM.; Yankner, B. A. Aging renders the brain
vulnerable to amyloid beta-protein neurotoxicat. Med.1998 4, 827-831.

%1a) Lue, L. F.; Kuo, Y. M.; Roher, A. E.; Bracho\a; Shen, Y.; Sue, L.; Beach, T.; Kurth, J. H..dey R.
E.; Rogers, J. Soluble amyloid beta peptide comatoh as a predictor of synaptic change in Alzlesim
diseaseAm. J. Pathol1999 155, 853-862. b) McLean, C. A.; Cherny, R. A.aser, F. W.; Fuller, S. J.;
Smith, M. J.; Beyreuther, K.; Bush, A. |.; Maste@s, L. Soluble pool of Abeta amyloid as a determtnaf
severity of neurodegeneration in Alzheimer's dise@an. Neurol.1999 46, 860-866. c) Wang, J.; Dickson,
D. W.; Trojanowski, J. Q.; Lee, V. M. The levels sbluble versus insoluble brain Abeta distinguish
Alzheimer's disease from normal and pathologic gdiixp. Neurol1999 158, 328-337.

%2 L ambert, M. P.; Barlow, A. K.; Chromy, B. A.; Edvas, C.; Freed, R.; Liosatos, M.; Morgan, T. E.;
Rozovsky, I.; Trommer, B.; Viola, K. L.; Wals, PZhang, C.; Finch, C. E.; Krafft, G. A.; Klein, W..L
Diffusible, nonfibrillar ligands derived from Abettad2 are potent central nervous system neurotofRiree.
Natl. Acad. Sci. U. S. A998 95, 6448-6453.

% Sousa, M. M.; Cardoso, |.; Fernandes, R.; Guinsrae Saraiva, M. J. Deposition of transthyretin i
early stages of familial amyloidotic polyneuropateyidence for toxicity of nonfibrillar aggregatésm. J.
Pathol.2001, 159, 1993-2000.
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11.4.2. Maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est une forme de démencetouche environ 900 000
personnes en France et plus de 150 000 nouveawonasliagnostiqués chaque anriée.
D'ici a 2020, on estime que 30 millions de perssrseront affectées par cette maladie a
travers le monde et d'ici a 2050, ce chiffre patlseen passer a 45 millions. La maladie
peut se présenter sous deux formes, la forme Spoecket la forme héréditaire ; la
premiére touche la population des personnes dedpld® ans et la seconde, beaucoup plus
rare, se déclare plus précocement vers la quanantaeés symptéomes de la maladie sont
les pertes de mémoire, un esprit de plus en plofuspdes difficultés de jugement, des
modifications de la personnalité, une désorientagioune perte des capacités du langage.

C’est le neuropsychiatre Alois Alzheimer qui id&atiles deux types de Iésions
caractéristiques de cette maladie: les plaquesileséret les dégenérescences
neurofibrillaires (Figure 8§

Plagues

Tangles

Figure 8 : Coupe d’'un cortex cérébral de la maladial’Alzheimer avec les plaques séniles (plaques) et
les dégénérescences neurofibrillaires (tanglé8)

Les plaques séniles sont majoritairement consstdés peptides A AB4o et AB4z,
produits par la coupure protéolytigue de la pra@éiransmembranaire APP (Amyloid
Precursor Proteir?). L'APP est une glycoprotéine exprimée dans de nemg®s cellules
dont le géne est situé sur le chromosome 21. Legnmess responsables de la coupure et
impliquées dans la voie amyloide sont les enzypnesy-sécrétases (Figure 3.

% Ligue Européenne Contre la Maladie d’Alzheimetpittwww.maladiealzheimer.fr/index.htm

% Alzheimer, A. Uber eine eigenartige Erkrankung Henrinde. Allgemeine Zeitschrift fur Psychiatrie und
phychish-Gerichtliche MedizjiiBerlin) 1907, 64, 146-148.

% Blennow, K.; de Leon, M. J.; Zetterberg, H. Alzineir's diseasé.ancet2006 368, 387-403.

3" Hardy, J.; Selkoe, D. J. The amyloid hypothesiglaheimer's disease: progress and problems orot
to therapeuticsScience2002 297, 353-356.

¥ Vassar, R.; Bennett, B. D.; Babu-Khan, S.; KahnMendiaz, E. A.; Denis, P.; Teplow, D. B.; RoSs;,
Amarante, P.; Loeloff, R.; Luo, Y.; Fisher, S.; leu) J.; Edenson, S.; Lile, J.; Jarosinski, M. Bigre, A. L.;
Curran, E.; Burgess, T.; Louis, J. C.; Collins, Feanor, J.; Rogers, G.; Citron, M. Beta-secretdsavage
of Alzheimer's amyloid precursor protein by thensmembrane aspartic protease BASEiencel999 286,
735-741.
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Figure 9 : Processus protéolytique de 'APP par lesécrétase¥

La coupure par lg-sécrétase conduit & la production de plusieursigep A3 de
39 a 43 résidus. Méme si le peptidgsfest produit majoritairement, le peptid@.Aest le
composant principal des plaques sérilfes.

Les deépdts amyloides sont systématiqguement assaziéane variété de
macromolécules. En effet, on peut identifier despgosantes de la matrice extracellulaire
telles que [l'ubiquitaire glycoprotéine composant-Bmyloide ainsi que des
glycosaminoglycanes (GAGs) et des protéoglycanes GAGs sont un groupe de
polysaccharides constitués de la répétition d'snii@accharidiques tels que les kératanes,
dermatanes ou héparanes sulfates. Les protéogb/aaésaltent de la liaison covalente
entre les chaines glycosaminoglycanes et une peotéLes héparanes sulfates
protéoglycanes tels que l'agrine, le perlecane @tldminine sont les molécules
majoritairement retrouvées dans les plaques ansgoitiout comme les GAGs, elles sont
impliquées dans la fibrillogénese. En effet, ilté éontré que le perlecane accélere la
formation des fibres du peptidefAet contribue a renforcer sa toxicftéDe plus, ces
composés se lient aux plaques leur conférant aitesiésistance a la protéolySe.

La dégénérescence neuronale serait le résultaésizgdilibre entre la production et
la clairance des peptide3ACelui-ci entrainerait alors une série de procesegroupés
sous le terme de cascade amyloide. Ces processusOs@poses entre autre de I'activation
microgliales et astrocytaires, de la perturbatian lthoméostasie d’ions et du stress
oxydatif >’

En plus des plaques amyloides, des dégénérescermasfibrillaires sont
impliguées dans la maladie d’Alzheimer. Les dégeéseances neurofibrillaires sont
constituées de la protéine Tau hyperphosphofyldéa protéine Tau est une protéine

% Clippingdale, A. B.; Wade, J. D.; Barrow, C. J.eThmyloid-beta peptide and its role in Alzheimer's
diseasel. Pept. Sci2001], 7, 227-249.

40 \watsubo, T.; Odaka, A.; Suzuki, N.; Mizusawa, Nukina, N.; Ihara, Y. Visualization of A beta 434
and A beta 40 in senile plagues with end-specifibeta monoclonals: evidence that an initially dépds
species is A beta 42(43Yeuron1994 13, 45-53.

4 Castillo, G. M.; Ngo, C.; Cummings, J.; Wight, NI.; Snow, A. D. Perlecan binds to the beta-amyloid
proteins (A beta) of Alzheimer's disease, accedsrat beta fibril formation, and maintains A bethrifi
stability. J. Neurocheml997, 69, 2452-2465.

2 q) Kisilevsky, R. Proteoglycans, glycosaminoglygaamyloid-enhancing factor, and amyloid deposition
J. Intern. Med1992 232, 515-516. b) van Horssen, J.; Wesselingyd ;den Heuvel, L. P.; de Waal, R. M.;
Verbeek, M. M. Heparan sulphate proteoglycans imhAimer's disease and amyloid-related disorders.
Lancet Neurol2003 2, 482-492.

43 Grundke-Igbal, I.; Igbal, K.; Tung, Y. C.; QuinlaM.; Wisniewski, H. M.; Binder, L. |. Abnormal
phosphorylation of the microtubule-associated pnotau (tau) in Alzheimer cytoskeletal pathologgroc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A986 83, 4913-4917. Nukina, N.; lhara, Y. One of timigenic determinants of
paired helical filaments is related to tau protdirBiochem1986 99, 1541-1544.
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axonale qui lie les microtubules afin de favorideur assemblage et leur stabilité.
L’hyperphosphoylation de la protéine Tau et l'agéon sous forme de neurofibrilles
intracellulaires onpour conséquence le désassemblage des microtuluile®mpromet
les fonctions neuronales et synaptigtfe8ependant, I'implication de la protéine Tau dans
la maladie n’est pas clairement identifiée.

11.4.3. Stratégies thérapeutiques

A ce jour, il n'existe aucun traitement guérissianaladie d'Alzheimer, ni méme
permettant d’arréter son évolution. Les médicameatsuellement commercialisés
permettent d’atténuer les symptdmes et sont prfeipent composés d’'inhibiteurs de
I'acétylcholinestérase et d’antagonistes du récefleméthyl-D-aspartate (NMDAY

Le premier traitement atténue les troubles cogndihsi que ceux de la mémoire
par augmentation de la transmission cholinergi§oa. but est de combattre les effets de la
dégenérescence des neurones cholinergiques dampokthmpe et le néocortex.
L’augmentation de la disponibilité du neurotrangmat acétylcholine est réalisée par
inhibition de I'enzyme de dégradation dans I'espag®aptique, I'acétylcholinestérase. Les
inhibiteurs d’acétylcholinestérase commercialisést e donepezil, la rivastigmine et la
galanthamine.

Le glutamate, neurotransmetteur, et son récept®DA jouent un réle important
dans les processus d'apprentissage et de mémaames @ maladie d’Alzheimer, une
activité excessive des recepteurs glutaminergidid® A entraine une destruction des
cellules nerveuse$. La memantine est un antagoniste non compétitiféepteur qui
freine I'excitation glutaminergique et induit urfetfneuroprotectedfY.

Les traitements symptomatiques présentés précédemnimterviennent pas
directement dans la cascade amyloide. Afin d'igterf avec cette voie, une seconde
stratégie thérapeutique consiste a développer dédicaments qui empéchent la
production ou I'agrégation du peptidg Au qui éliminent les dépbts amyloides.

Une premiére approche consiste donc a développeintibiteurs des enzymes de
coupures de la protéine APB; et y-sécrétases. L'inhibition de If-sécrétase réduit
significativement la quantité de peptidep dans le cerveau de souris transgénigtiese
méme, des inhibiteurs delasécrétase ont eté développés et une moléculetastlament

“ |gbal, K.; Alonso Adel, C.; Chen, S.; Chohan, M; Bl-Akkad, E.; Gong, C. X.; Khatoon, S.; Li, R.iu,

F.; Rahman, A.; Tanimukai, H.; Grundke-Igbal, luT@athology in Alzheimer disease and other taudgsith
Biochim. Biophys. Acta005 1739, 198-210.

S Lleo, A.; Greenberg, S. M.; Growdon, J. H. Currgharmacotherapy for Alzheimer's diseasenu. Rev.
Med.2006 57, 513-533.

¢ Michaelis, E. K. Molecular biology of glutamateceptors in the central nervous system and ther irol
excitotoxicity, oxidative stress and agifyog. Neurobiol 1998 54, 369-415.

47 Areosa, S. A.; Sherriff, F.; McShane, R. Memantioe dementiaCochrane Database Syst R&Q05
CD003154.

“8 Chang, W. P.; Koelsch, G.; Wong, S.; Downs, D.; Ba Weerasena, V.; Gordon, B.; Devasamudram, T.;
Bilcer, G.; Ghosh, A. K.; Tang, J. In vivo inhilgti of Abeta production by memapsin 2 (beta-seocegtas
inhibitors.J. Neurochem2004 89, 1409-1416.
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en étude cliniqué’ Enfin, une autre approche réside dans la stinoadie la voie non
amyloide, qui vise a augmenter l'activité normale kh-sécrétase afin d’éviter la
production du peptide p>°

Une seconde approche vise a détruire les plagugia®s par I'immunothérapie.
Cette approche a été développée aprés |'observatien des anticorps monoclonaux
dirigés contre le peptidepA.inhibent non seulement son agrégaiionitro mais peuvent
aussi solubiliser les dépdts amyloided effet est attribué & l'interaction des anticorps
avec les fibres qui induirait une clairance paivation microgliale’® Le vaccin AN1792
composé d’agrégats de peptidgsAa été ainsi étudié par des essais cliniques. Cepén
ces essais ont di &tre arrétés en phase Il & dauséveloppement de cas d’encéphafite.
De nouveaux vaccins composés de fragmBrsrminaux de peptidespfont ensuite été
concus et sont actuellement en étude clinfjue.

Enfin, une troisieme approche consiste a I'élalmmate molécules qui interférent
avec le processus de formation de fibres. La cdiwep’inhibiteurs de la fibrillogénése
est I'un des sujets de ces travaux et va étre dppék plus en détails dans la pagie

49 Siemers, E.; Skinner, M.; Dean, R. A.; Gonzales, Satterwhite, J.; Farlow, M.; Ness, D.; May, P. C
Safety, tolerability, and changes in amyloid betacentrations after administration of a gamma-dases
inhibitor in volunteersClin. Neuropharmacol005 28, 126-132.

*0 Etcheberrigaray, R.; Tan, M.; Dewachter, |.; Kuip€.; Van der Auwera, |.; Wera, S.; Qiao, L.; KaB.;
Nelson, T. J.; Kozikowski, A. P.; Van Leuven, F.kén, D. L. Therapeutic effects of PKC activators i
Alzheimer's disease transgenic miPeoc. Natl. Acad. Sci. U. S. 2004 101, 11141-11146.

*1 Solomon, B.; Koppel, R.; Hanan, E.; Katzav, T. Molonal antibodies inhibit in vitro fibrillar agggation
of the Alzheimer beta-amyloid peptideroc. Natl. Acad. Sci. U. S. A996 93, 452-455.

2 Schenk, D.; Hagen, M.; Seubert, P. Current pragiiesbeta-amyloid immunotherapgurr. Opin.
Immunol.2004 16, 599-606.

3 Orgogozo, J. M.; Gilman, S.; Dartigues, J. F.;feat, B.; Puel, M.; Kirby, L. C.; Jouanny, P.; DifdB.;
Eisner, L.; Flitman, S.; Michel, B. F.; Boada, Mrrank, A.; Hock, C. Subacute meningoencephalitia in
subset of patients with AD after Abeta42 immunizatNeurology2003 61, 46-54.

* Schenk, D.; Hagen, M.; Seubert, P. Current pragiesbeta-amyloid immunotherapgZurr. Opin.
Immunol.2004 16, 599-606.
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A. Modeles de fibres amyloides

Dans certaines conditions encore mal connues, eetdps et protéines solubles se
replient en feuilletsp croisés et s'assemblent pour former des fibres peotéines,
précurseurs de fibres amyloides, ne présententeadailles, de séquences ou de structures
tridimensionnelles communes alors que les fibreturaa ont de nombreuses analogies en
termes de structure secondaire, de morphologie’ieteichction avec certains colorants.
Cependant, du fait de la rapidité du phénomene d¢a @golubilité limitée des fibres, nous ne
disposons pas a I'heure actuelle de données stalesua haute résolution. De plus, les
interactions misent en jeu dans le repliement né¢ gas clairement définies.

Afin de déterminer les principes physico-chimiqusesis jacent au repliement et a
'assemblage en fibre, des molécules modeles desfiamyloides ont été développées. Les
approches pour construire ces modeéles se basérmt,aenre, sur des études du repliement de
fragments peptidiques ou en fonctions de mutatidasda séquence ou utilisent enfin la
conceptiorde noveet les systemes peptidiques « switch » et « coibdd.

Nous allons dans le paragraphe suivant donner geelgxemples de molécules
modeles utilisées pour étudier le repliement desépres amyloides. Puis, nous présenterons
la synthése des molécules modeles de fibres anegajde nous avons développées ainsi que
leurs caractérisations par différentes techniqués/sipo-chimiques et modélisation
moléculaire.

A.1. Molécules modeles de fibres amyloides

A.1.1. Fragments peptidiques

Parmi les peptides et protéines amyloides, le geftiamyloide est I'un des plus
etudiés du fait du nombre relativement peu élevéedaus (40 a 42) et de son implication
dans la maladie d’Alzheimer. Les premiers travanotxaterché a définir la longueur minimale
du peptide nécessaire a la formation de fibres guesles conditions d’agrégations.

En 1987, les travaux de Gorevic et al. ont permidedtifier le fragment A19.28
comme la séquence minimale que doit conserver péidee AB pour la formation de fibres
amyloides™ Ce fragment présente les mémes caractéristiquesi@nscopie électronique
ainsi qu’en diffraction des rayons X que le peptiddif. La partie centrale du peptidg3 &st
alors désigné comme élément crucial pour la foronatie fibres.

Par la suite, la longueur de la paffigerminale a été étudiée ainsi que I'influence de
différents facteurs comme la variation du PH.es fragments Bi.osa AB1.4> forment des
fibres et sont insolubles a pH acide (3,5-6,5). hestides les plus longs A4, a AB;.s,, sont
guant a eux insolubles a la fois a pH acide et gpytiologique. La parti€-terminale du
peptide A joue un rble dans la solubilité et dans le pracesiagrégations.

% Gorevic, P. D.; Castano, E. M.; Sarma, R.; Framgid. Ten to fourteen residue peptides of Alzhesne
disease protein are sufficient for amyloid fibridrifnation and its characteristic x-ray diffractiomattern.
Biochem. Biophys. Res. Comm@87, 147, 854-862.

% Burdick, D.; Soreghan, B.; Kwon, M.; Kosmoski, Knauer, M.; Henschen, A.; Yates, J.; Cotman, Qap6,
C. Assembly and aggregation properties of synthatdheimer's A4/beta amyloid peptide analogs.Biol.
Chem.1992 267, 546-554.
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L'implication de la partieN-terminale du peptide R\sur la cinétique de formation des
fibres a été également étudrddEn effet, il est montré que si les 17 premiersesiaminés de
cette région sont éliminés, la formation de fibeesamplifiée.

D’apreés les travaux de Tjernberg et al., les résithia 20, KLVFF, sont nécessaires a
linteraction entre les peptidesp&® Des études par modélisation moléculaire montre que
I'interaction entre ces résidus et la région horgo (A317-21 et/ou ABig2) se fait via la
formation d’'un feuilletp antiparalléle. Cependant, ce pentapeptide seybemmet pas la
formation de fibres.

Par la suite, la méme équipe a montré que le pepiid; ozest le plus petit fragment
nécessaire & la formation des fibfésPar modélisation moléculaire, les résidus chargés
forment des paires d’ions (ponts salins entre Hip-At Glu-Lys) et les résidus hydrophobes
de cette région constituent un cceur hydrophobestgiilise le feuillet antiparalléle. Les
interactions électrostatiques, hydrophobes stacking sont désignées comme essentielles a
la formation des fibres puisque des tétrapeptielssgue KFFE et KVVE forment des fibrés.

Enfin, les travaux de Yankner et al., indiquent ¢gidragment 25-35 du peptideBA
posséde les mémes effets neurotrophique et neigawgue le peptide nafif.Les parties\-
et C-terminales de ce fragment sont nécessaires artafimn de fibres et a la neurotoxicité.

Dans le cas du polypeptide amyline humain, hIAPPré&idus), le segment impliqué
dans la reconnaissance moléculaire est le fraghlARP; 1,0 et les pentapeptides hIARRsg,
NFVLH, et hIAPRs.10 FLVHS sont les plus petits segments capables meefodes fibre§

La présence des résidus aromatiques dans ces séguert en évidence, une fois de plus,
limportance des interactions stacking dans la formation de fibres. Cependaifféredntes
morphologies des fibres sont observées entre degnients hIAPE. .7 FGAIL et hIAPR2.27
NFGAIL.*

Les différents fragments structurés en feuflede la protéingg2-microglobuline (99
résidus) ont été étudiés pour leur propensionradodes fibre§> Parmi eux, deux fragments
forment des fibres dont le peptide de séquence B39, DWSFYLLYYTEFT. Les auteurs

" Pike, C. J.; Overman, M. J.; Cotman, C. W. Amienstinal deletions enhance aggregation of beta-dthylo
peptides in vitroJ. Biol. Chem1995 270, 23895-23898.

8 @) Tjernberg, L. O.; Naslund, J.; Lindqvist, Fahansson, J.; Karlstrom, A. R.; Thyberg, J.; Tareni.;
Nordstedt, C. Arrest of beta-amyloid fibril formati by a pentapeptide ligandl. Biol. Chem1996 271, 8545-
8548. b) Tjernberg, L. O.; Lilliehook, C.; Callawa®. J.; Naslund, J.; Hahne, S.; Thyberg, J.; TieserL.;
Nordstedt, C. Controlling amyloid beta-peptide ifidformation with protease-stable ligands. Biol. Chem.
1997 272, 12601-12605.

* Tjernberg, L. O.; Callaway, D. J.; Tjernberg, Adahne, S.; Lilliehook, C.; Terenius, L.; Thyberg; J
Nordstedt, C. A molecular model of Alzheimer amgldieta-peptide fibril formationl. Biol. Chem1999 274,
12619-12625.

 Tjernberg, L.; Hosia, W.; Bark, N.; Thyberg, Jahansson, J. Charge attraction and beta propeasity
necessary for amyloid fibril formation from tetrpieles.J. Biol. Chem2002 277, 43243-43246.

L Yankner, B. A.; Duffy, L. K.; Kirschner, D. A. Neotrophic and neurotoxic effects of amyloid betatpin:
reversal by tachykinin neuropeptid&siencel99Q 250, 279-282.

%2 pike, C. J.; Walencewicz-Wasserman, A. J.; Kosiinakk Cribbs, D. H.; Glabe, C. G.; Cotman, C. W.
Structure-activity analyses of beta-amyloid peggtideontributions of the beta 25-35 region to aggtieg and
neurotoxicity.J. Neurochem1995 64, 253-265.

% Mazor, Y.; Gilead, S.; Benhar, |.; Gazit, E. Idécation and characterization of a novel molecular
recognition and self-assembly domain within thetisimyloid polypeptidel. Mol. Biol.2002 322, 1013-1024.

% Tenidis, K.; Waldner, M.; Bernhagen, J.; Fisché; Bergmann, M.; Weber, M.; Merkle, M. L.; Voelta.;
Brunner, H.; Kapurniotu, A. Identification of a ganand hexapeptide of islet amyloid polypeptid&ePP) with
amyloidogenic and cytotoxic propertigs.Mol. Biol.200Q 295, 1055-1071.

 Jones, S.; Manning, J.; Kad, N. M.; Radford, S.AmRyloid-forming peptides from beta2-microglobulin-
Insights into the mechanism of fibril formationvitro. J. Mol. Biol.2003 325, 249-257.
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concluent que les nombreux résidus aromatiquesa d®duence ainsi que des interactions
électrostatiques sont des éléments déterminantd’pesemblage en fibres.

A.1.2. Mutageneése dirigée

Dans le but de déterminer le role des acides andaés le repliement et dans la
formation des fibres de nombreuses études de meagalirigée ont été réalisées.

Lors de ces études, il a été montré que la pastierae hydrophobe du peptid Ast
déterminante dans le processus de repliement gtédjation.

La mutation systématique de tous les résidus dpsSdes A31,-26 €t AB1so3par une
proline désigne le fragment 17-23 (LVFFAED) comnee dceur central hydrophobe du
peptide /8.%° En effet, les mutations de cette séquence ont effet une diminution de la
formation de fibres et une augmentation de la slité@bLe résidu proline ne permettant pas la
formation de liaisons hydrogéne, ces résidus sont émpliqués dans le caeur nécessaire a la
formation du feuillet3. Par contre, la mutation par une alanine deswédid7, V18 et F20
n'a aucun effet sur la formation des fibres congéraient a la mutation du résidu F19.

De méme, la mutation des résidus hydrophobes dymiat A310.43 par des résidus
hydrophiles diminue la fibrillogéné$é.

D’apres les travaux de Esler et al., le fragmepioAsNH, forme des fibres similaires
au peptide natif® La mutation F19T de ce fragment empéche la foonatie fibres due
principalement aux modifications de la nature gté&iet de la polarité de la chaine latérale.

Les résidus de la partie hydrophobe du peptifieAB30-36 sont également essentiels
pour la formation des fibres.

En effet, la mutation des résidus 131 et 132 dgrmant A3,s.35 réduit I'agrégation
ainsi que la mutation du résidu M35 par les résldusine, lysine ou tyrosir.L’amidation
en positionC-terminale du peptide ys.3s empéche la formation du feuillptet des fibre§?
La partie C-terminale participe, selon les auteurs, a uneraot®n électrostatique avec le
résidu K28 qui stabilise le feuill@t

L’étude du peptide Byo montre que la mutation des résidus G33L34M35 par
V33A34A35 diminue lI'agrégation ainsi que la mutatide M35 par les résidus Glu, GIn, Ser
ou Leu’® Par contre la mutation du résidu M35 par une méthe oxydée’a pas d’effet sur
'agrégation. Dans une autre étude, 'effet inveese montré, I'oxydation du résidu M35 en
M35% réduit significativement la formation des fibremydoides’*

L’équipe de Wetzel suggere que les pare®t C-terminales du peptide Ao, AP1-14
et ABs740 sont peu impliquées dans le repliement du pepfifieet sont relativement

% Wood, S. J.; Wetzel, R.; Martin, J. D.; Hurle, R. Prolines and amyloidogenicity in fragments oé th
Alzheimer's peptide beta/ABiochemistryl995 34, 724-730.

7 Hilbich, C.; Kisters-Woike, B.; Reed, J.; Maste€s, L.; Beyreuther, K. Substitutions of hydrophohimino
acids reduce the amyloidogenicity of Alzheimersedise beta A4 peptidds.Mol. Biol.1992 228, 460-473.

% Esler, W. P.; Stimson, E. R.; Ghilardi, J. R.; Mu,A.; Felix, A. M.; Vinters, H. V.; Mantyh, P. WLee, J. P.;
Maggio, J. E. Point substitution in the central toghobic cluster of a human beta-amyloid congefgugts
peptide folding and abolishes plaque competeBimehemistry1 996 35, 13914-13921.

% Terzi, E.; Holzemann, G.; Seelig, J. Reversibledoan coil-beta-sheet transition of the Alzheimetabe
amyloid fragment (25-35Biochemistry1l994 33, 1345-1350.

°Dobeli, H.; Draeger, N.; Huber, G.; Jakob, P.;8ith, D.; Seilheimer, B.; Stuber, D.; Wipf, B.; Zuif, M. A
biotechnological method provides access to aggmygatompetent monomeric Alzheimer's 1-42 residue
amyloid peptideBiotechnology (N Y}995 13, 988-993.

" Hou, L.; Kang, I.; Marchant, R. E.; Zagorski, M. Bethionine 35 oxidation reduces fibril assembfytie
amyloid abeta-(1-42) peptide of Alzheimer's diseds8iol. Chem2002 277, 40173-40176.
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flexibles/? Par contre les séquenceB;8,;, QKLVFF, ABss.2s VGSNK, et Asi.z6 IGLMV,
sont tres sensibles a la mutation par une prolamdirenant ainsi leur réle dans la formation
du feuilletp. Ces résidus font partie du cceur hautement stéietu brin3-boucle-brinf3 du
peptide lorsqu'il est sous forme de fibres (Figlfy.”> Par ailleurs, il a été montré que les
derniers résidus de la parti€-terminale sont plus impliqués dans la cinétique de
fibrillogénése plutdt que dans la stabilité desdif®

Figure 10 : Modele du protofilament du peptide 44, proposée par I'équipe de Wetzéf

e

D’apres le modéle de repliement proposé, le pepgid@myloide doit subir une
inversion d’orientation des chaines latérales deiéna a ce que la séquence du coeur forme
les feuilletsp croisés par interaction entre les peptides. Cep@ndes contacts entre les
chaines latérales et leurs orientations nécessitémte établis. Pour cela, une étude par
mutagenése dirigée a été réalisée ensuite aveésidurcystéiné? Le peptide & contenant
un pont disulfure entre les deux bripiglu méme peptide (Leul7Cys/Leu34Cys) s’assemble
en fibres dans une morphologie similaire au peptaté. Il est déduit de cette étude que les
chaines latérales des résidus L17 et L34 interagisensemble a l'intérieure du cceur
hydrophobe (Figure 11).

Figure 11 : Modélisation moléculaire du peptide 5.6

2 williams, A. D.; Portelius, E.; Kheterpal, I.; Gud. T.; Cook, K. D.; Xu, Y.; Wetzel, R. Mapping aih
amyloid fibril secondary structure using scanninglipe mutagenesis. Mol. Biol.2004 335, 833-842.

3 Jarrett, J. T.; Berger, E. P.; Lansbury, P. T.TBe carboxy terminus of the beta amyloid proteicritical for
the seeding of amyloid formation: implications foe pathogenesis of Alzheimer's dised&iechemistryl993
32, 4693-4697.

" Shivaprasad, S.; Wetzel, R. An intersheet packigraction in A beta fibrils mapped by disulfideoss-
linking. Biochemistry2004 43, 15310-15317.
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L’équipe de Wetzel a ensuite étudié la mutationré@@dus du peptide B par un
résidu cystéine afin de déterminer I'orientatios dbaines latéralé3La cystéine est utilisée,
par le biais de son site d’alkylation, pour étudiaccessibilité des chaines latérales dans la
fibre. Cette étude confirme la flexibilité de larfi@N-terminale et la rigidité des régions 16-
21 et 31-36. Un modéle d’interactions entre leSrawlatérales de la structure biboucle-
brin B est proposé pour lequel les résidus 20 et 35@moetés a I'extérieure de la boucle et
les résidus 17 et 34 a I'intérieure (Figure 12).

¥

Figure 12 : Modéle schématique des interactions enetles chaines latérales du peptide >

D’autre part, la formation de liaisons hydrogene Iparagment &6.20 €St cruciale a
la formation des fibres. En effet, lorsque la aipeptidique est remplacé alternativement par
une liaison ester, la formation de fibres n'a pes.|®

Dans le but d’étudier la spécificité de la formatide fibres, des études sur des
stéréoisoméres du peptide3, AL-AB et D-AB, ont été réaliséed.'association du peptide
soluble de configuration L ou D sur des fibres féem par les peptides LBAou D-AB est
stréréoselective. Les interactions spécifiquesedstisquelette peptidique et entre les chaines
latérales sont, d’aprés les auteurs, aussi impedaque les interactions hydrophobes.

Des études sur d’autres peptides et protéines @egont été également réalisées
pour déterminer la relation entre les résidus d&tpence et le repliement.

La mutation Ala/Phe dans le fragment NFGAILSS dptige amyline montre une
réduction de la formation de fibré5Le résidu phénylalanine par 'interactiorstacking qu'il
induit joue un réle déterminant dans le processudnation des fibres.

La mutation de fragments du polypeptide amyline &tnmmontre que la substitution
du résidu phénylalanine par une leucine n'a paffed’'sur le processus de formation des
fibres alors que la mutation par une alanine rilémprocessus. Ce résultat indique que la
taille, 'hydrophobicité et la propension d’'un rsia former un feuillep sont des facteurs
plus importants que les interactions aromatiquas.aifleurs, le mutant F15L/F23L/Y37L du

S Shivaprasad, S.; Wetzel, R. Scanning cysteine geuntsis analysis of Abeta-(1-40) amyloid fibrils.Biol.
Chem.2006 281, 993-1000.

8 Gordon, D. J.; Meredith, S. C. Probing the rolebatkbone hydrogen bonding in beta-amyloid fibwish
inhibitor peptides containing ester bonds at aftermpositionsBiochemistry2003 42, 475-485.

" Esler, W. P.; Stimson, E. R.; Fishman, J. B.; &, J. R.; Vinters, H. V.; Mantyh, P. W.; Maggid, E.
Stereochemical specificity of Alzheimer's diseastakpeptide assemblBiopolymersl999 49, 505-514.

8 Azriel, R.; Gazit, E. Analysis of the minimal arid-forming fragment of the islet amyloid polypef#i An
experimental support for the key role of the phalarine residue in amyloid formatiod. Biol. Chem2001,
276, 34156-34161.

" Tracz, S. M.; Abedini, A.; Driscoll, M.; Raleigh. P. Role of aromatic interactions in amyloid fation by
peptides derived from human AmyliBiochemistry2004 43, 15901-15908.

-29.-



Partie A Modéle de fibres amyloides

peptide amyline a été évalué sur sa capacité aefodes fibres amyloidé8.Le peptide muté
forme des fibres similaires au peptide natif maivitesse de fibrillogénese est ralentie. Ces
travaux montrent que si les résidus aromatiquesoné pas absolument nécessaires pour la
formation de fibres, ils jouent tout de méme ure rdéterminant notamment sur la cinétique
de formation.

A.1.3. Solubiliser la protéine amyloide et conception davo

La rapidité d’agrégation et la solubilité limitéesdpeptides et protéines amyloides ont
conduit a I'étude du processus de repliement dgrfeats hydrosolubles. L’approche décrite
par I'équipe de Oliveberg, consiste a l'introduntides résidus 29 a 42 de la paifie
terminale du peptided amyloide dans une protéine ribosomal S6 (101 wéid La
construction du modele repose sur I’homologie elgreéquence de I'A\ et de la protéine
ribosomale ainsi que la présence d’'une région tsirée en deux brinf séparés par une
boucle dans la protéine. Le mutant, S6-Alz, formecamplexe soluble, tétramere, lorsqu’il
est replié en feuillef.

Ce mutant caractérisé par rayons X, s'assembléteaniére par formation de feuillets
B intermoléculaires antiparalleles mettant en jeurksidus du peptidepA(Figure 13). De
plus, ce complexe lie la thioflavine T et le roummgo et forme des fibres caractérisées par
microscopie électronique.

S6-Alz

J :
R e

Figure 13 : Structure du tétramére S6-AlZ*

Ces résultats confirment que la pagi¢erminale du peptide Aest importante dans
le repliement en feuillgt grace a la création d’interactions hydrophobes.

La conceptiorde novopour construire des molécules modéles de fibreapmrue du
fait de la grande diversité de séquences des papeidprotéines amyloides. En effet, elle s’est
développée apres le constat que la répétitiomaieede deux résidus, un hydrophobe, leucine,
et 'autre hydrophile, lysine, dans une séquencmeeau peptide de replier en feuilet® La
périodicité de résidus polaires et apolaires essalésignée comme aussi déterminante dans
la structuration secondaire des peptides que Exigtés intrinséques des acides amfiés.

8 Marek, P.; Abedini, A.; Song, B.; Kanungo, M.; debn, M. E.; Gupta, R.; Zaman, W.; Wong, S. S.gi,
D. P. Aromatic interactions are not required foryaoid fibril formation by islet amyloid polypeptidbut do
influence the rate of fibril formation and fibrilarphology.Biochemistry2007, 46, 3255-3261.

8 Otzen, D. E.; Kristensen, O.; Oliveberg, M. Desigrprotein tetramer zipped together with a hydrdjtho
Alzheimer homology: a structural clue to amyloidembly.Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. 200Q 97, 9907-9912.
82 Brack, A.; Orgel, L. E. Beta structures of alte¢im@ polypeptides and their possible prebiotic Higance.
Nature1975 256, 383-387.

8 Xiong, H.; Buckwalter, B. L.; Shieh, H. M.; Hectd. H. Periodicity of polar and nonpolar amino acid the
major determinant of secondary structure in sedeatbling oligomeric peptideBroc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
1995 92, 6349-6353.
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Dans les paragraphes suivants, nous allons domuer ékemples de construction de
molécules modeles de fibres basés sur cette approch

Le premier exemple, décrit par I'équipe de Heclilise la conception de peptidds
novo par une approche combinatoire de répétition d&aedinés polaires (His, Lys, Asn,
Asp, GIn et Glu) et non polaires (Leu, lle, ValRite)® Les différentes séquences ont été
construites selon une périodicité binaire avec wtfroonstitué de quatre résidus polaires et
de trois résidus apolaires par bfirfFigure 14). La bibliotheque de peptides a étérmint par
surexpression a partir d’'un plasmide introduit dansoli.

-——I P-strand >_| 3 gtrancr>_{ B-strand >_{ B-strand >_,m>

Polar residues = u Nonpolar residues = o

Figure 14 : lllustration schématique de la conceptin de la bibliothéque des protéinede nové*

Les études par microscopie électronique, dichroisimellaire et interaction avec le
rouge congo indiquent que les peptides ont le mé&wmportement que les peptides
amyloides par la structuration en feuillBtantiparalléles et leurs assemblages en fibres.

D’aprés la modélisation moléculaire, les peptidassforme monomeérique se replient
en feuilletsp antiparalleles créant un cceur hydrophobe paradatens entre les chaines
latérales des résidus apolaires ; les chainesalesédes résidus polaires sont orientées vers
I'extérieure (Figure 15J° Les monoméres s'assemblent ensuite en fibres.

* Fibril Axis
R

Figure 15 : Modélisation moléculaire d'un peptidede novo(feuillet 3 : vert; coude : gris; chaine latérale
polaire : rouge ; chaine latérale apolaire : jaunéy

La mutation d’'un résidu apolaire dans le motif bi@gar une lysine, induisant ainsi la
présence d’'un résidu polaire dans le coeur hydragheshpéche la formation des fibres.

Le deuxieme exemple, décrit par I'equipe de Ketlynsiste en un peptidomimétique
de novoqui a pour but de comprendre les caractéristicgiescturales de la formation des

8 West, M. W.; Wang, W.; Patterson, J.; Mancia®).J Beasley, J. R.; Hecht, M. H. De novo amyloidtpins
from designed combinatorial librarig®roc. Natl. Acad. Sci. U. S. A999 96, 11211-11216.

8 wang, W.; Hecht, M. H. Rationally designed mutasiconvert de novo amyloid-like fibrils into monarice
beta-sheet proteinBroc. Natl. Acad. Sci. U. S. 2002 99, 2760-2765.
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fibres et les conditions expérimentales nécessairespliement et a la formation d’un feuillet

B.BG

Le peptidomimétique est constitué de deux segnmamtdiques composés des résidus
Val et Thr alternés, séparés par un gabarit didenaoe pour pré-organiser le peptide en
deux bring3 (peptidomimétique 1, Figure 16). Les résidus Malle sont introduit pour leur
forte propension a former un feuillgt et la Thr pour augmenter la solubilité des stmeg en
solution. Un groupemerit,N-diméthyl-éthylénediamine (dmda) est introduit eysipon C-
terminale afin d’augmenter la solubilité de I'as®dage dans une large gamme de pH (jusqu'a
pH 10).

A. Assembly of peptidomimetic 1

Peptidomametic 1 protofilamnt flament Tl ribban
w=2527 Ath=104 w=50-60Ath =104 diameter=100-130A w = (50-60 A} x n

—_— —_— —_— andier

oF thickmess Ilh!:',.-

D::; o

Figure 16 : Schéma du peptidomimétiqu¥

Le peptidomimétigue s’assemble en structures quatess polymorphes riches en
feuillets tels que des protofilaments, des fibres et desnsib

L’étude de la formation du feuilldd par dichroisme circulaire (CD) est réalisée en
fonction du pH et de la force ionique. Dans la garie pH 3-6, apres 24 heures, le peptide
ne se structure pas. L'ajout de NaCl, permet lam&iion du feuillet 3 ainsi que
laugmentation du pH a 7. Lorsque I'étude est saiau méme pH, pH 5,7, en faisant varier
la nature du tampon, il y a formation du feuilietlans le tampon phosphate et non dans le
tampon acétate.

De plus, une difféerence dans la morphologie dasctires est observée selon le pH
d’incubation. A pH 4,8 des fibres composées de diamxents sont observées et a pH 5,7 des
rubans. A pH> 7 des structures hétérogenes sont observées eerstrdictures en forme de
"baguettes".

D’aprés les auteurs, les différents comportememtst slus principalement aux
variations du pH et a la force ionigue. En effatpkutralisation de la charge du groupement
ammonium du dmda est a I'origine de la formatios diéférentes structures.

Enfin, il est observé qu’en fonction du temps e$ denditions expérimentales, la
population des différentes structures varient.

Deux modéles de repliement et de formation desdispnt proposés (Figure £7).

8 Lashuel, H. A.; LaBrenz, S. R.; Woo, L.; Serpell,C.; Kelly, J. W. Protofilaments, filaments, riis, and
fibrils from peptidomimetic self-assembly: impligats for amyloid fibril formation and materials eoce.J.
Am. Chem. So00Q 122, 5262-5277.

87 Deechongkit, S.; Powers, E. T.; You, S. L.; Kelly,W. Controlling the morphology of cross betaethe
assemblies by rational desigh.Am. Chem. So2005 127, 8562-8570.
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B. Interdigitated strand model

oo — By —

MEnemes interdligiated .
dimer pre=-protofilament pratofilament
w=25-2T Ath=5A w=2527 A th=10A

filame=nt fibrils, ribbon s
weS060 A the 104 = 100130 A or (50-60 A) = n

€. Side-chain hydrophicbic collapse model
ditrenzaluran template
Thir Sidle chasir

Val sidse chain

DMDA. end group
= peptide back bone
baffer anian

Qlleocc[]

moromer {after o . la
hydrophoblc collapse) protofilamen mient
w= 2537 Ath= 104 w = 5060 A th=10.A

fibrils, ribbons
we = 100-130 & gr (50-60 A) = n

Figure 17 : Modeéles de repliement du peptidomimetige®’

Le premier modele (Interdigitated strand model,uFégl7) consiste a la création de
liaisons hydrogene intermoléculaires entre deuxigemimétique (dimére) formant quatre
brinsB. L’association des diméres conduit a la formatlenpré-protofilaments stabilisés par
liaisons hydrogéne. Les chaines latérales desuggi@rpendiculaires au feuillgtcréent une
face hydrophile et une face hydrophobe. Deux poégfifaments s’associent par leur face
hydrophobe pour former le protofilament qui s’ongarensuite en filament.

Le deuxiéme modéle (Side-chain hydrophobic collapséel, Figure 17) consiste en
la formation d'interactions hydrophobes intramoléaes, cceur hydrophobe, qui stabilisent
la structure. Les liaisons hydrogene intermolécetaparalleles a I'axe de la fibre conduisent
a I'élongation du protofilament. Les filaments s@rmés par les interactions entre les cycles
dibenzofuranes des protofilaments et la fibre [@essbciation des filaments.

Dans le premier modele, les liaisons hydrogéne aokurigine de la formation de
fibres et stabilisent la structure alors que danslduxieme modele se sont les interactions
hydrophobes. La synthése d’analogues modifiés @andture du gabarit liant les deux
peptides et par la nature des acides aminés suggerée deuxieme modele correspond le
mieux aux différents comportements des peptidoméuéf’ La formation des fibres semble
guidée par les interactions hydrophobes intramddées qui s’empilent dans la structure brin
[3-boucle-brinp.
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A.1.4. Peptides « switch » et « coiled coil »

Les approches que nous allons décrire dans ce rpphagy consiste a utiliser des
peptides modeles pour lesquels la transition veesforme amyloidogénique est induite par la
variation de certaines conditions de pH, de tentpggau en fonction de la nature des ions.

Le premier systéme, décrit par I'équipe de Mutmnsiste a l'incorporation de
« switch » moléculaires dans une séquence pep#digour controler les transitions
conformationnelles et 'auto-assemblage des pepifdée concept nommén satu nascendi
(ISN), décrit I'état structural dans lequel se trede peptide au départ de la transition
conformationnel. Un polypeptide, nommé peptide ikdw», assemblé par synthése
chimique, est composé d'un peptide cible, P, d'létmént « switch », S, et d'une unité
d’'induction conformationnelleg (Figure 18). L'élément est inducteur d’'un changement
conformationnel vers des structures en healioa feuilletp.

Les éléments «switch », S, sont composés d'uniéé depsipeptide ou de
pseudoproline. Ces éléments par un changement deupphlr un processus enzymatique
conduisent & une migration-XN acétyle pour former une liaison peptidique efitnaité ¢ et
le peptide cible P (Figure 18).

)

-® P «— Chemical synthesis

P . ~ .
7 % \\_ - _//o X \\__
M) X \ji =W \ 'in statu nascendi '
f ¥ { )
\y_ /. PH7 _w,)l N (ISN)
\ ! J
\ N\ o/
S_off 9/ S ON_

avary 9
folding o/} - nucleation B - disruption

Figure 18 : Transitions conformationnelles induitespar le concept dein satu nascendf

La formation de cette liaison permet le passage dtat généralement non structuré,
So @ un état replié, ;a4 Cette approche permet d’identifier les sites iqy#s dans le
changement conformationnel (A), de déclencher deéna contrblée la nucléation (B), ou de
perturber une structure secondaire ou tertiaire (C)

La perturbation d’'une structure amyloide a étéigéal avec un élément inducteur
d’hélice o lié & la séquence du peptid@.4.s°>° En effet, le passage a I'état, $onduit & la
déstabilisation des structures riches en feuifiete cette séquence.

8 Tuchscherer, G.; Chandravarkar, A.; Camus, MB8tard, J.; Murat, K.; Schmid, A.; Mimna, R.; LaghtH.

A.; Mutter, M. Switch-peptides as folding precuisan self-assembling peptides and amyloid fibrilogsis.
Biopolymers2007, 88, 239-252.

8 Mimna, R.; Camus, M. S.; Schmid, A.; Tuchscheer, Lashuel, H. A.; Mutter, M. Disruption of amytbi
derived peptide assemblies through the controltetlidtion of a beta-sheet to alpha-helix transfoionat
application of the switch concepgtngew. Chem.-Int. Edi2007, 46, 2681-2684.
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Le deuxieme systeme permet I'étude des changemsenfermationnels de peptides
«a helical coiled coil »° selon les séquences et les conditions expérinesntaés protéines
et peptides « coiled coil » consistent en des d@sapeptidiques structurées en hélieegui
interagissent entre elles par le biais d'interaxgidhydrophobes et électrostatiques. La
séquence primaire de chaque hélice est caractgriséeme périodicité de 7 résidus, notés (a-
b-c-d-e-f-g), (Figure 19). Les acides aminés sont organisés de@engaa créer une zone
d’interactions hydrophobes (a et d, résidus jauresles interactions électrostatiques (e et g,
résidus rouges) entre deux hélioeses résidus b, c et f sont des résidus polaires.

electrostatic
interactions

Figure 19 : Représentation d’'un diméreu-helical coiled coif*

Selon cette approche, la transition conformatidengers la formation de fibres
amyloides d’un peptide structuré en hélica été étudiée par I'équipe de Kammeéfeke
peptide, cf, est composé de 17 acides aminés avec une alterdarrésidus hydrophobes et
hydrophiles en mode binaire. Le peptidep,cchange de conformation en fonction de la
température. En effet, a 37°C le peptide apreemps$ de latence se replie en feuileDes
fibres, formées de filaments de 50 & 80 A de dieenétont observées en microscopie
électronique. Les auteurs montrent que la cinétdpidormation de fibres est sensible a la
fois a la température mais aussi a la force ionique

L’introduction de résidus méthionines, dans la sége du peptide, n'affecte pas la
formation de fibres et a pour conséquence une é@etiln de la cinétiqué.Par contre, dans
le cas ou la méthionine est oxydée, il n'y a padalmation de fibres. Ainsi, d'apres les
auteurs, certaines interactions hydrophobes satitpiéerement déterminantes a la formation
de fibres. De plus, ils indiquent que de nombreaotdurs influencent la formation de fibres
comme la barriere cinétique entre les états diésoet oligomériques, la propension des
résidus a former une structure secondaire en éefiket particulierement I’hydrophobicité et
la charge de la séquence.

Un autre modele développé par Pagel et al. conslstenéme, en un peptide de 26
acides aminés organisés dans une conformation kre ké** L'introduction de résidus
histidines dans la séquence a permis une étuda tlarsition vers la formation de fibres

% Mason, J. M.; Arndt, K. M. Coiled coil domains:abtlity, specificity, and biological implications.
Chembiocher2004 5, 170-176.

% pagel, K.; Vagt, T.; Koksch, B. Directing the sedary structure of polypeptides at will: from helicto
amyloids and back agaif@g. Biomol. Chen2005 3, 3843-3850.

%2 Kammerer, R. A.; Kostrewa, D.; Zurdo, J.; Detkém, Garcia-Echeverria, C.; Green, J. D.; Muller, /S,
Meier, B. H.; Winkler, F. K.; Dobson, C. M.; Steieta, M. O. Exploring amyloid formation by a de novo
design.Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. 2004 101, 4435-4440.

% Steinmetz, M. O.; Gattin, Z.; Verel, R.; Ciani; Btromer, T.; Green, J. M.; Tittmann, P.; Schuriese, C.;
Gross, H.; van Gunsteren, W. F.; Meier, B. H.; 8. C.; Muller, S. A.; Kammerer, R. A. Atomicadels of
de novo designed cc beta-Met amyloid-like fibrilsMol. Biol.2008 376, 898-912.

% pagel, K.; Vagt, T.; Kohajda, T.; Koksch, B. Fraipha-helix to beta-sheet--a reversible metal fuced
peptide secondary structure swit€rg. Biomol. Chem2005 3, 2500-2502.
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amyloides en fonction des métaux de transitionsnecerdrf™ et Cd*.>> Selon l'ion et la
position des résidus histidines dans la séquercdéorimation des fibres est favorisée ou
inhibée. Ces résultats montrent que les métaux raesitions et la position de leur
coordination dans la séquence du peptide peuvitnénter fortement le repliement.

% Pagel, K.; Seri, T.; von Berlepsch, H.; GriebelKIrmse, R.; Bottcher, C.; Koksch, B. How metahs affect
amyloid formation: Cu2+- and Zn2+-sensitive pepgidghembiochen2008 9, 531-536.
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A.2. Conception de molécules modeles de fibres amyloides

Nous avons pu voir que différentes approches antuétisées pour comprendre le
mécanisme d’assemblage et les déterminants moiésula I'origine du processus de la
formation des fibres. D’aprés les études précédeiita été démontré que les interactions
hydrophobes entre les peptides amyloides jouentbien de premier plan. Le peptide
amyloide se replie dans la structure bpHboucle-brin3 dans laquelle les deux parties
hydrophobes Bqs.21 et ABs1-36 SOnt essentielles. On sait également qu’une aggmtipar des
interactions hydrophobes entre quatre bfinest nécessaire a la fibrillogénése d’apres la
structure proposée par Tycko (paragraphe 11.2, rEig)™*

Nous nous sommes appuyés sur ces résultats poellogper des molécules modeéles
de fibres amyloides. Notre approche consiste gr#hese d'édifices peptidiques qui sont
composés de fragments du peptigeli@s a un chassis moléculaire.

Le chéassis moléculaire utilisé est un décapeptigielique ou gabarit RAFT
(Regioselectively Addressable Functionalized Temepldéveloppé a la fin des années 1980
sous le nom de TASP (Template Assembled SynthetiteiR) par I'équipe de Muttéf. Ce
chassis est utilisé pour la construction de systémeléculaires capables de mimer les
propriétés fonctionnelles des protéines. L'intragre de résidus lysines dans la séquence a
permis, par la suite, de fonctionnaliser régiogélement le gabarit’

Depuis une trentaine d’années, ce chassis moléeulpermet la conception
d’architectures multivalent&pour diverses applicatiofis®telles que des vecteurs pour la
thérapie anticancéreuse et limagerie tumotdié’® des vaccins synthétiques anti-
tumoraux'®® ou des structures modéles mimant des protéinesétts comme les canaux
ioniques:®* ou le CMH de classe'f?

La séquence du décapeptide cyclique c[-Pro-Glyllys1ys-], est inspirée de celle
de la Gramicidine S, antibiotique de structure agécapeptidique symeétrique : c[-DPhe-Pro-

% a) Mutter, M.; Altmann, K. H.; Tuchscherer, G.;iMeumier, S. Strategies for the de novo desigproteins.
Tetrahedron 1988 44, 771-85. b) Dumy, P.; Favrot, M.-C.; Boturyb,.; Coll, J.-L. Synthesis and
characterization of novel systems for guidance vaxtorization of compounds having a therapeutiévigt
Brevet PCT/FR2003/002773 WO 2004/02894, 19 septedd3.

° Dumy, P.; Eggleston, I. M.; Cervigni, S.; Sila,;%un, X.; Mutter, M. A convenient synthesis of liyc
peptides as regioselectively addressable funcizedhltemplates (RAFT)Tetrahedron Lett1995 36, 1255-
1258.

% Garanger, E.; Boturyn, D.; Renaudet, O.; Defrarit.g,Dumy, P. Chemoselectively addressable tempiate
valuable tool for the engineering of molecular caygitesJ. Org. Chem200§ 71, 2402-2410.

% Singh, Y.; Dolphin, G. T.; Razkin, J.; Dumy, P.riyetic Peptide templates for molecular recognitiegent
advances and applicatiorishembiochen2006 7, 1298-1314.

19 Boturyn, D.; Defrancq, E.; Dolphin, G. T.; Garcih; Labbe, P.; Renaudet, O.; Dumy, P. RAFT Nano-
constructs: surfing to biological applicatiodsPept. Sci2008 14, 224-240.

191 Boturyn, D.; Coll, J. L.; Garanger, E.; Favrot, I&.; Dumy, P. Template assembled cyclopeptides as
multimeric system for integrin targeting and endosis.J. Am. Chem. So2004 126, 5730-5739.

192 Foillard S. Synthése de nouveaux vecteurs pepedigour la thérapie anticancéreuse et 'imageriotale.
200 p. These Chimie-biologieUniversité Joseph Fourie2008

193 Grigalevicius, S.; Chierici, S.; Renaudet, O.;Man, R.; Deriaud, E.; Leclerc, C.; Dumy, P. Chenfexstive
assembly and immunological evaluation of multigpitoglycoconjugates bearing clustered Tn antigen as
synthetic anticancer vaccindsoconjug Chen2005 16, 1149-1159.

1% Futaki, S. Peptide ion channels: design and areat function Biopolymersl998 47, 75-81.

195 Tuchscherer, G.; Servis, C.; Corradin, G.; Blum; Rivier, J.; Mutter, M. Total chemical synthesis,
characterization, and immunological propertiesroMHC class | model using the TASP concept for girotle
novo designProtein Sci.1992 1, 1377-1386.

-37-



Partie A Modéle de fibres amyloides

Val-Orn-Leu-b.°" Des études par RMN et RX ont montré que le cydapéptide est
composeé d'un feuillep antiparallele reliés par deux coudes —Pro-Glyudes de type 1) qui
stabilise la conformation du cyclodécapeptide dutsm (Figure 20)-%°

Figure 20 : Modélisation moléculaire du décapeptideyclique

De par la mobilité conformationnelle réduite dulogécapeptide, les chaines latérales
des six résidus lysines de la partie centrale @evént orientées de part et d’autre du plan
moyen du cycle. Les quatre résidus lysines au mvajg des deux coudes ont leurs chaines
latérales qui s’orientent du méme coté du plan maye cycle tandis que les deux résidus
lysines centraux ont leurs chaines latérales guiesitent vers le coté opposé.

Les études par diffraction des rayons X ont pewffascéder aux parametres de taille
du gabarit avec environ 10 A de long et 5 & 6 Aadgel®® La distance qui sépare les atomes
des chaines latérales des résidus centraux somtrisoemtre 4 et 12 A. Ces distances donnent
un ordre de grandeur du degré de liberté réduitdames latérales.

Le chassis moléculaire présente deux faces fondimables de maniere
indépendante avec jusqu'a six sites d’ancrage décoles par la présentation des fonctions
amines des chaines latérales de résidus lysitd4;,). La ligation des différentes molécules
est réalisée au moyen de groupes protecteurs orhag de la fonction amine. Il est possible
de moduler le nombre de sites d’ancrage sur chademeeux faces en remplacant les résidus
lysines par d’autres résidus tels que des alaminesginines.

De par ces propriétés, nous avons utilisé le cydagdeptide pour présenter dans une
espace restreint et selon une orientation défieie meptides amyloides. En effet, la pré-
organisation des fragments peptidiques dans I'espad’augmentation de la concentration
locale favorisera le repliement et la formatiorfidees.

Le fragment amyloide choisi correspond a la séqriéfigs37 car il contient, comme
nous l'avons vu précédemment, les résidus fortennepliqués dans la formation du feuillet
B croisé (Figure 21). Les résidus de ce fragment swagjoritairement hydrophobes et la
charge totale du peptidepfssz a pH = 6,5-7 est nulle (pl calculé en ligne sursite
http://isoelectric.ovh.org). Afin d’augmenter lalgnlité et de limiter les phénomenes
d’agrégations incontrolés, trois mutations ont iétéoduites dans la séquence pour obtenir
une charge globale nette positive. Nous avons m@epGlu22 et Val24 par des résidus

196 2) Dumy, P.; Eggleston, I. M.; Esposito, G.; N&uS.; Mutter, M. Solution structure of regioseilesly

addressable functionalized templates: an NMR asttai@ed molecular dynamics investigati@iopolymers
1996 39, 297-308. b) Peluso, S.; Ruckle, T.; Lehma@n, Mutter, M.; Peggion, C.; Crisma, M. Crystal
structure of a synthetic cyclodecapeptide for tegphssembled synthetic protein desi@hembiochen2001,

2, 432-437. c) Peng, Z. H. Solid phase synthest MNR conformational studies on cyclic decapeptide
template moleculeBiopolymersl999 49, 565-574.
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lysines et Phe20 par une tyrosine. Ces mutatioéentrau niveau d'un brif une face
hydrophile qui ne perturbera pas la formation durchgdrophobe.

Aﬁ16-37Y20K22K24

:+ + - + + !

HEK-L-V—-F~Y-A-K-D-K-G-S-N-K-G-A—I—I-G-L-M-V-G+ou
1 9 10 i 22 23 29 30 i 40

H-D-A-E-F-R-H-D-S$-G-Y-E-V-H-H-Q-K -L-V-F-F~A-E-D-V-G-S$-N-K-G-A—I—|-G-L-M-V-G4G-V-V-ox
- - + + - - + o+ 4 - - + :
désordonné brin B boucle brin g
AB1.40

Figure 21 : Séquence des peptidePy et AB1s.37Y 20K 20K 24

La premiere molécule modele de fibres amyloideldgypée selon cette approche, au
laboratoire, a été décrite par Dolphin et’alUn édifice peptidique (Bue.37Y 20K 2K 24)4 @ été
construit par ligation chimiosélective éther d’oeirantre quatre fragment$4.37Y 20K20K 24
et un cyclodécapeptide (Figure 22). La formationlido éther d’oxime est réalisée entre le
peptide fonctionnalisé sur la positibditerminale par une oxyamine et le cyclodécapeptide
fonctionnalisé sur les chaines latérales des Iggiae quatre aldéhydes glyoxyliques. L'autre
face du cyclodécapeptide présente deux chaineal&géle résidus arginines pour augmenter
la solubilité de I'assemblage.

(AB16-37Y20K 22K 24)4

Cyclodécapeptide

o o
/ o o 0O, o
P / ’ VN oH Z X Ho
K o AN AN K o H "
AL Y\F v/M Y\F v/M AL
YUMo N Vs Y M i /K\R/K
/F V\ \L l‘\lH \L r‘\n—« /F V\ / P
3 Y

v / / N L ~g é

ﬁ K Lo,

HOKO
T
s
+

{e] J o ‘O
N H H Iy
3, )\{ )\{ N3
G AB1s-37Y 20K 2K 24
/

/_x K
P/\R/\G

<

Lien éther d’oxime

HN-0" I K-L-V-F~Y~A-K-D-K-G-S-N-K-G-A~I—I-G-L-M-V-G—NH,
o

Figure 22 : Conception de la molécule modele A 37Y 20K 22K 24)4

L’étude par dichroisme circulaire montre que I'éaif (AB1s-37Y 20K22K24)4 N'€St pas
structuré dans l'eau. L’ajout de tampon phosphpké,7,1, conduit a un changement de
conformation trés rapide en feuillBt contrairement au peptidepfss7Y 20K20K24 seul. La
formation de feuillet§ croisés a été confirmée par l'interaction aveatdsrants spécifiques
des dépobts amyloides, thioflavine T et rouge congo.

Finalement, des protofilaments de 5 a 6 nm de dm@ment été observés en
microscopie électronique aprés 1 h 30 d’'incubatio81°C dans le tampon phosphate de
sodium (Figure 23).

197 Dolphin, G. T.; Dumy, P.; Garcia, J. Control of Waid beta-peptide protofibril formation by a deségl
template assemblAngew. Chem.-Int. Edi200§ 45, 2699-2702.

-39 -



Partie A Modéle de fibres amyloides

Figure 23 : Microscopie électronique des protofilarants de I'édifice (A16.57Y 20K 22K 24)a™""

La modélisation moléculaire montre que I'édificenstitue la coupe transversale du
protofilament (Figure 24). Chaque fragment du mkpamyloide se replie en boucle de type
brin B-boucle—brinB (respectivement rubans bleu, vert et rouge) ehdoun feuillet croisé
parallele avec un autre fragment replié colinéaite protofilament. Les dimensions de
I'édifice correspondent alors a celles des praafignts observés en microscopie
électronique. Lors du repliement, les chaines déérdes résidus lysines créent une face
hydrophile (bleu) et les résidus hydrophobes fotmen cceur hydrophobe (rouge). Nous
donnerons plus de détails sur la modélisation desttacture de I'assemblage dans le
paragraphe A.5.2.

Figure 24 : Modélisation moléculaire de l'assemblag (ABie37Y20K22K24)4; @) vue selon la coupe
transversale et selon I'axe du protofilament ; b)tsucture du protofilament **’

L’édifice (APis-37Y 20K22K24)4 lOrs de son auto-assemblage présente ainsi téeges
caractéristiques physico-chimiques des fibres aidgk De plus, le repliement de I'édifice
est initié des I'ajout de tampon phosphate pH Afdsstemps de latence contrairement au
peptide B amyloide natif. L'augmentation de la concentratem phosphate augmente la
vitesse de formation de fibres. Par contre, I'ajg@ttampon TRIS pH 7,1 ne conduit pas au
repliement de I'édifice.

A partir de ces résultats, il nous ait apparu remies de préciser deux points
importants :
- Quel est le rble exact joué par la boucle ? La &iom du feuillef3 croisé passe telle
nécessairement par le repliement en boucle ?
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- Deux fragments amyloides sur le cyclodécapeptiade iso suffisants pour former un
protofilament ? Est-il nécessaire de créer un cdeyalrophobe au centre du
protofilament ?

Pour répondre a ces questions, nous avons congutygees d’édifices : des édifices
présentant deux ou quatre fragments amyloidesile@s®ades édifices pour lesquels ces
fragments sont pré-organisés en boucle. Nous espa@insi confirmer la réalité de la boucle
et affiner le mécanisme postulé pour la formatiarpcbtofilament.

Pour cela, le fragment est cyclisé par formatiamddont disulfure entre deux résidus
cystéines introduits en positioft et C- terminales de la séquence. Nous avons ainsi camcu
total trois édifices peptidiques avec les peptidesires et cyclisés B\s-37Y 20K22K 24 (Figure
25).

S D

Cyclodécapeptide Abi-37Y 20K22K24 Apig-37Y 20K22K24
cyclisé par pont disulfure

2 peptides linéaires 2 peptides pré-organisés
= enboucle
2Lin =
2Loop
4 peptides linéaires 4 peptides pré-organisés
= enboucle
(APs6-37Y 20K22K24)4 =
4Lin 4Loop

Figure 25 : Edifices peptidiques modéles de fibremmyloides

Les édifices 2Loop et 4Loop correspondent respectent a deux ou quatre fragments
cyclisés qui sont liés sur le cyclodécapeptide.difiée 2Lin est construit, comme
l'assemblage (Pas-37Y20K22K24)s, 4Lin, par ligation de deux peptides linéaires seir
cyclodécapeptide.

Aprés avoir décrit la synthese des édifices, nagsemterons la caractérisation des
edifices comme molécules modéles de fibres amyojide des études physico-chimiques et
de modélisation moléculaire. Nous proposerons,rd&afes résultats obtenus, un mécanisme
de formation du protofilament ainsi qu’un mode tBraction de la thioflavine T. Enfin, nous
présenterons [l'utilisation de ['édifice Bhe-37Y20K22K24)4 comme outil de criblage
d’inhibiteurs de la formation des fibres amyloides.
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A.3. Stratégie de synthese des édifices peptidiques

Les structures des quatre édifices synthétisés meésentées en figure 26. Les deux
premiers composé$9 et 21, (APie37Y20K22K24)4, CONSiStent en deux ou quatre peptides
linéaires, A16-37Y 20K22K 24, liés au cyclodécapeptide par lien éther d’oxibans le cadre de
ces travaux, nous avons utilisé le comp@iéqui a été précédemment synthétisé au
laboratoire et sa synthése est décrite dans hesuxade Dolphin et df’

Les composéd8 et 20 consistent en deux ou quatre peptides cyclisésppat
disulfure, GG (AB16-37Y 20K22K24)C, liés au cyclodécapeptide par lien éther d’oxine:(
résidu cystéine impliqué dans un pont disulfured. dyclisation a été réalisée via un pont
disulfure entre deux résidus cystéines positiorar®gpositionN- et C-terminales. Afin de
garder une bonne réactivité lors de la formatiorielu éther d’oxime deux résidus glycines
ont été introduits en positiohl-terminale comme bras espaceur. Les cyclodécagsptid
présentent sur I'autre face des résidus arginifiesla solubiliser les assemblages.
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Figure 26 : Schéma des édifices synthétisés

Nous avons ainsi réalisé la construction de tosi®tkfices par lien éther d’oxime. La
formation de ce lien comme les nombreuses méthatiémiosélectives permettent la
conjugaison de diverses biomolécules et la construcle conjugués complexes de hauts
poids moléculaires. Les différentes méthodes chsgléxtives comprennent principalement la
formation des liaisons disulfures et thioethers,fdamation des liaisons éther d’oxime,
hydrazones et thiosemicarbazones, les cycloaddititan ligation native ou la ligation de
Staudinger®

Ces méthodes reposent sur I'assemblage convergeftagments polyfonctionnels
déprotégeés de différentes natures portant l'uriaetre des fonctions chimiques présentant
une réactivité réciprogue et spécifigue. La foromatde la liaison chimiosélective s’opere

198 3) Langenhan, J. M.; Thorson, J. S. Recent cadralg-based chemoselective ligation applicati@hsr.

Org. Synth2005 2, 59-81. b) Kent, S. Total chemical synthesiemfymesJ. Pept. Sci2003 9, 574-593, ¢)
Lemieux, G. A.; Bertozzi, C. R. Chemoselective tiga reactions with proteins, oligosaccharides antls.
Trends Biotechnoll998 16, 506-513.
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principalement en milieu agueux sans réactifs deplage. La ligation de deux synthons
déprotéges permet de contourner les problémesmidsdors de synthéeses classiques (faible
solubilité et purification difficile de fragmentsqiégés) et de simplifier considérablement les
stratégies de synthese.

Parmi les réactions chimiosélectives, nous avomssche lien éther d’oxime car |l
s’avere particulierement approprié pour I'assembldgs peptides amyloides qui sont des
séquences trés sensibles aux conditions expérilegnt@insi nous pourrons manipuler le
fragment A8 déprotégé et dans des conditions douces.

De plus, il a été largement montré que ce lieneofine bonne chimiosélectivité et a
permis la conjugaison de diverses molécules avex gmande efficacité. En effet, la
conjugaison par lien oxime a permis la synthesenal’large gamme de constructions
moléculaires telles que des bibliothéques de petitelécules’® des peptides cycliqué¥
des oligonucléotides cycliqués, des glycopeptideS? des conjugués peptide-
oligonucléotides!® des mimes de surface cellulaité,des vecteurs peptidiques pour la
cancérologi€® ' des protéines'® et des conjugués glycopeptide-oligonucléotides.

Afin de former le lien éther d’'oxime les fragmeatayloides et les cyclodécapeptides
ont été fonctionnalisés avec des groupements oxyesmu aldéhydes glyoxyliques.

Les composéd8 et 19 ont été préparés a partir d’'un intermédiaire commui est le
décapeptide cycliqué fonctionnalisé par deux aldéhydes glyoxyliquesgFe 27). Les
peptides ABi1s37Y 20K22K24 17 et GCGC(AB16-37Y 20K22K24)C 16 sont fonctionnalisés par une
oxyamine.

19 sy, S.; Acquilano, D. E.; Arumugasamy, J.; BeeferB.; Eastwood, E. L.; Giguere, J. R.; Lan, Pej,IX.;
Min, G. K.; Yeager, A. R.; Zhou, Y.; Panek, J. Snyder, J. K.; Schaus, S. E.; Porco, J. A., Jr.vE€aent
synthesis of a complex oxime library using chemamahain shufflingOrg. Lett.2005 7, 2751-2754.

M0 Roberts, K. D.; Lambert, J. N.; Ede, N. J.; Brdy, M. Preparation of cyclic peptide libraries using
intramolecular oxime formatiod. Pept. Sci2004 10, 659-665.

11 Edupuganti, O. P.; Defrancq, E.; Dumy, P. Heathtbexime cyclization of oligodeoxynucleotides ftire
efficient synthesis of circular DNA analogudsOrg. Chem2003 68, 8708-8710.

1“2 Hang, H. C.; Bertozzi, C. R. Chemoselective apghea to glycoprotein assembicc Chem Re2001, 34,
727-736.

13 Forget, D.; Boturyn, D.; Defrancq, E.; Lhomme, Dumy, P. Highly efficient synthesis of peptide-
oligonucleotide conjugates: chemoselective oxingtarazolidine formationChemistry2001, 7, 3976-3984.

14 Chen, X.; Lee, G. S.; Zettl, A.; Bertozzi, C. RioBimetic engineering of carbon nanotubes by usiel
surface mucin mimicfAngew. Chem.-Int. Edi2004 43, 6111-6116.

15 Kochendoerfer, G. G.; Kent, S. B. Chemical prowinthesisCurr. Opin. Chem. Biol1999 3, 665-671.

1% Singh, Y.; Renaudet, O.; Defrancq, E.; Dumy, Reparation of a multitopic glycopeptide-oligonucidet
conjugateOrg. Lett.2005 7, 1359-1362.
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Figure 27 : Schéma rétro-synthétique des composés8 ét 19

Pour la synthése du compo28, le décapeptide cycliquél est fonctionnalisé par
guatre aldéhydes glyoxyliques et a été synthéedeénsla méme voie de synthése que le
peptides (Figure 28).
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Figure 28 : Schéma rétro-synthétique du composé 20
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Les peptides linéaires, précurseurs des décapsptigdiques, sont assemblés via la
Synthése Peptidique sur Phase Solide, SPRS) stratégie FmaiBu. Les décapeptides sont
ensuite cyclisés en solution et fonctionnalisés dé& permettre leur assemblage par lien éther
d’oxime (Figure 27 et Figure 28).

Les peptides, GG(AB]_G_37Y20K22K24)C 1_6 et AB]_G_37Y20K22K241_7 sont assemblés par
synthése peptidique sur phase solide en stratégaBu. La formation du pont disulfure
dans le cas du peptids et la fonctionnalisation avec I'oxyamine dans &s aes deux
peptides sont effectués sur le support avant leodéage du peptide de la résine.

A.4. Synthese des édifices peptidiques

A.4.1. Synthese des précurseurs décapeptides cycliques

Les décapeptides cycliguést 11 requiérent une synthése mixte en phase solide et e
solution (Figure 29 et Figure 30).

SPPS
Fmoc—G— OO F"mc P‘mc qde b F"mc F"mc D‘de C qde
L@o —’ H-R., R.__G._ Ko Py —> H-R_ _R._.G.__Ko__P. —  fwrler)
R e I
Dde Pmc Pmc Dde Pmc  Pmc . R
- 61 % uantitatif | Fme e
Résine Fmoc-Gly-SARSRIN Q Pme P
Taux de chargement : 0,69 mmal.g 1 2
e
ﬁ ! S—Boc
Boc— ?
d e ‘s
/G\R/K\R//P /G\R \R// G\ \R//P G\ K\ /P
0 P\RJ/K\R’J’G 0 P\R K\R+G 0 P\ /K\ —G 0 P\ /K\ /G
76 A) | Pmc | Pmc 73 A) ‘ Pmc ‘ Pmc 80 /0 R 61 /0 R
Pmc Pmc Pmc C
3 4 5 6

Réactifs: (a) SPPS : i) Pipéridine/DMF (1/4) ; ii) FmocaaH (2 éq.), PyBOP (2 éq.), DIEPA (3-4 éq.),
DMF ; (b) i) Pipéridine/DMF (1/4) ; ii) TFA/CKLCI, (1/99) ; (c) PyBOP (1,2 éq.), DIPEA (3-4 éq.), DNIF5
10° M) ; (d) Hydrazine/DMF (2/98) ; (e) Boc-SeB{1)-0H (3 éq.), PyBOP (3 éq.), DIEPA (5 éq.), DMF 10
M) ; (f) TFA/H,O/TIS (95/2,5/2,5) ; (g) NalgX10 éq./site), CECN/H,O (1/1)

Figure 29 : Schéma d’obtention du décapeptide cydiue 6

La synthése du peptide linéaire est réalisée serésine Fmoc-Gly-Sastintaux de
chargement de la résine : 0,69 mmd).d.es acides aminés sont incorporés lors de 1a8S8SPP
en stratégie Fmoiiu. La synthése du peptide est initiée a partindésidu glycine achirale
de facon a éviter les phénomenes d’épimérisatiorpeuvent se produire lors de I'étape de
cyclisation.

L’élongation du peptide sur la résine est réalidaas les conditions classiques de
synthése peptidigue en présence de l'acide amimgctXaaoH et de l'agent activateur,
PyBOP’, en excés (2 éq. d’acides aminés et d’agents adglage). La réaction s’effectue en
présence d'une base Ia\,N-diisopropyléthylamine (DIPEA) (3-4 éqg.) dans le
diméthylformamide (DMF).

17 Merrifield, R. B. Solid phase peptide synthesig He synthesis of a tetrapeptideAm. Chem. So&963 85,
2149-2154.
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Les cycles de déprotection du groupement Fmoc dealkiie N-terminale sont
effectués avec une solution de 20 % de pipéridares de DMF afin de réaliser le couplage de
'acide aminé suivant.

Apres les couplages des différents acides aminéd’éitnination du dernier
groupement Fmoc, la séparation du peptide linghirsupport solide s’effectue en conditions
douces (1 % de l'acide trifluoroacétique (TFA) ddesCHCl,) permettant de garder les
groupements protecteurs Pmc et Dde. Le peftidst obtenu avec un rendement brut de 61
%. La cyclisation intramoléculaire entre les deuwtré@mités déprotégées du peptitieest
réalisée a pH 8-9 dans des conditions de hautgadil(0,5 10° M) dans le DMF en présence
d’agent activateur PyBOP pour obtenir le peptideligue 2 avec un rendement brut
quantitatif. Ces conditions de dilution permettdatlimiter les phénoménes d’oligomérisation
et de favoriser la réaction de cyclisation intraécalaire.

La fonctionnalisation des chaines latérales dedugdysines par des motifs aldéhydes
requiert dans un premier temps la déprotectiongdespements protecteurs Dde en présence
d’hydrazine a 2 % dans le DMF. Le décapeptide queli3 est alors obtenu avec un
rendement brut de 75 %. L'introduction des résidésines, précurseurs des fonctions
aldéhydes, sur les fonctions amines des chaineslies des lysines est réalisée par couplage
peptidique avec l'acide aminé protégé Boc-Ber(-OH pour obtenir le peptidel. La
formation de la liaison peptidique est réaliséesdls conditions classiques de synthése
peptidique. L'acide aminé et le PyBOP sont intreglwlans le milieu réactionnel en léger
exces a raison de 1,5 éq. par fonction amine libeepeptided est obtenu avec un rendement
brut de 73 %.

Les groupements BodBu et Pmc des résidus sérines et arginines sontitens
simultanément éliminés en milieu acide au moyedidA. Les agents nucléophiles,®l et
TIS (Triisopropylsilane), sont utilisés afin de gé& les carbocations libérés. La solution est
évaporée et le peptideest obtenu avec un rendement brut de 80 %.

L’oxydation de la fonction 1,2-aminoalcool de chaqeésidu sérine est enfin réalisée
en présence d’'un exces de périodate de sodiub® €g. / résidu sérine) pendant 20 minutes.
Les sels d’'iode (NalPen exces et Nakdformés) ainsi que le formaldéhyde libéré par la
coupure oxydante sont éliminés lors de la purificapar CLHP semi-préparative du milieu
réactionnel. Le compog® comportant deux motifs aldéhydes glyoxyliques,adgenu avec
un rendement apres purification de 61 %. Le pep@idansi que tous les intermédiaires
réactionnels ont été caractérisés par CLHP et sprétrie de masse electrospray, mode
positif (cf Partie Expérimentale).

Le décapeptide cycliqugl, présentant quatre aldéhydes glyoxyliques, intdram@
dans la synthese du comp@gest synthétisé selon la méme voie de synthesar@-Rp).

[0} o

/ H
Q H o o "
Dde Dde Pmc
S a 9 \ b -0
G-o ° — H-Ko_ K G, R P —> K —K
\IT/ ~p” \If/ \I‘(/ \Gfo /G R P
—

Résine Fmoc-Gly-SARSRIN
Taux de chargement : 0,69 mmal.g 11

Réactifs: (a) SPPS: i) Pipéridine/DMF (1/4) ; ii) FmoceaH (2 éq.), PyBOP (2 éq.), DIEPA (3-4 éq.),
DMF ; (b) i) Pipéridine/DMF (1/4) ; ii) TFA/CKCI, (1/99) ; (c) PyBOP (1,2 éq.), DIPEA (3-4 éq.), DNIF5
103 M) ; (d) Hydrazine/DMF (2/98) ; (€) Boc-S&B{)-0OH (4,4 éq.), PyBOP (4,4 éq.), DIEPA (6 éq.), DMF{10
M) ; (f) TFA/H,O/TIS (95/2,5/2,5) ; (g) NalgX10 éq./site), CECN/H,O (1/1)

Figure 30 : Schéma d'obtention du décapeptide cydue 11
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Le peptide linéaire est obtenu par synthése auteéeaf{348Q Syntheizer, Advance
Chem Tech) sur support solide en stratégie FiBacéur la résine Fmoc-Gly-Sastir(0,69
mmol.gY). La fonctionnalisation pour obtenir le cyclodéeppdel1 est réalisée en solution.
Les différents intermédiaires et le peptideont été caractérisés par CLHP et spectrométrie
de masse electrospragf Partie Expérimentale).

A.4.2. Synthése des précurseurs peptidique8 A

Les peptides Bie37Y20K22K24 17 et GGC(AP16.37Y 20K22K24)C 16 sont synthétises et
fonctionnalisés sur support solide. La derniérpetzonsiste au décrochage des peptides de la
résine et a leur purification avant I'étape de fation du lien éther d’oxime.

La réalisation de toutes les étapes sur la résarengt de limiter les problemes
d’agrégation des peptides rencontrés lors de leamipulation en solution. En effet, les
peptides amyloides mémes mutés sont sensiblesangitions comme la manipulation en
milieu concentré, en présence de sels, de soleantie réactifs qui peuvent conduire a leur
précipitation. Par exemple, le peptide précipitsdo’il est mis en présence de périodate de
sodium empéchant ainsi certaines stratégies daégemt

Dans le cadre de ces travaux, nous avons utilisgefgide ABie-37Y20K22K24 17,
précédemment synthétisé au laborat8ife.

La synthese du peptide @&FA PB16-37Y 20K22K24)C, peptidel6 est décrite dans la figure
31. Le peptidel3 a été synthétisé sur support solide en synthéesmmatisée (Applied
Biosystems ABI 433A) sur une résine NovaSyfG Sieber (0,19 mmolly. Cette résine a
été choisie car elle permet de libérer le peptmectionnalisé par une fonction amide en
position C-terminale. De plus, le décrochage du peptide dédme s’effectue en condition
douces avec une solution contenant 1 % de TFA pddenir le peptide protége en
solution™® Cette stratégie permet la fonctionnalisation paxyamine aussi bien sur le
support qu’en solution.

L’élongation du peptide est réalisée en présencHd&y. de Fmoc-XaaH, 10 éq. de
HBTU et 20 ég. de DIEPA dans Mtméhylpyrrolidone (NMP). Le temps de couplage a été
augmenté a 1 heure par rapport a la procédureiguasdu fait de la séquence difficile. Un
dipeptide contenant un résidu pseudoproling, & été introduit dans la séquence afin de
limiter les phénoménes agrégatidhsCe dipeptide, Fmoc-Gly-Se'®Mpro)-oH, contient
une pseudoproline formée a partir du résidu seguieest régénéré lors du traitement en
milieu acide.

118 Sjeber, P. A new acid-labile anchor group for shéd-phase synthesis of C-terminal peptide amimjethe
Fmoc methodTetrahedron Lett1987, 28, 2107-2110.

M9 Mutter, M.; Nefzi, A.; Sato, T.; Sun, X.; Wahl, ;FwWohr, T. Pseudo-prolines (psi Pro) for accessing
"inaccessible" peptidePept. Res1995 8, 145-153.
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Réactifs: (a) SPPS: i) Pipéridine/NMP (1/4) ; ii) FmocakaH (10 éq.), HBTU (10 éq.), DIEPA (20 éq.),
NMP ; (b) i) Pipéridine/NMP (1/4) ; iipcide 2-(1-éthoxyéthylidéneaminooxy)acétigLi2 (2 éq.), PyBOP (2
éq.), DIPEA (3-4 éq.), DMF ; (c} (20 éq.), DMF; (d) TFA/HO/TIS (95/2,5/2,5), NH (10 éq.)

Figure 31 : Schéma de la voie de syntheése du pemid6

Le couplage de l'acide 2-(1-éthoxyeéthylideneamingagetiquel2 sur le peptidel3
est réalisé dans les conditions de couplage clasgiqur obtenir le peptidid.

La fonction oxyamine est le plus souvent introdyite I'intermédiaire de I'acide 2-
aminooxyacétique protégé par un groupement Boce@imt, l'utilisation de ce précurseur
en exces pour les couplages sur résine peut cenduune réaction secondaire. En effet,
'azote de la fonction oxyamine peut subir uNeacylation lorsqu’il est engagé dans le
couplage. Afin de contourner ce probleme nous awdrssi d'utiliser le groupement 1-
éthoxylidéne en protection de la fonction oxyamiree synthése de ce composé ainsi que son
utilisation en SPPS ont été décrites récemrtént.

L’acide 2-(1-éthoxyéthylideneaminooxy)acétigL@est préparé a partir de I'éthyie
hydroxyacétimidate et de I'acide iodoacétique emdatan basique (Figure 32).

\q a \q /—/<o
_ . oH _ .
):N OH |/\g/ o )*N o OH

Réactifs: (a) NaOH, HO
Figure 32 : Schéma de synthése de I'acide 2-(1-éxyéthylideneaminooxy)acétique 12

Le peptidel5 est obtenu a partir du peptidd par formation du pont disulfure en
présence d'un exces de diode (20 éq.) dans le viFeffet, ce réactif est communément

120 poillard, S.; Rasmussen, M. O.; Razkin, J.; Batui.; Dumy, P. 1-Ethoxyethylidene, a new group tfee
stepwise SPPS of aminooxyacetic acid containingigeepJ. Org. Chem2008 73, 983-991.
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utilisé pour la formation de pont disulfure entreur résidus cystéines protégés par les
groupements S-Trt et S-Actht Ce réactif permet la déprotection sélective de ces
groupements et 'oxydation in situ.

La formation des intermédiaires3, 14 et 15 a été controlée par élimination des
groupements protecteurs et décrochage des pepmtideséchantillon de résine en milieu
acide.

Le peptidel6 est obtenu par décrochage de la résine et élimmdes groupements
protecteurs en condition acide. Nous avons ajoaités ¢th solution de déprotection le selJNH
afin de réduire la méthionine sulfoxide qui aupaitse former lors de la synthése. Ce réactif
permet de réduire sélectivement la méthionine sadsire le pont disulfuré? Par ailleurs,
nous avons realisé toutes les étapes de syntheda sdsine sous argon afin de minimiser
cette oxydation.

Le peptidel6, purifié par CLHP semi-préparative, est obtenucawe rendement total
de 8 %.

A.4.3. Synthése par lien éther d’'oxime des édifices paptids

Les composéd8, 19 20 et 21 sont obtenus par I'assemblage des décapeptides
cycliques fonctionnalisés par les aldéhydes glyiogxwgs et des fragments peptidiqueB A
fonctionnalisés par les oxyamines.

Le mécanisme de formation de la liaison éther dimxa partir d’un dérivé carbonylé et d'un
éther oxyamine fait intervenir deux étapes (Figg8g'** L’addition du composé nucléophile
sur le carbonyle conduit a la formation d’'un intédiaire carbinolamine qui se déshydrate
pour donner I'éther d’oxime. Dans notre stratégiesgnthése, le composé carbonylé est-un
oxo aldéhyde glyoxylique, permettant la formatidané liaison éther d’oxime glyoxylique

particulierement stable et trés majoritairementatefigurationE.'%%*24
o 0 R"><OH H' R" 5
ROTNH, R')J\R" — RO TR — R,O\N/)\R, + W
Ether Ariveé _ _ _
Derive Carbinolamine Ether d’'oxime

d’oxyamine Carbonylé

Figure 33 : Mécanisme de formation de la liaison &er d’oxime

* Synthése des composés 2Loop &82Lin 19

La formation du lien éther d'oxime est généralemeffiectuée en milieu aqueux.
Cependant, les concentrations importantes des desptia température et les temps de
réactions peuvent conduire a I'agrégation des geptamyloides en milieux aqueux. Afin de
limiter les risques d’agrégations, nous choisi éaiser la ligation dans le diméthylsulfoxide
(DMSO).

121 Kamber, B.; Hartmann, A.; Eisler, K.; Riniker, BRink, H.; Sieber, P.; Rittel, W. The synthesiscgétine
peptides by iodine oxidation of S-tritylcysteinede®acetamidomethylcysteine peptiddslv. Chim. Actal98Q
63, 899-915.

122 yajima, H.; Fujii, N.; Funakoshi, S.; Watanabe, Murayama, E.; Otaka, A. New strategy for the cicain
synthesis of protein3.etrahedronl988 44, 805-819.

123 Jencks, W. P. Mechanism of oxime and semicarbatmsneation.J. Am. Chem. Sot959 81, 475-481.

124" Garanger, E. Conception, synthése et caractérisde nouveaux systémes de guidage et de vedionisa
pour la cancérologie. 280 p. Thegghimie-biologieUniversité Joseph Fourie2D05
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La réaction est réalisée en utilisant un léger exi®peptidegb6 et 17 (~ 1,1 éq./site
aldéhyde) (Figure 34). La réaction est compléetb@ut de 24 heures pour le peptitiet 7
heures pour le peptide.
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Réactifs: (a) DMSO, 40°C

Figure 34 : Schéma de la voie de synthése des pdpt_18et 19

Les conjugués formés sont purifiés directement @aHP semi-préparative afin
d’obtenir les peptide8 et 19 avec un rendement de 39 % et 42 % respectiver@estdeux

peptides ont été caractérisés par CLHP et spectrient® masse electrospray en mode positif
(Figure 35).
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Figure 35 : Chromatogrammes CLHP et spectres de mas ESI : (A) composé 18(B) composé 19

* Syntheése du composé 4Loop 20

Le composé20 a été synthétisé dans les mémes conditions réaefies que les
composésl8 et 19. La réaction est réalisée en utilisant le décageptyclique 11
fonctionnalisé par quatre aldéhydes glyoxyliquedeepeptidel6 en excés (~ 2,5 éq./site
aldéhyde). La réaction est compléte au bout decBPds et le peptid20 est purifié par CLHP
semi-préparative.
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Figure 36 : Schéma de la voie de synthése du peigd0

Le peptide20 est obtenu avec un rendement de 28 % et a étet@asa par
spectrométrie de masse electrospray en mode p@sgiire 37).
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Figure 37 : Chromatogramme CLHP et spectre de mas<eSI| du composé 20
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A.5. Etude des édifices modeles de fibres amyloides

La formation des fibres amyloides par les quatiécéd peptidiques, présentés dans la
figure 38, a été caractérisée par plusieurs teakesigphysico-chimiques. Nous avons tout
d’abord suivi la structuration en feuillBten dichroisme circulaire puis nous avons confirmé
la formation de feuillet croisés par interaction avec la thioflavine Testduge congo.

Enfin nous avons visualisé les fibres en microse@ectronique. Nous ne présenterons

pas la caractérisation compléte du comp@déequi a été realisée précédemment au
laboratoire’’
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Figure 38 : Edifices peptidiques étudiés

A.5.1. Caractérisation des édifices peptidiques

Nous avons, dans un premier temps, étudié le raphé¢ en feuillet} des édifices
peptidiques par dichroisme circulaire dans 20 mMadepon phosphate de sodium pH 7,1 a
21 °C.

Dans l'eau, les composés 2Lih9 et 2Loop 18 présentent un spectre CD
caractéristique d’'une structure désordonnée (Eff¢tton négatif a 195 nm) (Figure 39).

Par contre, le composé 4Logp absorbe a 195 et 206 nm ce qui indique qu'il ég d
partiellement structuré dans une conformation moyl@idogénique.
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Figure 39 : Spectres de dichroisme circulaire dan&au du composé 2Lin19 (---), composé 2Loop 1§...)
et composé 4Loop 2@Q-), 21°C

Les édifices se structurent en feuilekors de I'ajout du tampon phosphate de sodium
(Figure 40).
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Figure 40 : Spectres de dichroisme circulaire desomposés dans 'eau (...) et dans 20 mM phosphate de
sodium pH 7,1, 21 °C : a) composé 2Loop 18 pM t = 1 h () ; b) composé 4Loop 200 pM t = 15 min
(M ; ¢) composé 2Lin 125 uM t =96 h (---), t =17 jours{)

En effet, nous observons I'évolution du signal négal95 nm vers un signal positif
autour de 200 nm. De plus, il apparait un signghtiea 214 nm pour les composés 2Ld&p
et 4Loop20 et un signal négatif a 217 nm pour le composé 2AldnCette évolution des
sighaux est caractéristique d’'une structuratiofeeitlet .

Cependant, il est a noter que la cinétique n’estlpanéme pour tous les composés.
Dans le cas de I'édifice 4LodD, la structuration en feuilld} est tres rapide avec apparition
des signaux caractéristiques dés 15 minutes ale¥spqur le composé 2LodiB un temps
minimum de 1 heure est nécessaire. Par contre, lpaxomposé 2Lirl9, on peut observer
'apparition du signal négatif a 217 nm mais sewdsthapres 96 heures.

Afin de confirmer la formation de feuillet8 croisés, nous avons ensuite étudié

l'interaction des édifices avec la thioflavine T.
Les composés ont été incubés en présence de 10eiMTddans 20 mM de tampon

phosphate de sodium pH 7,1 a 21°C. Le spectre dsaom de la ThT a été enregistré par
excitation a 440 nm apres 1 heure d’incubationufegtl).
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Figure 41 : Spectres de fluorescence de la ThT (etation 440 nm) seule (...) et aprés 1 h d'incubation
dans 20 mM de phosphate de sodium pH 7,1 : a) conggb2Lin 1925 uM (---), composé 4Lin 2112,5 uyM
(—) ; b) composé 2Loop 185 uM (---), composé 4Loop 2@5 uM (—)

Tous les composés interagissent avec la ThT. Gefieaction est visualisée par
'augmentation du signal d’émission de fluorescea@80 nm par rapport au signal de la ThT
seule.

Cependant, une différence d'intensité d’émissioh @sservée dans le cas des
composeés 2Lirn9 et 4Lin 21 par rapport aux composés 2LodB et 4Loop20. En effet,
celle-ci est 10 a 50 fois plus élevée pour les agép lin€aires par rapport aux composés
contraints.

Par ailleurs, pour le composé 2119 une émission de fluorescence de la ThT est
observée alors que d’apres I'étude par dichroisncalaire il ne semble pas étre structuré en
feuillet 3 aprés une heure.

Ces différents résultats suggerent que le modeed&dntion de la ThT difféere selon les
édifices et nous permettrons dans le paragraphd Aeéproposer un mode d’interaction de la
ThT avec les composés.

L'interaction avec le rouge congo a ensuite étdiétpar U.V. Les composés ont été
incubés en présence de 1 uM de rouge congo daméMl@e tampon phosphate de sodium
pH 7,1. Les spectres d’absorptions ont été enrégisipres 1 heure d’incubation a 21°C
(Figure 42).
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Figure 42 : Spectre U.V. du rouge congo (1 pM) dank0 mM de phosphate de sodium pH 7,1 ().et en
présence des composés (10 uM) aprés 1 h d'incubatidans 10 mM de phosphate de sodium pH 7,1 a
21°C () : a) composé 2Lin 19; b) composé 4Lin_21; c) composé 2Loop 18 d) composé 4Loop 20

Tous les composés interagissent avec le rouge c@wjte interaction est visualisée
par les effets hyperchrome et bathochrome de Iilasiwe du rouge congo vers 530 nm.

Cependant, les signaux d’absorptions observés seigggan mode d’interaction du
rouge congo différent selon les édifices. De pamnme pour la ThT, nous constatons une
interaction entre le composé 2119 et le rouge congo apres une heure d’incubatios tan
tampon phosphate.

Nous avons enfin confirmé la formation de fibresykmites par microscopie
électronique a transmission (MET).

Le composé 2Lood8 (25 uM) a tout d’abord été incubé pendant 6 hedess 20
mM de phosphate de sodium pH 7,1 a 21°C. Les imdgeasicroscopie montrent la présence
de nombreux protofilaments de 5 a 6 nm de diam(€igure 43). Ces protofilaments ont en
moyenne une longueur de 50 nm et ne semblent fEagr entre eux.
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Figure 43 : Microscopie électroniqu du composé 2lap (25 uM) aprés incubation dans 20 mM de
tampon phosphate de sodium pH 7,1 a 21°C pendant6

Tous les composés ont été ensuite incubés pen@dmutes dans 20 mM de tampon
phosphate de sodium pH 7,1 a 21°C (Figure 44).dpigee AB40, que nous avons synthétisé
au laboratoire@f Annexe 1), a été incubé dans les mémes conditiomsne témoin.

Figure 44 : Microscopie électronique des composégras incubation pendant 40 h dans 20 mM de tampon
phosphate de sodium pH 7,1 & 21°C : (A) B4 50 pM ; (B) composé 2Lin 125 pM ; (C) composé 4Lin 21
6,5 UM ; (D) composé 2Loop 185 uM ; (E) composé 4Loop 2@5 uM

De nombreux protofilaments sont visibles pour lemposés 4LinR1, 2Loop 18 et
4Loop 20. En effet, comme cela a été montré précédemmantIpe composés 4LiA1 et
2Loop 18, des protofilaments de 5 a 6 nm de diametrescusgrvés pour le composé 4Loop
20.

Toutefois I'organisation entre les protofilamenss @ifférente d’'un composé a l'autre.
Dans le cas du composé 4124, les protofilaments forment majoritairement deséggts.
Pour le composé 2LoalB, des protofilaments jusqu'a 1 um de long s’agenearfaisceaux
d’environ 80 nm de large. Le composé 2Lodf est donc capable aprés une durée
d’incubation plus longue de former de tres longstgfilaments qui interagissent entre eux
méme s’ils ne s’organisent pas en fibres.

Les protofilaments, dans le cas du composé 412psont courts avec en moyenne
moins de 50 nm de long et ne semblent pas s’assatie eux.
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Enfin, dans le cas du composé 2[L§) comme pour le peptidefao, des agrégats sont
observés au lieu de protofilaments au méme tenipsutiation.

Afin de confirmer que le composé 2L1® forme des fibres nous avons visualisé par
microscopie les échantillons aprés 71 heures et jd’incubation dans 20 mM de tampon
phosphate de sodium pH 7,1 a 21°C (Figure 45).

Figure 45 : Microscopie électronique du composé 2hi19 25 pM apres incubation dans 20 mM de tampon
phosphate de sodium pH 7,1 a 21°C pendant : (A) TL; (B) 7 jours

Aprés 71 heures d’incubation dans le tampon, lepom@ 2Lin19 forme de tres
nombreux courts protofilaments d’environ 5 nm denuitre. Lorsque la durée d’incubation
est de 7 jours, on peut alors observer de nomisdilses torsadées et longues, jusqu'a 800
nm de long et 30 nm de diamétre en moyenne. Cessfiésultent de I'association entre, en
moyenne, 6 protofilaments de 5 a 6 nm de diamétre.

De nombreux travaux de la littérature ont mis erdéwe le r6le primordial des
conditions expérimentales dans le processus deafmmdes fibres. En effet, il apparait
clairement que la force ionique, le pH, la natuee ns ou la température peuvent modifier
de facon significative la fibrillogéne§&!>1?°Sj 'on étudie le composé 4LiAl dans un
tampon acétate on observe, par dichroisme cireuylair comportement différent a celui dans
le tampon phosphate.

Cette expérience est reportée sur la figure 46 jaouelle le composé 4Ll (5 uM)

a été placé dans 2 mM de tampon acétate de sodinm®l de tampon phosphate de sodium
a pH 5,4. Nous remarquons que ce composé dansétatte est déja structuré dans I'eau
puisque I'on observe un signal a 214 nm.

125 3) Klement, K.; Wieligmann, K.; Meinhardt, J.; Heshansky, P.; Richter, W.; Fandrich, M. Effect of
different salt ions on the propensity of aggregatémd on the structure of Alzheimer's abeta(1-46ylaid
fibrils. J. Mol. Biol.2007, 373, 1321-1333. b) Sikkink, L. A.; Ramirez-Alvdm M. Salts enhance both protein
stability and amyloid formation of an immunoglolulight chain Biophys. Chen008 135, 25-31.

126 Munishkina, L. A.; Henriques, J.; Uversky, V. Nrink, A. L. Role of protein-water interactions and
electrostatics in alpha-synuclein fibril formatiddiochemistry2004 43, 3289-3300.
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Figure 46 : Spectres de dichroisme circulaire du eoposée 4Lin_21(5 uM) a 21 °C: a) (...) dans l'eau ;
(—) 1 h d'incubation dans 2 mM tampon acétate de sodim ; (---) 19 h d’incubation dans 50 mM tampon
acétate de sodium. b) (...) dans I'eau : ) 1 h d’incubation 2 mM de tampon phosphate de sodm

Aprés 1 heure d’incubation dans 2 mM de tamponasedte sodium nous observons
une déstructuration du composé (Figure 46, a)).edpf2 heures aucune évolution n’est
observée. Par contre, si on augmente la concentrati tampon acétate a 50 mM, aprées 19
heures d’'incubation la bande a 195 nm dispargitrafit d'un signal a 208 et 217 nm.

La méme expérience réalisée avec le tampon phaspleasodium montre, aprés 1
heure d’incubation, un spectre caractéristiqueediilét 3 avec un signal positif & 200 nm et
un signal négatif a 217 nm (Figure 46, b)).

Nous avons ensuite Vvérifi€é que ces conditions peemte la formation de
protofilaments. Les échantillons du composé 21n5 uM) en présence des deux tampons
ont été visualisés par microscopie aprés 75 heliresubation a 21°C (Figure 47).

Figure 47 : Microscopie électronique des échantillts d’agrégations du composé 4Lin 24pres incubation
pendant 75 h, pH 5,4 a 21°C dans (A) 2 mM de tampgvhosphate ; (B) 50 mM de tampon acétate

Dans ces deux conditions, de nombreux protofilamentfibres sont observés avec
des morphologies comparables. Ces fibres d'un dr@meoyen de 10 et 12 nm résultent de
l'interaction entre deux protofilaments de 5 a 6 @endiamétre comme le montre la Figure 48
48. Des fibres plus épaisses de 20 a 25 nm de thiausent aussi observées.
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Figure 48: Microscopie électronique de I'échantilla ’rgat du composé 4Lin_2laprées incubation
pendant 75 h, pH 5,4 a 21°C dans 2 mM de tampon phphate

D’aprés ces résultats, nous constatons que pasnfadteurs qui sont impliqués dans
le repliement et la formation du protofilament lature des ions dans le milieu est
déterminante.

Deux phénoménes permettent d’expliquer le role idas dans le repliement des
protéines : la neutralisation des charges et teéftefmeister.

Les anions peuvent neutraliser les charges posites résidus lysines de la séquence
du peptide ABis-37Y20K22K24 qui créent des répulsions électrostatiques emsebbucles
empéchant ainsi la formation des feuill@t€roisés. Ce mécanisme serait le plus probable
compte tenu des faibles concentrations en tampospbtate utilisées (2 mM). De plus, des
études antérieures ont montré que les anions digas®nt plus performants pour déclencher
le processus de fibrillogéne¥g.

Les anions peuvent également interagir directeraest les molécules d’eau ce qui se
traduit par un renforcement des interactions hyldobes par augmentation de la tension de
surface de I'eau. Ce phénoméne connu sous le neifieidk salting out » ou effet Hofmeister
est plutdt mis en avant pour des concentrations @levées en ions (>10 mMYf:*?’ Cet effet
permettrait d’expliquer I'évolution vers la formaii des protofilaments observée dans 50 mM
de tampon acétate.

On peut évidemment considérer une action commurnesieeux phénomeénes dans le
processus de fibrillogénese.

Pour conclure, nous avons montré par différentelnigues que tous les édifices
miment les comportements physico-chimiques desdibmyloides :
- repliement en feuillef ;
- interaction avec la thioflavine T et le rouge congo
- formation de protofilaments de 5 a 6 nm de diametre

A.5.2. Modélisation moléculaire des édifices peptidiques raodeles de
fibres proposés

Nous avons réalisé une étude par modélisation mialiée de chaque édifice
peptidiqgue. Cette modélisation nous permettra devgir la facon dont les molécules
s’organisent entre elles pour créer un protofilameh de proposer un mécanisme de
repliement et de formation du protofilament.

Les peptides sont construits a I'aide du logicr@ight/Discover puis minimisés en
tenant compte, d’'une part des dimensions mesumr@emigroscopie électronique et d’'autre
part, des données structurales obtenues par lpgdri Tycko par RMN du solidé&®

127 Zhang, Y.; Cremer, P. S. Interactions between amaotecules and ions: The Hofmeister ser@str. Opin.
Chem. Biol200§ 10, 658-663.
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Cette approche, déja utilisée au laboratoire paplido et al., a permis de proposer un
modéle de protofilament pour le composé 42i°’ Celui-ci constitue la coupe transversale
du protofilament comme représenté sur la figure 49.

Chaque fragment du peptide amyloide se replie enlbale type brifs-boucle—brin3
et les chaines latérales des acides aminés s’'sagdanperpendiculairement a l'axe du
protofilament.

Dans ce modele, les résidus L17, F19 et A21 séerg@ l'intérieur de la boucle pour
faire face aux résidus 131 et M35. lls forment minee poche hydrophobe intra-brins
représentée en bleu dans la Figure 49. Notons @3eeDK28 constituent un pont salin au
niveau de la boucle.

Les boucles ainsi créées interagissent entre gilieintermédiaire des acides aminés
A30, 132, L34 et V36 pour former les interactiongdifophobes inter-brins, en rose sur la
figure 49 qui créées un cceur hydrophobe au cergrd’atsemblage. L’élongation du
protofilament est réalisée par les liaisons hydneggui se créent entre les deux boucles le
long du squelette peptidique pour former les fetsIB croisés paralléles et colinéaires au
protofilament. La structure tertiaire de l'assergblaprésente un axe de symétrie C2
perpendiculaire a I'axe de la fibre.

Ce modele est en accord avec les mesures des ilmotits effectuées par
microscopie (diamétre entre 4 et 5 nm) et les ta@sulde la littératur Signalons que
d'autres modeles de repliement du peptidfscAon été proposés mais ils different
essentiellement par 'orientation de la pafi¢erminale du brir (résidus 30 a 37) ce qui,
dans notre cas, ne modifierait ni la conformatitwbgle de la molécule, ni la formation de
deux zones hydrophob&s™

Interactions
intra-brins

Interactions
~5,5nm inter-brins

Figure 49 : Modélisation moléculaire du composé 4hi21

Dans le cas du composé 2Lod® nous avons introduit par I'intermédiaire du pont
disulfure une pré-organisation conformationnell@mémentaire qui est le repliement du
peptide en boucle.

Notons que cette cyclisation peut avoir des coresécgs importantes sur la
morphologie et les caractéristiques physico-chimsqdes fibres. En effet Wetzel et al. ont
montré que la position du pont disulfure dans lesbtes mutants C17/C34, C17/C35 et
C17/C36 du peptide By induit des modifications de la vitesse d’élongaten fibre et du
rendement de la fluorescence de la ThPar contre, tous ces mutants forment des fibres
similaires au peptide natif. Dans notre cas, lesdus cystéines ont été rajoutés aux deux
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extrémités du peptide de fagcon a conserver indéesétiuence peptidique du composé 4lin
Une étude comparative par modélisation entre lacleodu composé 4Li21 et celle du
composé 2Loofdl8 montre des variations de la partieterminale pouvant expliquer les
différences observées dans la morphologie dessfibte dans la fluorescence de la ThT
(Figure 50).
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Figure 50 : Modélisation des boucles: (a) boucleed édifices 2Lin/4Lin; (b) boucles des édifices
2Loop/4Loop

Le composé 2Loofd8 présente en microscopie un diametre de fibre coabpe au
composé 4Lin2l1 (5-6 nm). En faisant I'hnypothése que la structgiebale ainsi que
I'orientation des brins sont préservées nous posienvisager deux modes d’associations des
édifices lors de la polymérisation. Ces deux vemest résultent du positionnement des
boucles par rapport au cyclodécapeptide.

La premiere structure consiste au repliement dagrients amyloides pour former les
interactions hydrophobes intra-brins et inter-bridens un méme édifice peptique
correspondant a la coupe transversale du protaditérgiFigure 51). La formation des liaisons
hydrogene est ensuite réalisée par interactioneelds édifices pour I'élongation du
protofilament. Les résultats obtenus par modébsatnoléculaire montrent trés clairement
une géne stérique induite par le cyclodécapeptidempéche le positionnement correct des
edifices pour former les liaisons hydrogene dedlétsi croisés paralleles nécessaires a la
polymérisation.
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I protofilament
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Figure 51 : Premiére structure du protofilament proposée pour le composé 2Loop 18

La deuxieme structure consiste au repliement @degrfents amyloides pour former les
interactions hydrophobes intra-brins et les liassdmydrogéne dans un méme édifice
peptidique. Les interactions hydrophobes intersomt la formation du coeur hydrophobe
résultent alors de Il'association entre deux molscul(Figure 52). L’élongation du
protofilament résulte ensuite de I'associationl@asons hydrogéne des édifices qui se créent
de facon colinéaire a I'axe du protofilament. Cedfieicture, en accord avec celle proposée
pour le composeé 4Li@1, permet la création de feuillgiscroisés paralleles.

~6 nm

Figure 52 : Deuxieéme structure du protofilament prgposée pour le composé 2Loop 18

Nous avons alors envisagé la possibilité d’une gdtion par création de feuillefs
croisés antiparalléles comme représentée sur leefig3. Nous excluons ce modele car il ne
respecte pas les dimensions mesurées par la nopiescEn effet, le diametre du
protofilament serait le double de ce qui est attende plus, comme précédemment, le
cyclodécapeptide induit une géne stérique qui ehm@élongation du protofilament.
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Figure 53 : Modélisation du protofilament pour le @mposé 2Loop_18pour la formation de feuillets g
croisés antiparalleles

Pour le composé 2Lid9, nous proposons, en accord avec la structureédifite
2Loop18 et les mesures en microscopie, I'arrangement pt&sa figure 54Figure 54.

~6nm

Figure 54 : Structure proposée du protofilament poule composé 2Lin19

De méme, le composé 4Lo@d s’assemble pour former les protofilaments, en @tco
avec la microscopie et les précédentes structcoasme représenté dans la figure 55.
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Figure 55 : Structure proposée du protofilament ducomposé 4Loop 20

L'étude par modélisation moléculaire nous confirdoc que tous les édifices peuvent
former un protofilament de 5 a 6 nm de diametre lpaformation de feuilletd croisés
paralléles.

D’aprés ces résultats, il est possible d’énonagsiplirs conclusions :

- la formation d’un protofilament de 5 a 6 nm de déra résulte de l'interaction entre
guatre fragments peptidiques portés par le mémleadrcapeptide (4Lin et 4Loop) ou
qui résulte de I'association de deux moléculesr{&ti2Loop) ;

- dans tous les cas, le repliement en boucle estssaice pour la formation du
protofilament ;

- les interactions  hydrophobes intra-brins et int@nd s’organisent
perpendiculairement & I'axe du protofilament etrfent un coeur hydrophobe ;

- les édifices forment des feuillefd8 croisés paralleles et colinéaires a I'axe du
protofilament ;

- le pont disulfure dans les composés contraints @eit un impact sur la morphologie
des fibres et sur I'interaction avec la thioflavihe

A.5.3. Meécanisme proposeé pour le repliement des édifices

Nous avons observé de nombreuses différences lesl@difices dans le processus de
repliement et de formation des protofilaments.

L’étude par microscopie électronique nous a toabdid montré que les édifices 2Lin
19 2Loopl8 4Lin 21 et 4Loop20 s’'associent tous pour former des protofilamentst des
diamétres ne sont pas inférieurs a 5 nm. Comme fausns vu précédemment, cela
implique que 'unité de base du protofilament eshposée de quatre brifsassociés par des
interactions hydrophobes.

Par ailleurs, la structuration en feuillgtest réalisée, dans le cas du composé 2Loop
18 en 1 heure alors que pour le composé 21996 heures sont nécessaires (Figure 40). De
plus, nous avons visualisé des protofilaments apigsures pour le composé 2Labf) alors
gu’il est nécessaire d’attendre 71 heures pounheposé 2Lirl9 (Figure 43 et Figure 45).

Ces résultats déemontrent que dans le cas desesd#ideux fragments (2Lin/2Loop),
la pré-organisation en boucle permet d’accélérefofenation des protofilaments car elle
favorise la structure brifi-boucle-brinp. En effet, cette pré-organisation permet de pitésen
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une face hydrophobe qui va interagir avec cellendieuxiéme édifice (interactions
hydrophobes inter-brins).

D’aprés ces résultats, nous proposons un mécamismepliement des édifices conduisant
a la formation du protofilament qui tient comptes gigincipes suivants :
- repliement en structure boucle de type idboucle—bring ;
- interactions entre au minimum quatre brifsamyloides pour former un cceur
hydrophobe au centre du protofilament ;
- élongation du protofilament par formation de feaigB croisés paralléles.

Ce processus est schématisé dans la figure 56.

Repliement en boucle : Interactions Elongation du protofilament

Interactions hydrophobes intra-brins hydrophobes inter-brins _par formation des
et présentation d’une face hydrophobe feuilletsp croisés paralleles

—= Chaines latérales des acides aminés
—e Interactions hydrophobes intra-brins
—= Interactions hydrophobes inter-brins

Formation du cceur hydrophobe
entre quatre bring
au centre du protofilament

Figure 56 : Mécanisme de repliement des édifices pola formation du protofilament

Le processus est tout d’abord initié par le repdiehrdu peptide en boucle et la mise
en place dinteractions intra-brins hydrophobeseybl entre les chaines latérales. Ce
repliement permet de présenter une zone hydropipaibeonduit a 'association avec un autre
peptide replié par des interactions hydrophobes-intins (rouge). Il y a alors formation d’un
coeur hydrophobe entre les quatre brfhsau centre de I'assemblage. L’élongation du
protofilament résulte ensuite de l'auto-associatdm cette structure par la création des
feuillets croisés paralleles.

A.5.4. Mode d’interaction de la Thioflavine T

Nous avons constaté préecédemment que la fluoresadmda ThT en présence des
édifices peptidiques n’a pas la méme intensité.

La thioflavine T est I'un des colorants avec le geucongo le plus utilisé pour
I'identification de dépdts amyloides. Cependant|gnéasa grande utilisation, le mécanisme
d’émission de fluorescence de la ThT et le modetefaction avec les fibres ne sont pas a ce
jour clairement élucidés.

La ThT est formée de deux cycles, benzothiazoleeezaminique, en libre rotation
autour de la liaison C-C. La rotation libre entes cleux cycles entrainerait une extinction de
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la fluorescence par relaxation non radiafifePar contre, lorsque la ThT est en interaction
avec les fibres, la rotation des cycles autoursdi@aison n’est plus possible augmentant ainsi
le rendement de fluorescence.

Le mode d’interaction entre la ThT et les fibreslesujet de nombreuses hypothéses.
Par exemple, Krebs et al. propose que l'interactierla ThT ait lieu le long de I'axe de la
fibre dans les « sillons » formés par les chaiat&dles des résidus lors de la formation du
feuillet B (Figure 57)*° Ce lieu d'interaction est organisé le long du efiment
perpendiculairement au feuill@ La distance dans les « sillons » est compriseeehb et
6,95 A. La ThT mesure 6,1 A le long de son peté,a5,2 A le long de son grand axe et son
épaisseur est de 4,3 A. La ThT se lierait dang kions » avec son petit axe perpendiculaire
a l'axe de la fibre empilée entre les chaines ddérdes residus. C'est cette interaction avec

les chaines latérales qui empéche la libre rotatidre les deux cycles de la ThT et augmente
ainsi le rendement de fluorescence
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Figure 57 : Mode d’interaction proposé de la ThT aec les fibres amyloides

Pour Groenning et al. la ThT se lie sous forme dlimére dans la cavité central de la
fibre ou & I'interface entre les protofibres.

Dans notre étude, nous avons observeé une intelesitaorescence supérieure pour les
édifices avec les fragments linéaires (2Lin/4Ligmparé a leurs équivalents bouclés
(2Loop/4Loop). Les études par modélisation molécella’ont pas montré de différences
significatives dans la géométrie des sillons forp@sr les surfaces externes des bpink est
donc difficile de concevoir une interaction de laTTentre les chaines latérales des résidus
situés a I'extérieure des boucles. Par contreandiip plus logique de supposer que la ThT se
positionne a l'intérieure du cceur hydrophobe descles (Figure 58). Dans le cas des
composés linéaires la flexibilité des briiisnon contraints par le pont disulfure permet plus
facilement d’accommoder la ThT dans une conformatptimale pour I'émission de la
fluorescence. Une telle optimisation est moins &vid pour les composés bouclés. Ce mode
de fixation permet d’expliquer pourquoi la moléc@lan répond positivement a la ThT alors
gue son spectre CD ne correspond pas a celui @uitlet B. En effet, la ThT peut venir
interagir avec la zone a l'intérieure de la zondrbphobe formée par les brifissans qu'il
N’y ait pour autant structuration en feuilp{Figure 58).

128 gtsiapura, V. I.; Maskevich, A. A.; Kuzmitsky, YA.; Turoverov, K. K.; Kuznetsova, |. M. Computatain
study of thioflavin T torsional relaxation in theaited stateJ. Phys. Chem. 2007, 111, 4829-4835.

12%rebs, M. R.; Bromley, E. H.; Donald, A. M. The Hing of thioflavin-T to amyloid fibrils: localisath and
implications.J. Struct. Biol2005 149, 30-37.

130 Groenning, M.; Norrman, M.; Flink, J. M.; van dee@ft, M.; Bukrinsky, J. T.; Schluckebier, G.; Fradg, S.
Binding mode of Thioflavin T in insulin amyloid fills. J. Struct. Biol2007, 159, 483-497.
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Figure 58 : Mode d'interaction de la ThT

A.6. Outil de criblage a haut débit

Nous avons vu précédemment que les molécules nsodelecues ont pour but
principal de déterminer les caractéristiques quileut le processus d’assemblage en fibre et
sont donc considérées comme des modeles structavadiétude du repliement.

Au vue de la rapidité de formation des fibres, Pgout de tampon phosphate, de
I'édifice (APies-37Y20K22K24)4, 4LIN 21, il @ semblé intéressant de l'utiliser comme oafih
d’identifier de maniére rapide et fiable des intebrs de la formation des fibres amyloides.
Nous avons ainsi réalisé une étude de I'activitédertain nombre d’inhibiteurs connus de la
formation de fibrefd amyloides pour valider l'utilisation de I'édific@\B16-37Y 20K22K24)4
comme outil de criblage & haut délgf Annexe 1).***

La méthode consiste a incuber 5 UM du composé Zliet 10 uM de ThT dans une
microplague 96 puits avec un potentiel inhibiteansl une gamme de concentration de 0,01
MM a 100 puM. La formation des fibres est initiée pgout de 5 mM de tampon phosphate
pH 7,1 et la fluorescence est lue par un lectegraplaque de fluorescence toute les minutes
pendant 60 minutes. Le signal de fluorescence and8augmente de maniere exponentielle
et dans le cas d’une inhibition une diminution daximum de fluorescence est observée.

La bonne corrélation entre les activités d’inhinitiobtenues avec le composé 4Rih et
celles décrites dans la littérature nous a perrmeisvalider I'utilisation de I'édifice (Bis-

37Y 20K22K 24)4 comme outil de criblage a haut dél@f Annexe I). Sa qualité a été évaluée par
le calcul du facteur Z qui caractérise la différeeatre une réponse positive et négative. Nous
I'avons évalué a 0,84 + 0,03 qui le qualifie desto®n outil de criblage a haut débit.

Enfin, cette étude a permis de faire un classentefitictivité des inhibiteurs selon les
ICsodéterminées.

131 Dolphin, G. T.; Ouberai, M.; Dumy, P.; Garcia,Designed amyloid beta peptide fibril - a tool fagh
throughput screening of fibril inhibitor&hemMedCher007, 2, 1613-1623.
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A.7. Bilan

Le repliement anormal de peptides et protéinesaskiisant par la formation de fibres
amyloides est a l'origine de nombreuses pathologigsoupées sous le terme d’amyloses.
Ces protéines qui n'ont pas de relations fonctibeset structurales communes se replient en
feuillets p croisés pour former des fibres avec de nombreceectéristiques similaires. La
structure des fibres au niveau atomique ainsi guedcanisme de repliement ne sont pas a ce
jour clairement élucidés de par leur solubilitéitém et la rapidité d’agrégation.

Afin de déterminer les principes physico-chimigups guident ce repliement de
nombreuses molécules modéles de fibres amyloidesétin congues selon plusieurs
approches. Ces approches consistent, entre alag;adiactérisation de courts fragments de
protéines amyloides, a I'étude de la fibrillogénéaefonction de mutations, a la conception
de peptidesle novoou I'utilisation de peptides « switch » et « coileall ». Ces modeles ont
permis de montrer 'importance des interactionsrbgbobes entre les chaines latérales des
résidus qui forment un coeur hydrophobe essenlkiefaxmation des fibres.

Au cours de ce travail, nous avons synthétisé quatolécules modeles de fibres
amyloides par la synthese d'édifices peptidiquemmés 2Lin19, 4Lin 21, 2Loop 18 et
4Loop20. Pour cela, nous avons lié sur un cyclodécapepide ou quatre exemplaires d’un
segment muté, linéaire ou cyclisé, du pepfidamyloide. Le but est de pré-organiser les
fragments amyloides pour faciliter le repliement.

Les édifices ont été construits par la formationlida chimiosélectif éther d’oxime
entre les fragments amyloides et les cyclodécapeptotalement déprotégés. Cette méthode
a permis la synthése des édifices avec un minimuétapbs de purification et de
manipulations en solution de ces séquences sessibieconditions expérimentales.

Nous avons montré, par différentes techniques pbyshimiques, que tous les
edifices s’assemblent en fibres amyloides lorsede incubation dans un tampon phosphate
de sodium. lls se structurent en feuilltsroisés et forment des protofilaments de 5 & 6 nm
de diametre. A l'aide de la modélisation moléc@ainous avons déterminé que tous les
édifices adoptent un structure boucle de type Brimoucle-brin3 pour créer un cceur
hydrophobe entre quatre brifsau centre du protofilament. Ces processus deerapht sont
nécessaires pour initier I'assemblage en protolatmrpar la mise en place de feuillgks
croisés paralleles. Les modeéles de protofilamerisgses sont en accord avec des travaux de
la littérature.

De plus, nous avons vu que les conditions expétamenet notamment la nature des
anions ont une influence significative sur le psstes de fibrillogénese. Méme si leur
mécanisme d’action n’est pas clairement définisdmblent étre a 'origine du processus par
neutralisation des charges ou effet « salting out »

Par ailleurs, nous avons proposé, en accord avgoéab@dents travaux, que la ThT
interagit dans les « sillons » formés par les adsilatérales des résidus a l'intérieure de la
structure brirf3-boucle—brinB.

Enfin, nous avons montré l'intérét de I'utilisatide I'un des édifices comme outil de
criblage a haut débit performant pour l'identifioat de molécules cibles inhibant le
processus de formation des fibres.
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B. Inhibiteurs de la fibrillogénése

De nombreuses stratégies thérapeutiques sont lacteelt en développement pour
cibler différents processus de la maladie d’AlzheinfParmi ces derniers, la formation des
fibores amyloides est largement acceptée comme étgiiquée dans la neurotoxicité
méme si les agents responsables et le mécaniss@nh@as clairement connus. Ainsi, la
prévention de la polymérisation du peptide @st devenue un vaste domaine de recherche
qui a conduit au développement de nombreux inhitstede la formation des fibres.

Cette approche est basée sur la découverte, dananteées 90, de molécules
comme le rouge congo qui, en interagissant spéeifigent avec les fibres amyloides,
empéchent leur formation. Depuis, dans la littéegtule nombreuses molécules ont été
décrites comme des inhibiteurs de la formationfidees amyloides. Ces molécules sont
de deux types : des peptides de séquences sensbiabkdle du peptide amyloide et des
composés non peptidigues avec parmi eux des phaphaes le plus souvent
aromatiques.

Nous nous sommes donc intéressés a la conceptiorhibiteurs de la
fibrillogénése comme stratégie thérapeutique coleseamyloses. Nous avons pour cela
ciblé la formation des fibres du peptid@ Aui est I'une des séquences amyloides les plus
étudiées. Les inhibiteurs congus reposent sur égegmtation de molécules aromatiques
et/ou hydrophobes sur un chéassis moléculaire. esnablages synthétisés ont été ensuite
évalués sur la formation des fibres du peptidaoAar des expérienceas vitro. Enfin,
deux des assemblages ont été évalués en tant iitenins de I'acétylcholinestérase, autre
cible de la maladie d’Alzheimer.

B.1. Inhibiteurs de la formation des fibres

B.1.1. Inhibiteurs peptidiques

Les inhibiteurs peptidiques de fibres amyloides ssmt développés aprées
I'indentification des régions impliquées dans Krdction entre les peptide$ AEn effet, il
est apparu que certains peptides, par leurs ink@nacavec ces régions, interférent avec le
processus de formation de fibres. Ces inhibiteegigiques sont communément appelés
peptides « briseurs de feuillgts> (3 sheet breaker peptide). Nous allons, dans cettie pa
donner quelques exemples des approches utiliséespocevoir ces inhibiteurs.

La séquence Ps-20 KLVFF, identifiee comme une région de forte iaiEion
entre les peptidesAa permis a I'équipe de Tjernerberg de développerdes premiers
peptides « briseurs de feuilldis>>® En effet, le peptideacQKLVFFNH, incubé avec une
quantité équimolaire du peptidgd A empéche la formation de fibres.

L’équipe de Findeis a ensuite décrit la synthesme'série de peptides dérivés des
régions du peptide R\sur lesquels diverses modifications ont été intited comme des
mutations, I'ajout de pharmacophores ou l'utilisatid’acides aminés B? Le dérivé
cholyl-LVFFA-OH, qui consiste en un dérivé du cholestérol lié agrrent peptidique,

132 Findeis, M. A.; Musso, G. M.; Arico-Muendel, C.;®enjamin, H. W.; Hundal, A. M.; Lee, J. J.; Chin,
J.; Kelley, M.; Wakefield, J.; Hayward, N. J.; Maodiaux, S. M. Modified-peptide inhibitors of amyldidta-
peptide polymerizatiorBiochemistryl999 38, 6791-6800.
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s’est montré étre un trés bon inhibiteur avec @ig inférieure a 5 UM et une diminution
de la neurotoxicité.

L’équipe de Chalifour a développé des inhibiteweptliques basés sur l'utilisation
d’acides aminés B2 En effet, le peptid®-KLVFFA réduit de maniére significative la
formation des fibres du peptideABso a un ratio de 1 pour 1. Comme cela a été montré
précédemment, ce fragment permet une reconnaissaecde peptide B par homologie
de séquenc® La présence d’'acides aminés D empéche par saadtiter avec le peptide
Ap la formation d’'une structure riche en feuillgtsPar ailleurs, les peptides qui incluent
des acides aminés D dans leur séquence réduisemardére significative la neurotoxicité
des peptides A

L’équipe de Ghanta propose d’associer un élémenmecdennaissance, peptide de
séquence Pys.osavec un oligomeére du résidu lysine choisi pourtsarge et sa polarité?
Cependant, ce peptide n'empéche pas la formatiofibdes de I'A339. Par contre, |l
diminue la neurotoxicité suggérant que la prévente I'agrégation n’est pas obligatoire
pour un effet neuroprotecteur. Une étude réalisaelg suite montre que les peptides
KLVFF avec en positiorC-terminale un élément perturbateur anionique, KLEEEEE,
et cationique, KLVFFKKKK, réduisent la neurotoxiitalors qu’un élément neutre,
KLVFFSSSS, est inefficac® D'aprés les auteurs, ces inhibiteurs ne prévienpas la
formation de fibres amyloides mais augmentent tesse d’agrégation réduisant alors la
quantité des oligomeres solubles toxiques.

La méme équipe a ensuite étudié l'effet du résidjinane sur l'agrégation du
peptide /8.2°® En effet, le résidu arginine considéré dans liesde Hofmeister comme
chaotrope est utilisé pour supprimer I'agrégatian piotéines dans les processus de
repliement*"** Les auteurs ont étudié l'influence du résidu amgnseul ou incorporé
dans I'élément perturbateur : si le résidu argirest chaotrope cela implique que son effet
dépend de son interaction avec le peptide. Cepgnbdaan que le résidu arginine soit
considéré comme chaotrope, il est connu qu’il auge&a tension de surface en solution
aqueuse et stabilise certaines protéiie®ans ces travaux le peptide KLVFFRRRRR
amplifie 'agrégation du peptidefPet la tension de surface. D’aprées les auteursékadus
arginines de ce peptide ne peuvent pas interagt kvpeptide A et ainsi I'effet «salting
out» prédominant, conduit a 'augmentation desr&uigons hydrophobes et a I'agrégation.

133 Chalifour, R. J.; McLaughlin, R. W.; Lavoie, L.;dvissette, C.; Tremblay, N.; Boule, M.; Sarazin, P.
Stea, D.; Lacombe, D.; Tremblay, P.; Gervais, Erediselective interactions of peptide inhibitorshvithe
beta-amyloid peptidel. Biol. Chem2003 278, 34874-34881.

134 Ghanta, J.; Shen, C. L.; Kiessling, L. L.; Murpt®, M. A strategy for designing inhibitors of beta-
amyloid toxicity.J. Biol. Chem1996 271, 29525-29528.

%5 Lowe, T. L.; Strzelec, A.; Kiessling, L. L.; MurphR. M. Structure-function relationships for intiys

of beta-amyloid toxicity containing the recognitisequence KLVFFBiochemistry2001, 40, 7882-7889.

1% Gibson, T. J.; Murphy, R. M. Design of peptidylngeounds that affect beta-amyloid aggregation:
importance of surface tension and contBikbchemistry2005 44, 8898-8907.

137 Cacace, M. G.; Landau, E. M.; Ramsden, J. J. Tdfenkiister series: salt and solvent effects on faté
phenomenaQ. Rev. Biophyd4997, 30, 241-277.

138 3) Arakawa, T.; Tsumoto, K. The effects of argiion refolding of aggregated proteins: not fadita
refolding, but suppress aggregati®iochem. Biophys. Res. Commga03 304, 148-152. b) Xie, Q.; Guo,
T.; Lu, J.; Zhou, H. M. The guanidine like effeaif arginine on aminoacylase and salt-induced molten
globule statelnt J. Biochem. Cell Bid2004 36, 296-306.

1393) Kita, Y.; Arakawa, T.; Lin, T. Y.; Timasheff, 8l. Contribution of the surface free energy pération

to protein-solvent interactionBiochemistryl994 33, 15178-15189. b) Tsumoto, K.; Umetsu, M.; Kgaia

I.; Ejima, D.; Philo, J. S.; Arakawa, T. Role ofjarine in protein refolding, solubilization, andrfication.
Biotechnol Pro2004 20, 1301-1308.

-74 -



Partie B Inhibiteurs de la fibrillogénése

Les acides aminébl-méthylés ont été largement utilisés pour la coticepde
peptides « briseurs de feuillefs». Ces acides aminés déstabilisent le feuifleen
empéchant la formation de liaisons hydrogene euigsmt une géne stérique pour
linteraction entre les peptides amyloidéSL'équipe de Hughes utilise des dérivés de
I'A B2s.3s N-méthylés comme stratégie pour inhiber la foromaities fibres de I'Bps.35*

En effet, le peptide Bys.35 N-méthylé sur la position Gly-33 prévient la fortioa des
fibres et réduit la toxicité des fibres préformeées.

L’équipe de Gordon montre que le peptide-K(Me-L)V(Me-F)F(Me-A)E-CONH,
inhibe la formation des fibres amyloides et désabe les fibres préforméé& Ce
peptide présente par I'arrangement des acides anNa@éthylés deux faces : une face
d’interaction avec le peptidepAet une face qui empéche l'interaction entre lggtiges
AB.

L’introduction du résidu proline dans la séquencepeéptide inhibiteur est une
autre approche qui est développée par I'équipecte’® Le résidu proline est choisi pour
sa capacité a former des coudes ce qui le rendhipatible avec la formation du feuillpt
Le peptide LPFFD (i5) réduit de plus de 50 % la formation des fibraspdptide A
pour un ratio 10/1 (LPFFD/®. Ce peptide injecté dans un modéle animal dedkade
d’Alzheimer induit une diminution de plus de 60 % dép6t amyloide. Enfin, le peptide
iAB5 augmente la survie neuronale et passe la bahé&mnato-encéphaliqué’

Afin de déterminer le mode d’interaction en solntdun peptide inhibiteur avec
I'A B, I'équipe de Rzepecki a développé un peptide dgbgoluble en milieu aqueux
contenant deux ligands aminopyrazole pour la foionade liaisons hydrogene. Ce peptide
hybride interagit de maniere spécifique avec laomdKLVFF par formation de liaisons
hydrogéne et interactions hydrophobes entre letnayzinopyrazole et les résidus Pfre.

L’équipe de Sato développe un inhibiteur spécifigna@ complémentarité de la
séquence IXGXMxG de la part@terminale du peptide p\:*® L’approche est basée sur la
formation de « sillons » a la surface du feuifietréés par la présence des résidus Gly-33
et Gly-37 et de l'alternance IXGxMxG qui stabilisda structure lorsque le peptide est
replié. Une série de peptides, avec une alterndaceésidus glycines et phénylalanines
(GxF/BxGxF/B) ou d’autres résidus (B) comme la laacou la tyrosine, est synthétisée
pour interagir avec les « sillons » du feuietDifférents peptides de cette série réduisent

190 Tonelli, A. The effects of isolated N-methylatedsidues on the conformational characteristics of
polypeptidesBiopolymersl976 15, 1615-1622.

1“1 Hughes, E.; Burke, R. M.; Doig, A. J. Inhibitiof toxicity in the beta-amyloid peptide fragment det
(25-35) using N-methylated derivatives: a genetedtegy to prevent amyloid formatiod. Biol. Chem.
200Q 275, 25109-25115.

192 Gordon, D. J.; Sciarretta, K. L.; Meredith, S. Bhibition of beta-amyloid(40) fibrillogenesis and
disassembly of beta-amyloid(40) fibrils by shortebamyloid congeners containing N-methyl amino seit
alternate residue8iochemistry2001, 40, 8237-8245.

143 Soto, C.; Kindy, M. S.; Baumann, M.; Frangione, IBhibition of Alzheimer's amyloidosis by peptides
that prevent beta-sheet conformatiBrochem. Biophys. Res. Commufi96 226, 672-680.

144 permanne, B.; Adessi, C.; Saborio, G. P.; Frag&Bssard, M. J.; Van Dorpe, J.; Dewachter, anks,

W. A.; Van Leuven, F.; Soto, C. Reduction of amgldédbad and cerebral damage in a transgenic mouse
model of Alzheimer's disease by treatment withtaisbeet breaker peptideASEB J2002 16, 860-862.

195 Rzepecki, P.; Schrader, T. beta-Sheet ligandciiora KLVFF recognition by aminopyrazole hybrid
receptors in wated. Am. Chem. So2005 127, 3016-3025.

18 sato, T.; Kienlen-Campard, P.; Ahmed, M.; Liu, Wi, H.; Elliott, J. I.; Aimoto, S.; Constantinesc8.

N.; Octave, J. N.; Smith, S. O. Inhibitors of amgldoxicity based on beta-sheet packing of Abetad@
Abeta4?2 Biochemistry2006 45, 5503-5516.
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significativement I'agrégation du peptidg4 et la neurotoxicité. Une étude par RMN du
solide montre que le peptideH;-RGTFEGKF-CONH,, interagit avec les résidus de la
partieC-terminale en accord avec la stratégie développéere 59).

Figure 59 : Interaction proposée entre le peptide Py, et le peptideNHs-RGTFEGK F-CONH,**®

Enfin, I'équipe de Austen a congu une série deigeptpour cibler spécifiquement
les oligoméres solubles responsables de la toxititée peptide RGKLVFFGR basé sur la
séquence Bqs-20 inhibe spécifiguement la formation des oligoméres en évidence par
des expériences ELISA et de chromatographie d’'simtu Ce peptide est alors le seul de
la série a diminuer la toxicité de IBA

B.1.2. Inhibiteurs non peptidiques

Ces dernieres années, de nombreuses molécules idsualifférentes classes
chimiques ont été évaluées contre la formatioritded amyloides.

Ces molécules possedent en général une activitégimjae et leur propriété par
exemple anti-oxydante ou leur facilité a traverkerbarriere hémato-encéphalique, a
conduit a leur évaluation contre la formation diések. D’autre composés sont issus de
criblages et ont souvent en commun d’étre des mi@é@aromatiques ou hydrophobes.

Nous allons présenter dans ce paragraphe des eenmgé molécules
représentatives des principales grandes classehildteurs de la formation de fibres
(Tableau 2).

147 pusten, B. M.; Paleologou, K. E.; Ali, S. A.; Qste, M. M.; Allsop, D.; El-Agnaf, O. M. Designing
peptide inhibitors for oligomerization and toxicity Alzheimer's beta-amyloid peptidBiochemistry2008
47, 1984-1992.
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Classe Composeés Structure

Rouge Congo o\~ O ~?Na

NaO

Dérivés sulfatés

Chlorazol Black E Q " s o N’

OH

4'-jodo-4'- O‘O

déoxydoxorubicine -

Tétracycline O OHNHZ

OH|
Doxycycline oo
Ao N

Polyphénols
Rifampicine
ACide HO::
nordihydroguaiaretique o @
Curcumin YOO

Bleu de méthyléne \T/@[sm‘m
Hétérocycle - s
aromatique Thionine HQNQSQ“%

Acridine orange \T‘N/
OH

Porphyrine Chlorure d’'Hémine

. . \N‘
Thioflavine T )@%@@\
\.
Basic blue 41 { =4
Ho\_/N%;y” ° o”

Benzothiazole

Nicotine N

Acide lipoique O

S-S OH

Tableau 2 : Structure de la thioflavine T et d'inhbiteurs de la formation de fibres

Autres
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* Colorants sulfatés

En 1994, Lorenzo et al. décrivirent que le colorsuifaté rouge congo se lie aux
peptides & et empéche la formation des fibres du peptifig,.A De plus, le rouge congo
inhibe la neurotoxicité induite par les peptide A est alors apparu que les molécules
capables d'interagir avec le peptide amyloide efmgéic la formation de fibres et
préviennent la neurotoxicité. Le chlorazol blackdérivé sulfaté de structure tres proche
du rougl%congo, est décrit comme un puissant irgubide fibres avec une §&evaluée a
0,3 uM:

* Polyphénols

De trés nombreux inhibiteurs de la formation deefgbsont issus de la famille des
polyphénols et possedent trés souvent une forteitactEn effet, cette famille regroupe
entre autre des inhibiteurs comme la 4'-iodo-4Xxgidoxorubicine (IDX), la rifampicine,
I'acide nordihydroguaiaretique, la myrécitine, leraumin ou la dopamine. De plus, les
polyphénols par leur propriété antioxydante ons teduvent montré une activité de
prévention de la toxicité des fibres.

Le point de départ fut I'observation que la 4'-ietlaleoxydoxorubicine (IDX),
anthracycline possédant une activité anti-tumorpggmet une amélioration des signes
cliniques chez des patients atteints d’amylose®®line résorption du dép6t amyloidés.
En effet, IDX possede une forte affinité pour ctgges naturels de fibres amyloides dont
les fibres issues du peptiddd &t réduit d’autre part, le dépot des fibres desliline’*® De
plus, le traitement de hamsters Syrian avec desogénats de cerveaux infectés avec la
forme du prion Pr¥ co-incubé avec IDX diminue les symptémes et augen&nsurvie
des animaux infectés’

Les molécules comme la tétracycline et la doxyegclinhibent la formation de
fibres amyloides et désassemblent les fibres prées->! Ces molécules diminuent aussi
la résistance de I'By, a la digestion par la trypsine. L'activité de aeslécules est
attribuée a une certaine analogie structurale desamolécules comme le rouge contjo.
En effet, elles possédent un cceur hydrophobe foparé des groupes aromatiques
permettant des interactions aves les résidus hiidbgs des peptides amyloides. Elles
possédent, de plus, des substituants polaires equent former des liaisons hydrogene
avec des résidus spécifiques de la séquence did@@ft

La rifampicine et ses analogues ont été égalenvati&s. Les molécules possédant
la structure naphthohydroquinone ou naphtoquinahéent la formation de fibres ainsi
que leur neurotoxicité a des concentrations dell®du micro-molaire. La diminution de

148 Taniguchi, S.; Suzuki, N.; Masuda, M.; Hisanaga)®atsubo, T.; Goedert, M.; Hasegawa, M. Inhditi
of heparin-induced tau filament formation by phéwazines, polyphenols, and porphyrids.Biol. Chem.
2005 280, 7614-7623.

1499 Merlini, G.; Ascari, E.; Amboldi, N.; Bellotti, V. Arbustini, E.; Perfetti, V.; Ferrari, M.; Zorzoli.;
Marinone, M. G.; Garini, P.; et al. Interactiontb& anthracycline 4'-iodo-4'-deoxydoxorubicin watimyloid
fibrils: inhibition of amyloidogenesifroc. Natl. Acad. Sci. U. S. A995 92, 2959-2963.

130 Tagliavini, F.; McArthur, R. A.; Canciani, B.; Gieone, G.; Porro, M.; Bugiani, M.; Lievens, P. M.;
Bugiani, O.; Peri, E.; Dall'Ara, P.; Rocchi, M.; IR&.; Forloni, G.; Bandiera, T.; Varasi, M.; Sato, A.;
Cassutti, P.; Cervini, M. A.; Lansen, J.; SalmoM; Post, C. Effectiveness of anthracycline against
experimental prion disease in Syrian hamst®cgencel 997 276, 1119-1122.

31 Forloni, G.; Colombo, L.; Girola, L.; TagliaviniF.; Salmona, M. Anti-amyloidogenic activity of
tetracyclines: studies in vitréEBS Lett2001, 487, 404-407.
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la toxicité est attribuée a la propriété de piégede radicaux libres de ce type de

structure*®2

L’acide nordihydroguaiaretique (NDGA) est un autpwlyphénol, puissant
inhibiteur de la formation de fibres. En effet(zsh de cette molécule de 0,14 uM sur la
polymérisation des fibres de B, lui confére une activité supérieure a d’autres
polyphénols comme la rifampicine ou la myrécitioe2@ uM)**3 Cependant, son activité
de déstabilisation des fibres n’est pas claireraattlie. D’aprés les travaux de Ono et al.,
le NDGA déstabilise les fibres formées deflspet de I'AB,, méme a une concentration de
0,1 puM, visualisée par la diminution de la fluomsce de la ThT>* Les travaux de Moss
et al. suggerent que le NDGA déplace seulemenhTade son site d’'interaction entrainant
ainsi une diminution de la fluorescenGeEn effet, une étude par microscopie électronique
et chromatographie d’exclusion confirme la présateébres amyloides.

L’équipe de Ono a montré par la suite que le cumynsseéde, comme le NDGA,
une tres bonne activité inhibitrice sur la formatide fibres amyloides avec unesdC
évaluée & 0,19 uM? Le curcumin est I'un des composants du curry jauée utilisé en
Inde. Il est connu pour ses propriétés de puigsigeur de radicaux libres, son activité
anti-inflammatoire et comme potentiel agent antigmeux:>’ Lim et al. ont mis en
évidence que le curcumin réduit les dommages oKgdat diminuent la présence de
dépdts amyloides chez un modéle de souris trarggdee la maladie d’Alzheimé&®

L’équipe de Yang a ensuite réalisé une étundeitro et in vivo de I'activité du
curcumin. Les résultats obtenus renforcent soisatibn en tant qu’agent thérapeutique de
la maladie d’Alzheimet®® En effet, le curcumin en plus d'inhiber la fornoatide fibres
(ICso = 0,8 uM), déstabilise les fibres forméessgl€ 1 uM) et traverse la barriere hémato-
encéphalique pour interagir et supprimer l'accunioede dépbts amyloides chez la
souris.

X Hétérocycles aromatiques

Dans la famille des hétérocycles aromatiques, émie sle phénothiazines a été
évaluée sur l'inhibition de I'agrégation de la @ioe Tau. Dans cette série, le bleue de

%2 Tomiyama, T.; Shoji, A.; Kataoka, K.; Suwa, Y.;a&m®, S.; Kaneko, H.; Endo, N. Inhibition of amyloid
beta protein aggregation and neurotoxicity by rifaim. Its possible function as a hydroxyl radical
scavengerJ. Biol. Chem1996 271, 6839-6844.

133 0Ono, K.; Yoshiike, Y.; Takashima, A.; Hasegawa, Naiki, H.; Yamada, M. Potent anti-amyloidogenic
and fibril-destabilizing effects of polyphenols witro: implications for the prevention and therapes of
Alzheimer's diseasd. Neurochem2003 87, 172-181.

%4 Ono, K.; Hasegawa, K.; Yoshiike, Y.; Takashima;, Yaamada, M.; Naiki, H. Nordihydroguaiaretic acid
potently breaks down pre-formed Alzheimer's betadaid fibrils in vitro. J. Neurochem2002 81, 434-440.
%5 Moss, M. A.; Varvel, N. H.; Nichols, M. R.; ReeD, K.; Rosenberry, T. L. Nordihydroguaiaretic acid
does not disaggregate beta-amyloid(1-40) protdditiviit does inhibit growth arising from direct pofibril
associationMol. Pharmacol2004 66, 592-600.

% Ono, K.; Hasegawa, K.; Naiki, H.; Yamada, M. Cumin has potent anti-amyloidogenic effects for
Alzheimer's beta-amyloid fibrils in vitr@. Neurosci. Re28004 75, 742-750.

157 pereira, M. A.; Grubbs, C. J.; Barnes, L. H.; Hi; Olson, G. R.; Eto, I.; Juliana, M.; Whitaker, M.;
Kelloff, G. J.; Steele, V. E.; Lubet, R. A. Effectd the phytochemicals, curcumin and quercetin,nupo
azoxymethane-induced colon cancer and 7,12-dintethy[ajanthracene-induced mammary cancer in rats.
Carcinogenesid996 17, 1305-1311.

138 |im, G. P.; Chu, T.; Yang, F.; Beech, W.; Frauisc®. A.; Cole, G. M. The curry spice curcumin reesi
oxidative damage and amyloid pathology in an Alatei transgenic mousd. Neurosci.2001, 21, 8370-
8377.

%9 yvang, F.; Lim, G. P.; Begum, A. N.; Ubeda, O. Simmons, M. R.; Ambegaokar, S. S.; Chen, P. P.;
Kayed, R.; Glabe, C. G.; Frautschy, S. A.; Cole, N&. Curcumin inhibits formation of amyloid beta
oligomers and fibrils, binds plagues, and reducesgl@id in vivo.J. Biol. Chem2005 280, 5892-5901.
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méthyléne empéche l'interaction entre les protéifas et inhibe la formation de dépdts
amyloides avec une activité de I'ordre du microamel’®® Trés récemment, lors de
I'évaluation en phase clinique II, il est démong@’il permet une diminution de la
progression de la maladie d’Alzheintét.

En plus d’étre des inhibiteurs de l'agrégation deplotéine Tau, le bleu de
méthylene et la thionine sont aussi de puissamibiteurs de la formation des fibres du
peptide /48 avec des activités inférieures au micro-mol&ife.

Enfin I'acridine orange inhibe la formation de leofgine amyline humaine et des
acridines diversement substituées inhibent la ftomades fibres du lysozyn'é® La
nature aromatique et la planéité des acridines si@signées comme des éléments
déterminants a l'inhibition des fibres amyloides.

* Porphyrines et benzothiazoles

Parmi les autres classes d’inhibiteurs, les poipbkgrsont des molécules connues
pour leur activité contre la formation de fibres &fet, les molécules chlorure d’hémine
et hématine sont de forts inhibiteurs de la fororatle fibres du peptidepi, et A4y, 1Cso
=1 pM, et atténuent la neurotoxicif&.

Les benzothiazoles, classe de molécules dont &attepla thioflavine T, ont été
surtout développés comme agents d'imagerie des tslépfyloides® Le 2-(4-
méthylaminophenyl)benzothiazole (BTA-1), dérivé rabrargé de la thioflavine T possede
une tres forte affinité avec les fibr@ls amyloides et une bonne distribution dans le
cerveau:® Le basic blue 41, autre benzothiazole, posséddanteeactivité d'inhibition de
la formation des fibre amyloides de I'ordre du micro-molait&:**®

* Autres composés

La nicotine a été largement étudiée comme agemfpbétique potentiel de la
maladie d’Alzheimer. En effet, en 1994, il est stiggque les fumeurs de cigarettes sont
moins atteints par la maladie d’Alzheinié}. L'effet bénéfique de la nicotine serait

attribué a son effet neuroprotecteur contre lacitxide I'AB par la stimulation des
récepteurs nicotiniques chez les patients attelatéa maladié®’ L'équipe de Zagorski

0 wischik, C. M.; Edwards, P. C.; Lai, R. Y.; RoM,; Harrington, C. R. Selective inhibition of Alzineer
disease-like tau aggregation by phenothiaziResc. Natl. Acad. Sci. U. S. A996 93, 11213-11218.

181 |nternational Conference on Alzheimer’s diseaSAD), 26-31 July 2008, Chicago, USA.

%2 Gazova, Z.; Bellova, A.; Daxnerova, Z.; Imrich, Kiristian, P.; Tomascikova, J.; Bagelova, J.; Fena,
D.; Antalik, M. Acridine derivatives inhibit lysozye aggregatiorzur Biophys. J2008 37, 1261-1270.

183 Howlett, D.; Cutler, P.; Heales, S.; Camilleri, Remin and related porphyrins inhibit beta-amyloid
aggregationFEBS Lett1997, 417, 249-251.

184 Zhuang, Z. P.; Kung, M. P.; Hou, C.; Skovronsky,ND; Gur, T. L.; Plossl, K.; Trojanowski, J. Q.eé,

V. M.; Kung, H. F. Radioiodinated styrylbenzenes dhioflavins as probes for amyloid aggregafedved.
Chem.2001, 44, 1905-1914.

185 Klunk, W. E.; Wang, Y.; Huang, G. F.; Debnath, M; Holt, D. P.; Shao, L.; Hamilton, R. L.;
Ikonomovic, M. D.; DeKosky, S. T.; Mathis, C. A. &binding of 2-(4'-methylaminophenyl)benzothiazime
postmortem brain homogenates is dominated by thdogadrcomponentJ. Neurosci2003 23, 2086-2092.

16 3) Lerner, A.; Koss, E.; Debanne, S.; Rowland, ®myth, K.; Friedland, R. Smoking and oestrogen-
replacement therapy as protective factors for Alnlee's diseasd.ancet1997 349, 403-404. b) Ulrich, J.;
Johannson-Locher, G.; Seiler, W. O.; Stahelin, H.D®Bes smoking protect from Alzheimer's disease?
Alzheimer-type changes in 301 unselected brainsnfrpatients with known smoking historyActa
Neuropathol1997 94, 450-454.

1673) Kihara, T.; Shimohama, S.; Sawada, H.; KimdraKume, T.; Kochiyama, H.; Maeda, T.; Akaike, A.
Nicotinic receptor stimulation protects neuronsiagfabeta-amyloid toxicityAnn. Neurol.1997, 42, 159-
163. b) Zamani, M. R.; Allen, Y. S.; Owen, G. Prag J. A. Nicotine modulates the neurotoxic effett
beta-amyloid protein(25-35)) in hippocampal cultuféeuroreportl997 8, 513-517.
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montre que la nicotine inhibe la formation desd&édu peptidg amyloide basé sur des
études par CD, UV et RMI? L'équipe de Ono décrit ensuite que la nicotinetatgiise
les fibresin vitro & une concentration supérieure & 10 M.

L’acide lipoique (LA) est une molécule non aromaéiqqui a montré une activité
contre la formation de fibres. En effet, Zhang ktaamt montré que LA protége les
neurones corticales contre la toxicité dgblet de I'AB,1.35*"° L'acide lipoique posséde
€également une activité de l'ordre du micro-molapeur linhibition des fibresp
amyloides-"*

Dans le but de mimer les effets de certaines coames extracellulaires, dont les
GAGs impliqués dans la maladie d'Alzheiniét, des molécules comme le 3-
aminopropane sulfonate ont été développées. Ceasimpctuellement en phase clinique
I, posseéde la propriété de se lier af’At d’empécher ainsi son agrégattéh.

Enfin, de nombreuses molécules de structures tvesses ont montré une activité
d’inhibition de la formation de fibres. Parmi ceslétules, nous pouvons citer des
cyclodextrines,”® des anticorps’* des saccharides sulfatés ) antibiotique amphotéricine
B,!"® des composés a longue chaine carbonée commedddugkN-méthylpiperidium’’
ou de petites molécules aromatiques tels que figbaise disulfoniqué’® des dérivés de 2-

pyridone!’® et 'aminoanisolé®

188 a) Salomon, A. R.; Marcinowski, K. J.; Friedlarf, P.; Zagorski, M. G. Nicotine inhibits amyloid
formation by the beta-peptidBiochemistryl996 35, 13568-13578. b) Zeng, H.; Zhang, Y.; PengShao,
H.; Menon, N. K.; Yang, J.; Salomon, A. R.; Freiila R. P.; Zagorski, M. G. Nicotine and amyloid
formation.Biol. Psychiatry2001, 49, 248-257.

%9 Ono, K.; Hasegawa, K.; Yamada, M.; Naiki, H. Nioet breaks down preformed Alzheimer's beta-
amyloid fibrils in vitro.Biol. Psychiatry2002 52, 880-886.

170 Zhang, L.; Xing, G. Q.; Barker, J. L.; Chang, ¥laric, D.; Ma, W.; Li, B. S.; Rubinow, D. R. Alpha-
lipoic acid protects rat cortical neurons agaimsk death induced by amyloid and hydrogen peroxeugh
the Akt signalling pathwayNeurosci. Lett2001, 312, 125-128.

1 Ono, K.; Hirohata, M.; Yamada, M. Alpha-lipoic dcéxhibits anti-amyloidogenicity for beta-amyloid
fibrils in vitro. Biochem. Biophys. Res. CommR@06 341, 1046-1052.

72| eVine, H., 3rd. Small molecule inhibitors of AbeissemblyAmyloid2007, 14, 185-197.

173 Camilleri, P.; Haskins, N. J.; Howlett, D. R. b&gclodextrin interacts with the Alzheimer amyldidta-
A4 peptide FEBS Lett1994 341, 256-258.

174 Solomon, B.; Koppel, R.; Frankel, D.; Hanan-Ahar&n Disaggregation of Alzheimer beta-amyloid by
site-directed mAbProc. Natl. Acad. Sci. U. S. A997 94, 4109-4112.

1 Fraser, P. E.; Darabie, A. A.; McLaurin, J. A. Aoig-beta interactions with chondroitin sulfate-iged
monosaccharides and disaccharides. implicationdifog development]. Biol. Chem.2001 276, 6412-
6419.

76 Hartsel, S. C.; Weiland, T. R. Amphotericin B bintb amyloid fibrils and delays their formation: a
therapeutic mechanisnBtochemistry2003 42, 6228-6233.

" Wood, S. J.; MacKenzie, L.; Maleeff, B.; Hurle, R.; Wetzel, R. Selective inhibition of Abeta fibri
formation.J. Biol. Chem1996 271, 4086-4092.

178 Xia, Z.; Tauskela, J.; Small, D. L. Disulfoniclsénes prevent beta-amyloid (25-35) neuronal toxici
rat cortical culturesNeurosci. Lett2003 340, 53-56.

179 Aberg, V.; Norman, F.; Chorell, E.; Westermark; ®lofsson, A.; Sauer-Eriksson, A. E.; Almqvist, F.
Microwave-assisted decarboxylation of bicyclic Ziggne scaffolds and identification of Abeta-peptid
aggregation inhibitor€rg. Biomol. Chen2005 3, 2817-2823.

0 De Felice, F. G.; Vieira, M. N.; Saraiva, L. M.igBeroa-Villar, J. D.; Garcia-Abreu, J.; Liu, R.h&nhg,
L.; Klein, W. L.; Ferreira, S. T. Targeting the metoxic species in Alzheimer's disease: inhibitof #\beta
oligomerizationFASEB J2004 18, 1366-1372.
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B.2. Conception des inhibiteurs

Au vue des structures trés diverses qui empécleeftrination de fibres, il est
difficile d’établir un rationnel et de définir deslations structure-activité. Cependant, deux
approches émergent de ces exemples pour la comeefithibiteurs.

Une premiére approche consiste a utiliser des geptanalogues des séquences
amyloides dans lesquels est introduit une pertiofbatfin d’empécher leur auto-
association. L'élément perturbateur peut étre uatigpde la séquence (coude, inversion
configuration...) ou une molécule non peptidiqueigtroduit une géne conformationnelle
ou stérique.

La deuxieme approche consiste a utiliser un compuse peptidique comme
élément de reconnaissance qui, comme nous l'avompsécédemment, est tres souvent de
type aromatique et/ou hydrophobe. Ce composeé ksfas I'élément de reconnaissance
avec la séquence ou la structure amyloide maisi digdément qui empéche la
polymérisation.

Ces approches consistent donc a combiner un élémhenforte affinité, de
reconnaissance avec la protéine ou le peptide ddeylavec un élément qui va interférer
avec la formation d’'une structure ordonnée.

Les travaux de Graef et col. illustrent trés biette approché® En effet, les
auteurs insistent sur la difficulté de blogquerilgsractions entre les protéines du fait de la
surface de contact importante et du peu de «hbtsparésents qui interagissent
spécifiguement avec une molécule. De plus, ils enéten avant la grande flexibilité des
protéines pour s’accommoder de petites moléculest blors peu probable pour de petites
structures d’empécher I'agrégation des peptideslaidgs du fait de la géne stérique
limitée qu’elles induisent. Conscient de cette idlfité, ils ont ainsi synthétisé une
molécule bifonctionnelle, SLF-CR, composée du rocgego (CR) et d'un ligand (SLF)
d’'une chaperonne de la famille des peptidyl-praggmerases, FKBP (Figure 60). Le
rouge congo est I'élément de reconnaissance aveeplide 4 et le ligand SLF lorsqu'il
est lié a la chaperonne volumineuse, est I'élémperitrbateur a la polymérisation par géne
stérique.

A TT B SLE-CR recruiting element
@’ e Qi)op
. O
targeting element ‘”‘Ji/ e
Ve OONP
aggregation il d e T

intermediates fibril

Ifigure 60 : A) Modéle du concept d’inhibition par finteraction avec une chaperonne (FKBP) ; B)
Structure d’'une molécule bifonctionnelle SLF-CR®!

L'une des molécules bifonctionnelles SLF-Benz-CRultée en présence de la
chaperonne et du peptidg Arésente une Kg évaluée a 50 nM qui est 40 fois inférieure a
celle du rouge congo seul. De plus, cette moléprédsente un effet neuroprotecteur de la
toxicité du peptide PB4o. Ainsi, cette stratégie a permis la conceptionndjuuissant
inhibiteur de la formation des fibres tres promatten tant qu’agent thérapeutique de la
maladie d’Alzheimer.

181 Gestwicki, J. E.; Crabtree, G. R.; Graef, |. Arhigssing chaperones to generate small-moleculbiiats
of amyloid beta aggregatio8cience2004 306, 865-869.
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Méme si les mécanismes d’interaction avec le peftidmyloide et les inhibiteurs
ne sont pas clairement élucidés, il semble quéetattion prédominante est trés souvent
de nature hydrophobe et/ou aromatifftfd®® L'interaction entre ces composés et le
peptide p amyloide peut se situer dans la zone de la séqueoctenant les résidus
phénylalanines 19 et 20, les résidus isoleucines83%t les leucines 17, 34. Ces résidus
sont tres fortement impliqués dans le processusrdeation de fibres. Il semble donc que
plus l'affinité d’'un composé pour ces zones hydaEs ou aromatiques sera importante
meilleure sera 'activité inhibitrice.

Une des approches envisagées pour augmenter itaffest la présentation
multimérique d’'un méme composé pour augmenter ke zte contact avec le peptifle
amyloide et ainsi interférer dans le processugpkement et de formation de fibres.

L’approche multimérique dans le cas de protéinegl@ines a été introduite par
May et al*®® En effet, la forme bivalente d'un ligand acridiihibe la conversion
pathologique du prion dans un modele cellulairecawee activité nettement supérieure a la
forme monomérique. Un deuxiéme exemple est l'itltbide la protéine tau par la forme
multimérique de thiacarbocyanine avec une actigw@tre fois supérieure a la forme
monomérique®®

Chafekar et al. ont décrit la conception d'un t@ieee de la séquencef ..o
KLVFF, comme puissant inhibiteur de la formationfitees du peptid® amyloide'® Le
tétramere du peptide KLVFF (K a été concu par ligation native sur un dendrimere
cystéine G (Figure 61). L’étude de l'inhibition de la formati des fibres montre que le
dérivé K, présente la méme activité a une concentration o ihférieure au deérivé
monomérique K

182 porat, Y.; Abramowitz, A.; Gazit, E. Inhibition @myloid fibril formation by polyphenols: structlira
similarity and aromatic interactions as a commdhibition mechanismChem Biol Drug De2006 67, 27-
37.

'8 Talaga, P. Beta-amyloid aggregation inhibitorstfar treatment of Alzheimer's disease: dream dity@a
Mini-Rev. Med. Chen2001, 1, 175-186.

184 May, B. C.; Fafarman, A. T.; Hong, S. B.; Rogé¥s, Deady, L. W.; Prusiner, S. B.; Cohen, F. E.apot
inhibition of scrapie prion replication in cultureells by bis-acridineg?roc. Natl. Acad. Sci. U. S. 2003
100, 3416-3421.

8 Honson, N. S.; Jensen, J. R.; Darby, M. V.; Kutkt,Potent inhibition of tau fibrillization with a
multivalent ligand Biochem. Biophys. Res. CommR@07, 363, 229-234.

18 Chafekar, S. M.; Malda, H.; Merkx, M.; Meijer, B/.; Viertl, D.; Lashuel, H. A.; Baas, F.; Schep#t,
Branched KLVFF tetramers strongly potentiate intidini of beta-amyloid aggregatio@hembiochen2007,
8, 1857-1864.
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Nous nous sommes donc appuyes sur ces differemdddgses pour concevoir des
inhibiteurs de la polymérisation du peptifl@myloide. Notre approche consiste a utiliser
le cyclodécapeptide comme chéassis moléculaire pagenter plusieurs exemplaires d’'un
composé de nature hydrophobe et/ou aromatiquer@-iR). Le but est de créer une zone
a caractére hydrophobe suffisament importante jpberagir avec le peptideamyloide.

En effet, le chassis moléculaire permet par saditégi conformationnelle de
présenter sur une face deux ou quatre molécules gardomaine de I'espace restreint
créant une zone d’interaction importante avec lgtige AB. Ainsi cet élément de forte
interaction sera associé, de par la nature deshalskage, avec un élément perturbateur a la
formation de la fibre. L'assemblage assure aing dauble fonction : augmentation de
I'affinité pour le peptide B et géne a son auto-association.

Molécules hydrophobes/aromatiques o

Zone de contact importante {\ ‘
avec le peptide Ap ‘ ﬁ Augmentation de l'affinité

avec le peptide AP
Décapeptide cyclique G
P//K\R K\G/ Perturbation de I'association
. et entre les peptides Ap
Augmentation de la solubilité % +
Ajuster les propriétés pharmacocinétiques U :

Figure 62 : Conception des inhibiteurs

Un des atouts de cette approche est de pouvoir lerqolar la suite les propriétés de
'assemblage en modifiant la nature des acides @nilu cyclodécapeptide. En effet, la
présentation de deux ou quatre molécules aromatigtieu hydrophobes sur I'une des
faces peut rendre 'assemblage trés peu soluble @nmilieux aqueux. L’introduction
dans la séquence du cyclodécapeptide de résidusinagy permet de solubiliser
I'assemblage grace aux groupements guanidinium.

Par la suite, I'introduction de résidus lysinesmpettra de fonctionnaliser une face
avec des composés qui moduleront les propriétésnattacinétiques. En effet, 'une des
modulations majeures pourra étre la ligation d’'umelécule permettant le passage a
travers les barrieres biologiques. Dans le casadendladie d’Alzheimer, la cible se
trouvant dans le cerveau, le composé devra néoeseait traverser la barriere hemato-
encéphalique. Le passage a travers la barriereésssouvent un frein au développement
de nombreuses molécules thérapeutiques de taipertiportante ou peu lipophiles qui ne
sont pas transportées via un processus passif.nGape des stratégies permettant de
délivrer les molécules dans le cerveau existergomt en cours de développement. Une de
ces approches consiste au transport vésiculairke \déolage par exemple des récepteurs a
transferrine, & hormones ou a l'utilisation de k penetrating peptide ¥’ De nombreux
composeés ont été congcus comme des conjugués anttauhomycine et un anticorps
monoclonal (OX-26) sous forme d'un immunoliposofffe.La conjugaison de la
doxorubicine avec deux peptides (D-penetratin ehB3y a permis une meilleure

187 Smith, M. W.; Gumbleton, M. Endocytosis at thedulebrain barrier: from basic understanding to drug
delivery strategiesl. Drug Target2006 14, 191-214.

8 Huwyler, J.; Yang, J.; Pardridge, W. M. Receptoediated delivery of daunomycin using
immunoliposomes: pharmacokinetics and tissue Higion in the ratJ. Pharmacol. Exp. Thel997, 282,
1541-1546.
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distribution dans le cervedff Une autre stratégie consiste a lier [lacide
docosahexaénoique (DHA), acide gras naturel cagste 22 carbones. Le DHA a été
précédemment lié a différentes molécules théragpeesi comme les anticancéreux
paclitaxel et le docetaxel pour faciliter leur pEEgs a travers la barriére
hématoencéphaliqug®

Dans le cadre de ces travaux, nous avons synthdiisiéte types d’assemblages
construits a partir de molécules a caractére aigo@tet/ou hydrophobe que nous
nommerons ligands (Figure 63).

Le premier assemblage, C4Quin, consiste en quattécales d’'un dérivé de la
quinacrine liées au cyclodécapeptide (C pour chasspléculaire ; Quin pour
Quinacrine)!®! Les dérivés de la famille des acridines dontgaitie la quinacrine ont été
étudiés comme inhibiteurs de la conversion pathol@g du prion®* Il semble donc
intéressant d’étudier la quinacrine en tant qubitbur de la polymérisation du peptifle

amyloide afin d’évaluer son activité sur une asrguence amyloide.
B HNJ\/\/’\(\
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Curcumin
~— Inhibiteur de la formation de fibres
Figure 63 : Schéma des molécules utilisées pourgegsentation multimérique

18 Rousselle, C.; Clair, P.; Lefauconnier, J. M.; K@k, M.; Scherrmann, J. M.; Temsamani, J. New
advances in the transport of doxorubicin through bBhood-brain barrier by a peptide vector-mediated
strategyMol. Pharmacol200Q 57, 679-686.

1% Bradley, M. O.; Shashoua, V. E.; Webb, N. L.; Stel, C. S. Compositions comprising conjugates of
cis-docosahexaenoic acid and Taxotere. PCT Intl. A997, 44 pp.

%1 Dolphin, G. T.; Chierici, S.; Ouberai, M.; Dumy,; B5arcia, J. A multimeric quinacrine conjugateaas
potential inhibitor of Alzheimer's beta-amyloid filbformation. Chembiocher2008 9, 952-963.

192 Korth, C.; May, B. C.; Cohen, F. E.; Prusiner, B. Acridine and phenothiazine derivatives as
pharmacotherapeutics for prion dised&mc. Natl. Acad. Sci. U. S. 2001, 98, 9836-9841.
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Le deuxieme assemblage, C2Tac ou C4Tac, consistielenou quatre molécules
de tacrine liées au cyclodécapeptide (Tac poumcrLa tacrine commercialisée sous le
nom de Cognékest un médicament qui a recu une autorisationide sur le marché pour
le traitement palliatif de la maladie d’AlzheimeZest un inhibiteur non compétitif et
réversible de l'acétylcholinestérase, enzyme qugule la disponibilité dans I'espace
synaptique du neurotransmetteur acétylcholine. darite augmente ainsi la quantité
synaptique d’acétylcholine conduisant a une meiledransmission cholinergique.
Cependant, sa commercialisation a di étre arrétéaitdde sa forte toxicité hépatique.

Le troisieme assemblage, C@A.;, correspond a deux fragmentspiAzi,
KLVFFA, lié au cyclodécapeptide. Le peptid@.A .1 est un fragment du cceur hydrophobe
du peptide B et est un élément crucial pour la formation desef amyloide&>°"%%||
constituera ainsi un bon élément de reconnaiss&nce.

La quatrieme présentation, C2Cur, correspond a déuxes du curcumin liés au
cyclodécapeptide (Cur pour Curcumin). Le curcumst, éomme nous l'avons vu
précédemment, un puissant inhibiteur de la formaties fibres amyloides et posséde de
nombreuses propriétés dont celle d’étre un antiami/d

Les assemblages multimériques sont construitsigeidns chimiosélectives entre
les cyclodécapeptides et ligands fonctionnalisés ges groupements présentant une
réactivité réciproque et spécifique. Les ligatimmt réalisées par la formation du lien
éther d’oxime ou lien triazole par la cycloadditiby3-dipolaire azoture-alcyne catalysé par
le cuivre (1) (Copper(l)-Catalyzed Azide-Alkyne GQgaddition, CUAAC) (Figure 64). Ces
deux ligations chimiosélectives sont réaliséesedies précurseurs totalement déprotéges.

® - @

Lien RV 0 Lien éther
. \—( ~—~ 7 L
triazole . EN % i d’'oxime
i\\//ﬁ
i~ \R/K\G/

Figure 64 : Schéma des liens pour la synthése dessamblages

Le composé C4Quin est préparé par formation d’an kther d’oxime entre le
dérivé de la quinacrine fonctionnalisé par une mipa et le cyclodécapeptide
fonctionnalisé par quatre aldéhydes glyoxyliques.

Les assemblages C2Tac, C4Tac, Bz2A1 et C2Cur sont construits par
cycloaddition entre les cyclodécapeptides et legankls fonctionnalisés par des
groupements azotures ou alcynes. La fonctionnaedisgiar un groupement azoture ou
alcyne a été déterminée en fonction de la fadlitéroduction sur les molécules.

Enfin, plusieurs témoins ont été synthétisés palider notre approche comme un
cyclodécapeptide présentant un seul dérivé declantaet de la quinacrine, un dérivé
triazole de la tacrine et du peptid@:A.; et des témoins cyclodécapeptides.
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B.3. Stratégie de synthése des inhibiteurs

L’assemblage C4Quid9 est construit par formation d'un lien éther d’oeinentre le
cyclodécapeptide22 fonctionnalisé par quatre aldéhydes glyoxyliques la 4-
[(@aminoxypropylamino)carbonyl]-9-[(4-diéthylaminerhiéthylbutyl)amino]acridine 34
(Figure 65). Le cyclodécapeptid®?2 est obtenu par synthése sur support solide et
fonctionnalisation en solution selon une stratégiche de celle décrite pour le
cyclodécapeptidd.l (partie A.4.1). Le composg4 est obtenu a partir de I'acide 9,10-
dihydro-9-oxoacridan-4-oique selon une voie dels3sg basée sur les travaux de Atwell
et al’®® La synthése compléte du composé C4Qifrest décrite dans la publication de
Dolphin et al. présentée en Annexé&fi.
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Figure 65 : Schéma rétro-synthétique du composé C4ah 49

Les assemblages multimériques C4Tac, C2Tac, C2CGR2AB6.21 sont obtenus
par la cycloaddition 1,3-dipolaire azoture-alcyaéatysé par le cuivre ().

Cette réaction permet la formation d'un cycle 12igole (triazole) par la
cycloaddition entre un groupement alcyne et un geoent azoture et appartient a un
ensemble de réactions regroupées sous le termeCtiek«Chemistry » introduit en 2001
par Sharples§* Les réactions de Click Chemistry remplissent urtagce nombre de
criteres notamment étre modulables, avoir des rapdes élevés et étre stéréospécifique.
La Click Chemistry permet la formation d’'une liais@-X-C et comprend notamment la
réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire, la fornatidu lien éther d’oxime, d’hydrazones
ou des réactions d’époxydatioH. \

La cycloaddition 1,3-dipolaire, découverte un détutxXX"™® siécle, a été le sujet
de recherches intensives qui ont conduit & sa igésor en 1963 par Huisgen:
Cependant, le potentiel de cette réaction étaitdimar un manque de sélectivité avec la

193 Atwell, G. J.; Cain, B. F.; Baguley, B. C.; Finla@. J.; Denny, W. A. Potential antitumor agent3. 4
Synthesis and biological activity of dibasic 9-aoanridine-4-carboxamides, a new class of antituagent.

J. Med. Cheml1984 27, 1481-1485.

1%3) Kolb, H. C.; Finn, M. G.; Sharpless, K. B. Cli€hemistry: Diverse Chemical Function from a Few
Good ReactionsAngew. Chem.-Int. EdiR00L, 40, 2004-2021. b) Manetsch, R.; Krasinski, A.dRaZ.;
Raushel, J.; Taylor, P.; Sharpless, K. B.; Kolb(HIn situ click chemistry: enzyme inhibitors madetheir
own specifications]. Am. Chem. So2004 126, 12809-12818.

1% Huisgen, R. 1,3-Dipolar cycloadditionsngew. Chem.-Int. Edil963 75, 604-637.
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formation d’'un mélange de 1,4- et 1,5-régioisomedes conditions de chauffages élevees
ainsi que des temps de réactions longs (Figure 66).

60-120°C \={

heures-jour R2 R2

RI-N=NEN  + R2—==

Figure 66 : La cycloaddition 1,3-dipolaire entre atyne et azoture

En 2002, deux groupes ont indépendamment dédilidation de sels de cuivre (I)
capables d’accélérer la réaction et de former sBeduent un seul régioisomere, le
régioisomeére 1,4-disubstitd&

Les principaux avantages de cette réaction sorsulieants :

- elle est peu affectée par les propriétés éleicfoms et stériques des substituants
attachés au groupe réactif, alcyne ou azoture ;

- elle est peu affectée par la présence d’eau autid's groupements réactifs évitant
la présence de groupements protecteurs.

En outre, le cycle triazole posséde de nombreuaesctéristiques trés utiles en
chimie médicinale. Le cycle triazole est stable’rgydrolyse acide ou basique et en
conditions d’oxydation ou de réductib. De plus, cet hétérocycle posséde un fort
moment dipolaire (5,2-5,6 Debye) et peut participda formation de liaisons hydrogéne
ou aux interactions dip6le-dipdle au stacking'***%° Enfin, ce cycle est relativement
résistant aux dégradations métaboligtiés.

Un cycle catalytique de la cycloaddition par levceia été proposé par des calculs
théoriques et des études cinétigtféCe cycle catalytique met en jeu la formation d’un
complexe w-alcyne-cuivre qui diminue le pKa du proton de diale de 10 unités
permettant la formation d’'un acétylure de cuivre fnégiosélectivité s’explique par la
coordination de l'alcyne et de I'azoture au cuiav@nt la formation de la liaison C-C.

1% 3) Rostovtsev, V. V.; Green, L. G.; Fokin, V. \Gharpless, K. B. A stepwise huisgen cycloaddition
process: copper(l)-catalyzed regioselective "lgatiof azides and terminal alkynésmgew. Chem.-Int. Edit.
2002 41, 2596-2599. b) Tornoe, C. W.; ChristensenMgldal, M. Peptidotriazoles on solid phase: [1]2,3
triazoles by regiospecific copper(i)-catalyzed di@elar cycloadditions of terminal alkynes to azide Org.
Chem.2002 67, 3057-3064.

" Tron, G. C.; Pirali, T.; Billington, R. A.; Canatu, P. L.; Sorba, G.; Genazzani, A. A. Click chdryis
reactions in medicinal chemistry: applications e tL,3-dipolar cycloaddition between azides angredk.
Med. Res. Rev008 28, 278-308.

198 Bourne, Y.; Kolb, H. C.; Radic, Z.; Sharpless, B; Taylor, P.; Marchot, P. Freeze-frame inhibitor
captures acetylcholinesterase in a unique confaoma®roc. Natl. Acad. Sci. U. S. 2004 101, 1449-1454.
19°3) Tornoe, C. W.; Sanderson, S. J.; Mottram, ;J0Bombs, G. H.; Meldal, M. Combinatorial librarf o
peptidotriazoles: identification of [1,2,3]-triamolinhibitors against a recombinant Leishmania nanac
cysteine proteasd. Comb. Chen004 6, 312-324. b) Whiting, M.; Muldoon, J.; Lin, C.; Silverman, S.
M.; Lindstrom, W.; Olson, A. J.; Kolb, H. C.; Finh. G.; Sharpless, K. B.; Elder, J. H.; Fokin, V. V
Inhibitors of HIV-1 protease by using in situ clickemistry Angew. Chem.-Int. Edi2006 45, 1435-1439.

20 Himo, F.; Lovell, T.; Hilgraf, R.; Rostovtsev, W.; Noodleman, L.; Sharpless, K. B.; Fokin, V. V.
Copper(l)-catalyzed synthesis of azoles. DFT stpiidicts unprecedented reactivity and intermediates
Am. Chem. So@005 127, 210-216.
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La CuAAC a permis ces dernieres années l'assembiigdres nombreuses
molécules polyfonctionnelles déprotégées et a &ral trés nombreuses applications en
chimie médicinale, en biologie moléculaire et eiersce des matériauX’?**En effet, son
utilisation couvre les domaines de la synthésébaaitie de petites molécules a la synthése
de bioconjugués (sucre, peptide, lipides, basekotidiques...) et a 'immobilisation de
ligands sur des supports solides.

La synthese de peptidomimétiques est notammere kienses grandes applications
par l'insertion du cycle triazole dans la chaingtmique ou la formation de conjugués
avec d'autre types de molécuf8s.

Nous avons donc choisi cette réaction afin de géalies différents assemblages
entre les peptides et les molécules organiquesften les méthodes d’introduction de
groupement alcyne ou azoture sur une chaine pgpédint largement été décrites dans la
littérature®®®> Nous avons donc fonctionnalisé les molécules dggas, tacrine et
curcumin, avec un groupement alcyne ou azotur@ectibn de la stratégie de synthese la
plus accessible et nous avons ensuite adapté tlaesgndu cyclodécapeptide.

Les composés C4Tab0 et C2Tac51 résultent de la cycloaddition entre un
précurseur commun, la 9-[(2-azidoéthyl)amino]-14&&trahydroacridine38 et un
cyclodécapeptide fonctionnalisé par deux groupesnalatyne25 dans le cas du composé
C2Tac et quatre groupements alcy@8sdans le cas du composé C4Tac (Figure 67). La
fonctionnalisation de la tacrine par un groupensaoture a été décrite dans la littérature et
sa synthése est réalisée a partir de I'acide anitiopze et de la cyclohexanone.

9
o
COOH
= L O
NH,
0 G K P
— 2o+ F’\Rer\HR—G/

| Pmc | Pmc
Pmc Pmc

3

Figure 67 : Schéma rétro-synthétique des composégTac 50et C2Tac 51

1 \Wu, P.; Fokin, V. V. Catalytic azide-alkyne cyaftfition: reactivity and applicationAldrichimica Acta
2007, 40, 7-17.

292 Angell, Y. L.; Burgess, K. Peptidomimetics via pep-catalyzed azide-alkyne cycloadditioBfiem. Soc.
Rev.2007, 36, 1674-1689.
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Les cyclodécapeptides ont été fonctionnalisés pargtoupements alcynes selon
deux méthodes. La synthése du com@éésulte de la condensation du chloroformiate
de propargyle sur les fonctiorssNH, des résidus lysines du cyclodécapept@dele
composé25 résulte du couplage entre les fonctioiNH, des résidus lysines du
cyclodécapeptide et de l'acide pent-4-ynoique en conditions classsqde couplage
peptidique comme décrit dans le paragraphe A.4.1.

Le composé C2B46.21 54 est obtenu par la cycloaddition entre le cyclogéptide
31 fonctionnalisé par deux groupements azotures faggment A6.,1 fonctionnalisé en
positionN-terminale par un groupement alcydésFigure 68).

0. _
N=N=N
NENEN o ?A ° /G\R/K\R/P
/ QAH \ /G\R K — N P\FA’K\ Fs/
QAH F/ B ” ! ‘Pmc ‘ Pmc
y \ N~ Pmc Pmc
F F 30
\ / a4
F v, 3
v, L 2
\ /
K/L K o 31
. 2=
“d/i : +
AN N—=N
\N*N 0.
o 0 B‘oc
K Vs -F H-K_ V. __F
G K p % N, YN TN —OH N, VNN
Sr \R? 4 L F A :> L~ °F AO
\ ) 40

Figure 68 : Schéma rétro-synthétiqgue du composé CPBA o1 54

La fonctionnalisation par le groupement azoture réstlisée par le couplage
peptidigue en conditions classiques de I'acidecazidtique30 sur les fonctions-NH; des
résidus lysines du cyclodécapeptBid_e fragment B5.21 €st synthétisé sur support solide
en stratégie FmoiBu. Le groupement alcyne est introduit lors de éantere étape en
positionN-terminale par couplage sur support de I'acide jplt@pe.

La synthése du composé C2Cur a été réalisée paustratégies de synthése selon
la fonctionnalisation du curcumin par un groupenaayne ou azoture et selon la position
d’accrochage du groupement sur le curcumin.

La premiere stratégie consiste a fonctionnalisecueeumin par un groupement
azoture, composé4, pour accéder au composé C2GarnFigure 69. L'intermédiaire43
est obtenu par lintroduction du substituant broropgle sur une des positions
phénoligues du curcumin monoprotégé par une réactde Mistunobu. Le
cyclodécapeptide24 fonctionnalisé par deux groupements alcynes estnobpar la
condensation du chloroformiate de propargtie fonctionss-NH, des résidus lysines du
cyclodécapeptida.

-90 -



Partie B Inhibiteurs de la fibrillogénése
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Figure 69 : Schéma rétro-synthétique du composé C2€56

Les deux stratégies de synthese suivantes cortsestefa fonctionnalisation du
curcumin par un groupement alcyne et le cyclodguigge par deux groupements azotures,
cyclodécapeptid€1 (Figure 70). La premiére stratégie consiste tagj@ufonctionnaliser
sur I'un des alcools phénoliques, compdSgalors que la deuxieme stratégie permet par la
formation d’'un dérivé pyrazole du curcumin substifpar un alcyne, compogk, de
présenter les deux groupements phénoliques libres.

Figure 70 : Schéma rétro-synthétique du composé C2€57 et du dérivé pyrazole du curcumin_48
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Le premier dérivé du curcumin synthétise, le 5-byg¥7-(4-hydroxy-3-
méthoxyphényl)-1-[3-méthoxyphényl-4-(prop-2-ynylQk{,4,6-heptatrien-3-one 45,
résulte de la mono-condensation du substituant ¢ypoopyne sur le curcumin et
correspond au précurseur du composé CBZur

Le deuxieme dérivé, 4-((1E,1’E)-2-(5-(4-hydroxy-&tmoxystyryl)-1-prop-2-
ynyl)-pyrazol-3-yl)vinyl)-2-méthoxyphénofi8, est synthétisé par condensation de la 3-
propynyl-hydrazined7 sur le curcumin. Cependant, la condensation deyothon sur le
cyclodécapeptide n'a pas été réalisée au cours ede tavaux et sera effectuée
ultérieurement.

Les conditions de cycloaddition pour la synthese desemblages ont di étre
adaptées, notamment en raison de problémes delgélpbur les dérivés du curcumin et
du fragment peptidique [Bs-21.

B.4. Synthése des inhibiteurs

B.4.1. Synthese des précurseurs décapeptides cycliques

La synthése des cyclodécapeptides requiere unbesgmmixte en phase solide et
en solution. Nous avons synthétisé cing cyclodgu#ges en fonction du nombre de
groupements alcynes ou azotures présents et durpeéc du groupement introduit. Les
cyclodécapeptides présentant les fonctions amiriesl; des résidus lysines déprotéges
sont les intermédiaires clés pour la condensaténpadécurseurs des groupements alcynes
ou azotures.

* Synthése du cyclodécapeptide présentant quatre grpements alcynes

Le cyclodécapeptide23 est obtenu par condensation du chloroformiate de
propargylesur le cyclodécapeptid® La synthése du cyclodécapeptila été décrite dans
le paragraphe A.4.1. Le chloroformiate de proparggkt introduit a raison de 3,5
équivalents par fonctiosrNH, dans le mélange réactionnel contenant le cyclqustale
9 en solution dans un mélange pyridine/DMF. De pasthbilité des chlorures d’acyles,
un exces de réactif ainsi qu’'un abaissement dentpérature a 0°C ont été nécessaires.

N o
Q o [e)
K K a o7 o
Fmoc—G-0 o] G R P
\_Q_O - P//K\ K\G/ SR
‘ Pmc 56 % / K /P
Pmc P~ R 6
3 3

Réactifs : (a) i) Chloroformiate de propargyle (3,5 éq.Jsitpyridine/DMF (1/1), 0°C a t.a., 2 h; ii)
TFA/H,0 (9/1)

Figure 71 : Schéma d’'obtention du cyclodécapeptid23

Aprées élimination des groupements Pmc en conditicide et purification par
CLHP préparative, le cyclodécapeptRi2est obtenu avec un rendement de 56 %.
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* Synthése des cyclodécapeptides présentant deux goements alcynes

Le cyclodécapeptid24 est obtenu par une voie de synthése similairesgrithése
du cyclodécapeptide23 par condensation du chloroformiate de propargye &
cyclodécapeptid® (Figure 72). La synthése du cyclodécapepHde été décrite dans le
paragraphe A.4.1.

Un total de 15 équivalents de chloroformiate depprgyle par fonctios-NH; a été
introduit dans le mélange réactionnel pour que déaction soit totale. Comme
précédemment, la derniére étape consiste en Iiidition des groupements Pmc, et le

peptide24 est obtenu apres purification sur CLHP préparadixec un rendement de 81 %.
=z

K
/ R R

R
| Pmc | Pmc b

Pmc Pmc \
3 96 %

Réactifs: (a) i) Chloroformiate de propargyle (15 éq./si@yridine/DMF (1/1), 0°C a t.a., 1 h ;i) TFA/D
(9/1) ; (b) i) acide pent-4-ynoique (1,1 éq./sitByBOP (1,1 éq./site), DIPEA, DMF (f0M), 4 h; ii)
TFA/H,0 (9/1)

Figure 72 : Schéma d’'obtention des cyclodécapeptisi@4et 25

Le cyclodécapeptid@5 est obtenu par couplage de I'acide pent-4-yno&jurele
cyclodécapeptidg dans les conditions classiques de couplage pgpéad(Figure 72).
Nous avons en effet modifié la stratégie de symtts#m d’obtenir un lien amide au lieu
d’un lien carbamate. Le pepti@® est obtenu apres élimination des groupements Rew a
un rendement brut de 96 %.

* Synthése du cyclodécapeptide présentant un groupentealcyne

Afin de construire un cyclodécapeptide présentanseul dérivé de tacrine, nous
avons synthétisé le cyclodécapep@@gpresentant un groupement alcyne. Une seule lysine
est introduite dans la séquence du cyclodécapemidies trois autres lysines sont
remplacées par des résidus alanines. La synthétgeréalisée comme précédemment selon
une stratégie mixte sur support solide et en smiyfrigure 73).
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/
° a Dde Pmc b Dde Pmc
Fmoc—G-0 o) H-A_ /|‘<\ _G. /I‘?\ P H=A_ /}L\ PIEN /l‘?\ ~Ps —oH
\—Q—o p—— I‘? P7 AT AT G O -— RTTPTTAT AT G
Pmc Pme
s 70% 26
Résine Fmoc-Gly-SARSRIN
Taux de chargement : 0,69 mmol.g \ﬂ
(o]
(o]
de A A
c G/T'A\R/ ~p d G/A\R/A\p e oy A ~p— ~:
— > P//K\R?A\G — P//K\R A\G/ — P// \R/A\G/
Quantitatif P\ Pmc 91 % | Pme 27%
mc Pmc
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Réactifs: (a) SPPS : i) Pipéridine/DMF (1/4) ; ii) Fmoc&@aH (2 éq.), PyBOP (2 éq.), DIEPA (3-4 éq.),
DMF ; (b) i) Pipéridine/DMF (1:4) ; ii) TFA/CKLCI, (1/99) ; (c) PyBOP (1,2 éq.), DIPEA (3-4 éq.), DMF
(0,5 10° M) ; (d) Hydrazine/DMF (2/98) ; (e) i) chloroforate de propargyle (10 éq.), pyridine/DMF (1/1),
0°C ata., 1h;ii) TFA/LD (9/1)

Figure 73 : Schéma d’obtention du cyclodécapeptid29

Le peptide linéaire est synthétisé sur suppordsatiuis décroché de la résine en
milieu acide. Le peptide obtenu est cyclisé entgmiuet le groupement Dde est éliminé
afin d’obtenir l'intermédiaire28. Le groupement alcyne est introduit par réactien d
chloroformiate de propargyle sur la fonctiefNH, du résidu lysine. Le peptid29 est
obtenu apres élimination des groupements Pmc #ication par CLHP préparative.

* Synthése du cyclodécapeptide présentant deux groupents azotures

La synthese du cyclodécapeptiddl est réalisée par couplage de I'acide
azidoacétique0 sur le cyclodécapeptid®en condition classique de couplage peptidique

(Figure 74).
o/ . o o N=NEN"
& e
Fmoc—G—0 K
moc O@_o pp—— P\R’J/K\R’%G - 5 /G\R \R?P
P‘mPcmC plnsmc 18 % P\R/K\R/
3 31

Réactifs: (a) i) acide azidoacétiq®d (2,2 éq.), PyBOP (2,2 éq.), DIPEA, DMF (AM), 2 h ; ii) TFA/H,0
(9/1)

Figure 74 : Schéma d’'obtention du cyclodécapeptidgl

Le peptide31 aprés élimination des groupements Pmc et puiificgpar CLHP
préparative est obtenu avec un rendement de 18 é&a.falble rendement est dd
principalement a la perte importante du produis Ide sa purification de par son profil
CLHP (Figure 75).
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Figure 75 : Chromatogramme CLHP du cyclodécapeptid@l

L'acide azidoacétique3Q est obtenu par substitution nucléophile du broree d
I’acizc(l)g bromoacétique par l'azoture de sodium dansmeélange BD/DMSO (Figure
76).

0 a o)
Br\)J\OH S NENEN\)J\OH
76 %

30
Réactifs: (a) NaN (2 €q.), HO/DMSO (1/1), t.a., 1 nuit

Figure 76 : Schéma d’obtention de I'acide azidoacigue 30

Ce composé obtenu avec 76 % de rendement dois@thee longtemps sous vide
afin d’éliminer le DMSO et a été caractérisé parfRi et**C.

Nous avons enfin réalisé la synthése de deux cgchyabptides de références
présentant sur une face deux ou quatre lysineyléest(Figure 77). La synthese du
composé C4K32 est réalisée par acétylation dans une soluticl®Axyridine/DMF (2/3/7)
du cyclodécapeptid® puis déprotection des groupements Pmc en miliedea& pour
lysine). Le composé C2R3 est synthétisé selon la méme voie de synthésetia pa
cyclodécapeptida.

C4K 32 OO? C2K 33
/K\ /K /G:i(K\R//P
\ /K\ P\R/K\R/G

Figure 77 : Structure des composeés C4K 3& C2K 33

B.4.2. Syntheses des ligands

La fonctionnalisation des molécules par un groupd#nacyne ou azoture est
réalisée selon des stratégies de syntheses déddtes la littérature que nous avons
adaptées selon les composés désirés.

293 Khoukhi, N.; Vaultier, M.; Carrie, R. Synthesisdareactivity of methyl .gamma.-azidobutyrates atityle
.delta.-azidovalerates and of the corresponding ablorides as useful reagents for the aminoaliofat
Tetrahedronl 987, 43, 1811-1822.
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* Synthése du dérivé azoture de la tacrine 38

La 9-[(2-azidoéthyl)amino]-1,2,3,4-tétrahydroacnieli38 est obtenu selon la voie
de synthése décrite par Lewis et al. (Figure®?8).

La premiére étape consiste a synthétiser la 9-aHi#,3,4-tétrahydroacridirgs a
partir de I'acide anthranilique et de la cyclohexag Cette réaction décrite par Hu et al.
permet la formation en une étape de ce dérivé Ipauftage a reflux des deux précurseurs
dans I'oxychlorure de phosphdt®.En effet, la tétrahydroacridone n’est pas isoldee
substitution par un chlore est réalisée situ par I'oxychlorure de phosphore. La
substitution du chlore par la fonction amine deéhigolamine permet ensuite d’obtenir la
9-[(2-hydroxyéthyl)amino]-1,2,3,4-tétrahydroacridid6 avec un rendement de 60 %. Afin
d’éliminer I'éthanolamine en excés, nous avonsigéaln lavage de la phase organique
avec une solution agueuse contenant 10 % de NgHCe&dte étape de lavage a conduit a
la perte d’'une partie du prod@dié dans la phase aqueuse.

COOH i a f b HNl :
+ ~ N
©: pZ P
NH, 94 % 60 % N
36

Réactifs: (a) POCE, 0°C a 100°C, 2 h; (b) éthanolamine (5 éq.), dtamol, 140°C, 6 h; (c) SOLI50°C,
30 min ; (d) NaN (2 ég.), CHOH/H,0O (1/1), 90°C, 8 h

Figure 78 : Schéma d’'obtention de la 9-[(2-azidoést)amino]-1,2,3,4-tétrahydroacridine 38

Le chlorhydrate de la 9-[(2-chloroéthyl)amino]-B2-tétrahydroacridineg7 est
obtenu apres traitement du dérB@&dans le chlorure de thionyle.

Enfin, la derniére étape consiste a la substitutiaciéophile du chlore du composé
37 par le groupement azoture. Cette étape est réadisgrésence d’'azoture de sodium et
chauffage du milieu réactionnel a 90°C. La 9-[(Hagthyl)amino]-1,2,3,4-
tétrahydroacridine38 est obtenu, apres purification sur colonne decesiliavec un
rendement de 62 % sur la derniére étape.

* Synthése du peptide 1621

Le fragment AB16.21 st fonctionnalisé selon la méthode décrite panke et af*®
Le peptide est synthétisé sur support solide stédme 2-chlorotrityl® puis la positiorN-

24 ewis, W. G.; Green, L. G.; Grynszpan, F.; Radig,Carlier, P. R.; Taylor, P.; Finn, M. G.; Shags, K.

B. Click chemistry in situ: acetylcholinesterase asreaction vessel for the selective assembly of a
femtomolar inhibitor from an array of building blkac Angew. Chem.-Int. Edi2002 41, 1053-1057.

25 Hu, M.-K.; Lu, C.-F. A facile synthesis of bis-tiwe isosteresTetrahedron Let200Q 41, 1815-1818.

2% Franke, R.; Doll, C.; Eichler, J. Peptide ligatitmough click chemistry for the generation of asbkked

and scaffolded peptideSetrahedron Lett2005 46, 4479-4482.
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terminale est acylée par I'acide propiolique panptage peptidique (Figure 79). Apres
décrochage de la résine du peptide et éliminatiogrdupement Boc en milieu acide le
peptide40 est obtenu apres purification par CLHP semi-pra@jpge avec un rendement
total de 21 %.

(0]

K \% F

/ ﬂ)

a H—EI’<OC V F e
C|O —> \L/ \F/ \A_O
Résine : 2-chlorotrityfé C

Taux de chargement : 1,4 mmot.g O\A o
25 A) NENEN\/U_K\L/V\F/F\

41

Réactifs: (a) SPPS : i) Pipéridine/DMF (1/4) ; ii) Fmoc&@aH (2 éq.), PyBOP (2 éq.), DIEPA (3-4 €éq.),
DMF ; (b) i) Pipéridine/DMF (1/4) ; ii) acide pragique (3 €g.), PyBOP (3 €q.), DIPEA (3-4 éq.), DMHK)
TFA/H,0 (9/1) ; (c) i) Pipéridine/DMF (1:4) ; ii) acideidoacétique30 (5 éq.), PyBOP (5 éq.), DIPEA (3-4
€q.), DMF ; iii) TFA/H,O (9/1)

A—-OH

Figure 79 : Schéma d’'obtention du peptide Bis140et 41

Le peptide 41l est obtenu selon la méme stratégie par couplagd’'adiele
azidoacétiqued0 sur la positiorN-terminale du peptide fixé sur la résine, décroehdg
peptide de la résine et élimination du groupemertt & milieu acide (Figure 79).

Les faibles rendements obtenus pour ces peptidgsdsis, principalement, a des
problemes de solubilité lors de la purification.

* Synthése du dérivé du curcumin 44onctionnalisé par un azoture

Afin de lier le curcumin au cyclodécapeptide, ndesons le fonctionnaliser par un
groupement azoture ou alcyne. Le curcumin possemie positions réactives, les deux
alcools de type phénolique et un méthyléne actif.

Nous avons dans un premier temps fonctionnalisé dlas deux alcools par un
groupement azoture. Afin d’'introduire le groupemembus nous sommes inspirés de
travaux décrivant la fonctionnalisation du curcurpar une chaine alkyle fluoré¥. En
effet, le but est d’introduire une chaine alkylenpmrtant un halogéne afin de le substituer
par un azoture lors de la derniere étape. Pour celas avons réalisé une réaction de
Mistunobu?®® afin d’éviter la formation de diméres du curcunpar I'utilisation d’'une
chaine alkyle dihalogénée en milieu basique.

La voie de synthése utilise comme précurseur dartlée curcumin (Figure 80).
Un des deux alcools phénoliques est protégé pagrampementert-butyldiméthylsilyle
(TBDMS), groupement protecteur connu des fonctialt®ols et phénols. Le but est de
« dé-symétriser » le curcumin pour réaliser la téacde Mitsunobu avec un excés de
réactif. Pour cela, nous avons fait réagir le almedetert-butyldiméthylsilyle en présence

27 Ryu, E. K.; Choe, Y. S.; Lee, K. H.; Choi, Y.; KimB. T. Curcumin and dehydrozingerone derivatives:
synthesis, radiolabeling, and evaluation for betgdaid plaque imagingd. Med. Chem2006 49, 6111-
6119.

28 Mitsunobu, O. The use of diethyl azodicarboxylaaed triphenylphosphine in synthesis and
transformation of natural products. Synthed€981, 1, 1-28.
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dimidazole dans le DME®® Afin de protéger une seule des deux positionss rauons
introduit dans le milieu réactionnel 1 équivalerd §BDMSCI a 0°C. Une étape de
purification sur colonne de silice a été nécesgaong éliminer le curcumin qui n’avait pas
réagi ainsi que le produit bis-protégé formé. Lawdd42 a été obtenu avec un rendement
de 33 %.

OH O

¢} XN = 9]
_0 SN N~ Ny a ~ |
- _Si
HO

HO OH 33 9% 42
b OH O | c O OH
0 X 7 o o N N o
/ - ~N
— i —

Réactifs : (a) Chlorure detert-butyldiméhylsilyle (1 €q.), imidazole (2 éq.), DM#nhydre, 0°C, 3 h ; (b)
bromopropanol (3 éq.), DIAD (4 éq.), triphénylphbie® (4 €qg.), THF distillé, 0° a t.a., 6 h; (cC)NNa(14
€q.), DMF anhydre, de 80°C at.a.,2h

Figure 80: Schéma dobtention du 1-[4-(3-azidoprogoxy)-3-méthoxyphényl]-5-hydroxy-7-(4-
hydroxy-3-méthoxyphényl)-1,4,6-heptatrién-3-one 44

Une réaction de Mitsunobu a été ensuite réalisée dihtroduire le substituant
bromopropyle sur la position phénolique. Le diismyl azodicarboxylate (DIAD) et le
triphénylsilane ont été utilisés comme réactifpeFsence de bromopropanol dans du THF
distillé. Cependant, dans ces conditions la réaat® fut pas totale et une purification sur
colonne de silice a été réalisée pour isoler levdé@u curcumird3 avec un rendement de
29 %.

Nous avons enfin réalisé la substitution nucléapliit brome par I'azoture de
sodium en excés dans le DMF anhydre. Aprés agitgbendant 2 heures a 80°C et
élimination du DMF, des lavages a I'eau de la phagmnique ont été effectués pour
éliminer I'excés d’'azoture de sodium. Les analysespectrométrie de masse et en RMN
'H ont permis d'identifier la 1-[4-(3-azidopropylox$-méthoxyphényl]-5-hydroxy-7-(4-
hydroxy-3-méthoxyphényl)-1,4,6-heptatrién-3-gik En plus de la substitution du brome
par I'azoture, ces conditions ont conduit & la dégmtion du groupement TBDMS. Ce
résultat est surprenant car I'azoture de sodiurstipas un réactif de déprotection connu et
utilisé des groupes éthers de sifA2Le composél4 est obtenu avec un rendement de 95
% sur cette derniere étape.

* Synthése du dérivé du curcumin 4%onctionnalisé par un alcyne

Afin de fonctionnaliser le curcumin par un group@macyne nous avons introduit
une chaine propyne sur I'un des deux alcools plgres. Cette voie de synthese, décrite
par Shi et al., consiste en une éthérification 'diedol phénolique par I'action du 3-
bromoprop-1-yne en milieu basigtfe.Le composél5 est obtenu, dans ces travaux, avec

29 Kendall, P. M.; Johnson, J. V.; Cook, C. E. Sytitheute to an aromatic analog of strigil.Org. Chem.
1979 44, 1421-1424.

210 Green, T. W. and Wuts, P. G. Mrotective Groups in Organic Synthe¢grd ed.)1999 Wiley, New
York, 133-141

21 ghi, W.; Dolai, S.; Rizk, S.; Hussain, A.; Tarld,; Averick, S.; L'Amoreaux, W.; El ldrissi, A.; Barjee,
P.; Raja, K. Synthesis of monofunctional curcumerightives, clicked curcumin dimer, and a PAMAM
dendrimer curcumin conjugate for therapeutic ajilims.Org. Lett.2007, 9, 5461-5464.
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un rendement de 47 %. La difficulté de cette vaesgnthese réside dans le contréle de
I'éthérification d’'un seul alcool de par la préserde trois positions réactives en milieu
basique. La « dé-symétrisation » du curcumin estlis&e par [utilisation de 1,2
équivalents de 3-bromoprop-1-yne avec le bicarledatpotassium.

OH O (0] OH
_0 O X = O O a _O O A NG O O
—
HO oH =z o oH
13 % 45

Réactifs: (a) 3-bromoprop-1-yne (1.2 éq.);®0; (1 éqg.), DMF, t.a., 48 h

Figure 81 : Schéma d'obtention de la 5-hydroxy-7-@hydroxy-3-méthoxyphényl)-1-[3-méthoxyphényl-
4-(prop-2-ynyloxy)]-1,4,6-heptatrien-3-one 45

Nous avons répété le protocole et 'avancemenadédction a été suivi par CLHP.
Apres 48 heures de réaction on observe le comffoEgerement majoritaire ainsi que le
produit de bis-substitution et surtout du produ@ départ en grande proportion. La
purification sur colonne de silice s’est révélétidie du fait de la faible différence de
polarité entre les trois produits. Une purificatipar CLHP semi-préparative a été alors
effectuée pour isoler le compo4b avec un rendement de 13 %. L’optimisation de cette
voie de synthése, notamment de I'étape de puiidicaserait nécessaire afin d’obtenir le
composeé avec un meilleur rendement.

* Synthése du dérivé pyrazole du curcumin 48

La troisieme approche utilisée pour fonctionnalider curcumin consiste a
synthétiser un dérivé pyrazole du curcumin polsskai libre les deux alcools phénoliques.
En effet, nous nous sommes appuyés sur les trad@auXarlawar et al. qui décrivent la
synthése d’une série de dérivés de pyrazoles eaistes du curcumifi? Ces dérivés se
sont révélés étre des inhibiteurs des fibres dgsbAinsi que de I'agrégation de la protéine
Tau 10 a 100 fois plus actifs que le curcumin. dus a donc semblé intéressant de
fonctionnaliser le curcumin au niveau du groupenfieticétone et de laisser libre les deux
positions phénoliques pour comparer 'activité alescmolécules précédentes. Nous avons
appligué cette synthése pour fonctionnaliser leusuin par un groupement alcyne. La
synthese du compogk résulte de la condensation de la prop-2-ynylhyidea47 sur le
curcumin (Figure 83).

Le chlorhydrate de la prop-2-ynylhydrazid@ a été synthétisé comme décrit par
les travaux de Meyer (Figure 8%},

o a o b
)VOJ\N/NHZ — )VOJJ\N/N\W/ — Nz HE!
H H

97 % 50%
=
46 a7

Réactifs : (a) MgSQ, AcOH, acétone, reflux, 1 h; (b) i) 3-bromoproyie (3 éqg.), KOH (2 éq.),
Bu,;NHSQ, (0.2 éq.), toluéne, 80°C, 8 h ; ii) HCI 2N, THEflux, 3 h

Figure 82 : Schéma d’'obtention de la prop-2-ynylhydhzine 47

%2 Narlawar, R.; Pickhardt, M.; Leuchtenberger, SauBann, K.; Krause, S.; Dyrks, T.; Weggen, S.;
Mandelkow, E.; Schmidt, B. Curcumin-derived pyra&mohnd isoxazoles: Swiss army knives or blunt tools
for Alzheimer's diseaseChemMedCherf008 3, 165-172.

213 Meyer, K. G. Simple preparation of monoalkylhydres.Synlett2004 13, 2355-2356.
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Dans ces travaux, une série d’hydrazines alkyléepréparée a partir dart-butyl
carbazate. La premiere étape consiste a formmridutylisopropylidéne carbazath a
partir du réactif commerciaért-butyl carbazate par condensation de I'acétonge@thpe
est nécessaire pour présenter un seul site d'aiidylpour la substitution nucléophile.

L’alkylation est réalisée par substitution nuclédpllu brome du 3-bromoprop-1-
yne en milieu basique et en présence d’'un agentadsfert de phase dans le toluéne a
reflux. Aprés élimination du toluene, I'hydrolysa droupement Boc et de I'hydrazone est
directement réalisée dans une solution HCI 2N deriHF. Afin d’éliminer I'’hydrazine
formée par la déprotection du compd$&ui n’'a pas réagi, un séchage de I'huile obtenue
est réalisé. Le chlorhydrate de la prop-2-ynylhydra47 est obtenu avec un rendement de
50 %.

La synthése du compogi8 est réalisée par condensation du chlorhydrateade |
prop-2-ynylhydrazinel7 sur le curcumin en milieu acide et a reflux du maébl (Figure
83).

_—
OH ©O //\Ni‘“
_O X % O HN/NHZHCI a _0 X = O
+ / —
HO OH = HO OH
Z 4_7 28 % 4_8

Réactifs: (a) MeOH/AcOH (9/1), reflux, 72 h

Figure 83: Schéma d'obtention de 4-((1E,1’E)-2-(%4-hydroxy-3-méthoxystyryl)-1-prop-2-ynyl)-
pyrazol-3-yl)vinyl)-2-méthoxyphénol, 48

Les conditions de réaction ont été adaptéees dgntaése des dérivés pyrazols
substitués du curcumin décrite par Narlawar eEnleffet, un excés du chlorhydrate de la
prop-2-ynylhydrazined7 a été ajouté et la réaction a été agitée a redlwxméthanol
pendant 72 heures pour obtenir majoritairement dmposé48. Aprés une étape de
purification sur colonne de silice, le compd&est obtenu avec un rendement de 27 %. Le
faible rendement de cette réaction s’explique palement par la solubilité limitée du
produit qui a conduit a sa perte lors de I'étapguidication.

B.4.3. Syntheses des assemblages multimériques

Tous les assemblages ont été réalisés par la dglitman 1,3-dipolaire azoture-
alcyne catalysée par le cuivre (I). Dans la litiéra les conditions de la CUAAC sont
nombreuses et varient en fonction de la sourceudeec(l), des solvants utilisés, de la
présence d’additifs et de l'utilisation des micrdes. De nombreuses revues décrivent ces
conditions que nous avons résumées dans le pahegrapivant de maniére non
exhaustivé™

En effet, le cuivre (I) peut étre introduit directent dans le milieu sous forme de
sels de cuivre (I) comme Cul, CuBr ou Cu@Cl),PFK; avec des quantités de 0,02 a 3
équivalents. Ces sels de cuivre (I) sont souveliség sous atmosphére inerte et avec des
bases telles que la DIEPA ou la 2,6-lutidine gabsisent I'état d’oxydation du cuivre et
évitent la formation de produits secondaires. Leéaiméuivre, Cu(0), peut étre introduit
dans le milieu réactionnel et le cuivre (I) est@énn situ dans le milieu. Il est introduit

214 3) Bock, V. D.; Hiemstra, H.; van Maarseveen, J.Qd(l)-catalyzed alkyne-azide click cycloadditions

from a mechanistic and synthetic perspectinar. J. Org. Chem2005 1, 51-68. b) Meldal, M.; Tornoe, C.
W. Cu-catalyzed azide-alkyne cycloadditi@hem. Rev2008 108, 2952-3015.
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sous forme de copeaux de cuivre ou de poudre.dmpd de réaction sont toutefois plus
longs et il est nécessaire d’ajouter une plus graqehntité de cuivre. Enfin, du cuivre a
I'état d’oxydation (1) peut étre introduit sousrfioe de CuS@accompagné d’'un réducteur
tel que I'ascorbate de sodium qui géni@rsitu le cuivre (). Cette source de cuivre (I) ne
nécessite pas la manipulation sous atmosphereeim¢rest I'une des sources les plus
efficaces et les plus utilisées. Des ligands peure introduits afin d’accélérer la
réaction et stabiliser le cuivre (I), tels que las[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)méthyllamine (TBTA) ou le sulfate de bathophétmaline.

En plus de I'eau, de nombreux solvants organiques/gnt étre utilisés. Ce sont
des solvants alcooliques commeddé-butanol, le méthanol, I'éthanol mais aussi le DMF,
le THF et le DMSO. Bien que la CUAAC ne nécessis e chauffage additionnel pour
étre efficace, I'utilisation des microondes peuhitiuer de maniére considérable les temps
de réaction et limiter la formation de produits@ataires.

Pour la synthese des assemblages, les conditiofBud4A&C ont été optimisées
principalement pour diminuer les temps de réacebrpour limiter les problémes de
solubilité et de précipitation des réactifs ou gesduits formés. En effet, les précurseurs
ne sont pas solubles en milieu aqueux et la foomatiun assemblage multimérique
nécessite des temps de réaction longs et peup@ikématique. En effet, il a été observé
dans le cas de calixarénes fonctionnalisés parggatupements alcynes que la proximité
des groupes alcynes sature par chélation le c(iivet la CUAAC n’a pas eu lieu méme a
des températures élevées.

Pour certains assemblages, une grande quantitéde ¢l) a été introduite sous la
forme de CuS@ou de métal cuivre. Des solvants tels que le DM®&Qe TFE ont été
utilisés et les températures des réactions orduwgementés soit par chauffage classique soit
par l'utilisation des microondes.

* Synthése des assemblages de la Tacrine

Quatre assemblages ont été synthétisés a partidédivé de la tacrine, les
assemblages nommeés C4Tac, C2Tac, C1lTac et laddonationnalisée avec un triazole.
La synthése par CUAAC des trois premiers assenmblageé réalisée avec comme source
de cuivre (1) du métal cuivre sous forme de copesauprésence d’ascorbate de sodium.

De l'ascorbate de sodium a été ajouté dans le unikactionnel afin de diminuer
les temps de réactions. En effet, lors de la mispant des conditions de réaction, nous
avons remarqué que l'ajout d’ascorbate de sodiunguantité catalytique accélére la
vitesse de réaction. L’ajout d’ascorbate de sodiams le milieu réactionnel pour diminuer
les temps de réaction a été décrit précédemmentTparer et af'® L'ajout de 3
équivalents d’ascorbate de sodium avec du Cul enipeune diminution du temps de
réaction de 4 & 6 heures.

Les cyclodécapeptides et la 9-[(2-azidoéthyl)amih@]3,4-tétrahydroacridind8
étant solubles en milieu aqueux nous avons utilisenélange FO/CH;CN ou un mélange
H,O/tBuOH.

Le composé CA4Tab0 a été synthétisé a partir du cyclodécapeidlet la 9-[(2-
azidoéthyl)amino]-1,2,3,4-tétrahydroacridi8 (Figure 84). Le dérivé de la tacrid8 a
été introduit en léger excés (1,2 éq./ site). Depeaux de cuivre et 0,2 équivalent
d’ascorbate de sodium ont été utilisés comme sodeceuivre (I) dans un meélange

25 Ryu, E. H.; Zhao, Y. Efficient synthesis of wasatuble calixarenes using click chemist@rg. Lett.
2005 7, 1035-1037.

218 Turner, R. A.; Oliver, A. G.; Lokey, R. S. Clickhemistry as a macrocyclization tool in the solicipé
synthesis of small cyclic peptide3rg. Lett.2007, 9, 5011-5014.
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H>O/CH:;CN. Le milieu réactionnel est chauffé a 40°C etdiacement de la réaction a été
suivi par CLHP. Dans ces conditions, la réactiontetale au bout de 6 heures avec
formation du composé C4T&Q.

Comy )
HN N N
I TN A O T

J‘ \{ \:L \_/( L—/ NN

o o [e} NENEN" . o o J—/
o % % o HN a o ? No

can— K g —K o + m — oKy —K

P// N K\G/ i 42 % P// N K\G/

23 38 50

Réactifs: (a) copeaux de cuivre, ascorbate de sodium ))26.0/CH,CN (1/1), 40°C, 6 h
Figure 84 : Schéma d'obtention du composé C4Tac 50

Afin d’éliminer I'excés de tacrin88 le milieu réactionnel est filtré, lyophilisé etrésidu
obtenu est précipité et lavé a I'éther diéthylique précipité obtenu est ensuite purifié par
CLHP semi-préparative afin d’obtenir le composé @30 avec 42 % de rendement. Le
composeé a été caractérisé par CLHP et spectrondétmeasse (Figure 85).
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Figure 85 : Chromatogramme CLHP et spectre de masdeSI du composé C4Tac 50
Le composé C2Tabl est synthétisé a partir du cyclodécapep®iet de la 9-[(2-

azidoéthyl)amino]-1,2,3,4-tétrahydroacridiB8 (Figure 86). Les conditions de réaction
sont les mémes que pour le composé ChDac
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Réactifs: (a) copeaux de cuivre, ascorbate de sodium ()2 14,0/CHs,CN (1/1), t.a., 29 h
Figure 86 : Schéma d'obtention du composé C2Tac 51

Le traitement du milieu réactionnel a été réalisdme pour le composé C4Ta0
afin d’éliminer la tacrin€88 en exces. Le composé C2Takest obtenu apres purification
par CLHP semi-préparative avec un rendement de 2711% été caractérisé par
spectrométrie de masse ESI (Figure 87). Le faibtelement s’explique par I'étape de
purification. En effet, le compoggl présente un profil CLHP de pic large et semble étr
retenu sur la colonne.

[M+4H] 4+ T IM+BH] 3

tr = 6,9 min

[M+5H] 5*

MMMMM

[M+2H] 2

A ” Py AN L %

E £ £ o0 B %0 %0 00 e

Figure 87 : Chromatogramme CLHP et spectre de masdeS| du composé 51

Le composé ClTab2 a été synthétisé a partir du cyclodécapedi@et de la 9-
[(2-azidoéthyl)amino]-1,2,3,4-tétrahydroacridir88 (Figure 88). Les conditions de la
CUuAAC sont les méme que précédemment et le confdsét obtenu aprés purification
par CLHP préparative avec un rendement de 59 &oété caractérisé par spectrométrie de
masse ESI.
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w -

/G /A\R/A\P 4 a /G /A\R/A\p
X o
= R/A\G/ (j\);qjO = \R/A\G/

29 38 52

Réactifs: (a) copeaux de cuivre, ascorbate de sodium ()260/CH,CN (1/1), 40°C, 24 h

Figure 88 : Schéma d’'obtention du composé Cl1Tac 52

Le composé3 a été synthétisé par CUAAC a partir du dérivéadiatrine38 et du
3-méthoxyprop-1-yne (Figure 89). Nous avons utikiggnme source de cuivre (I) 0,1
équivalent de CuSfpen présence de 0,2 équivalent d’'ascorbate de rsodians un
mélange HOABUOH. Le milieu réactionnel est placé dans un naono® domestique.

— HNJ/ a
=__ + I — X
P 42 % N
N
38 23

Réactifs: (a) CuSQ (0,1 éq.), ascorbate de sodium (0,2 €g;MBUOH (1/2), microonde domestique, 10
mn

Figure 89 : Schéma d’obtention du composé 53

Apres 10 minutes, une analyse par CLHP montredpadition totale du produit de
départ au profit du produib3. Aprés purification par CLHP préparative du milieu
réactionnel, le compo$8 est obtenu avec un rendement de 42 %.

* Synthese des assemblage$A.:

Le compose C2Bys.2154 a été synthétisé par CUAAC entre le cyclodécagef
et le peptide Bi6-2140 (Figure 90). La source de cuivre (I) utilisée lessulfate de cuivre
avec le réducteur ascorbate de sodium. Nous auilis® W'autres sources de cuivre (I)
pour cette réaction comme le métal cuivre ou du €ulprésence de 2,6-lutidine et de
DIPEA. Cependant, dans ces deux conditions laicgaotest pas totale. Les solvants ont
été adaptés a la manipulation du peptifiesA, 40. En effet, dans un mélange®#tBuOH
(1/1), le milieu réactionnel forme rapidement uheajda réaction n’évolue plus. L’ajout de
TFE a limité la formation du gel et le chauffage pacroondes a permis la formation du
composé C2B16.2154 en 20 minutes.
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Réactifs : (a) CuSQ (0,02 éq.), ascorbate de sodium (0,05 égqQABUOH/TFE (1/1/1), microonde
domestique, 20 mn

Figure 90 : Schéma d’obtention du composé 54

Le milieu réactionnel a été directement purifié |@tHP semi-préparative sur
phase inverse C5 afin d’éviter une rétention imgoe¢ du composé sur la colonne. Le
composé C2Bis21 54 a été obtenu avec un rendement de 39 % et a &ét@asé par
spectrométrie de masse ESI.
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Figure 91 : Chromatogramme CLHP et spectre de mas<eS| du composé 54

Un analogue du peptidepfs.o1 fonctionnalisé par un triazokb a été synthétisé a
partir du peptide Bqs-2141 et du 3-méthoxy-1-propyne (Figure 92). Cepndanprésence
du réactif 3-méthoxy-1-propyne a entrainé la priézijpn du peptidetl dans le milieu
réactionnel malgré la présence de TFE. Aprés 20ekeau 40°C l'injection du surnageant
montre la formation du compo§é.

/
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(0]
_ s —\ o}
=,_ N A - a (N Ik v F
+ L F A-OH R N SL7YSET S a—on
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41 20 % 55

Réactifs: (a) CuSQ (0,5 éq.), ascorbate de sodium (1 éqRBUOH/TFE (1/15/30), 40°C, 20 h

Figure 92 : Schéma d’obtention du composé 55
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La purification du milieu réactionnel permet d’obitele peptides5 avec un rendement de
20 %.

* Synthése des assemblages du Curcumin

Deux assemblages du curcumin ont été réalisés pekAC. Le premier
assemblage C2C&@6, a été synthétisé a partir du cyclodécape@iet du composé4
(Figure 93). La source de cuivre (I) utilisée estrétal cuivre en présence du réducteur
ascorbate de sodium dans un mélang®&ABUOH/CH,CN (1/1/1) a 40°C. Dans ces
conditions, nous observons la formation d’'un pré€if.’avancement de la réaction suivi
par HPLC montre la disparition des produits de dépa profit du compos&6 qui
apparait sur le chromatogramme sous forme d’utapge (Figure 94).

= \\N —
A
0. (]
OH O o] (o] E/ a
_o N o
N;N}N/\/\o O O OH + /G\\iRKK\R?P » ?5( \ /P
P\R/K\R/ 42% P\R/K\R/
44 24 56

Réactifs: (a) copeaux de cuivre, ascorbate de sodium {58gD/tBuOH/CHCN (1/1/1), 40°C, 72 h
Figure 93 : Schéma d’obtention du composé C2Cur 56

La masse du compo$€ a été indentifiée par spectrométrie de masse guagnée
d’un adduit TFA (+114). La purification du miliegactionnel par CLHP semi-préparative
permet d’obtenir le compo&® avec 42 % de rendement.
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Figure 94 : Chromatogramme CLHP et spectre de masdeSl du composé C2Cur 5 56
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Le second assemblage C2&ura été synthétisé a partir du cyclodécape@ibiet
du composél5 (Figure 95). Nous avons, comme précédemmentsétdomme source de
cuivre (I) des copeaux de cuivre avec de l'ascerlolt sodium. En effet, les essais en
présence de sulfate de cuivre et d'ascorbate deirmocbnduisent a la précipitation des
synthons de départ. Nous avons toutefois utilisénsnal’ascorbate de sodium (0,1
équivalent) et afin de limiter les phénoménes daggtion et de solubiliser le dérivé du
curcumin 45 du DMSO et de TFE ont été utilisés comme co-sabrabhe milieu
réactionnel est chauffé a 60°C et aprés 7 heuras nmbservons plus de produits de
départ en CLHP.

o  OH O OH
A\ A\
o o
HO Y% HO {
/ /
) 30_\ O\ﬁ(}
u NiN
OH O N=N=N a
0O Xy % O G K p G K p
Pes CL, + /z‘< /s R ]
Z (0] OH P P
45 31 57

Réactifs: (a) copeaux de cuivre, ascorbate de sodium (@)1 BMSO/HO/TFE (2/1/1), 60°C, 7 h

Figure 95 : Schéma d’'obtention du composé C2Cur 57

Cependant, le produis?7 identifié par spectrométrie de masse apparaitleur
chromatogramme sous forme d’un pic large. On olesseomme pour le composé C2Cur
56 des signaux en spectrométrie de masse correspsradan et deux adduits TFA (Figure
96). La purification du milieu réactionnel par CLIdEmi-préparative sur phase inverse C5
permet d’obtenir le composé C2Cai avec 30 % de rendement.
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Figure 96 : Chromatogramme CLHP et spectre de masdeS| du composé C2Cur 57
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B.4.4. Caractérisation par RMN a deux dimensions du compds4Tac
50

Le composé C4TaB0 a été caractérisé par RMIN- afin, notamment, de préciser
la régiosélectivité de la réaction de cycloadditibfous avons utilisé la numérotation
présentée dans la figure 97 pour l'attribution piegons de la molécule.

3 = 6
2 N 7
1 8
_N-_10
H \\\ N
9 11~ N

N

H 13
12 0 ~x ~
PO o
4
}G /ZK\i//K’\’A‘:SA

K /
P~ 9~R"7 G
10 8 6

Figure 97 : Structure du composé C4Tac avec la nugnotation utilisée pour I'attribution

Le peptide a été attribué & partir des spectresSIGE, TOCSY'®, COSY¥* et en
suivant la méthode séquentiéffereprésentée sur la figure 98.

> a7
: 4.0
> —
H'1090 42
L 1
o IK2,7  [r45
)
K4,9
@ @ !eH'11 4.7
H-13,
I L e e e B ey W
8.75 8.50 8.25 8.00 1 7.75
H-12

Figure 98 : Spectre NOESY représentant un agrandissnent de la zone des NH/bl L’attribution
séquentielle du cyclodécapeptide est signalée parsllignes rouges. Le proton H-12 corréle avec H-
10,11 et 13

27 Jeener, J., Meier, B. H., Bachmann, P., and ERsR. Investigation of exchange processes by two-
dimensional NMR spectroscopy, Chem. Physl979 71, 4546-4553.

218 Braunschweiler, L., and Ernst, R. R. Coherencesfex by isotropic mixing: Application to proton
correlation spectroscopy, Magn. Reson1983 53, 521-528.

219 pjantini, U., Sgrensen, O. W., and Ernst, R. Rd@tiple quantum filters for elucidating NMR couipd
networks,J. Am.Chem. Socl982 104, 6800-6801.

220 \ithrich, K.NMR of Proteins and Nucleic Acids986 John Wiley and Sons, New York.
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Nous pouvons noter que cette molécule possedeautdpsaxe de symétrie C4 qui
rend tous les dérivés de la tacrine chimiquemenivéatgnts ainsi qu’'un pseudo axe de
symétrie C2 au niveau du cyclodécapeptide.

La mise en évidence d’'un NOE entre le proton Hill2®protons H-11 permet de
confirmer la formation majoritaire du régioisomdrd pour le triazole. Cette corrélation
est encadrée sur la figure 98 qui représente letrspBOESY. Nous n'avons pas observé
de NOE entre H-13 et H-11 supposant une propodioregioisomeére 1,5 inférieure a 5%.

Les déplacements chimiques du composé C&0aont donnés dans le tableau 3.

a)
NH Ha Hp Hy Hd He NH
G1,6 8,65 | 4,13-3,74 2 2 2 2 2
K27 7,75 4,44 1,68 1,21 1,38 2,01 6,80
R 3,8 8,90 4,39 1,87-1,75 1,58 3,19 2 7,80
K 4,9 7,87 4,71 1,73-1,55 1,29 1,38 2,96 6,80
P 5,10 2 4,32 2,28-2,10| 2,00-1,94 3,82-3,64 2 2
b)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 174 13
230 | 1,76| 1,76]| 2,78 7,74 7,29 758 788 6|79 4,2464 4 7,83| 4,86

Tableau 3 : Attribution des protons de la moléculeC4Tac 50: (a) protons du cyclodécapeptide ; (b)
protons du dérivé de la tacrine
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B.5. Inhibition de la formation des fibres amyloides

Les peptides B ne sont pas pathogénes lorsqu’ils sont sous fol@nemonomeéres
non structurés. Cependant, lorsqu’ils s’organisamfibres, ils deviennent toxiques pour
les cellules neuronales. Ainsi, inhiber la conwarsides peptides (A de la forme
monomeérique a la forme de fibres est 'une desé&iias thérapeutiques développées pour
combattre la maladie d’Alzheimer, mais aussi desimmyloses.

La formation de fibres amyloides peut étre car&gsérpar plusieurs méthodes et
techniques tels que la microscoplda biréfringencg ou fluorescendede colorants, la
diffusion de la lumiéré® ou la toxicité cellulairé** Des expérienceis vitro ont ainsi été
mises au point afin d’évaluer I'activité de molésubur l'inhibition de leur formation.

Nous avons utilisé deux types d’expériengasvitro pour évaluer ['activité
inhibitrice de nos composés sur la formation dbeeff adaptées des travaux décrits par
Jarrett et Lansbury: des expériences dites de éatich et des expériences

d’élongation’®%%?

La premiere expérience décrite dans la figure 99esgérience dite de nucléation.
La cinétique de formation des fibres a partir dptjge AB4 a une allure sigmoidale et
peut étre suivie par 'augmentation du signal deoriéscence de la thioflavine T en
fonction du temps. La ThT est introduite directetndsns I'échantillon de polymérisation
permettant une lecture de I'ensemble de I'échantiét de s’affranchir des problémes de
reproductibilité dus aux prélévements d’aliquotsngiieu non homogéne. Par ailleurs, la
ThT est connue pour peu interférer avec le phénerdérformation de fibres:*

Le processus de formation de fibre est initié pattitsolution du peptidepao sous
forme de monomére dans un tampon approprié. Penaenpériode de 2 a 6 jours qui
dépend de la concentration en peptidfsoA des conditions d’agitations ou de la
température d’incubation, le signal de fluorescaemaagmente pas. Cette période, appelée
temps de latence, correspond a la formation d’aligg@s solubles, non amyloidogéniques,
qui n’'induisent pas d’émission de fluorescencead€hT.

Une fois le nucléus formeé, I'élongation de la fikest rapide, de l'ordre de 24
heures. L’augmentation nette du signale de fluemse de la ThT continue jusqu'a que
tout le peptide non polymérisé dans I'échantillait €onsommeé. Un plateau est alors
observé et correspond au maximum de polymériséion

?2lshearman, M. S.; Ragan, C. I.; Iversen, L. L. littih of PC12 cell redox activity is a specific,riga
indicator of the mechanism of beta-amyloid-mediated death.Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A994 91,
1470-1474.

“2jarrett, J. T.; Lansbury, P. T., Jr. Seeding "oneedsional crystallization" of amyloid: a pathogeni
mechanism in Alzheimer's disease and scrapal?1993 73, 1055-1058.
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Plateau de polymérisation

Inhibition du Maximum

maximum de O!e_ .
polymérisation polymérisation
y
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v
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Base du signal,

Temps de latence

Temps de latence augmente

Temps —

Figure 99 : Schéma de I'expérience de nucléation déres, bleu : sans inhibiteur ; rouge : avec un
inhibiteur

Pour évaluer l'effet d'un inhibiteur, le temps datence et le maximum de
polymérisation sont les principales caractéristigpeises en compte. Un composé qui
interfere avec le processus de nucléation va augméntemps de latence. L’inhibiteur
peut aussi diminuer la vitesse d’élongation et iléda quantité de peptide polymérisé a la
fin du processus. L’activité inhibitrice est expéen par le rapport de l'inhibition du
maximum de polymérisatiork) sur le maximum de polymérisation sans inhibitggr
Plus le rappork/y sera éleve, plus le composé aura une activitdithition importante sur
la polymérisation.

La deuxiéme expérience utilisée dans nos travaursist® en I'élongation des
fibres a partir d’'amorces de fibres. L'ajout dagshantillon de I'expérience de nucléation
d'une petite quantité de fibres préformées (envidh %) amorce immédiatement
I'élongation supprimant le temps de latence. Lanftion de fibres suit alors un modele
cinétique du premier ordfé’

Ces expériences ont été réalisées avec le peptile dbtenu par synthése
automatisée et purifié par CLHP en phase inversaudaboratoireGf Annexe 1)

Lors de cette étude nous avons utilisé égalememideoscopie a force atomique,
AFM, (mode contact intermittent dit « tapping »)upwisualiser la présence ou non des
fibres et leur morphologie.

2 Naiki, H.; Gejyo, F. Kinetic analysis of amyloiibfil formation. Methods Enzymol1999 309(Amyloid,
Prions, and Other Protein Aggregates), 305-318.

-111 -



Partie B Inhibiteurs de la fibrillogénése

B.5.1. Inhibition de la formation des fibres par les assetages de la
Tacrine et de la Quinacrine

Nous avons dans premier temps évalué l'activitécdmposé C4Tad0 sur la
polymérisation du peptide Ao par 'expérience de nucléation. Le peptid@fest place
dans les puits d'une microplaque a la concentratierb0 uM. Le composé CA4T&D,
solubilisé dans un mélange,®¥DMSO (1/1), est introduit dans les puits a ddéfées
concentrations. La ThT est introduite dans le miléela concentration de 10 uM et la
polymérisation est initiée par I'ajout de 50 mM gleosphate de sodium et de 100 mM de
NaCl, pH 7,4. L'augmentation du signal de fluoresxeede la ThT est lue a 485 nm aprés
excitation a 440 nm. Pour chaque série d’expérgedes puits témoins sont réalisés dans
lesquels le peptide (B est étudié dans les mémes conditions mais en @dskinhibiteur
potentiel. Afin de vérifier la fiabilité des expénices, une série de puits est consacrée a un
inhibiteur connu comme le NDGA, la rifampicine @udurcumin.

Les résultats de l'inhibition de la formation dieré du peptide Byo par le composé
C4Tac50 sont présentés dans la figure 100. Nous avondéeu37°C le peptide Ao
avec 1, 5, 10, 50 et 100 uM du composé CHaen triplicata sur une durée d’environ 15
jours. Les courbes présentées sont la moyenneatiasrs de fluorescence obtenues sur les
trois puits et les barres d’erreurs correspondé@cart type.
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Figure 100 : Inhibition de la formation de fibres du peptide A4 (50 M) avec le composé C4Tac 50
suivie par fluorescence de la ThT (10 uM) a 485 nm

Comme décrit précédemment, la formation de fibreardir du peptide By sans
inhibiteur suit une courbe de type sigmoidale awed¢emps de latence d’environ 5 jours,
une augmentation de la fluorescence sur une dwéxld 48 heures et enfin un plateau.
Le plateau correspond a un maximum de fluorescennge d'une diminution du signal
qui est observée de maniére générale dans tostegpériences.

Lorsque le peptide By est incubé avec 10, 50 et 100 uM de composé CBUac
une inhibition du signal supérieure a 90 % est otdse (Figure 101). Pour les
concentrations de 1 et 5 uM, linhibition est derdire de 60 %. On constate, de plus,
d’apres la figure 100 que le composé ralentit hgation et tend a augmenter le temps de
latence.
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Figure 101 : Effet k/y) du composé C4Tac 58ur la formation des fibres du peptide .o

Les expériences de nucléation suivantes ont étéis@ééa avec les autres
assemblages de la tacrine dans les mémes condijtiensrécédemment.

Le composé C2Takl a la concentration de 100 uM inhibe 70 % de lariscence
de la ThT et environ 30 % du signal a 20 uM (Figl®&). Par contre, il ne modifie pas de
maniere significative le temps de latence.
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Figure 102 : (A) Etude de l'inhibition de la formation de fibres du peptide A4 (50 uM) avec le
composé C2Tac 5k.uivie par fluorescence de la ThT (10 uM) a 485 nn{B) Effet (x/y) du composé
C2Tac 51sur la formation des fibres du peptide B4
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Pour le composé C1Td&2 on constate que quelque soit la concentratiory de
400 puM, il y a moins de 30 % d’inhibition du sigriglgure 103).
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Figure 103 : Etude de l'inhibition de la formation de fibres du peptide A4, (50 uM) avec le composé
ClTac 52suivie par fluorescence de la ThT (10 uM) a 485 nm

Dans le cas du dérivé de la tacrine (Ta@une inhibition du signal inférieure a 5
% est observée pour les concentrations de 1 a KO@Fjgure 104).
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Figure 104 : Etude de l'inhibition de la formation de fibres du peptide A4, (50 pM) avec le composé
Tac 53suivie par fluorescence de la ThT (10 pM) a 485 nm

Enfin pour les cyclodécapeptides de référence art penstater qu'il y a peu
d’inhibition de la fluorescence de la ThT.
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Pour le composé C2R3 on observe un maximum d’inhibition de 15 % a 50.uM
Toutefois, on peut observer une augmentation dpsete latence pour la concentration de
50 uM (Figure 105).
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Figure 105 : Etude de l'inhibition de la formation de fibres du peptide A4, (50 pM) avec le composé
C2K 33 suivie par fluorescence de la ThT (10 uM) a 485 nm

Pour le cyclodécapeptide C482 on observe une inhibition du signal de 25 % a
100 et 200 uM mais le temps de latence n’est gastéf (Figure 106).
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Figure 106 : Etude de l'inhibition de la formation de fibres du peptide A4, (50 uM) avec le composé
C4K 32 suivie par fluorescence de la ThT (10 uM) a 485 nm

Afin de confirmer l'altération de la formation déores nous avons visualisé par
AFM les échantillons d’agrégation de P4 en présence des composés C49@cClTac
52, Tach53, C2K 33 et C4K32 (Figure 107).
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Les échantillons sont réalisés dans les mémes taamsligue précédemment et nous les
visualisons aprés 12 jours d’'incubation a 37 °C.

60 nm 0,0 um 5,0
120 nm
. : 0nm 70 nm
Témoin Ay C4Tac5050 pM
0,0 pm 2,0 4,0 6,0 8,0 0,0 pm 2,0 4,0 6,0 8,0
0,0 50 nm 0.0 - 30 nm
2,0 20
4,0 4,0
6,0 6.0 [ 1
8,0 8,0
0nm VA 0nm
C1Tac52 100 pM Tak3200 pM
0,0 pm 2,0 4,0 6,0 8,0 0,0 pm 2,0 4,0 6,0 8,0
25 nm T 40 nm
0nm 0 nm

C2K 33100 uM C4K32 100 uM
Figure 107 : Images AFM des fibres de I'i40 (50uM) en présence des composés aprés incubation a

37°C pendant 12 jours

Nous n'observons pas de fibres dans I'échantillanleo composé C4Tab0 est
présent a 50 uM. Par contre, pour les échantikomprésence de C1T&R, Tach3, C2K
33 et C4K32 & des concentrations égales ou supérieures a MQMqus observons des
fibres. Ces résultats vont dans le méme sens queatgtenus par la fluorescence de la
thioflavine T. Toutefois, on peut noter que pows ®mposés C1lTds2 et C2K 33 les
fibres observées sont de taille plus réduite.
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Nous avons résumé les activités inhibitrices desrablages de la tacrine dans le
tableau 4. Le composé CA4T&O, en défaut par rapport au peptidg,é présente la
meilleure activité avec une inhibition de 90 % a M. Le composé C2Tabl a une
concentration dix fois supérieure ne conduit qu&4 d’inhibition. L’activité d’inhibition
estimée, pour le composé C4TaW; est inférieure a 1 UM et est comprise entre 2106t
UM pour le composé C2Tdad. Les composés C1T&2 , Tac53 et les cyclodécapeptides
32 et 33 présentent une faible activité inhibitrice mémelame exces par rapport au
peptide A4o (IC56>100 uM).

Composés, | C4Tac50 C2Tacdl | ClTach2 | TacsS3 | C2K 33 | C4K 32
Concﬁmra“o” 10 100 400 400 50 200
Rapport
1/0,2 1/2 1/8 1/8 1/1 1/4
(ABadl)
% d'inhibition 90 70 30 5 15 25
IC M
e;‘;i(rﬁée) ICso<1 20<IC5,<100| 1C55>100 | 1G3>100] IC55>100 | IC5s>100

Tableau 4 : Activités inhibitrices des assemblagete la tacrine

Nous avons réalisé ensuite des expériences d'élongde fibres de I'B40 en
présence d'une partie de ces composés. Nous awvmnscela ajouté 10 % de fibres
préformées (5uM), qui sert d’amorce, aux eéchamdlale I'expérience de nucléation.
L’augmentation du signal de fluorescence de la @85 nm est immédiatement suivie
apres I'ajout des fibres préformées dans les éttloast sur une durée de 23 heures (Figure
108).
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Figure 108 : Etude de l'inhibition de I'élongationde fibres du peptide A4, (50 uM) en présence de 5
pUM de fibres préformées avec le composé C4Tac S0ivie par fluorescence de la ThT (10 uM) a 485
nm

Le composé C4Tas0 ralentit le processus d’élongation a forte conediun, 50 et

100 puM, mais ne diminue pas la quantité totalelole$ formées. En effet, nous observons
une diminution de la pente des deux courbes, naais tbus les cas, on arrive a un plateau

-117 -



Partie B Inhibiteurs de la fibrillogénése

comparable a celui obtenu avec le témofossans inhibiteur. Ce résultat indique que le
composé C4Tak0 vient perturber I'association du monomére sur bare mais ne
'empéche pas. Les composés C1Ea Tac53, C4K 32 et C2K 33 évalués dans les
mémes conditions, ne présentent pas une actihibiirice sur I'élongation des fibres ni
ne ralentissent le processus.

L’étude de l'inhibition de la formation des fibrek peptide B4 par ces deux
expériences pour le composé C4Qdne va pas étre détaillée et est présentée dans
I'’Annexe 11! Le composé C4Quim9 augmente le temps de latence et inhibe la
polymérisation des fibres de I, avec une Ig évaluée a 20 uM pour I'expérience de
nucléation. De plus, il empéche I'élongation déses en réduisant a la fois la vitesse et le
maximum de polymérisation (lg= 2 uM). Les dérivées monomériques de la quinacrin
sont quant a eux peu actifs {C- 100 uM). Enfin, le composé C4Qud® ne déstabilise
pas les fibres préformées du peptide A

D’aprés ces résultats, nous pouvons conclure guedmposés C4Td0 , C2Tac
51 et C4Quind9 sont des inhibiteurs de la formation de fibreguet leur activité résulte de
la présentation multimérique des dérivés de lairtacet de la quinacrine sur le
cyclodécapeptide.

En effet, les dérivés monomériques ainsi que lefodgcapeptides ont peu d’effets
sur la formation de fibres. De plus, 'assemblagepmésente quatre dérivés de la tacrine
est plus actif que celui en présentant deux. Lagmtation de quatre dérivés de la tacrine et
de la quinacrine se traduit donc par une interagplois forte avec le peptiggamyloide
lors du processus de formation de fibres. Cetteraction probablement de type
hydrophobe perturbe alors son auto-associatiomitid’fine géne créée par I'assemblage.

Nous pouvons de plus postuler d’apres ces expé&sengie le composé C4Ta0d
est plus particulierement actif au début du praceste formation des fibres. Il interagirait
plus spécifiguement avec les formes monomériquedigameériques, empéchant ainsi la
formation du nucléus. En effet, il a été montré tpsemolécules qui augmentent le temps
de latence sont impliquées dans une interactiort &epeptide 8 qui stabilise une
conformation non amyloidogéniqd#.

La molécule C4Quid9 présente, en plus de I'activité inhibitrice denl&cléation,
une activité sur I'élongation des fibres. L'inhibit de I'élongation implique une
interaction avec le monomeére ou avec le peptidesiré en feuillet§ croisés?®*

La perturbation de I'association entre les peptilpsrésulte probablement d’'une
géne stérique mais nous ne pouvons pas negligardsence des résidus arginines
présentés par le cyclodécapeptide. En effet, conmous I'avons signalé précédemment, le
résidu arginine peut supprimer l'agrégation de gin&s dans les processus de repliement
du fait de son effet chaotrop&:**° Ceci peut expliquer le 1éger effet d'inhibitionrda
formation des fibres observé pour les cyclodécagept C2K 33 et C4K 32 et
particulierement pour le composé C3Bqui présente quatre résidus arginines.

224 Bartolini, M.; Bertucci, C.; Bolognesi, M. L.; Calli, A.; Melchiorre, C.; Andrisano, V. Insight intthe
kinetic of amyloid beta (1-42) peptide self-aggtema elucidation of inhibitors’ mechanism of actio
Chembiocher2007, 8, 2152-2161.
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B.5.2. Inhibition de la formation des fibres par les assbiages du
Curcumin

L’activité inhibitrice du composé C2Cub6 a été évaluée comme décrit
précédemment sur la polymérisation des fibres gutigee AB4o (Figure 109). D’aprés les
courbes obtenues, nous pouvons constater que lposenC2Cub6 inhibe de plus de 80
% la fluorescence de la ThT pour les concentratidas4, 10 et 50 uM. Pour les
concentrations de 0,1 et 0,04 uM nous observonsnimigtion du signal de 50 % et 37 %
respectivement et de 9 % pour 0,01 uM (Figure 109).
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Figure 109 : (A) Etude de l'inhibition de la formation de fibres du peptide A4 (50 puM) avec le
composé C2Cur_56suivie par fluorescence de la ThT (10 uM) a 485 nn{B) Effet (x/y) du composé
C2Cur 56 sur la formation des fibres du peptide B4

Le composé C2Cus6 augmente la phase de latence ce qui indique ipiEtagit
avec les oligomeres formeés lors du processus deatarn de fibres.

Nous avons ensuite évalué le curcumin sur la paligaton de I'A40, dans nos
conditions, afin de comparer son activité au cor@po2Cur56 (Figure 110). En effet,
comme nous l'avons décrit préecédemment, le curcuesinun inhibiteur connu de la
formation des fibres et nous servira ainsi de efée.
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Figure 110 : (A) Etude de l'inhibition de la formation de fibres du peptide A4 (50 puM) avec le
curcumin suivie par fluorescence de la ThT (10 uMa 485 nm. (B) Effet &/y) du curcumin sur la
formation des fibres du peptide 4o

Le curcumin inhibe le signal de fluorescence a ples70 % pour les fortes
concentrations (10 et 100 uM) et augmente le tedepkatence. Par contre, pour 4 uM,
I'inhibition du signal est inférieure a 30 % et ane inhibition n'est observée pour 0,4 et
0,1 puM.

Pour le deuxieme composé C2Cbf nous constatons qu'il interfere avec la
formation de fibres puisqu’'une une inhibition dwr&l de plus de 90 % pour la
concentration de 100 uM est observée (Figure WUTibhibition est encore significative
pour les concentrations de 4 et 10 uM puisqu’ééege a plus de 50 %. Enfina 0,1 et 1
MM Tlinhibition est comprise entre 30 et 40 %. Umnggmentation du temps de latence est
aussi observeée.
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Figure 111: (A) Etude de l'inhibition de la formation de fibres du peptide A4 (50 M) avec le
composé C2Cur_57suivie par fluorescence de la ThT (10 uM) a 485 nn{B) Effet (x/y) du composé
C2Cur 57 sur la formation des fibres du peptide B4

Nous avons comme précédemment évalué I'effet douonin sur la polymérisation
de I'’AB4o les conditions de cette expérience (Figure 11@ud\tonstatons que le curcumin
inhibe la formation des fibres a plus de 90 % plauconcentration de 100 uM (Figure
112). A la concentration de 10 uM, 45 % d'inhihitiest observée et aucune inhibition
n’est observée pour 1 pM.
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Figure 112 : (A) Etude de l'inhibition de la formation de fibres du peptide A4 (50 puM) avec le
curcumin suivie par fluorescence de la ThT (10 uMa 485 nm. (B) Effet du composéx(y) curcumin sur
la formation des fibres du peptide A4

Nous avons résumeé les activités inhibitrices desrablages du curcumin dans le
tableau 5.

Composeés, | C2Cur 56 Curcumin C2Cur 57 Curcumin
Concﬁmra“on 0.1 4 0.1 0.1 10 0.1
Rapport (ABadl) 1/0,002 1/0,08] 1/0,002 1/0,002 1/0,2 | 1/0,002
% d’inhibition 50 26 0 30 45 13
|C5Q (lJM) estimée |C5C ~0,1 4<|C5c<10 l<|C5c<4 ICSC ~ 10

Tableau 5 : Activités inhibitrices des assemblagehi curcumin

Le composé C2Cus6 est le plus actif avec une inhibition significatia un faible
ratio avec le peptide #o (1/0,002) et une I§ estimée a 0,1 pM. Cette activité est a
comparer a celle du curcumin qui dans nos condifian méme ratio, ne présente pas ou
peu d’activité inhibitrice. Le composé C2Ca# est ainsi au moins 10 fois plus actif que le
curcumin d’apres les Kg estimées. Nous observons par contre que le con(pdSér57
présente une activité inférieure a celle du com@&eur56 méme si elle reste supérieure
a celle du curcumin. Cette différence peut s’exygigpar la longueur de la chaine entre le
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cyclodécapeptide et le curcumin, plus longue peucdmposé C2Cub6. Il en résulte
probablement une meilleure interaction avec leideg.

Afin de confirmer l'altération de la formation déores nous avons visualisé par
AFM les échantillons d’agrégation de P4y en présence des différents composés (Figure
113).
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Figure 113 : Images AFM des fibres de I'840 (50uM) en présence des composés apres incubation a
37°C

D’aprés les images obtenues, nous pouvons confiquerles composés C2Cur

altérent la formation des fibres puisque des fidfragmentées moins longues que celles
des échantillons témoins sont observées.
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Nous avons réalisé ensuite les expériences d'éiiomgae fibres de I'B40 en
présence du composé C2Gret du curcumin (Figure 114).
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Figure 114 : (A) Etude de l'inhibition de I'élongaion de fibres du peptide A4 (50 uM) en présence de
5 uM de fibres préformées suivie par fluorescenceedla ThT (10 uM) a 485 nm avec : (A) le composé
C2Cur 57. (B) le curcumin. (C) Effet des composésy) sur I'élongation des fibres du peptide B4 : (2)
C2Cur 57;; (b) curcumin
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Le composé C2Cub7 empéche I'élongation des fibres avec une bonnigitéct
puisque une inhibition du signal de 90 % est obs®pour 100 uM et d’environ 50 % pour
1 et 10 uM. Par contre, pour le curcumin l'effet pkis faible avec seulement 20 %
d’inhibition a 1 pM.

D’aprés ces résultats, nous pouvons conclure guedmposés C2Cur sont plus
efficaces que le curcumin pour l'inhibition de @rhation des fibres. Par ailleurs, ils sont
actifs a la fois sur la nucléation et sur I'élongatde fibres. Les polyphénols, classe de
composés a laquelle appartient le curcumin, somine® pour leur forte activité
d’inhibition de la formation de fibres. Dans noavaux, nous n’évaluons pas la méme
activité pour le curcumin que celles décrites daridtérature qui sont meilleures @6&< 1
HM).12%1%9 Cette différence d’activité peut s’expliquer pas Inombreuses méthodes
d’études et les diverses conditions expérimentaiesont utilisés pour évaluer l'inhibition
telles la qualité et la concentration du peptidk l& nature des tampons (force ionique), la
température ou I'agitation.

Nous avons pu voir que les composés C2Cur augmtdatemps latence indiquant
gu'ils interferent dans le processus de nucléafimbablement par interaction avec les
formes non amyloidogéniques.

Par ailleurs, le composé C2ChY empéche le processus d’élongation. En effet,
contrairement au composé C4Ta@ il blogue le processus en présence d’amorces de
fibres. Il est donc plus efficace pour empéchessimiation entre les monomeres et
I'amorce que le composé C4Ta0.

Afin de comprendre le mécanisme d’interaction avecpeptide A, il faut
considérer, d'apres Porat et al., la présence de cgles polyphénoliques séparés par une
chaine de deux & six atom&En effet, le curcumin, comme le rouge congo, aelaftt
une conformation capable d’interagir spécifiguemerec les peptides amyloides lors de
leur repliement en feuillet$ croisés. Cette interaction empéche ensuite |'ésson entre
les peptides B pour I'élongation en fibres. De plus, il est ingégque les polyphénols sont
plus actifs dans la phase d’élongation plutét gaesdla phase de nucléation appuyant
I'hypothése d’une interaction avec les formes aiiaglgéniques®?

D’aprés ces résultats, on peut toujours postulerlgicyclodécapeptide joue aussi
un réle dans le mécanisme d'inhibition en génaasdbciation entre les peptide$.A
L’activité des composés C2Cur est ainsi renfora@dgprésence du cyclodécapeptide.

Enfin, nous avons constaté que la longueur de kinehcarbonée pour la
présentation du curcumin sur le cyclodécapeptide affet sur I'activité de I'assemblage.
Ce résultat montre I'importance de l'orientationnsld’espace du curcumin pour son
interaction avec le peptidepAll sera donc intéressant d’évaluer par la s@tedmposé
C2Cur préparé a partir du dérivé du curcudrpour étudier I'effet de la présentation des
deux cycles phénoligques sur 'inhibition.

B.5.3. Inhibition de la formation des fibres par les assbiages du
peptide 1621

Nous avons réalisé I'expérience de nucléation Ap,b avec le composé CPhs.21
54 dans les conditions décrites précédemment. Ontatensne forte inhibition du signal
de l'ordre de 90 % pour 1 et 4 uM et qui reste ificative (40 a 50 %) pour 0,04 et 0,1
UM (Figure 115). On observe également une Iégegeantation du temps de latence. On
estime d’apres ces résultats unepl@® I'ordre de 0,07 UM pour ce compose.
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Figure 115: (A) Etude de l'inhibition de la formation de fibres du peptide A4 (50 puM) avec le
composé C2816.01 54 suivie par fluorescence de la ThT (10 uM) a 485 nniB) Effet (x/y) du composé
C2AB16.21 54 sur la formation des fibres du peptide B4

Par ailleurs, nous avons constaté une émissiotudee§cence immeédiate a forte
concentration en C2As.21 54. Il est possible que dans ces conditions, on tasaisine
auto-association de I'inhibiteur ou a une agrégadio peptide Ba4o.

Nous n’observons pas d’activité inhibitrice avec peptide témoin Bis21 55

(Figure 116). On constate également qu’a forte eomation (100 uM), comme pour le
composeé C2B16.2154, il y a immediatement émission de fluorescence.
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Figure 116 : Etude de l'inhibition de la formation de fibres du peptide A4, (50 pM) avec le composé
APB16.21 55 suivie par fluorescence de la ThT (10 uM) a 485 nm

Afin de vérifier ces résultats, nous avons visdales échantillons par AFM aprés
12 jours d'incubation a 37°C (Figure 117).
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Figure 117 : Images AFM des fibres de I'i40 (50uM) en présence des composés aprés incubation a
37°C pendant 12 jours

Les images montrent que pour I'échantillon avecomposé C2Bis.2154a 1 uM,
aucune fibre n’est observée par rapport a I'échantiémoin. Par contre, on constate pour
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le composé Bis-2155a 10 uM, la présence de tres nombreuses fibrefgroant que le
peptide seul n’inhibe pas la formation de fibres.

Nous avons ensuite réalisé I'expérience d’élongatle fibres avec le composé
C2AB16-21 54. Nous observons le méme comportement que précéeetnia savoir un
signal de fluorescence trés important dés I'ajoahsd le milieu du composé aux
concentrations supérieures a 10 uM. Par contrelae®01 uM, le composé ralentit le
processus d’élongation et réduit le signal de Ferdie 45 % (Figure 118).
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Figure 118 : (A) Etude de I'inhibition de I'élongaion de fibres du peptide A, (50 uM) en présence de
5 uM de fibres préformées avec le composé CBA -1 54 suivie par fluorescence de la ThT (10 pM) a
485 nm. (B) Effet &/y) du composé C281¢.21 54 sur I'élongation des fibres du peptide B4

Le composé C2Bs.21 54 peut étre donc considéré comme un puissant peptide
« briseur de feuillet§ ». En effet, nous pouvons postuler que le mécamidimhibition
résulte de l'interaction entre I'élément de recassence, KLVFFA, et le peptidepALe
cyclodécapeptide joue alors le role d’élément pbeieur pour I'association des peptides
AB entre eux. Le composé CRA .1 54 est parmi tous les assemblages synthétisés le plus
actif. Cette activité peut étre reliée a une meikeinteraction avec le peptidg A
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B.6. Inhibition de I'Acétylcholinestérase

Dans ce paragraphe, nous allons présenter ['étude I'thhibition de
I'acétylcholinestérase (AChE) par les assemblagesladtacrine. En effet, 'une des
approches thérapeutiques de plus en plus dévelaumseste a cibler plusieurs processus
pathogénes de la maladie d’Alzheimer & I'aide d’seele moléculé®

Les assemblages C4T&0 et C2Tacbl possédant une activité inhibitrice de la
formation des fibres amyloides et de 'AChE morgient leur intérét comme agent
thérapeutique multicible de cette pathologie.

Nous avons donc réalisé des expériences vitro d'inhibition de
I'acétylcholinestérase, isolée d’Electrophorus tlegs, par les composés CAT&E,
C2Tac51, C1Tac52 et la tacrine selon la méthode décrite par Elletae #2°

Cette meéthode permet d'évaluer [Iactivité enzymsdiqpar un dosage
colorimétrique. L'acétylthiocholine (ATC), utiliséen tant que substrat de 'AChE, libéere
lors de son hydrolyse un groupement thiolate. Leaugement thiolate réagit alors avec
I'acide 5,5’-dithio-bis(2-nitrobenzoique) (DTNB) gsent dans le milieu pour libérer
I'acide 2-nitro-5-mercaptobenzoique absorbant a Af®2 L’'activité de I'enzyme est
guantifiée par la mesure de I'absorbance dés KEajousubstrat ATC et du DTNB dans le
milieu contenant ’AChE et le composé étudié.

Nous avons réalisé I'étude de lactivité de l'adétplinestérase pour des
concentrations de C4T&® de 0,005 uM a 1 uM en triplicata dans une micrppa96
puits (Figure 119). L'activité de 'AChE est tremrtiement inhibée pour les concentrations
de 0,5 et 1 uM et nous évaluons ung @242 + 7 nM.
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Figure 119 : Etude de l'inhibition de I'acétylcholnestérase du composé C4Tac 50

225 7hang, H. Y. One-compound-multiple-targets strategcombat Alzheimer's diseadeEBS Lett.2005
579, 5260-5264.

2% Ellman, G. L.; Courtney, K. D.; Andres, V., Jr.edther-Stone, R. M. A new and rapid colorimetric
determination of acetylcholinesterase activiBiochem. Pharmacol961, 7, 88-95.
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Les méme expeériences ont été réalisées pour lepasam C2Tadl, ClTacs2 et
la tacrine. Les activités inhibitrices sont repestélans le tableau 6.

Composeés C4Tac 50 C2Tacs51 ClTac52 Tacrine

ICs0 (NM) 42 £ 7 57 +13 185+ 18 58+B8 180 #20

Tableau 6 : Activités inhibitrices des assemblagede la tacrine évaluées pour une concentration en
ATC =450 pM

D’apreés les valeurs d’l§g obtenues, nous constatons que les activités degas#s
C4Tac5h0 et C2Tacbl sont comparables a celle de la tacrine. Ces coéspss classent
donc parmi les forts inhibiteurs de l'acétylchobté&rase méme si la présentation
multimérique de la tacrine sur le cyclodécapeptideigmente pas I'activité d’inhibition.

Par contre, la présentation d'au moins deux moésculle tacrine sur le
cyclodécapeptide est nécessaire pour garder uivéd@éguivalente a la tacrine puisque le
composé C1TaB2 présente une Kgenviron 4 fois supérieure.

De par la double activité d’'inhibition de l'acétglinestérase et de la formation
des fibres amyloides, nous avons montré que le cen@4Ta&0 est potentiellement un
agent thérapeutique multicible de la maladie d’&infer.

22T Marco-Contelles, J.; Leon, R.; de Los Rios, C.gl@&ita, A.; Terencio, J.; Lopez, M. G.; Garcia, @.;
Villarroya, M. Novel multipotent tacrine-dihydropgline hybrids with improved acetylcholinesterase
inhibitory and neuroprotective activities as poiantirugs for the treatment of Alzheimer's disedseMed.
Chem.2006 49, 7607-7610.
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B.7. Bilan

La prévention de la polymérisation du peptifeamyloide est une stratégie
thérapeutique de la maladie d’Alzheimer qui a é@®dment développée ces dernieres
années. De nombreuses molécules appartenant andiéle$ chimiquement différentes ont
montré leurs activités d’inhibitions de la formatides fibres amyloides. Méme s'il est
difficile d’établir des relations structure-act&jtces molécules de structures tres diverses
sont majoritairement a caractére hydrophobe etiomatique.

Une des approches développées pour la conceptiamhildteurs de la
fibrillogénese consiste a associer un élément ctenreaissance du peptileamyloide avec
un élément qui va perturber son auto-associatiofibees. L’élément de reconnaissance
peut étre un peptide, généralement un fragmerd déduence amyloide, ou une molécule
non peptidique le plus souvent a caractére hydiogphb’élément perturbateur doit étre
capable d'induire une géne suffisamment importaatel’association des peptides
amyloides.

Dans ce but, nous avons congu des inhibiteurs ddibldlogénese par la
présentation multimérique de composés a caracyeh®bhobe sur un chassis décapeptide
cyclique. Notre approche consiste a augmenterefaution avec le peptidepApar la
création d’'une zone de contact importante. Cetnalslegie trés encombrant induira ainsi
une géne a l'auto-association en fibres.

Les composés C4Tac, C2Tac, C4Quin, C2Cur etfze2A ont été synthétisés par
deux méthodes chimiosélectives, la formation do B¢her d’oxime et la cycloaddition
1,3-dipolaire catalysée par le cuivre I. Pour ctda,synthons ont été fonctionnalisés par
les groupements présentant une réactivité récigreqspécifique, aldéhyde et oxyamine
ou alcyne et azoture. Ces méthodes nous ont pefadséder aux composes deésirés avec
des rendements satisfaisants méme si certainessétigpsynthéses nécessiteraient d'étre
optimisées.

Nous avons évalué les activités inhibitrices de amaposés sur la formation des
fibres du peptide Byo. Pour cela, nous avons réalisé des expériencesucléation et
d’élongation des fibres suivies par la fluoresceteda thioflavine T et par microscopie a
force atomique.

Nous avons montré que tous les assemblages mutumeér inhibent la
fibrillogénese. Parmi eux, les composés C4Tac, €2€uC2AB61 présentent les
meilleures activités avec dessiEstimées inférieures ou égales a 1 uM et inféeear
celle du curcumin, I'un des plus puissant inhibitde la formation des fibres du peptitie
amyloide.

Nous avons montré que cette activité résulte deréaentation multimérique des
composés sur le cyclodécapeptide. En effet, pasrctenposés C4Tac et C4Quin, les
dérivés monomériques de la tacrine ou de la qumaainsi que les cyclodécapeptides ne
sont pas actifs.

Par ailleurs, le composé CRA.»1 est actif alors que le fragmenBA..., élément
de reconnaissance entre les peptjplamyloides, n'empéche pas la formation de fibres. C
composeé présente la meilleure activitésgl€ 70 nM) et peut étre considéré comme un
peptide « briseur de feuillefs» de par la géne induite par 'assemblage.

Enfin, les composés C2Cur sont des inhibiteurs dmau plus efficaces que le
curcumin. Nous pouvons remarquer que la longuedadsaine entre le curcumin et le
cyclodécapeptide a une influence sur I'activité.
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Ces résultats confirment donc que plus linteract@vec le peptide [\ est
importante et optimisée, meilleure sera I'activitiibitrice si elle est associée avec un fort
élément perturbateur a la formation des fibres arfdgk. L'approche que nous avons
développée est donc prometteuse pour concevoiudsants inhibiteurs de la formation
des fibres amyloides.

Pour finir, nous avons évalué l'activité inhibiticdu composé C4Tac sur
I'acétylcholinestérase, autre cible thérapeutiqaelad maladie d’Alzheimer. Nous avons
montré que ce composé est un fort inhibiteur avexiGs, évaluée a 42 nM équivalente a
celle de la tacrine, inhibiteur connu de l'acétylthestérase. La double activité de ce
composé fait de lui potentiellement un meilleur rdgéhérapeutique de la maladie
d’Alzheimer.
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Nos travaux ont consisté, dans un premier tempn@evoir et a caractériser des
molécules modeles des fibres amyloides. Pour oglas avons synthétisé quatre édifices
peptidigues nommés 2Lin, 4Lin, 2Loop et 4Loop pnémet deux ou quatre fragments du
peptide 3 amyloide mutés, linéaires (Lin) ou cyclisés (Lqogdr un chassis décapeptide
cyclique. Le but étant de pré-organiser et de ifacille repliement pour comprendre le
processus de fibrillogénese.

La synthese des précurseurs a été réalisée sedostnanégie mixte sur support solide
et en solution. Les cyclodécapeptides et les fraggnamyloides totalement déprotégés ont
été assemblés par la ligation chimiosélective éthexime. Cette méthode a montré son
efficacité pour la conjugaison de séquences amgoilr le cyclodécapeptide et nous a
permis d’obtenir ces composés avec un minimum p&stale purification.

Des travaux antérieurs, réalisés au laboratoire,nwntré que le composé 4Lin se
replie en boucle de type brjitboucle-brinf pour former des protofilaments constitués de
feuillets B croisés paralléles. Ainsi, les composés 2Lin, Z2i.eb4Loop ont été congus pour
préciser le role de la boucle et des fragments a@iithg$ dans le processus de repliement. Tous
les edifices se structurent en feuilfetinteragissent avec la thioflavine T et le rougago et
forment des protofilaments de 5 & 6 nm de diamétre.

La formation des protofilaments pour les compodéa,LLoop et 4Loop est initiee
immédiatement apres I'ajout de tampon phosphat&aicement au composé 2Lin. A l'aide
de la modélisation moléculaire, nous avons monies dans un premier temps, les fragments
amyloides se replient en boucle pour interagiresatix et créer un coeur hydrophobe. Il s’en
suit alors la formation des feuillets croisés paralleles qui permet I'élongation du
protofilament.

La rapidité de formation des fibres du composé 4ions a permis de développer un
outil de criblage pour I'indentification de moléeslcibles qui inhibent la fibrillogénese.

Par ailleurs, nous avons remarqué que les condiggpéerimentales peuvent modifier
de maniere significative la cinétique et la morjpigie des fibres. Par exemple, l'initiation du
repliement est étroitement liée a la nature des pRsents dans le milieu comme cela a été
montré précédemment pour d'autres peptides amyoibes études préliminaires avec
I'édifice 4Lin ont mis en évidence le rOle partieuement important joué par les anions.
Cependant, leur mécanisme d’action n'est pas oh@ne défini. En effet, ils peuvent
déclencher le repliement, soit pas neutralisatesmaharges du peptide, soit par effet « salting
out » soit par addition concertée des deux phéneméRour définir précisément les
conditions physico-chimiques qui influencent larifibgénése et notamment le rble des ions,
des études plus approfondies pourront étre réalis¢émvantage des modéles que nous avons
développés est de pouvoir réaliser ces expériataes des temps plus raisonnables que pour
le peptide naturel.

Nos travaux ont montré que I'on peut agir de man@ntrolée sur le processus de
fibrillogénese, I'accélérer ou le ralentir. Parfai, nous pourrons stabiliser les conformations
amylogenes intermédiaires et réaliser des étudelal a haute résolution.

Enfin, ces édifices sont des outils tres intérassgour comprendre les modes
d’interactions avec des molécules comme la thigilavl, le rouge congo ou les inhibiteurs
de la formation des fibres.

La deuxieme partie de mes travaux de thése a tér@ssynthétiser des inhibiteurs de
la fibrillogénese par la présentation de plusieamnposés a caractére aromatique et
hydrophobe sur le cyclodécapeptide. Ces moléculet la tacrine, commercialisée comme
inhibiteur de I'acétylcholinestérase, un dérivélalguinacrine qui empéche la conversion du
prion, le curcumin, un des plus puissants inhibbgele la fibrillogénése et le peptid§A o1,
motif de reconnaissance entre les peptlesyloides. Notre approche permet de créer, sur
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une face du cyclodécapeptide, une zone a carabt@h®phobe suffisamment importante
pour interagir avec le peptideBALa polymérisation en fibres sera alors pertureegar la
nature de 'assemblage.

La synthese des assemblages multimériques C4TadacCZ4Quin, C2Cur et CFAs-
21 a été réalisée par deux méthodes chimiosélectfeesiation du lien éther d’oxime et
cycloaddition azoture-alcyne catalysée par le euilr Pour cela, les synthons ont été
fonctionnalisés par les groupements présentant réaetivité réciproque et spécifique
aldéhyde et oxyamine ou azoture et alcyne. Lesidige ont été ensuite effectuées entre les
précurseurs déprotégés. Ces méthodes nous ontspdancéder aux composeés désirés avec
des rendements satisfaisants. Cependant, la fonetfisation des synthons et la ligation des
assemblages se sont avérées, dans certains ¢eatedétlu fait de leur manque de solubilité.
C’est pourquoi certaines voies de synthése devéirg optimisées afin d’obtenir les
assemblages avec de meilleurs rendement globaux.

Nous avons étudié l'activité inhibitrice des moliesusur la formation des fibres du
peptidef amyloide afin de valider I'efficacité de notre apghe. Pour cela, nous avons réalisé
des expériences de polymérisation du peptifle Suivie par la fluorescence de la thioflavine
T et par microscopie a force atomique. Tous lespms@s empéchent la formation des fibres
et les assemblages C4Tac, C2Cur et 324 sont efficaces méme a de faibles ratios avec le
peptide A. Les activés estimées, pour ces derniers, penmeteeles classer parmi les forts
inhibiteurs de la formation des fibres (& 1 uM). Les dérivés monomeériques se sont, quant
a eux, avérés peu efficaces démontrant ainsi I'mapoe de créer une zone d’interaction
significative avec le peptidepA Cependant, une expérience de déstabilisatioisééahvec le
composé C4Quin montre qu’il n’est pas capable dagl&ger les fibres préformées.

D’aprés ces expeériences, certains des assemblagesmnt interférer aussi bien avec la
formation d’oligomeres qu’avec le peptide replié fewillets B. Bien que le mécanisme
d’action des inhibiteurs reste a définir, il résulprobablement d’interactions de nature
hydrophobe avec le peptidgg Aassociés a une géne stérique qui empéche la padatién ou
a un effet des résidus arginines sur le repliement.

Ces travaux ont permis de montrer I'efficacité dére approche pour interférer avec
'auto-association des peptides amyloides. Cellestitrés prometteuse pour concevoir de
puissants inhibiteurs de la formation des fibreglaides.

Nous savons que la présentation des moléculeg syclodécapeptide (longueur de la
chaine, point d’'ancrage) peut influencer de faggnificative I'activité. Pour les assemblages
C2Cur, nous avons cong¢u un synthon avec un poamcdgage situé sur la partie centrale de la
molécule de facon a préserver les noyaux phéndiglieserait intéressant de réaliser la
ligation sur le cyclodécapeptide et d’évaluer sotivaé. De plus, nous pourrons tester la
capacité des assemblages a déstabiliser les fdomases.

Dans le cas particulier de la maladie d’Alzheinfapproche qui semble actuellement
la plus prometteuse consiste a cibler plusieursgasus pathogenes par une méme molécule.
Nous avons montré que le composé C4Tac répond @itéee de par sa double activité
inhibitrice des fibres amyloides et de I'acétylchestérase. Il serait alors nécessaire de
fonctionnaliser cet assemblage avec des vecteurpagmettront son passage a travers la
barriére hémato-encéphalique (acide docosahexaénoiy

Cependant, la mise en évidence d’une activité itriib de la formation des fibres
doit étre nécessairement accompagnée d'un effebpmiecteur. C’est dans cette optique
que certaines de ces molécules sont actuellemahié®s contre la toxicité des peptidgs A

Enfin, 'approche que nous avons développée pedirgerférer de maniére efficace
avec la fibrillogénése. Il serait donc logique dgposer que ce type de molécule serait
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également actif pour lutter contre d’autres prasimmylogenes qui ont en commun ce
processus de formation des fibres. Par conséqueus, pourrions évaluer I'activité inhibitrice
de ces molécules sur la fibrillogénese d’autresémes amyloides comme la transthyrétine,
'amyline ou le lysozyme.

Pour conclure, ces travaux apportent une nouvpleoghe prometteuse pour étudier

le processus de repliement des protéines et psptaeyloides et pour construire des
inhibiteurs encore plus performants.

- 137 -






PARTIE EXPERIMENALE

- 139 -






Conception de modéles de fibres amyloides et d'itthits de la fibrillogénése Partie Expérimentale

|. Protocole de synthese

La partie expérimentale du manuscrit est décriteaeglais afin de permettre son
utilisation par tous les utilisateurs du laborapiy compris les collaborateurs étrangers. Il
constitue par ailleurs un outil pour la rédacti@s gublications relatant nos travaux.

I.1.  Materials and equipments

[.1.1. Reagents and solvents

Protected amino acids were obtained from Activo (ambridge, UK), Bachem
Biochimie SARL (Voisins-les-Bretonneux, France)aitce Biochem SA (Meudon, France),
Merck Eurolab (Fontenay-sous-Bois, France) or @alem-Novabiochem (Merck
Biosciences — VWR, Limonest, France). PyBOWas purchased from Calbiochem-
Novabiochem. Fmoc-Gly-SASRfN was obtained from Bachem Biochimie SARL, 2-
chlorotritylchloridé® resin from Advanced ChemTech Europe and Nov&Sy@ Sieber resin
from Calbiochem-Novabiochem. Other reagents andestd were obtained from Aldrich
(Saint-Quentin Fallavier, France) and Acros (Ndesysrand, France).

.1.2. RP-HPLC

RP-HPLC analyses and RP-HPLC purifications weréopered on Waters equipment
consisting of a Waters 600E controller, a Watei&72Bual absorbance detector and a Waters
In-Line Degasser. The analytical column used wasNhcleosif C18, particles size 3 pm,
pore size 120 A, 30 x 4 nfrvas operated at 1.3 mL.miwith linear gradiant programs in 15
min run time.

For RP-HPLC purifications three columns were used:
- preparative Delta-PaK, C18 particles size 15 um, pore size 300 A, 2@5xnnf,
was operated at 22 mL.miwith linear gradient programs in 30 min run time;
- semi preparative Nucleo8ilL00-7, C18 particles size 7 pm, pore size 10058),210
mn?, was operated at 5 mL.mtwith linear gradient programs in 30 min run time;
- semi preparative DiscovetyBIO Wide Pore, C5 particles size jih, pore size

300 A, 25 cm x 10 mm, was operated at 5 mL-iith linear gradient programs in

30 min run time.

UV monitoring was performed most of the time at 204 and 250 nm. Solvent A consisting
of H,O containing 0.1 % TFA and solvent B of N containing 9.9 % O and 0.1 %
TFA. Water was of Milli-Q quality and was obtainafier filtration of distilled water through
a Milli-Q® cartridge system. GY&N and TFA were of HPLC use quality.

[.1.3. NMR and mass spectrometry

NMR spectra were recorded on BRUKER Avance 300 &fid 500 Varian
spectrometers. Chemical shifts are expressed ingphcalculated taking the solvent peak as
an internal reference. Coupling constants are irahtt signals are described using the usual
abbreviations: br. (broad), s (singlet), d (doubldd (double doublet), t (triplet), g (quartet),
m (multiplet)...

Electron spray ionization (ESI-MS) mass spectraevadatained on an Esquire 3000 (Bruker).
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Compound C4Tac0 was dissolved in a mixture of 95% H20 and 5PO to a final
concentration of 1 mM at 25 °C. A set of two dimiensl spectra, including TOCS¥®
DQFCOSY?"® and NOESY*" spectra, were acquired with a 1.5 s steady-sea@very time
and mixing timestM) of 60 ms for TOCSY and 250 ms for NOESY. Watgrmession was
achieved by appending an excitation-sculpting meduto the nonselective detection pulse
and with selective Gaussian shaped pulses of 3Aoguisitions were performed over a
spectral width of 10 ppm in both dimensions, witmatrix size of 1024-2048 data points in
t2 and 256-512 points itl, and 32-128 scan$/ All spectra were referenced with external
TSPd4. Data processing and analysis were performedyusatix (version 2001, Accelrys,
CA).

[.2.  General procedures for the syntheses of peptides

I.2.1.  Syntheses of linear protected peptides by SPPS

Assembly of linear protected peptides was performadually by solid-phase peptide
synthesis (SPPS) using the standard 9-fluorenylmgtarbonyl/tertiobutyl (Fmot/Bu)
protection strategy. Device consisted in a glaastren vessel fitted with a sintered glass frit.
The latter allowed elimination of excess reagents$ solvents under compressed air. Before
use, the vessel was treated for 4 hr with {G5ICl, as lubricant to prevent resin beads from
sticking to the glass inner wall during the syntbel was then carefully washed with &,
until complete acid trace clearance. At the begignof the synthesis and after each ether
washing, the resin was washed and swollen with D@ 20 mL.g" resin x 15 min) and
DMF (1x20 mL.g" resin x 15 min).

Coupling reactions were performed using, relativahe resin loading, 2 eq. of*N
Fmoc-protected amino acid in situ activated witagg PyBOP and 3-4 eq. DIPEA in DMF
(10mL.g* resin) for 30 min. The resin was then washed \BMF (4x10mL.g" resin x 1
min) and DCM (2x10 mL.g resin x 1 min). TNBS tests were performed to chéuk
completeness of amino acid coupling reaction.

TNBS test required:

- a solution of 1 % trinitrobenzenesulfonic acidN@S) in DMF,;

- a solution of DIEPA/DMF (1/9).

Four drops of each solution were added to a smalhtty of resin beads in a tube. The
mixture was left at r.t. for 1 min. Remaining oedr amino functions resulted in a bright
orange-red coloration of the resin beads (postagé.

N*-Fmoc-protecting groups were removed by treatmeifit piperidine/DMF (1/4) (10
mL.g* resin x 5, 10, 10 min) and the resin was furthashed with DMF (5x20 mL-gresin
x 1 min). The completeness of deprotection was ldetby UV measurement. Indeed, Fmoc
groups releasing afforded dibenzofulvene whose @ddith piperidine absorbs light in the
UV range § = 299 nm,e = 7800 M*. cm?). Cleavage and washing solutions were thus
together collected and the volume of the solutias wdjusted to a known value (V) with
MeOH. Absorbance of this solution at 299 nm gawe ihmber of Fmoc protecting groups
released from the cleavage according to the Bestbest relation: Anoc = Azgonm V/€200nml
(I: length of optical path). This method was comigarsed for the following of SPPS and to
determine, in an indirect manner, the loading efrisin.

228 Hwang, T. L.; Shaka, A. J. Water suppression thake: Excitation sculpting using arbitrary waveferand
pulsed field gradientd,. Magn. Resorl995 112, 275-279.
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Automated syntheses of peptide are performed ontB&ntheizer (Advance Chem
Tech) or on ABI 433 Al Synthesizer (Applied Biosymsis), on the “plateau synthese” of
NanoBio, using standard solid phase methods.

[.2.2.  Cleavage of the resin

SASRIN® or 2-chlorotrytritylchlorid€ resins were washed with DCM (3x20 mt.g
resin x 1 min.) and were treated with a solutionT6A/DCM 1/99 during 3x10 min. The
combined washings were concentrated under reduceskyre and the crude peptide was
obtained by precipitation with diethyl ether.

Molecular weights of compounds were calculated BA Falts (one TFA (114 g.md) by
free amine).

[.2.3.  Cyclization reaction of linear peptides in solution

C- andN-termini deprotected linear peptides were dissolive®MF (0.5 mmol.%)
and the PH of solution was adjusted to 8-9 by amtdibf DIPEA. PyBOP (1.2 eq.) was added
and the solution is stirred at r.t. for at leastrl The solvent was removed under reduced
pressure and the crude peptide was obtained bipgedion and washing with diethyl ether.

1.2.4.  Cleavage of Dde protecting group

Dde cleavage reaction was performed using a salutid?2 % of hydrazine in DMF.
The mixture was stirred at r.t. for 2 hr. The salveas removed under reduced pressure and
the crude peptide was obtained by precipitationvaashing with diethyl ether.
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[.3.  Syntheses of models

[.3.1.  Syntheses of cyclic decapeptides

H-R(Pmc)-K(Dde)-R(Pmc)-P-G-R(Pmc)-K(Dde)-R(Pmc)-P-GaH

1

Yield: 61 % (566 mg, 2.08.10
mol)
RP-HPLC: RT = 11.3 min (G,

- )
The linear decapeptidé was assembled on Fmoc-Gly-Sa8r Zé4m?r?)d 250 nm, 40-100 % B fn
resin (500 mg, 0.69 mmol'y using the procedure 1.2.1. Th?\/ls (ESI-MS, positive mode)
peptide was released from the resin following protd.2.2. The Hi0N2O ’Sp ’
free linear protected peptide was obtained as a white solig” 1202?992731] mel
powder after precipitation and washing in diethylee. The crude Mca'°d: 2599 3 g mol
materiall was used without additional purification. o° T
c[-R(Pmc)-K(Dde)-R(Pmc)-P-G-R(Pmc)-K(Dde)-R(Pmc)-Rs-] 2
qde . . . .
Yield: Quantitative (412 md,
G K P
LRy 1.59.10" mol)
Reme | Pme RP-HPLC: RT = 16.7 min (G,
Pme  Pme 214 and 250 nm, 40-100 % B |n
— . . . 15 min)
The cyclization reaction was carried out as desdriim protocol o _
.2.3 using the crude linear peptide(415 mg, 1.59.16 mol). E:/IS&_'(E?\: I\/IOS,Sposmve modg:
The crude produc2 was obtained as a white solid powder artﬁﬁl:a|cd1§82é%12.%4g.mo1
precipitation and washing in diethyl ether. Meg = 2581.4 g.mol
c[-R(Pmc)-K-R(Pmc)-P-G-R(Pmc)-K-R(Pmc)-P-G-] 3
S K F Yield: 76 % (272 mg, 1.21.10
P |k L& mol)
JPme T pme RP-HPLC: RT = 10.1 min (G,
" 214 and 250 nm, 40-100 % B jn
. — 15 min)
Dde protecting groups were removed from the cypbptide2 ) G
(412 mg, 1.59.16 mol) using the protocol 1.2.4. The cru:i%:/ll?d_'(lfiz%i’sfosmve mode)

product3 was obtained as a white solid powder after preatipi
and washing in diethyl ether.

Meaica = 2253.1 g.mot
Mey = 2253.6 g.mot
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c[-R(Pmc)-K(BocS¢Bu))-R(Pmc)-P-G-R(Pmc)-K(BocS{Bu))- 4
R(Pmc)-P-G-] =
u ﬁBu
oo B0 Yield: 73 % (242 mg, 8.83.10
% mol)
SR K\R//P RP-HPLC: RT = 17.3 min (G,
P R#K\R é 214 and 250 nm, 40-100 % B jn
P‘ Pmc Pr‘n:mc 15 m|n)
: m . : MS (ESI-MS, positive mode)
To a solution of compound (272 mg, 1.21.16 mol) in DMF CyadHo0N26050S
(0.01 mol.™Y), were added Boc-Sé¢Bu)-OH (95 mg, 3.63.10 Moaes = 2739.4 g.mol
mol), PyBOP (189 mg, 3.63.10mol) and DIPEA to adjust theMex = 2739.8 g.mal
pH to 8-9. The reaction was stirred for 1 hr at amd then P
concentrated under reduced pressure. The crudeigirddwas
obtained as a white solid powder after precipitagmd washing
in diethyl ether.
c[-R-K(S)-R-P-G-R-K(S)-R-P-G-] 5
o[ Yield: 80 % (145 mg, 7.08.10
H,N oY M, mol)
G & K____p RP-HPLC: RT = 4.9 min (Gs,
s R R/ 214 and 250 nm, 5-100 % B |n
~,—K—~,—6C .
R R 15 min)
Boc, tBu and Pmc protecting groups were removed from t%ISH(ESl '\OAS positive mode)
peptide 4 (242 mg, 8.83.10 mol) using a solution of 56| 302 1362 8 g.md}
TFA/TIS/H,O 95/2.5/2.5 Precipitation and work-up dieth IM:‘;’:C_ 1362.5 g.mol
ether afforded peptide as white solid powder. P
c[-R-K(CO-CHO)-R-P-G-R-K(CO-CHO)-R-P-G-] 6
(o]
0 o\?)LH Yield: 61 % (21 mg, 1.19.10
" o
mol)
SR~ RP-HPLC: RT = 5.0 min (G,
P~ —K~p—C 214 and 250 nm, 5-100 % B |n

To a solution of compoundd (5 mg, 2.44.18 mol)
H,O/CH,CN (1/1) (0.01 mol.})) was added NalQ (10 mg,
4.88.10° mol). The reaction was stirred for 20 min at and
purified by RP-HPLC (5-100 % B in 30 min). This penlure was
done 8 times to afford compoufidas a white powder.

15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)
Cs4Hg2N24014

Meaca= 1300.7 g.mot

Mexp= 1300.4 gmo’l
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H-K(Dde)-R(Pmc)-K(Dde)-P-G-K(Dde)-R(Pmc)-K(Dde)-P-GoH

7

D‘de D‘de PT’]C
H*K\R/K\P/G\ /R\K/P\

D‘de D‘de

‘ G—OH
Pmc

mol)

RP-HPLC RT = 8.2 min (Gg,
214 and 250 nm, 40-100 % B
15 min)

The linear decapeptidé was automatically assemble8@4@ Q
peptide synthesizer) on Fmoc-Gly-Sastiresin (500 mg, 0.6

peptide7 was obtained as a white solid powder after preatipin

without additional purification.

mmol.gl) using the procedure 1.2.1. The peptide was sel®
from the resin following protocol 1.2.2. The fréaedar protected

and washing in diethyl ether. The crude materialvas used

MS (ESI-MS, positive mode)
C118H178N2002582
) M caica = 2340.9 g.mot

iaMexp =2340.3 gmo’l

Yield: 62 % (530 mg, 2.16.10

n

c[-K(Dde)-R(Pmc)-K(Dde)-P-G-K(Dde)-R(Pmc)-K(Dde)-P&-]

8

The cyclization reaction was carried out as desdriin protocol
1.2.3 using the crude linear peptide(530 mg, 2.16.16 mol).
The crude produd® was obtained as a white solid powder a

precipitation and washing in diethyl ether.

Yield: 93 % (469 mg, 2.02.10

mol)

RP-HPLC: RT = 11.1 min (G,
214 and 250 nm, 40-100 % B
15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)
CradH176N20024S,

M aca = 2322.9 g.mot

&, = 2322.5 g.mat

n

c[-K-R(Pmc)-K-P-G-K-R(Pmc)-K-P-G-]

9

K K
G/ \R/

/_«

P/ \RJ/
‘Pmc

Pmc

\P
K\G/

Dde protecting groups were removed from the cypbptide8
(469 mg, 2.02.16 mol) using the protocol 1.2.4. The cru
product9 was obtained as a white solid powder after preatipn
and washing in diethyl ether.

d

Yield: Quantitative (336 mg
2.02.10" mol)

RP-HPLC: RT = 9.8 min (G,
214 and 250 nm, 5-100 % B
15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)
CrgH12eN20016S,

®1caca = 1664.9 g.mot

Mexp= 1665.6 gmo’l

n
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c[-K(BocS(Bu))-R(Pmc)-K(BocS¢Bu))-P-G-K(BocS¢Bu))-R(Pmc)-
K(BocS(Bu))-P-G-]

10

tBu

tPU Boc—g
Boc—S

tBu
Boc—S tBu

Boc—S

Yield: Quantitative (32 mg
1.20.10° mol)

RP-HPLC: RT = 17.4 min (G,
214 and 250 nm, 5-100 % B
15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)

To a solution of compoun® (20 mg, 1.20.1® mol) in DMF
(0.01 mol.L"), were added Boc-S¢Bu)-OH (14 mg, 5.28.18
mol), PyBOP (28 mg, 5.28.Famol) and DIPEA to adjust the p
to 8-9. The reaction was stirred for 1 hr at r.ndathen
concentrated under reduced pressure. The crudeigrb@ was

obtained as a white solid powder after precipitagmd washing

in diethyl ether.

C126|_|212N24O3282
M caca = 2639.4 g.mot

HMeXp: 2638.9 g.mot

c[-K(CO-CHO)-R-K(CO-CHO)-P-G-K(CO-CHO)-R-K(CO-CHO)-

P-G-] 11
o 0 Yield: 21 % (4.1 mg, 2.59.10
if oH 20 N w @ mol)
H X H RP-HPLC: RT = 5.4 min (G,
KK 214 and 250 nm, 5-100 % B
/G gy ya 15 min)
N ¢

Boc, tBu and Pmc protecting groups were removed from
peptide 10 (32 mg, 1.20.1® mol) using a solution o
TFA/TIS/H,O 95/2.5/2.5 Precipitation and work-up dieth
ether afforded peptide (26 mg, 1.21°1fol) as white solio
powder. To a solution of peptide (5.2 mg, 2.46.1@0l) in
H,O/CHCN (1/1) (0.01 mol.lY) was added Nal (20 mg,
9.61.10° mol). The reaction was stirred for 20 min at ahd
purified by RP-HPLC (5-100 % B in 30 min). This pemlure was

fMex, = 1356.6 ; miz : [M+4kD
JHH]" = 1429.6

done 5 times to afford compoudd as a white powder

MS (ESI-MS, positive mode)
C58H92N20018
¥€,.4= 1356.6 g.mol
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1.3.2.  Syntheses of Bfragments

2-(1-ethoxyethylideneaminooxy)acetic acid 12
\q _O>\—OH Yield: 81 % (4.19 g

)=N-o 2.60.10% mol)
'H NMR (300 MHz,

To a stirred solution of iodoacetic acid (6 g, 3122 mol) in water (25 CDCly) : i
mL) at 0°C was added aqueous NaOH (2.5 mL, 40 % wi'he resulting 8 1.27 (t, 3H, J = 7.2 H
solution was allowed to heat to r.t., and etNyhydroxyacetimidate (4 g,ﬁfct@’ 2.04 (s, 3H
3.88.10° mol) was added followed by aqueous NaOH (2.5 ml,% CH;-C=C), 4.01 (q, 2H
w/w) and water (25 mL) (pH of solution 12). After stirring at 80 °C J = 7.1 Hz, CHCH,),
overnight and cooling to r.t., water was added if@8Q and the aqueous4'i18 (s, 2H, O-Ch
mixture was washed with GBI, (3x50 mL). The water phase Wag_o)

brought to pH = 2-3 with a 1 M hydrochloride sotuti The acidified
water phase was then extracted withkCEand AcOEt, and the combined

organic phases was washed with brine, dried ovepS@a and

concentrated in vacuum, providing compouriths colourless oil.

H-G-G-C(Trt)-K(Boc)-L-V-F-Y(Trt)-A-K(Boc)-D( tBu)-K(Boc)-X-N(Trt)-G-A-1-I-G-L-
M-V-G-C(Trt)-on resin =

1‘—“ B‘u‘ l?oc 1""
H—G. _C._ _L F AL Do X, _K___A I Lo Vo /CO
Me.Me I G i i G N N I Vi
X1=G-S@™""pro) \ R N

Boc Trt Boc Boc Trt

The linear peptidd.3 was assembled automatically (ABI 433 Al

Peptide synthesizer) on NovaSymG Sieber resin (300 mg, 0.1RP-HPLC: RT = 9.0 min (G,
mmol.g") using the general procedure 1.2.1. Double cogpliere| 214 and 250 nm, 5-100 % B
realized for amino acids™to 8", 10 and 12 to 14. Sample of resiA5 min)

13 was treated by TFAAD/TIS/DODT (92/2/2/2) solution MS (ESI-MS, positive mode)

affording free peptide for analysis. C116H194N32031S3
Meaca = 2627.4 g.mot

Mexp= 2628.6 ng}

(CH3CH»-O(CH3)C=NOCH,-C0)-G-G-C(Trt)-K(Boc)-L-V-F-Y(Trt)-A-K(Boc)-D( tBu)- 14
K(Boc)-X1-N(Trt)-G-A-I-1-G-L-M-V-G-C(Trt)-on resin =
> o Trt But l?oc 'I"rt
Q_ o e, /(‘:\ L _F _A_ /I‘D\ X Ko AL L. V. _C
X1 = G-S(™M*Mpro) )N S S S N Vi O
Boc Trt  Boc Boc Tit

Peptide on resid3 (5.70.10 mol) was solved in 10 mL of DMFRP-HPLC: RT = 8.9 min (G,
and adjusted with DIEPA to pH 89. 2-(1214 and 250 nm, 5-100 % B
ethoxyethylideneaminooxy)acetic aci® (18 mg, 1.11.16 mol) | 15 min)

and PyBOP (60 mg, 1.11.t@nol) was added to the resin solutigiVS (ESI-MS, positive mode)
The mixture was stirred for 1 hr at r.t. atilen the resin wasCiigtioMNaOnSs
washed with DMF (4x10mL) and DCM (4x10 mLyhis | Meaca= 2700.4 g.mot
procedure was realised two times affording pepfideon resin. Mexp= 2701.7 g.mol

Sample of resid4 was treated by TFAAD/TIS/DODT (92/2/2/2)

solution affording free peptide for analysis.
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(CH3-CH,-O(CH3)C=NOCH,-CO)-G-G-C-K(Boc)-L-V-F-Y(Trt)-A-K(Boc)-D( tBu)-

K(Boc)-X1-N(Trt)-G-A-I-1-G-L-M-V-G-C-on resin

0C

T Ko A Lo Vo /CO
\N\ A R VI g

XK. K Yo Vo K36 ¢
Fho A P E e e o o

Boc‘ Boc Tt Boc
Bu

X1 = G-S@"*"pro)

(e}

<

Peptide on resif4 (5.70.1C° mol) was solved with 10 mL of DM
and iodine (288 mg, 1.13.f0mol) was added. The mixture w
stirred 2 hr at r.t andhen the resin was washed with DN
(4x10mL) and DCM (4x10 mLaffording peptidel5 on resin.

Sample of resinl5 was treated by TFAAD/TIS (95/2.5/2.5
solution affording free peptide for analysis.

FRP-HPLC: RT = 8.3 min (G,
a214 and 250 nm, 5-100 % B
NES min)

MS (ESI-MS, positive mode)

C118H195N330535;

M aica = 2698.4 g.mal

Mexp= 2699.1 ng:}

H.NOCH,-CO-G-G-C-K-L-V-F-Y-A-K-D-K-G-S-N-G-A-I-I-G-L-M-V-
G-C-NH,

16

K AL L V. __C-NH
’Tl G \l/ \G/ \M \G 2

S\G/K\D/ K\A/Y\F/V\L/K\

o

c/G\GJK/o\NH

2

Yield: 8 % (15.1 mg, 4.62.10
mol)

RP-HPLC: RT = 8.3 min (G,
214 and 250 nm, 5-100 % B
15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)
Cr18H105N330335;

The peptidel6 was released from the resib (5.70.10 mol)
using 10 mL cleavage solution of TFABITIS (95/2.5/2.5). Thg¢
mixture was stirred for 2 hr at r.t then 10 eq.NHi;l (82 mg,
5.70.10" mol) was added and the mixture was stirred for0.

Maca = 2698.4 g.mot
2 Mexp= 2699.1 ng:}

The crude free peptide6 was obtained as a solid powder (142 mg,

4.34.10° mol). The peptide was then purified by RP-HPLC §Q

1

5-100 % B in 30 min).

HzNO-CH,-CO-K-L-V-F-Y-A-K-D-K-G-S-N-G-A-I-I-G-L-M-V-G-

NH, | 17

o

O AR VY K KL S.
2

Vo L | AL K
HN-GT M7 6T N N6

The peptidel 7 was synthesized as previously describéd.
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1.3.3.  Syntheses of models

2loop (G-G-C-K-L-V-F-Y-A-K-D-K-G-S-N-G-A-I-I-G-L-M-  V-G- 18
C-NH,), 18
SNS K Yield: 39 % (1.7 mg, 2.06.10
L mol)
KA RP-HPLC: RT = 9.0 min (Gs,
A 214 and 250 nm, 5-100 % B |n
N 15 min)
Nd LR MS (ESI-MS, positive mode)
cje EHZ G’G " Cao0H478N 9007855
% . Mcaca = 6665.9 g.mot
d O\‘N Mexp = 6665.4 g.mc‘ﬂ
G\R K\R/P
P/\R/K\R/G/
The pure peptide§ (0.92 mg, 5.24.10 mol) and16 (3.8 mg,
1.16.10° mol) were dissolved in 50 puL of DMSO. The reactjon
mixture was stirred for 9 hr at 40°C. The produeswpurified by
RP-HPLC (C18, 10-100 % B in 30 min) affording compd 18
as a white powder.
2Lin (K-L-V-F-Y-A-K-D-K-G-S-N-G-A-I-I-G-L-M-V-G-NH ), 19
o S Yield: 42 % (3.5 mg, 4.73.10
S\G /-\/G K/G A\| mOl)
<) P (G RP-HPLC: RT = 8.7 min (G,
< EoA 214 and 250 nm, 5-100 % B |n
T 15 min)
R MS (ESI-MS, positive mode)
'S S CorHa50N82070S,
T M aica = 6029.2 g.mot
1o Mexp = 6028.0 g.mot
G \R//P

The pure peptide§ (2 mg, 1.13.18 mol) and17 (7 mg, 2.37.18
mol) were dissolved in 150 uL of DMSO. The reactmixture
was stirred for 7 hr at 40°C. The product was prdifby RP-
HPLC (C18, 10-100 % B in 30 min) affording compouiflas a
white powder.
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4loop (G-G-C-K-L-V-F-Y-A-K-D-K-G-S-N-G-A-I-I-G-L-M-  V-G-
20
C-NH,), 20
/S*N\ /S*V\k
SN Sd S Yield: 28 % (1 mg, 7.07.1%
IS ST mo) .
IS TETES RP-HPLC: RT = 10.2 min (G,
A F LR L Y 214 and 250 nm, 5-100 % B
O T e 15 min)
\ Mi Loyon) Y
O AT A S MS (ESI-MS, positive mode)
LI \G ﬁH \G EH 4 N
S R CsaoHgeaN15:0146512
d o

The purepeptidesl] (0.4 mg, 2.52.10 mol) and16 (8.8 mg,
2.69.10° mol) were dissolved in 60 uL of DMSO. The react

n

Mecaca= 12086.5 g.mol
Mexp = 12084.6 g.mol

on
mixture was stirred for 32 hr at 40°C. The prodweis purified
by RP-HPLC (C18, 10-100 % B in 30 min) affordingvqmound
20 as a white powder.
(K-L-V-F-Y-A-K-D-K-G-S-N-G-A-I-I-G-L-M-V-G-  NH,), 21
/N*K\ /N*K\

Nk S B S B NTK

S/ \G /G A\ /G A\ S\ ,G

\G A/ K /I K /I S A\

KD I/' |<D I:G |<D I:G K:D |<|

}< \G /A L\ /A L\ K\ ,G

Al MY M A

/N F V FV M M

Y\F v/M Vi \G\ Vi \(\; :F Vi

V/ \G LoNH L e, v, 9

N ! K K /L NH,

The peptide21 was synthesized as previously descriéd.
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I.4.  Syntheses of inhibitors

1.4.1.  Syntheses of cyclic decapeptides

c[-K(CO-CHO)-R-K(CO-CHO)-P-G-K(CO-CHO)-R-K(CO-CHO)- P-G-] |

The compoun@2 was synthesized as previously described.

c[-K(COO-CH »-C=CH)-R-K(COO-CH ,-C=CH)-P-G-K(COO-CH ,-
C=CH)-R-K(COO-CH ,-C=CH)-P-G-]

23

The peptided (38 mg, 1.79.10 mol) was dissolved in a mixtur
of pyridine/DMF (1/1) (0.01 mol.\). The solution was cooled f
0°C and propargyloxycarbonyl chloride (0.025 mI55210*mol)
was added. The resultant solution was stirred far at r.t. and
then concentrated under reduced pressure. The pradact was
obtained as a white solid powder after precipitagmd washing
in diethyl ether. The crude product (25 mg, 1.25.0@l) was
dissolved in a solution of TFA4® (9/1) (0.01 mol.L). After 2
hr, the reaction was concentrated under reducessynre and the
crude product was precipitated and washed withhdlietther.
The product was purified by RP-HPLC (C18, 5-100 %nB30
min) affording compoun@3 as a white powder.

11%4

Yield: 56 % (17 mg, 1.01.10
mol)

RP-HPLC: RT = 7.4 min (G,
214 and 250 nm, 5-100 % B
15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)
Ce6H100N20018

Meaica = 1460.7 g.mot

&M = 1460.7 g.m}
(0}
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c[-R-K(COO-CH ,-C=CH)-R-P-G-R-K(COO-CH ,-C=CH)-R-P-G-]

2ﬁ1

G
/ R

P\R/K\R/

Yield: 81 % (6 mg, 3.31.10
mol)

RP-HPLC: RT = 6.47 min (G,
214 and 250 nm, 5-100 % B
15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)
CsgHoeN24014

Meaca= 1352.7 g.mot

The peptide3 (9.2 mg, 4.08.10 mol) was dissolved in a mixtur
of pyridine/DMF (1/1) (0.01 mol.t). The solution was cooled 1
0°C and propargyloxycarbonyl chloride (0.012 mI22110°mol)
was added. The resultant solution was stirred for &t r.t. and
then concentrated under reduced pressure. The prodeact was
obtained as a white solid powder after precipitagmd washing
in diethyl ether. The crude product (9 mg, 3.76.100l) was
dissolved in a solution of TFAA®D (9/1) (0.01 mol.L}). After 2
hr, the reaction was concentrated under reduceshynre and the
crude product was precipitated and washed withhgietther.
The product was purified by RP-HPLC (C18, 5-100 %nBE30

eMexp =1352.3 gmo’l
(0]

Y%

min) affording compoun@4 as a white powder.

c[-R-K(CO-CH -CH-C=CH)-R-P-G-R-K(CO-CH ,-CH,-C=CH)-R-
P-G-]

25

To a solution of compound (100 mg, 4.43.10 mol) in DMF
(0.01 mol.LY), were added 4-pentynoic acid (10 mg, 1.0%.
mol), PyBOP (51 mg, 9.81.famol) and DIPEA to adjust the p
to 8-9. The reaction was stirred for 4 hr at r.hdathen
concentrated under reduced pressure. The crudeugiradas
dissolved in a solution of TFAA®D (9/1) (0.01 mol.L}). After 2
hr, the reaction was concentrated under reducessynre and the
crude product was precipitated and washed withhglie¢ther
affording compoun@5 as a white powder.

h@/lexp: 1348.6 g.mot

11%4

Yield: 96 % (77 mg, 4.26.10
mol)

RP-HPLC: RT = 6.5 min (G,
214 and 250 nm, 5-100 % B
15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)
CeoH100N24012

Mcaca = 1348.8 g.mot
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H-A-R(Pmc)-K(Dde)-P-G-A-R(Pmc)-A-P-GOH

The linear decapeptid26 was automatically assemble84@ Q
peptide synthesizer) on Fmoc-Gly-Sastiresin (500 mg, 0.6

peptide 26 was obtained as a white solid powder a

precipitation and washing in diethyl ether. Thederumateria6
was used without additional purification.

D)
mmol.g") using the procedure 1.2.1. The peptide was retka
from the resin following protocol 1.2.2. The fradadar protected

26

Yield: 70 % (409 mg, 2.44.10
mol)

RP-HPLC: RT = 10.37 min

(Cis, 214 and 250 nm, 5-100
B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)
TroH12N1016S,

M aca= 1675.8 g.mot

& .o = 1675.6 g.mol

c[-A-R(Pmc)-K(Dde)-P-G-A-R(Pmc)-A-P-G-]

27

de

-A A
G \R/ ~_

P
P// K\ R#A\G/
Pmc
Pmc

The cyclization reaction was carried out as desdriin protocol
1.2.3 using the crude linear pepti@é (409 mg, 2.44.16 mol).
The crude produ@7 was obtained as a white solid powder a
precipitation and washing in diethyl ether.

=

Yield: Quantitative (400 md

2.41.10" mol)

RP-HPLC: RT = 11.7 min (G,
214 and 250 nm, 5-100 % B
15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)
CroH11N17015S,

f caca= 1657.8 g.mot

Mexp = 1658.3 g.mot

n

c[-A-R(Pmc)-K-P-G-A-R(Pmc)-A-P-G-]

28

A A
G/ \R/ ~

P
P//K\RJ/ A\G/

| Pmc
Pmc

Dde protecting groups were removed from the cygdiptide27
(400 mg, 2.41.16 mol) using the protocol 1.2.4. The cru
product 28 was obtained as a white solid powder a
precipitation and washing in diethyl ether.

-

Yield: 91 % (329 mg, 2.20.10

mol)

RP-HPLC: RT = 10.7 min (G,
214 and 250 nm, 5-100 % B
15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)

%GQH 107N 1701682

f caca= 1493.7 g.met
Mexp= 1494.5 gmo’l

n
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c[-A-R(Pmc)-K(COO-CH ,-C=CH)-P-G-A-R(Pmc)-A-P-G-]

29

Lo

>
o

G //A\\R///A\\\

/ /S
P———— Ra”A~‘~G

The peptide28 (90 mg, 6.02.18 mol) was dissolved in a mixtur
of pyridine/DMF (1/1) (0.01 mol.t). The solution was cooled 1
0°C and propargyloxycarbonyl chloride (0.060 mLP2610*
mol) was added. The resultant solution was stifoed. hr at r.t.
and then concentrated under reduced pressure.riliie product
was obtained as a white solid powder after presipi and
washing in diethyl ether. The crude product wasalised in &
solution of TFA/HO (9/1) (0.01 mol.[}). After 2 hr, the reactiol
was concentrated under reduced pressure and tbe product
was precipitated and washed with diethyl ether. pioeluct was
purified by RP-HPLC (C18, 5-100 % B in 30 min) affing
compounc?9 as a white powder.

Yield: 27 % (21 mg, 1.65.10
mol)

RP-HPLC: RT = 5.9 min (Gg,
214 and 250 nm, 5-100 % B
15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)

eC45H73N 17012
Meaca= 1043.5 g.mot

Mexp =1043.3 gmo’l

n

Azidoacetic acid

30

o
NENEN\/l]\
OH

A solution of bromoacetic acid (1.09 g, 7.8410l) and Nal
(1.08 g, 1.66.18 mol) in HLO/DMSO (1/1) was stirred at r.
overnight. The pH is adjusted to 2.5 with concaettddCl before
extraction with ACOEt. The organic phase was sepdravashec
with a saturated aqueous solution of NaCl, driedl @ncentratec
to give compoun@0 as viscous oil.

)

t Mcaica= 101.0 g.mot

Yield: 76 % (0.602 g, 5.96.10
mol)
MS (ESI-MS, negative mode)

Mexp = 100.9 g.mot

'H NMR (300 MHz, CDCl3)
5 3.89 (s, 2H, H-2)

3C NMR (75 MHz, CDCl5)

§50.1 (C-2), 171.0 (C-1)

c[-R-K(CO-CH ,-N3)-R-P-G-R-K(CO-CH ,-N3)-R-P-G-]

31

O, .
. o N=N=N
N=N=N
G K P
L

PN~

To a solution of compound (182 mg, 8.07.10 mol) in DMF
(0.01 mol.L"), were added compour8D (18 mg, 1.78.18 mol),
PyBOP (93 mg, 1.78.10mol) and DIPEA to adjust the pH to
9. The reaction was stirred for 2 hr at r.t. aneintltoncentrate
under reduced pressure. The crude product washiBssin a
solution of TFA/HO (9/1) (0.01 mol.[}). After 2 hr, the reactiol
was concentrated under reduced pressure and tbe product
was precipitated and washed with diethyl ether. pioeluct was
purified by RP-HPLC (C18, 5-100 % B in 30 min) affing
compound31 as a white powder.

)

N

31\/|exp =1354.4 gmo’l

Yield: 18 % (26 mg, 1.43.10
mol)

RP-HPLC: RT = 6.5 min (G,
214 and 250 nm, 5-100 % B
15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)
Cs4HgaN30012

Meaca= 1354.7 g.mot
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c[-K(COCH 5)-R-K(COCH 3)-P-G- K(COCH3)R K(COCH3) P-GJ | 32

/K\ /K

L4 /K\/

The compound2 was synthesized as previously described.

c[-R-K(COCH 3)-R-P-G-R-K(COCH3)-R-P-G] 33

o Yield: 64 % (9.8 mg, 5.67.10

OE/ mol)
G 5 Ke___p RP-HPLC: RT = 5.4 min (G,
/"R R/ 214 and 250 nm, 5-100 % B |n
P\R/K\R/G

15 min)
MS (ESI-MS, positive mode)

- m . C54H96N24012
A solution of compound3 (20 mg, 8.87.1® mol) in Meaca = 1272.7 g.ma}

Ac,0O/Pyridine/DMF, 1/2/7 (0.01 mol:t) was stirred for 30 min. Mex = 1272.7 g.mol
The solvents were removed and the compound waspjtezed | o
and washed in diethyl ether. The crude productdigsolved in g
solution of TFA/HO (9/1) (0.01 mol.LY). After 2 hr, the reaction
was concentrated under reduced pressure and tHe product
was precipitated and washed with diethyl ether. pioeluct was
purified by RP-HPLC (C18, 5-100 % B in 30 min) affing
compound33 as a white powder.
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l.4.2.  Syntheses of ligands

4-[(aminoxypropylamino)carbonyl]-9-[(4-diethylamino-1-methylbutyl)amino]acridine

34

do
J

N/\/\O/NH2
H

=

NS

N

o

The compoun@4 was synthesized as previously describéd.

9-chloro-1,2,3,4-tetrahydroacridine

35

X
pZ
N

Yield: 94 % (1.289 g, 5.94.10
mol)

MS (ESI-MS, positive mode)
C13H12C|N

To a mixture of anthranilic acid (1 g, 7.29%0mol) and
cyclohexanone (0.730 mL, 6.29:1@nol) was carefully added
mL of phosphorus oxychloride in an ice bath. Thetore was
heated under reflux for 2 hr. After cooling to rodemperature
the reaction was added dropwise to NRl ice water with rapid
stirring. After the addition was competed a yelleolid had
precipitated. The product was centrifuged, washigal water and
dried under vacuo, affording 85 as yellow solid

Meaca= 217.0 g.mot

Mexp = 216.7 g.mot

'H NMR (300 MHz, CDCl3)
8 1.96 (br. s, 4H, H-2,3), 3.0
(br. s, 2H, H-1 or H-4), 3.1
(br. s, 2H, H-1 or H-4), 7.5
(or. t, 1H, J = 7.0 Hz, H-7
7.67 (br. t, 1H, J = 7.0 Hz, H
6), 8.00 (br.d, 1H,J=8.5H
H-5), 8.17 (br. d, 1H, J = 8|
Hz, H-8)

J

+—= Ul o

9-[(2-hydroxyethyl)amino]-1,2,3,4-tetrahydroacridine

36

Yield: 60 % (141 mg, 5.82.10
mol)

MS (ESI-MS, positive mode)
C15H1eN>0O

Meaca = 242.1 g.mot

A mixture of compound35 (212 mg, 9.76.16 mol) and
ethanolamine (278 mL, 4.6.20nol) in 5 mL of 1-pentanol wa
heated at reflux for 6 hr. The product precipitatgmn cooling
and was isolated by filtration, washing with didtkegher. The
residue was diluted with DCM, washed with a solutd 10 % of
NaHCGQ;, water and brine. The combined organic extracte\
dried (NaSQ,), filtered and the solvent removed in vacuo
provide compoun@6.

Mexp= 241.8 ngi’

'H NMR (300 MHz, CDCl3)
S5 1.90 (br. s, 4H, H-2,3), 2.7
(br. s, 2H, H-1 or H-4), 3.0
(br. s, 2H, H-1 or H-4), 3.6
vém, 2H, CH-N), 3.83 (m, 2H
feH2-O), 7.35 (br. t, 1H, J ;
7.0 Hz, H-7), 7.55 (br. t, 1H,
= 7.0 Hz, H-6), 7.93 (br. ¢
1H, J = 8.5 Hz, H-5), 7.99 (b

= U)o

—

d, 1H, J = 8.5 Hz, H-8)
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9-[(2-chloroethyl)amino]-1,2,3,4-tetrahydroacridinehydrochloride

37

Cl

s

HN

X
[ :[N+]: j
|

c

Compound36 (90 mg, 3.72.1¢ mol) was dissolved in 1.2 mL g
thionyl chloride and heated at 50°C for 30 min. Taaction was
concentrated under reduced pressure and the comh@was
obtained as red oil.

Yield: 89 % (98 mg, 3.30.10
mol)

MS (ESI-MS, positive mode)
C15H17CIN,

Meaca= 260.1 g.mot

Mexp = 259.8 g.mot

H NMR (300 MHz, CDCl)

5 1.92 (br. s, 4H, H-2,3), 2.7
(br. s, 2H, H-1 or H-4), 3.3
(br. s, 2H, H-1 or H-4), 3.9
(m, 2H, CH-N), 4.29 (m, 2H

CH,-Cl), 7.48 (br. t, 1H, J ¥

7.0 Hz, H-7), 7.71 (br. t, 1H,
= 7.0 Hz, H-6), 8.13 (br. d
1H, J = 8.5 Hz, H-5), 8.59 (b

—

d, 1H, J = 8.5 Hz, H-8)

9-[(2-azidoethyl)amino]-1,2,3,4-tetrahydroacridine

38

Compound37 (98 mg, 3.30.18 mol) was dissolved in a mixtuf
of 5 mL of MeOH/HO (1/1). NaN (43 mg, 6.60.10 mol) was
added and the mixture was heated at 90°C for &tar which
time the cooled reaction was extracted with DCMe Ebombined
organic extracts were dried (p&0;) and concentrated. Th
residue was purified by column chromatography (1Me6H in
DCM) to give compoun@8 as an orange oil.

Yield: : 62 % (55 mg, 2.06.10
mol)

RP-HPLC: RT = 6.9 min (G,
214 and 250 nm, 5-100 % B
15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)
Meaca= 267.1 g.mot

M e = 266.9 g.mot

'H NMR (300 MHz, CDCl3)

§ 1.93 (br. s, 4H, H-2,3), 2.7
(br. s, 2H, H-1 or H-4), 3.1
Qr. s, 2H, H-1 or H-4), 3.5
(m, 2H, CH-N3), 3.69 (m,
2H, CH-N), 4.57 (br. s, 1H
NH), 7.41 (br. t, 1H, J = 7.
Hz, H-7), 7.60 (br. t, 1H, J
7.0 Hz, H-6), 7.95 (br. d, 1H

J = 8.5 Hz, H-5), 8.08 (br.

n

N U &)

|

1H, J = 8.5 Hz, H-8)

H-K(Boc)-L-V-F-F-A-on resin

39

Bloc
H-K V F
SN \A_O

The linear decapeptid83 was automatically assemble®4@ Q peptide synthesizer) on 2
chlorotritylchloridé® resin (1 g, 1.4 mmol:§ using the procedure 1.2.1.

- 158 -



Conception de modéles de fibres amyloides et d'itthits de la fibrillogénése

Partie Expérimentale

HC=C-CO-K-L-V-F-F-A- OH

40

(o]
/L

A-OH

Yield: 21 % (115 mg, 1.29.10
mol)

RP-HPLC: RT = 9.32 min (G,
214 and 250 nm, 5-100 % B

Peptide on resiB9 (6.30.10' mol) was solved in 10 mL of DM
adjusted with DIEPA to pH 8-9. Propiolic acid (120, 1.89.1C°
mol) and PyBOP (982 mg, 1.89:3@nol) was added to the res
solution. The mixture was stirred for 30 min at This procedure
was realised two times. The peptide was released the resin
following protocol 1.2.2. The crude product was @p#ated,
washed with diethyl ether and was purified by RA-BRC18, 5-
100 % B in 30 min) affording compoudd) as a white powder.

15 min)
"MS (ESI-MS, positive mode)
i C41Hs7N7Og
"Meaca= 775.4 g.mot
Mexp= 775.4 ngi’

n

N3-CH-CO-K-L-V-F-F-A- OH

41

[e]
N;N;N\)LK\L/V\F/F\

A-OH

Yield: 25 % (42 mg, 4.56.10
mol)

RP-HPLC: RT = 9.32 min (G,
214 and 250 nm, 5-100 % B

Peptide on resiB9 (1.86.10' mol) was solved in 10 mL of DM
adjusted with DIEPA to pH 8-9. Azidoacetic ag€ (189 mg,
9.30.10" mol) and PyBOP (483 mg, 9.30:1nol) was added t
the resin solution. The mixture was stirred forrBid at r.t. This
procedure was realised two times. The peptide eleased from
the resin following protocol 1.2.2. The crude protduwas
precipitated, washed with diethyl ether and wasfipdr by RP-
HPLC (C18, 5-100 % B in 30 min) affording compoufid as a
white powder.

15 min)

"MS (ESI-MS, positive mode)
C4OH58N1008

P M caica = 806.4 g.mot

Mexp = 806.4 g.mot

n

1-[4-tert-butyldimethylsilyloxy-3-methoxyphenyl]-5-hydroxy-7-(4-
hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-one

42

Yield: 33 % (0.259 g, 5.37.10
mol)

'H NMR (300 MHz, CDCl3)

5 0.18 (s, 6H, CHtSi), 1.00

Tertbutyldimethylsilyl chloride (0.246 g, 1.63.10mol) was
added to a solution of curcumin (0.600 g, 1.63.100l) and
imidazole (0.224 g, 3.26.f0mol) in anhydrous DMF (20 mL) &
0°C. The mixture was stirred for 3 hr at r.t., tild with 5 %
aqueous NaHC9Oand extracted with AcOEt. The combin
organic extracts were washed with water, brineedd(iNaSQy)
and concentrated. The residue was purified by col
chromatography (20 % AcOEt in pentane) to give coumgl42.

(s, 9H, tBu-Si), 3.85 (s, 3H
CHs-0), 3.95 (s, 3H, CHO),
t5.80 (s, 1H, H-4), 6.47 (d,

e, 1H, J = 15.8 Hz, H-2 or H
6), 6.85 (d, 1H, J = 7.9 Hz, K
LB or H-5"), 6.93 (d, 1H, J T
7.9 Hz, H-5 or H-5"), 7.04-
7.14 (M, 4H, H-2”, H-2", H-
6, H-6”), 7.59 (d, 2H, J 3

1
J = 15.8 Hz, H-2 or H-6), 6.4|-E3

15.8 Hz, H-1, H-7)
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1-[4-(3-Bromopropyloxy)-3-methoxyphenyl]-5-hydroxy~-[4-tert-
butyldimethylsilyloxy-3-methoxyphenyl]-1,4,6-heptatien-3-one

43

o/\/Br

Yield: 29 % (43 mg, 7.13.10
mol)

'H NMR (300 MHz, CDCl3)

8 0.18 (s, 6H, CHSi), 1.00

A solution of compound42 (0.120 g, 2.48.1H mol), 3-
bromopropanol (68 pL, 7.5.f0mol) and triphenylphosphin
(0.260 g, 9.92.176 mol) in THF (2 mL) was cooled to 0°C. T
this solution was added diisopropylazodicarboxyl@€98 mL,
1.00.10° mol) dropwise under argon. The solution was di
under argon for 6 hr. Volatile components were nezddn vacuo
followed by column chromatography (15 % AcOEt im{aae) to
afford compound!t3.

)

(s, 9H,tBu-Si), 2.38 (q, 2H, |
6.3 Hz, CH-%z-CHz),
03-63 (t, 2H, J = 6.3 Hz, CH
Br), 3.85 (s, 3H, Ck0), 3.91
ré&s, 3H, CH-0), 4.20 (t, 2H, J
= 6.3 Hz, CH-0), 5.81 (s
1H, H-4), 6.48 (d, 1H, J
15.8 Hz, H-2 or H-6), 6.49 (¢
1H, J = 15.8 Hz, H-2 or H-6
6.85 (d, 2H, J = 7.9 Hz, H-§
or H-5"), 6.91 (d, 2H, J = 7.9
Hz, H-5" or H-5"), 7.05-7.15
(m, 4H, H-2", H-2”, H-6’, H-
6”), 7.59 (d, 2H, J = 15.8 Hz
H-1, H-7)

—

1-[4-(3-Azidopropyloxy)-3-methoxyphenyl]-5-hydroxy7-(4-
hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-one

44

Yield: 95 % (9.2 mg, 2.04.10
mol)

RP-HPLC: RT = 12.5 min (G,
214 and 250 nm, 5-100 % B

A solution of compoundt3 (13 mg, 2.15.18 mol) in anhydrous
DMF (2 mL) was treated with NajN20 mg, 3.07.16mol) at r.t.
The resulting reaction mixture was warmed at 8@fiCLfhr and 1
hr at r.t. before concentrated under reduced pres3ihe residug
was diluted with AcOEt, washed with water and brifdne
organic extract was dried (b#0,) and concentrated und
reduced pressure. The compoui#bwas obtained as a red solid

15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)
Mcaca= 451.48 ng:}

| Meyp=451.01 g.mot

" 'H NMR (300 MHz, CDCl5)

=r8 211 (q, 2H, J = 6.4 H4%
" CH,-CH,-CHyp), 3.55 (t, 2H, J
'=6.4 Hz, CH-0) 3.91 (s, 3H
CHz-0), 3.95 (s, 3H, CHO),
414 (t, 2H, J = 6.4 Hz, CGH
N3), 5.81 (s, 1H, H-4), 6.4
(d, 1H, J = 15.7 Hz, H-2 or H
6), 6.49 (d, 1H, J = 15.7 H
H-2 or H-6), 6.89 (d, 2H, J
7.9 Hz, H-5 or H-57), 6.93

57), 7.05-7.14 (m, 4H, H-2",
H-2”, H-6', H-6"), 7.59 (d,

(d, 2H, J = 7.9 Hz, H-5 or Ht

n

1 wJ

1T N

2H,J =15.7 Hz, H-1, H-7)
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5-hydroxy-7-(4-hydroxy-3-methoxyphényl)-1-[3-methoyphenyl-4-
(prop-2-ynyloxy)]-1,4,6-heptatrién-3-one

45

Curcumin (0.198 g, 5.36.70mol) and KCO; (0.075 g, 5.43.10
mol) were added to DMF (2.5 mL) followed by 3-brgmnop-1-
yne (78 uL, 6.56.16mol). The mixture was stirred at r.t. ung
argon during 48 hr and the solvent was removed runaeuum.
The product was purified first by column chromatggry (10 %
MeOH in DCM) and then by RP-HPLC (C18, 25-100 %nBE3D
min) affording compound5 as a red solid.

Yield: 13 % (27 mg, 6.65.10
mol)

RP-HPLC: RT = 11.9 min (G,
214 and 250 nm, 5-100 % B
15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)

M caica = 406.44 g.mot

Mexp = 406.02 g.mot

'H NMR (300 MHz, CDCl3)

8 2.53 (t, 1H, J = 2.4 Hz, H
C=C), 3.93 (s, 3H, CHO),
3.95 (s, 3H, CRO), 4.80 (d,
2H, J = 2.4 Hz, CKHO), 5.82
(s, 1H, H-4), 6.49 (d, 1H, J
15.7 Hz, H-2 or H-6), 6.51 (d
1H, J = 15.7 Hz, H-2 or H-6
6.89 (d, 2H, J = 7.9 Hz, H-f
or H-5"), 7.05-7.14 (m, 5H
H-2", H-2", H-5’ or H-5”,
H-6’, H-6"), 7.60 (d, 2H, J 3
15.7 Hz, H-1, H-7)

tert-butyl isopropylidene carbazate

46

To a solution oftert-butyl carbazate (5 g, 3.78:10mol) in

acetone (38 mL) was added MgsS@ g) and 3 drops of AcOH.

The mixture was heated to reflux for 1 hr then edofiltered and
concentrated under vacuum to give compodifidas a white
solid.

Yield: 97 % (6.33 g, 3.67.10
mol)

'H NMR (300 MHz, CDCl3)

8 1.50 (s, 9H,tBu), 1.81 (s
3H, CH), 2.02 (s, 3H, Ch)
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Prop-2-ynylhydrazine hydrochloride

47

_NH, HCI
HN

-

Yield: 50 % (0.169 g, 1.58.10
mol)
'H NMR (300 MHz, d6-DMSO)

To a solution of solid KOH (0.337 g, 6.00:10mol) and
Bu,;NHSO, (0.200 g, 5.89.16mol) in toluene (10 mL) was adds
compound46 (0.542 g, 3.14.1& mol). The mixture was stirre
and heated to 50°C where-upon neat 3-bromopropelyh7 pL,
6.00.10° mol) was added slowly. The temperature was ineg
to 80°C and 1 eq. of 3-bromoprop-1-yne was added. mixture
was stirred at 80°C for 8 hr. The mixture was cdo@ad washe
with water until the aqueous extract has a neptralThe organic
layer was dried (MgS£) and concentratedh vacuo to give
lightly colored oil which was used without furthpurification.
This oil was dissolved in a solution of 2 N HCltimluene (1G
M). The mixture was heated at reflux for 3 hr. Thixture was
cooled and concentrateid vacuo to afford compoun4/ as

.3), 3.69 (d, 2H, J = 2.5 Hz, H
dl)

as

]

colored oil.

0 3.40 (t, 1H, J = 2.5 Hz, H-

4-((1E,1’E)-2-(5-(4-hydroxy-3-methoxystyryl)-1-prop2-ynyl)-
pyrazol-3-yl)vinyl)-2-methoxyphenol

48

To a solution of compoundt7 (87 mg, 8.26.10 mol) in
MeOH/AcOH (9/1) (1G M) was added curcumin (44 m
1.18.10" mol). The resulting mixture was stirred at reffiox 72
hr. The reaction mixture was then concentrated urdeuum.
The residue was purified by column chromatograpb9 @o
AcOEt in pentane) to give compoud8 as colored oil.

OM exp = 402.1 g.mot

Yield: 28 % (13 mg, 3.23.10
mol)

RP-HPLC: RT = 9.79 min (G,
214 and 250 nm, 5-100 % B
15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)
M caica = 402.4 g.mot

RMN *'H (500 MHz, d6
DMSO): & = 3.11 (s, 3HCHs-
0), 3.12 (s, 3H, CHO), 2.08 t,
1H, J = 2 HzH-C=C), 4.27 (d,
2H, J = 2 Hz, Cht C=C), 5.98
(d, 1H, J = 8 Hz, H-5"), 5.98 (s
1H, H-4), 6.00 (d, 1H, J=8 H;
H-5), 6.06 (d, 1H, J=16.4 Hz
H-2), 6.17 (dd, 1H, J=1.8, 8 H
H-6"), 6.21 (d, 1H, J=16 Hz, H}
2), 6.24 (dd, 1H, J=1.8, 8 Hz,
6'), 6.29 (d, 1H, J=16.4 Hz, H
7), 6.32 (d, 1H, J=1,8 Hz, H-2’

6.34 (d, 1H, J=16 Hz, H-1), 6.40

(d, 1H, J=1.8 Hz, H-2)
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1.4.3.  Syntheses of multimeric compounds

50

K K

/ P
P/ R/ K\G/

3 38

Yield: 42 % (9.6 mg, 2.99.10
mol)

RP-HPLC: RT = 7.8 min (G,
214 and 250 nm, 5-100 % B
15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)
Meaca= 2529.3 g.mot

Mexp = 2529.8 g.mot

Compound38 (9.1 mg, 3.41.18 mol) and compoun@3 (12.1
mg, 7.16.10 mol) were dissolved in 750 pL of ,8/CH,CN
(1/1). Cu turning (200 mg) and (+)-Sodium L-ascteb@.3 mg,
1.51.10° mol) were added and the mixture was stirred for @t
40°C. The solution was then filtrated and lyopletisThe residug
was precipitated and washed with diethyl ether aiiP-HPLC
(C18, 5-100 % B in 30 min) was performed to affqudre

A\1%4

compoundb0.
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C2Tac

51

Compound38 (7 mg, 2.62.18 mol) and compoun@5 (21 mg,
1.16.10° mol) were dissolved in 988 uL of,&/CHCN (1/1). Cu
turning (100 mg) and (+)-Sodium L-ascorbate (24 L, M,
2.4.10° mol) were added and the mixture was stirred foh28t
rt. The solution was then filtrated and lyophilisdthe residue
was precipitated and washed with diethyl ether aiRP-HPLC
(C18, 15-100 % B in 30 min) was performed to affqnare
compouncbl.

Yield: 27 % (8 mg, 3.12.10
mol)

RP-HPLC: RT = 6.9 min (Gg,
214 and 250 nm, 5-100 % B
15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)
CooH134N34012

Meaca= 1883.1 g.mot

Mexp= 1883.7 gmo’l

n

ClTac 52
C@;@ Yield: 59 % (9 mg, 5.45.1D
o mol)
U, RP-HPLC: RT = 6.5 min (G,

S A A

/ P
= g A\G/

Compound38 (3 mg, 1.12.16 mol) and compoun@9 (11.7 mg,
9.20.10° mol) were dissolved in 400 pL of,&8/CH,CN (1/1). Cu
turning (50 mg) and (+)-Sodium L-ascorbate (0.4 2§2.1¢
mol) were added and the mixture was stirred foh24t 40°C.

The solution was then filtrated and lyophilisedeTresidue was

precipitated and washed with diethyl ether and aHRRC (C18,
5-100 % B in 30 min) was performed to afford pucenpound
52

214 and 250 nm, 5-100 % B |n
15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)
CeoHaoN22012

Meaca= 1310.2 g.mot

Mexp = 1311.0 g.mot
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9-[(2-(4-methoxymethyl-triazol-1-yl)ethyl)amino]-12,3,4-
tetrahydroacridine

53

Compound 38 (20 mg, 7.49.1® mol) and compound3-
methoxy-1-propyng10 uL, 1.18.18 mol) were dissolved if
1.5 mL of tBUOH/HO (2/1). (+)-Sodium L-ascorbate (15 L,
M, 1.49.10° mol) and CuSQ(7.5 uL, 1 M, 7.49.1® mol) were
added and the mixture was heated with domesticowave for
10 min. The product was purified by RP-HPLC (C18;1D0 %

B in 30 min) to afford pure compouas.

Yield: 42 % (14.3 mg, 3.17.10
mol)

RP-HPLC: RT = 6.5 min (Gg,
214 and 250 nm, 5-100 % B
15 min)

MS (ESI-MS, positive mode)
C19H23Ns0

M caca= 337.2 g.mot

Mexp = 336.6 g.mot

C2AB1e21 54
. ji” Yield: 39 % (5.6 mg, 1.56.10
A F mol)
F\F \/F RP-HPLC: RT = 7.7 min (G,
Vv . 214 and 250 nm, 5-100 % B
L K o 15 min)
K o J; MS (ESI-MS, positive mode)
Nj; h“,‘q,\N Ci3dH208N44028
) o M aca= 2907.4 g.mot
o E) Mexp = 2906.9 g.mot
/G\R K\R/!P
P\R/K\R/

Compound40 (7.9 mg, 8.88.18 mol) and compoun81 (7.3 mg,
4.03.10° mol) were dissolved in 750 pL of TFEAVtBUOH
(1/1/1). (+)-Sodium L-ascorbate (22 pL, 0.01 M,®1D’ mol)
and CuSQ (11 pL, 0.01 M, 1.10.10mol) were added and th
mixture was heated with domestic microwave for 2@.nThe
product was purified by RP-HPLC (C5, 25-100 % EB@hmin) to

e

afford pure compounfg4.
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ABie21 55
J Yield: 20 % (1.1 mg, 1.11.10
Y= 0 mol)
Ny MK Ve Py RP-HPLC: RT = 8.4 min (Gs,
214 and 250 nm, 5-100 % B |n
Compound41 (5 mg, 5.43.16 mol) and compoun8-methoxy- %/IZTI?%I-MS positive mode)
1-propyne(522 pL, 6.18.18 mol) were dissolved in 510 pL 0f\ od= 876.4 g.mot
TFEABUOH/HO (30/15/1). (+)-Sodium L-ascorbate (55 UL, Oy~ "~ 876.4 g mot
M, 5.50.10° mol) and CuS@(27 uL, 0.1 M, 2.70.10mol) were P
added and the mixture was heated at 40°C for 2UHwe.product
was purified by RP-HPLC (C18, 10-100 % B in 30 ntimgfford
pure compouné5.
C2Cur 56
/
o on A Yield: 42 % (0.5 mg, 1.84.10
@ { mol)
§ 0 RP-HPLC: RT =10.6 min (G,
= o~ 214 and 250 nm, 5-100 % B |n
) { 15 min)
8 ¢ MS (ESI-MS, positive mode)
o\ o] 0\ Oi Mcak;d: 22551 gm(ﬂ
Mexo = 2255.5 g.mot
N, Nf p
N
/G\\E(K\R/P
P\R/K\R/G/

Compound44 (1.8 mg, 3.99.18 mol) and compoun4 (0.8 mg,
4.42.10' mol) were dissolved in 80 pL of GAN/H,O/tBUuOH
(2/1/1). (+)-Sodium L-ascorbate (0.5 mg, 2.52.1fiol) and Cu
turning (20 mg) were added and the mixture waseukeat 40°C
for 72 hr. The product was purified by RP-HPLC (@25;100 %
B in 30 min) to afford pure compours.

- 166 -



Conception de modéles de fibres amyloides et d'itthits de la fibrillogénése

Partie Expérimentale

C2Cur 57

) ) Yield: 30 % (1.7 mg, 6.48.10

Q  OH o oM m0|)

& & RP-HPLC: RT = 10.4 min (G,
i i 214 and 250 nm, 5-100 % B |n
o, ol 15 min)

{ { MS (ESI-MS, positive mode)

Q O C1O2H 138N 30024

o O
\
Ne N
N
G—_
/

\
0w N\N,,N
o %
K P
S

P\R/K\R/

Compound45 (1.8 mg, 4.42.18 mol) and compoungd1 (3.9 mg,
2.15.10° mol) were dissolved in 200 pL of TFEABIDMSO
(1/1/2). (+)-Sodium L-ascorbate (20 pL, 0.01 M,310’ mol)

and Cu turning (20 mg) were added and the mixtas eated 4

60°C for 7 hr. The product was purified by RP-HP{C5, 25-
100 % B in 30 min) to afford pure compoubd

Mca|cd= 2167.0 g.mo-:}
Mexp= 2166.9 gmo’l
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Il. Caractérisation des edifices peptidiques

[I.L1.  Circular dichroism spectroscopy

Circular dichroism (CD) spectra were acquired wdlignal averaging on a Jasco J-810
Spectropolarimeter equipped with a Jasco PeltieC-B23S temperature controller, and a
baseline was recorded separately and subtracted)J\Fapectra were recorded from 260 to
190 nm, with quartz cells and 2 s response timpectfa are the averages of 3 scans and
ellipticities are reported as mean residue elliptis. Compoundwere dissolved in water to a
concentration of 6 to 50 pM. The formation psheet was commenced by the addition of
stock phosphate or acetate buffer to give a fimalcentration of 2 to 50 mM, pH 5.4 or pH
7.1.

I1.2. Fluorescence measurements

The binding of thioflavine T (1QuM) was recorded on a Perkin Elmer Luminescence
Spectrometer LS50 using a 0.3 cm reduced cell witeample volume of 7QL. The
bandwidth for excitation was 5 nm and for emissiéhnm, and the response time was 2 s.
The fluorescence intensity and wavelength maximunft svas recorded using peptide
solution with excitation at 440 nm. The emissioecp were recorded at 0.5 nm intervals
between 450 and 560 nm. ThT and compounds werdated for 1 hr in 20 mM phosphate
buffer, pH 7.1, before measuring the fluorescempeesum.

[1.3. Congo Red binding

The absorbance of CR (M) was measured separately in 10 mM phosphate huydff¢ 7.1,
between 300 and 700 nm. Compoun@se incubated in the same buffer and the absoebanc
spectrum was measured and used as blank. CR amgboads were incubated for 1 hr in 10
mM phosphate buffer, pH 7.1, before measuring bs®dance spectrum.

[I.4. Transmission electron microscopy

Study was performed by Isabelle Paintrand on th&EV laboratory. Compound&ere
dissolved in water to a concentration of 6 to 50. NMe formation of the fibrils was
commenced by the addition of stock phosphate aate& give a final concentration of 2 to
50 mM, pH 5.4 or pH 7.1. The solution was left 6ohr to 7 days at 21°C before application
to a glow-discharged 200-mesh carboncoated gridhfee minutes. Thereafter the grid was
washed three times with water, one minute each fiaatly stained with 2% uranyl acetate.
Micrographs were recorded using a 6 Philips CM2@@oGransmission electron microscope
operating at 80 kV and with a magnification of 16088000 and 66000 X.
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[I.5. Molecular modelling

Compound are constructed with the Insight 1l sofevg2000, accelrys) using the CVFF
(Consistent Valence ForceField) force field wellitesth for peptide studies. For all the
compounds, a loop constituted of amino acids SerZsly29 was previously introduced. The
loops were positioned closed enough to allow hyenogond formation (distance less than 5
A). The resulting molecules were minimized using tfiscover module by 1000 step of
steepest descent followed by 5000 steps of corgugeddient until convergence of the
structures.

lll. Protocole des expériences d’inhibitionn vitro

[11.1. Preparation of AP, peptide stock solution

Synthetic A4 was prepared as previously describ&@f Annexe 1)**! For aggregation
assays, a stock solution o4 was prepared as follow: 2.7 mg was dissolved i 20 of
1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol to disassemblefgpmed aggregates, thereafter it was
lyophilized. One mL of pure water was added tolylophilized peptide and the solution was
centrifuged at 12000 g to remove eventual aggregdiee stock solution was divided into
portions and stored at -20 °C until use. The stamicentration of B4 was 500 pM.

[11.2. Preparation of inhibitor stock solutions

Inhibitors were dissolved in DMSO# (1/1). Stock solutions of 5 to 20 mM were first
prepared, thereafter they were diluted with DMS§UJH1/1) to the following concentrations
500 uM to 0.5 puM. Final concentrations of DMSOnhibition studies were less than 2 %.

[11.3.  Fibril formation measurement of A4

Aggregation of 4o was performed in 96-well black polypropylene muedes (Greiner). To
each well an aliquot of the peptide stock solutwais mixed into the aggregation buffer
giving a final composition of By (50 uM) and ThT (10 uM) in sodium phosphate (50 ) MM
and NaCl (100 mM) pH 7.4. Aliquots of 2 pL of thehibitor compounds were added, giving
the aggregation mixture a total volume 100 pL. Mptates were sealed with a plastic sheet
and incubated in a Molecular Devices Spectra MAXn@e XS microplate reader at 37 °C.

[11.4. Fibril formation measurement with preformed fibrils

The seeding experiment was identical to the aggieganeasurement of o with the
addition of preformed fibrils (5 uM). The preformé&brils of AB4 were prepared from the
aggregation measurement ofi/ without inhibitor compounds (described above).riiSb
were sonicated for 10 seconds immediately befoee us
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[1.5. Fluorescence spectroscopy

Microplates were analyzed in a Molecular Deviceecda MAX Gemini XS microplate
spectrophotometer at 37°C. Measurements of ThTidgnaere recorded once or twice daily
using bandpass filters of 445 nm for excitation 488 nm for emission and a cut-off filter of
475 nm was used.

[11.6. Atomic force microscopy

Study was performed on the “plateau caractérisatlen interactions” of NanoBio. An
aliquot, 3 pL, from each inhibition study was witadn at the end of the aggregation reaction
and deposited onto freshly cleaved mica sheetsAfek inspection. The sample was
incubated on mica for 2 minutes followed by thresshes with 5 pL water to gently remove
the material not adsorbed to the substrate. Tha m&s dried in air for one hour. In-air AFM
images were acquired in non-contact mode in a trdrainsulated environment, using a
PicoPlus microscope (Molecular Imaging), equippathva PicoScan-3000 controller. For
imaging, we used single beam aluminum-coated eamtis (type NSC36/ALBS, pumasch)
with Rc < 10 nm, 110 - 130 um lengths and nomimeaing constant 0.6 N/m. The drive
frequency was between 200 and 400 kHz.

[11.7. Acetylcholinesterase inhibition study

Inhibition study was performed using the methodEtifnan in 96 well U.V. transparent
microplates (Corning).*?® To each well was mixed 290 pL of a 0.1 M phospbaiféer, pH 8
with 5 pL of a 5U Electrophorus electricus (Sigi82888, type V-S) solution and with 10 pL
of aliquots of the inhibitor compound solution. Téafter was added 22 pL of solution
containing 5 mM of 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoicid) (DTNB) (final concentration 305
HM) and 75 mM acetylthiocholine (ATC) (final con¢eation 450 pM) in 0.1 M phosphate
buffer and 0.1 M of NaCl, pH 7.4. The microplateswshaked for 5 s and the variation of
absorbance at 412 nm was recorded during 5 miray&ssere done with blank containing all
components except AChE in order to account for eznymatic reaction. Each concentration
was analyzed in triplicate, and &€ values were determined graphically from log
concentration-inhibition curves.

- 170 -



ANNEXES

-171 -






Conception de modéles de fibres amyloides et d'itthits de la fibrillogénése Annexes

Annexe |

Dolphin, G. T.; Ouberai, M.; Dumy, P.; and GarclaPesigned amyloig-peptide fibril — A
tool for high-throughput screening of fibril inhibrs. ChemMedChera007, 2, 1613-1623.
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Designed Amyloid 3 Peptide Fibril—A Tool for
High-Throughput Screening of Fibril Inhibitors

Gunnar T. Dolphin, Myriam Ouberai, Pascal Dumy,* and Julian Garcia*!?

Amyloid § peptide (Af) fibrl formation is widely believed to be
the causative event of Alzheimer's disease pathogenesis. Thera-
peutic approaches are therefore in development that target vari-
ous sites in the production and aggregation of Af. Herein we
present a high-throughput screening tool to generate novel hit
compounds that block Af fibril formation. This tool is an applica-
tion for our fibril model (AB1s-zY 2aalale which is a covalent as-

Introduction

Amyloid diseases are protein-misfolding disorders character-
ized by aggregation of proteins and peptides, which form in-
soluble fibrils invivo that accumulate into amyloid plagues.
The most common forms of amyloid disease are the neurode-
generative disorders Alzheimer's, Parkinson's, and Huntington's
diseases." ™ Even though amyloid-forming proteins show little
sequence homology, amyloid fibrils share common characteris-
tics, such as unbranched fibrillar morphology, cross-fi-sheet
structure, and binding of the amyloid-specific dyes Congo red
and thioflavin T (ThT).

Alzheimer's disease (AD) is a progressive degenerative dis-
ease characterized by amyloid fibrillar deposits in the brain
that consist mainly of the amyloid b peptides AP, _, and AP,
2 Amyloid P peptides are proteclytic fragments of the amy-
loid precursor protein™ and include a membrane segment,
giving them their highly hydrophobic and aggregation-prone
nature, AP is normally present as a random coil, but through
formation of intermediate oligomers, misfolds into fibrils, and
further aggregation of the fibril forms amyloid. The mechanism
for amyloid formation is suggested to occur through a nuclea-
tion-dependent polymerization,®!

It is widely accepted that the formation of fibrils is implicat-
ed in the neurotoxicity associated with AD, but there is still
much discussion about which aggregation state of AP is toxic
and what the mechanisms of toxicity are. In AD patients both
the disruption of cellular calcium homeostasis and increased
oxidative stress have been observed™ Suggested mechanisms
for the observed toxicity in AD include AP interaction with
neuron membranes, generating an increase in intracellular cak
cium concentration.® This has been proposed to occur
through either insertion of AP in the cellular membrane with
formation of pores,™™ or through direct interaction of AP
with membranes, which leads to their instability!"* " More-
over, elevated intracellular Ca®" levels can trigger excessive
phosphorylation of tau protein, a major component of paired
helical filaments, which leads to the accumulation of neurofi-
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sembly of four AS fragments. With this tool, screening studies are
complete within one hour, as opposed to days with native A,
A £ factor of 0.84+ 0.03 was determined for fibril formation and
inhibition, followed by the reporter molecule thioflavin T. Herein
we also describe the analysis of a broad range of reported inhibi-
tors and non-inhibitors of Ag fibril formation to test the validity
of the system.

brillary tangles, a typical pathelogy of AD and related diseas-
&5 Oxidative damage observed in the brains of AD patients
has been suggested to be a result of Afi-mediated reduction
of Cu’t and Fe*', leading to the production of reactive
oxygen species (ROS)."4"! The ROS, in wrn, modify and de-
crease the function of critical enzymes in energy metabo-
|i5m.118]

To date, there is no detailed structural information about
amyloid fibrils, owing to short-lived intermediates and their in-
soluble nature. From experiments using circular dichroism
(CD), solid-state NMR, EPR, and X-ray scattering, amyloid fibrils
have been determined to contain a high amount of p-sheet
structure. Key features of Ay organization in fibrils have also
been revealed, such as the cross-f-sheet structural motif,
where [} strands are perpendicular to the fibril axis and form
intermolecular parallel psheets extending the length of the
fiboril.

A number of therapeutic approaches are in development
that target different sites on the pathway towards Alzheimer's
disease. As fibril formation of AP is implicated in AD pathogen-
esis, important strategies include: decreasing AP production,
stimulating the immune system to remove AP from the
brain,”" and direct inhibition of the AP self-assembly pro-
cess. 51 For the suppression or prevention of the transition
from monomeric to oligomeric and polymeric Af species, an
accumulation of reports that describe small-molecule inhibitors
has emerged in the past few years. This approach was initially

[al Dr G T. Dolphin, M. Ouberai, Fref. B Dumy, Fref. J. Garcia
Département Chimie Moléculaire (DOM), UMR 5250, ICMG-FR
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based on the finding that the small dye, Congo red, interacts
specifically with amyloid fibrils and inhibits their formation =9

ThT also shows specific binding to amyloid, and is the sim-
plest way to identify amyloid structures and to follow their for-
mation and disassembly in the search for inhibitor compounds.
ThT is highly specific and sensitive for the characteristic cross-
[i-sheet structure of amyloid fibrils, and its binding is easily fol-
lowed by fluorescence spectroscopy. This is due to a large exci-
tation spectral red shift (bathochrome shift}, which allows se-
lective excitation of bound ThT*® ThT binding can be followed
by studying aliguots of amyloid fibril mixtures added to a solu-
tion of ThT or by addition of ThT to the fibril-forming mixtures,
as it has been shown to have little effect on the assembly pro-
cess 28271

However, the discovery of inhibitors is hampered by the
rather slow phases of nucleation and self assembly of AP pep-
tides, which has been described as a nucleation-dependent
polymerization mechanism.®” The nucleation and lag phases
usually take a few days, and the whole process to fully formed
fibrils can take more than a week. However, the nucleation
phase can be avoided by the addition of preformed fibrils that
seed the self association. The kinetic processes involved in AP
organization are highly variable; identical kinetics studies can
show different lag phases. For these reasons, there is a need
for a fast and reproducible screening tool for the search of
amyloid inhibitors. This tool should have the properties of easy
handling and stability and should be adaptable to automatic
analysis.

Herein we present an application for the engineered fibril
building block, (AP Y xKs:Kass a5 a high-throughput screen-
ing tool for amyloid inhibitors. Previously we reported the
preparation and characterization of (AP,..Y uKukads a four-
fold assembly of A} fragments attached to a template scaffold
(Figure 1).”" We demonstrated the formation of well-farmed fi-
brils with this assembly by transmission electron microscopy
(TEM), CD, and binding with the dyes ThT and Congo red. This
construct also displayed important characteristics for high-
throughput screening such as highly controllable kinetics of
fibril formation, and as the formation of fibrils is rapid and
occurs without a lag phase, oligomer formation is expected
not to occur with this system. We also demonstrated control
over both the initiation and the kinetics of fibril formation by
the addition of HPO, ™ at various concentrations® As no for-
mation of fibrils occurred with monovalent anions, we con-

=L g;g ;
'lliiil--- . |
— Fibridiaction — = its i i i
¥ kKo, strong fluorescence

Figure 1, Modeled representation of the fibrl building block (AP, 37Y20Kuko )y viewed along and from the side of
the fibril axis {left}; self-assembled (AP, 5Y K Kyl forms a fibril (represented at dght).
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cluded that the formation of fibrils is due to charge neutraliza-
tion of the net positively charged assembly with dianions such
as HPO, .

We report herein a reproducible analysis of fibril formation
and inhibition with amyloid inhibitors, following the real-time
change of fluorescence in ThT-fibril interactions. The studies
are performed on microplates and the kinetics are fast and
complete within one hour. The formation of fibrils is started by
simply adding HPO.™ to solutions of (AP s YmKaKida ThT,
and potential inhibitor molecules. No aggregation or fibril for-
mation is observed without the addition of HPO,~. To test the
validity of our system, this study was carried out with a broad
range of reported inhibitors and non-inhibitors.

Results
The screening tool

Previously we reported the preparation of the A] fibril building
block, (AP s YukKKals which is a fourfold assembly of AR
fragments, residues 16-37 of full-length Ap, attached to a tem-
plate scaffold (Figure 1).*¥ Furthermore, for increased solubility
by a net positive charge, three mutations were introduced into
the sequence that forms the hydrophilic surface of the fila-
ment, namely Phe20—Tyr, Glu22 —Lys, and Val 24 —Lys. This
fourfold assembly configuration thus creates two cross-sec-
tions (as compared with native A fibrils), each containing two
AP segments that fold through side-chain—side-chain hydro-
phobic interactions. The characteristic amyloid cross-p-sheet
structure is formed between the cross-sections, and aggrega-
tion of assemblies forms fibrils (Figure 1). The structure was
found to be highly soluble, and the cross-fi-sheet structure
and formation of fibrils were confirmed by CD, TEM, and spe-
cific binding of ThT and CR™
Herein we present an application for the designed amyloid 3
peptide fibril building block, (APs-YxKnKaas as a tool for
high-throughput screening (HTS) of fibril inhibitors. Important
characteristics for HTS applications are displayed in the folding
and self association of (AP, s Y,0Kaoku)s such as rapid fibril for-
mation and control over the initiation of fibril formation by the
addition of the divalent anion HPO,. Also, the kinetics are
highly sensitive to the HPO,” concentration, which permits
fine-tuning of the kinetics depending on instrumentation. The
kinetics are easily followed by the binding of the cross-f-
sheet-specific  dye ThT (see
Table 1 for structure). Figure 2a
shows fluorescence spectra of
ThT at various times after initia-
tion of (APisarYakzuKa)s fibril
formation with phosphate buffer
(5mm pH 7.1). In the study of
the stagnant solution of ThT and
interaction  with (AP,
intensity is observed at 480 nm,
which increases as a function of
fibril  growth (Figure 2a), By

ChemMedChem 2007, 2, 1613 - 1623
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Figure 2. Comparison of folding kinetics between (AP ¢ o2k kads and AP, 4. a) Fluorescence spectra of ThT (10 pa) inthe presence of (Afhe oYk Kals

(4 pat) at various times after the addition of phosphate buffer (5 ms, pH 7.1, 20°C). Spectra are plotted at (from the bottom) 0, 6, 15, 23, 32, 40, 48, 57, 75,
and 84 min; ,,= 240 nm. b) Folding kinetics of (ARe oYaKzKaus (70 pl, 4 pa, 257°C) in 5 mm HPO,™ (data points at top), monitored by the fluorescence of
bound ThT at 480 nm; the solid line is the exponential curve fit, Data points at bottom represent the absence of phosphate. ¢} Folding kinetics of AP, 4

(50 pad) in phosphate buffer (50 ma) and NaCl (100 mis) pH 74 at 37°C, monitored by ThT fluorescence at 480 nm with excitation at 440 nm. Data wene ob-
tained from 4-pL aliquots that were removed from the aggregation mixture and analyzed separately with 96 pl ThT (10 pa), HPO, ™ (50 mm, pH 7.1; see Bx
perimental Section). To aid the eye, the data are curve-fitted with an extended-exponential function (dashed line). Data in a) and <) were recorded in 20.3cm

reduced cuvette; data in b) were recorded using a microplate reader.

studying the increase in fluorescence at 480 nm as a function
of time (Figure 2b), it can be seen that the system shows fold-
ing with no lag phase and is complete within one hour. The ki-
netics data are well fitted to a single-exponential function, and
the measured rate constant for the complete formation of
folded fibrils is 0.2 min™" at 25°C.

For screening purposes, the obvious problem with native AP
is its slow kinetics of fibril formation, which is shown for AP,
in Figure 2¢. As can be seen, the disadvantage is first due to a
long nucleation phase (lag phase) that takes more than three
days, and thereafter, the slow phase of self assembly into fi-
brils, as evident with the increase in ThT fluorescence. The
whole process to fully formed fibrils is complete after about six
days. The aggregation kinetics study of AP, _y (50 pm) was per-
formed in stagnant solution under optimal conditions (50 mm
HPO,*” and 100 mm NaCl, pH 7.4 at 37°C). It is for this slow
process of Ay, _y fibril formation that we became interested in
our AR fibril building block as a tool for HTS.

Screening studies

The validity of the present system was subjected to analysis
with a broad range of reported inhibitors and non-inhibitors of
native A fibril formation. The library of inhibitors contained
19 compounds belonging to more than 10 different chemical
classes (Table 1). Also, in the design of the inhibitor library we
chose inhibitors that would create an array of previously re-
ported inhibitory effects against APy, fibril formation. The
compounds tested are not only well known to inhibit AP ag-
gregation, but are also commercially available and range from
natural products to synthetic dyes. Only a cholic acid modified
AP fragment was prepared as previously reported™ Table 1
shows that a common feature for most of the reported amy-
loid inhibitors is the presence of aromatic groups, which are
expected to interact with the aromatic residues commonly
found in amyloid-forming peptides*

ChemMedChern 2007, 2, 1613 - 1623
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The present system is easy to handle; inhibition studies of
fibril formation are performed on microplates for multiple and
automatic data collection. First a stock solution containing
both the fibrilforming building block (AP, 7 Y0k.Ke)s and
the fluorescent reporter ThT was added to the required wells.
Potential inhibitors were then added, and the formation of fi-
brils was started by the addition of phosphate buffer (HPO,* ).
The final concentrations used were 4 pm (AR5 5 YooKk s e
10 pm ThT, and 5 mm HPO.™. The concentrations of studied in-
hibitors were 0, 0.01, 0.1, 1, 10, and 100 pm. No aggregation or
fibril formation was observed without the addition of HPO,*"
(Figure 2h). The kinetics were performed at room temperature
and monitored by the fluorescence of fibril-bound ThT (1.=
440 nm, A, =480 nm) as a function of time at 1-min intervals.
All inhibitor compounds were analyzed in the absence of
(AP 63712085k and ThT by UV to exclude the possibility that
they act as potential inner filters of ThT at the excitation or
emission wavelengths, thus acting as false positives. From this
analysis we found that only the compounds curcumin, methyl
yellow, chlorazol black E, and rifampicin have absorbencies
near one or both of the excitation/emission wavelengths. For
these four compounds we therefore expect that, to some
degree, the fluorescence decrease observed at high compound
concentration is due to an absorbency filtration effect (see Dis-
cussion Section below).

As the compounds display various degrees of inhibitory ef-
fects, we grouped them according to their effects towards
(APsa7Y20KzKaals fibril formation, to give representative results
with a compound from each group (Figure 3). The five groups
formed are classified as: very strong inhibitors (ICg, =1 pm),
strong inhibitors (ICsy= 1-10 pm), medium inhibitors (1Cs= 10—
100 pm), weak inhibitors (IC;,~100 pm), and non-inhibitors
(ICs, =100 pm). Almost all inhibitors tested, as previously re-
ported for APy, inhibit the aggregation of (APs_umYaakaKads
in a dose-dependent fashion; only one, w-lipoic acid, did not
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Figure 3. Representative inhibition data for selected inhibitors of (AR .,Y oK K, ), fibril formation: a) miyricetin,

b} NDGA, ¢} tetracycling, and di 2-amino-4-chlorephenol. All inhibition studies were monitored by the fluorescence
of bound ThT (10 pm; A, =440 nmy, 4, =480 nm) to (APl pYaokoakKads (4 pm) in HPOS (5 mm, pH 7.1) at room
temperature. Respective inhibitor concentrations (pam) are indicated next to each curve,

display a strong inhibitory effect as previously reported (see
below).

Very strong inhibitors

The group of very strong inhibitors is formed by the com-
pounds basic blue 41, the yellow curry pigment curcumin,
methyl yellow, the wine-related polyphenol myricetin, and thi-
onin (Table 2). Figure 3a shows representative results for this
group, with those of myricetinn Co-dincubation of (AP
2 aokoaKoe), with myricetin markedly decreased the formation
of amyloid fibrils as detected by the specific binding of ThT in
comparison with the control without inhibitor. Increasing the
concentration of these inhibitors progressively reduced the
signal from ThT in a dose-dependent fashion. For this group,
the presence of 10 pum or more of the inhibitor compounds
completely blocked the aggregation of (AR, .Yk K.l. and
in the presence of inhibitor at 1 pm, the signal from ThT was
decreased by more than 75%. The concentrations for inhibit-
ing the aggregation of (AP YKkl by 50% (1C;, values)
for these compounds are listed in Table 2. Comparing the 1C,
values obtained from this group of inhibitors with the system
reported herein with those previously reported towards AP, .,
a high degree of correlation is observed. The IC,, values report-
ed for this group are between 0.2 and 0.4 pm, and previously
reported values for Af), 4 are between 0.3 and 1.5 pm (see
Table 2 for references).

ChemMedChem 2007, 2, 1613-1623
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small amount of fibril formation
can be seen, and at 1 pm, the
signal from ThT is decreased to
~50%. Table2 shows the IC,,
values determined for the group
of strong inhibitors. They are be-
tween 0.9 and 1.4 pm and thus
show good correlation with the
corresponding values that were previously reported for A,
which lie between 0.1 and & pwm.

Time { minukes

Medium inhibitors

The group of medium inhibitors includes tetracycline and
cholyl-LVFFA. Cholyl-LVFFA is a cholic acid modified amino ter-
minus of an AP} fragment consisting of residues 17-21. Both of
these inhibitors reduced the signal from ThT in a dose-depen-
dent fashion (Figure 3c). In this case, complete inhibition of
the aggregation of (APs Y uKkKa)s is not observed in the
concentration range studied. The 1C, values are 10pm for
cholyl-LVFFA and 35 pm for tetracycline, These data are in
good agreement with the corresponding values previously re-
ported: <5 um for cholyl-LVFFA and 50 pm for tetracycline (see
Table 2).

Weak inhibitors

A relatively small decrease in ThT fluorescence was observed in
the presence of compounds we classified as weak inhibitors:
2-amino-4-chlorophenol and 4,4'-dihydroxybenzophenone (Fig-
ure 3d). For this group, a concentration of about 100 pm, the
highest concentration studied, is required to reduce the ThT
signal to 50% of that observed without inhibitor. The IC,
value of 100 um for 2-amino-4-chlorophenol is about the same
as that previously reported (IC;;=30 pm, Table 2). Published
data for Af_y inhibition by 4,4'-dihydroxybenzophenone was
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not found. However, a study of the closely related 2,2'-dihy-
droxyberluzc:phenone was reported, with an IC;, value of
=40 pm,”" indicating that it is also a weak inhibitor or a non-

inhibitor.

Non-inhibitors

The group of nonrinhibitors is composed of the lipid-soluble
antioxidant ct-lipoic acid, P-cyclodextrin, camphorsulfonic acid,
the anti-Parkinson's agent dopamine, nicotine, and pyridine
(Table 2). Figure 4 shows the results of co-incubation of (APs
3 Y20ko Ko, with these compounds, and here it is clear that
they exert only small effects on the specific binding of ThT.
Nicotine was previously reported to show anti-fibril-forming ef-
fects on AP, at relatively high concentrations (IC;,=
10 mm).* In the same report it was also shown that pyridine
had no inhibitory effect on fibril formation with AP s and
thus our results for pyridine and nicotine correlate well with
those previously reported. Camphorsulfonic acid and [cyclo-
dextrin have a nonaromatic structure that is atypical for fibril
inhibitors and were tested here as non-inhibitor controls. Both
of these compounds gave the expected results, showing no in-
hibition at 100 pm (Figure 4 a).

B Dumy, J. Garcig, et al.

We did not detect inhibitory effects using the current
system with the inhibitors recently reported by Yamada and
co-workers: a-lipoic acid®® and dopamine™! (Figure 4b,c).
They reported IC;, values for inhibition of AP, fibril forma-
tion of 3.2 pm for w-lipoic acid and 0.01 pv for dopamine.
Their results for dopamine show a very strong inhibitory effect,
making it one of the strongest reported inhibitors to date.
However, the research group of Fink reported a weak inhibito-
ry effect of dopamine, which was required at 10-100 pm to in-
hibit the formation of amyloid fibrils from a solution of AP,
(230 pm in 25 mm Tris, 100 mm NaCl, pH 7.5, 37 °C.%*" Owing
to this controversy with dopamine we set out to reproduce
the previously reported results on the inhibition of AP, _y fibril
formation with both a-lipoic acid and dopamine. The inhibi-
tion study of Afis (50 pm) was performed in stagnant solu-
tion using the same conditions as reported by Yamada's re-
search group: HPO,*~ (50 mm, pH 7.4) and NaCl (100 mm) at
37 °CP4Y We co-incubated Ay with the inhibitors at 0, 1,
10, and 100 pw, and aliguots were studied for changes in ThT
fluorescence. As apparent in Figure 5, and as is also the case
for the (APisarYaakakas system, we did not observe the ex-
pected inhibition as previously reported. In our studies we ob-
serve fibril formation at all a-lipoic acid concentrations tested

(ICsy = 100 pm), and for dopa-
mine we observed inhibition

Table 2. Inhibition of (A . ¥ K.ks,), and AB, , fibril formation. only at 100 pm (ICs,: 10-100 pm),
similar to that reported by Fink
Classification™ Compd AP o7V oKaoK s Ao and co-workers™ In our hands
1o lpv] 1Ga ] both a-lipoic acid and dopamine
very strong basic blue 41 0.% M:EH can be classified as weak or non-
cureumin 0% :';u,. inhibitors  of (AP YaoKeods
methyl yellow 0.34 15810 and A, _y, fibril formation.
miyricetin 0.25 0.29°% To assess the quality (preci-
o ﬂ'gﬂ:: sion) and suitability of the fibril
thionin 0.32 03 . .
inhibitor assay for HTS, the Z
strong chlorazol black E 0.9 0380 factor was determined for the
hemin chloride 1.8 018" system with and without inhibi-
0478 tor in 96-well plates (Figure 6).
NDGA 1.2 01677 . X
Hfampicin 14 4gP1 Assays with a 2’ factor value be-
g tween 05 and the maximum
value of 1 are suitable for HTS.
medium cholyHLVFFA 10 <5 Using the inhibitor curcumin at
tetracycline 35 50™E7 )
100 pm and our fibril model at
weak 2-amino-4-chlorophenal 100 30fR8 5 um, the 2 factor was calculat-
44" -dihydroxy benzophenone 100 ND ed as previously described
non-inhibitors alipoic acid =100 3277 The Z factor for the assay re-
~ 1004 ported herein is 0.84 £0.03, con-
freyelodextin =100 ND firming that it is suitable for HTS.
camphorsulfonic acid =100 ND We also studied how much
dopamine >100 13'011$.mu DMSO the assay tolerates. At
10-1004 10% DMSO the fluorescence in-
nicotine =100 10000™ tensity decreases about 50%.
= 50/ However, this still results in a
pyridine >100 =100000% large dynamic range between
[a] Compounds are classified according to their inhibitory effect on the system (AP oYKl [B] Deter- positive and negative com-
mined in a study of AR, ,; (220 pa). [€] (AP, 4] =7 pa. [d] Determined in this study. [e] (AP, _,]= 230 pw. [f] De- pounds, enabling the discrimina-
temnined in a CD study of AP, (50 pau). ND =not determined. tion of hits. The signal stability is
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Figure 4. Kinetics data from non-nhibitors of (A 57Y xKaaKaely fibril formation: a) pyridine (m), nicotine (o), foycdodextrin (&), and camphorsulfonic acid {o);
b} a-lipoic acid; ¢} dopamine. Studies were pefformed as descibed in Figure 3, and respective inhibitor concentrations (s} are indicated next to each curve,
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Figure 5, Control inhibition studies of Afl, 4, (50 pa) with a) e-lipoic add and b} dopamine. Aggregation of APy was pedormed in stagnant solution with
HPO,* (50 mm, pH 7.4} and NaCl (100 mm} at 37°C; respective inhibiter concentrations (pw) are indicated next to each curve, Data were obtained from 4-pl
aliguots that were removed from the aggregation mibture and anahbezed separately with a solution of THT (96 pl, 10 pa) and HPO?- (S0mm, pH 7}
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Figure &, Determination of the Z° factor value for the fibril inhibitor screen-
ing tool. In each of three individual 96-well plates, 12 contrels with ne inhib-
itor and 12 controls with curcumin (100 ) were used for estimating the 2
value. The assays were performed as described in Figure 3. Here we show
the results from one of the plates: the data at top represent the controls
with no inhibitor and the data at bottom represent the controls with curcu-
min; the mean fluorescence values are 14864 67 and 1484 14 aw, respec-
tively, See the Supporting Information for details from all three plates,

also good: after 24 hours there was no notable change in
signal intensity of uninhibited or inhikited samples.
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Discussion

The aggregation and formation of fibrils from AP is widely ac-
cepted to be a key factor in the development of Alzheimer's
disease (AD). However, neither the cytotoxic mechanisms nor
which aggregation state of A} exerts toxicity are well under-
stood. The toxicity may come from unstructured assemblies
during the nucleation phase, fibrils, amyloid, or combinations
of these. Consequently, an important therapeutic approach in
the prevention and control of AD are compounds that inhibit
Af} aggregation,

Herein we present a tool based on AP for high-throughput
screening of amyloid inhibitor compounds. We show that the
engineered fibril building block, (AP,sa,YxK5Kaels is highly
sensitive to a broad range of reported inhibitor molecules of
Ap fibril formation. This screening tool shows a number of ad-
vantages over native Afl,y for invitro studies. These include
fast controllable kinetics, no uncontrolled aggregation of stock
peptide (as is the case for Af}isql, highly reproducible data,
and good signal stability, with a 2’ factor of 0.84+£0.03, con-
firming its suitability for HTS.®! Our system is easy to handle:
to a solution of (AP s-xYxukKaKaas and ThT reporter we just add
potential inhibitor molecules and then start the formation of fi-
brils by adding HPO,”. Using 98-well microplates, a total
volume of 70 pl was used in each study, and the concentration
of the (AP s Y xKuKa), assembly was only 4 pm; concentra-
tions of Af},_, between 50 and 230 pm are commonly required
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for invitro screening studies ™ *** The kinetics were moni-
tored by following the change in fluorescence of ThT-fibril in-
teractions in real time, data were collected at 1-min intervals,
and all kinetics were complete within one hour, as compared
with AP, _u which can take days under the same conditions.
An additional advantage of the (AP Y uKaaKaas assembly is
the improvement in the ThT fluorescence signal-to-noise ratio,
which is easily observed by comparing Figure 2a with Fig-
ure 2c. In Figure 2a we observe 4 pm (APqs-a7Y20KaaKaa)s with a
fluorescence maximum (F_.,) of 650 arbitrary units (au), and in
Figure 2c we observe 2 pm Af,_, with F ., =20au, yet ThT
was present at 10 pm in both cases, and identical instrumenta-
tion was used. We expect this difference to be due to the high
solubility of (AP Y KKl but could also result from differ-
ences in the number of binding sites or in the gquantum yield
of fluorescence.

The aim of these studies was to prove our system as a rapid
screening tool of AR inhibitors. We studied 19 different com-
pounds composed of well-known inhibitors of AP aggregation
as well as non-inhibitors. All the compounds tested showed a
high degree of correlation with invitro inhibition studies of
AP and inhibited the aggregation of (AP Y uKukes in a
dose-dependent fashion. From the group of compounds we
classified as very strong inhibitors, myricetin was the strongest,
with an IC;, value of 0.25 pm. This is followed by thionin,
methyl yellow, curcumin, and basic blue 41, all with 1C,, values
below 0.4 pm. The natural products myricetin, a wine-related
polyphenol, and the yellow curry pigment curcumin are also
potent antioxidants, making them highly interesting as drug
candidates as well as lead molecules for the development of
drugs against AD.

Compounds we classified as strong inhibitors are, with the
strongest compound first, chlorazol black E (1G5, =0.9 pm),
NDGA  (ICg, =12 pm), rifampicin (IC;,=1.4 pm), and hemin
chloride (IC;,= 1.8 pm). The IC;, values obtained with (AP,
3'120kKa:K ) are all in good agreement with the respective in vi-
tro values obtained with studies on Af,_y. This group of im-
portant inhibitors includes the natural product NDGA, which is
isolated from the creosote bush, Larrea tridentata™ and is a
potent oxygen radical scavenger™' Also in this group, rifampi-
cin is a semisynthetic antibiotic and its mechanism of inhibi-
tion of AP toxicity is suggested to involve the scavenging of
hydroxyl radicals™ and/or binding to AP through hydrophobic
interactions, thus inhibiting its aggregation. "

The groups of medium and weak inhibitors include the
modified A[} fragment cholyl-LVFFA, the inhibitor tetracycline,
2-amino-4-chlorophenol, and 4 4-dihydroxybenzophenone. For
our system these inhibitors show ICg, values that lie between
10 and 100 pm, similar to the values obtained from AP _x.
Cholyl-LVFFA is a so-called [i-sheet breaker peptide and is dif-
ferent from the other compounds tested, as it uses the impor-
tant recognition seguence, LVFFA, of A} to bind to the grow-
ing fibrils, and the bulky cholyl group disrupts and dissociates
them ™!

The validity of our system was also tested by using com-
pounds reported to have small effects on Ap fibril formation.
We first tested dopamine, nicoting, and pyridine, which have
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been reported to have I1Cy values of about 100 pm, 10 mm,
and =100 mm, respectively, for native Ap. The corresponding
ICsy values obtained from (APys-aYakz:Keas were all in good
correlation with those previously reported, giving 1C,, values
> 100 pm. Our results with dopamine are thus in good agree-
ment to those reported by the research group of Fink®" and
our current control study with AP, 4. In contrast to these re-
sults, Yamada and co-workers™ recently reported an IC;, value
of 0.01 pm for dopamine under similar experimental conditions
as those presented herein. The only experimental difference is
the pretreatment and storage of AP,_,: Whereas the Yamada's
research group dissolved the peptide in 0.02% ammonia solu-
tion and stored it at —80°C, we pretreated Af,_, with hexa-
fluoroisopropanol (HFIP), resolubilized the lyophilized product
in distilled water, removed eventual aggregates by centrifuga-
tion, and stored it at —20°C. Notably, Fink and co-workers
studied a higher concentration of Af,_ (230 pM) in Tris
(25 mm) and MaCl (100 mm) at pH 7.4, as compared with our
studies and those of the Yamada research group, with AP, _y,
(50 pm) in HPO (50 mm) and NaCl (100 mm) at pH 74. There-
fore, an explanation for this discrepancy should not be due to
different experimental conditions, as we used the same as
those reported by Yamada and co-workers. Instead, it may be,
as indicated by Fink, that an oxidative product or products of
dopamine, formed at pH =5, were found to be more active
for inhibition of fibril formation of a-synuclein®*" It should be
noted that the degradation of compounds in our HTS assay is
kept to a minimum owing to the fast kinetics that are per-
formed at room temperature.

Thereafter we tested the nonaromatic compounds f-cyclo-
dextrin and camphorsulfonic acid; aromatic structure is com-
monly found in AP aggregation inhibitors. Both of these com-
pounds showed 1Cs, values =100 pm as was expected. Inter-
estingly, the compound p-cyclodextrin has previously been
shown to diminish the neurotoxic effects of an AP,_4 cell line,
but any destabilization effect on Af,_,, fibril formation has not
been demonstrated.™

The only compound that did not show a corresponding in-
hibitory profile against (APis_s;YaekaKas as reported against
A fibril formation is the nonaromatic lipid-soluble antioxi-
dant aipoic acid, for which Yamada and co-workers recently
published an IC;, value of 3.2 pm™¥ In our studies we found
that a-lipoic acid is a nor-inhibitor against (APis-w YooK
Under identical experimental conditions as those reported by
the Yamada group, we studied the inhibition of AP, _,, fibril for-
mation with «-lipoic acid, and we did not observe inhibition as
previously reported. In our studies of Af,_y fibril inhikition we
observed fibril formation at all concentrations of o-lipoic acid
studied, thus giving an 1G5 value =100 pm, as is the case for
the (AP Y 0K, Kol system. An explanation for this discrepan-
cy may be, as suggested above for dopamine, that degrada-
tion products of a-lipoic acid could be more active for inhibi-
tion of fibril formation. Therefore, the inhibition studies pre-
sented herein demonstrate that fibril formation with the engi-
neered building block (Afs 7Y nKnkKaas behaves identically to
Ay fibril formation.
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Is our system relevant for the study of Af fibril inhibitors?

The formation of fibrils with (AP Y2oKaKaas occurs only
through hydrophobic (side-chain) and backbone hydrogen
bonding (cross-f-sheet) interactions. Both of these interactions
direct the growth and create highly stable fibrils. The A se-
guence in our engineered fibril building block was reduced to
residues 16-37 of the fulllength AP peptide, and thus contains
only the highly ordered f-strand segments of AP (Figure 1)1
An important attribute of the residue 16-37 sequence is that it
retains the intra-peptide antiparallel f-sheet as well as the par-
allel inter-peptide [j-sheet interactions, which shorter peptides
lack. As the (AP, Y xK;K;4)s construct contains only the [+
sheet-forming segment of Af,, the ability to stop fibril forma-
tion or to destabilize this region could only be performed with
potential AP inhibitor drugs.

The segment Af},_,; was previously determined to be an un-
structured region in the folded AP fibril and is thus not impor-
tant for its stability™ which is also the reason we deleted it
from our fibril building block. On the other hand, the segment
Afhas may have implications for the initial formation of fibrils,
and drugs that target this segment would therefore have po-
tential in the prevention of AD. However, such a strategy of
targeting molecules to this segment seems highly unpractical,
as it implies that at an early stage patients would likely be
continuously exposed to relatively high concentrations of the
drug. In principle, such a drug would increase the lag phase of
fibril formation. Furthermore, if fibrils are present or formed,
drugs that target this unstructured region of AP would have
little effect on the continued growth of the fibrils.

The segment containing residues 25-35 of AP has been
widely studied owing to its similar biological behavior to
native ApP. The fragment Afhsas is able to form fibrils and
shows neurotoxicity in many studies**" Also, an |C, value of
10 pv was determined from inhibition studies of fibril forma-
tion with curcumin; this inhibition is about 10-fold weaker
than found for AP, " As the segment A, .. is conserved in
our model fibril building block together with the structural fea-
tures described above, we believe our system contains all the
important residues of AP fibril stability and thus serves as a
good model for inhibitor screening.

There are a number of mechanisms that may cause de-
creased fluorescence of the reporter molecule ThT in inhibition
studies of amyloid fibrils without affecting fibril structure,
which are rarely discussed. One mechanism is quenching of
ThT fluorescence. To avoid quenching, many researchers per-
form fluorescence measurements on highly diluted samples of
the fibri-forming mixture. This is misleading, as quenching by
energy transfer is distance dependant; usually a distance less
than & nm (Forster radius) is required for notable quenching in-
teractions between two compounds. Other quenching interac-
tions require even shorter distances between probe and
quencher. Indeed, unbound ThT is not observed in the fluores-
cence study, and thus dilution of the reaction mixture will not
affect the gquenching of fibril-bound inhibitor to fibril-bound
ThT. In other words, only compounds that bind to fibrils can
quench fibrikbound ThT, which is the probe studied.

ChemMedChemn 2007, 2, 1613-1623

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

FULL PAPERS

Another mechanism of decreased fluorescence may be com-
petitive binding to the fibrils between ThT and the compounds
studied. In any case, if it is quenching, competitive binding, or
fibril inhibition that decreases ThT fluorescence, all these
mechanisms indicate binding of the compound to the fibril
and are thus potential leads for the development of drugs
against AD-associated fibril formation, as well as diagnostic
compounds. For these reasons, the HTS system presented
herein, as for other fluorescence-based systems, is intended
primarily for inhibitor screening. Hits will therefore require fur-
ther complementary in vitro and in vivo analysis. A method to
discriminate between true and false hits is to perform micro-
scopy on the hit samples, such as AFM or TEM.

The fluorescence of the reporter ThT can be decreased, with-
out interaction of another compound with the fibril, through
filter effects at the excitation or emission wavelengths. This
could occur when the compounds have strong absorbencies
at these wavelengths. To examine if this was possible with the
compounds in our library, we analyzed their UV/Vis spectra.
From this analysis we found that only curcumin, methyl yellow,
chlorazol black E, and rifampicin have absorbencies near one
or both of the excitation/emission wavelengths. For these four
compounds we expect that, to some degree, the fluorescence
decrease observed at high compound concentration is due to
an absorbency filtration effect. However, the possibility that
the decrease in fluorescence is entirely due to this effect can
be excluded, as a strong decrease in fluorescence is still ob-
served at very low compound concentrations, such as 1 pm, at
which any filtration effect is negligible.

Speculating on the throughput potential of this system, we
expect that in the environment of HTS, thousands of com-
pounds could be screened per day. As the end fluorescence
values are the most relevant data, only one measurement per
plate is required. In other words, the plate would be screened
one hour after its preparation. As a measurement takes less
than one minute for a 96-well plate, many plates could be
measured in a single day.

Conclusions

The simplicity of this assay system and its rapid folding kinetics
makes it highly interesting to screen large numbers of com-
pounds to generate novel hits for AP fibril formation inhibi-
tors; this is currently underway in our laboratory. The simplicity
lies in the fact that our HTS tool produces data that are easily
interpreted, as the assay has a high Z° factor of 0.84 +£0.03. Dif-
ficulties encountered in screening for inhibitors of native AP
are: poor signal-to-noise ratio, slow folding kinetics, and the
fact that the kinetics of the same sample studied in different
wells often show different lag phases and end fluorescence
values. Together, these problems have been hurdles for HTS re-
searchers. For comparison, we studied our system with a
broad range of reported inhibitors and nor-inhibitors, and
found good correlation to previously reported results with in
vitro inhibition studies on native ApP. For these reasons, we
expect that this screening tool will be highly advantageous for
the rapid search of Af fibril inhibitors.
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Experimental Section
Materials

Synthetic (AR, oY uKuKale was prepared as  previously de-
scribed ™ Cholyl-LVFFA was prepared as previously described ™
All inhibitor compounds were purchased from Sigma except myri-
cetin, which was obtained from Fluka. All other reagents were of
the highest analytical grade available.

Preparation of A,

AP, 4 was synthesized on an Applied Biosystems 433A peptide
synthesizer using an Fmoc-Val-MNovasyn-TGA resin (Movabiochem)
with a substitution level of 0.24 mmol. Amino acids were coupled
at a 10-fold excess under HBTW/DIPEA activation (HETU=O-lben-
zotriazol-1-yl)-N NN N'-tetramethyluronium  hexaflucrophosphate,
DIPEA = N N-diisopropylethylamine). Coupling times of 60min
were used, and difficult residues were double coupled. Deprotec-
tion and cleavage from the resin was carried out with a mixture of
TFA/TIS/H,O/EDT (94:2:2:2 w/v), 15 mLig resin) ', with ocecasional
swirling for 2 h (TRA=triflucroacetic acid, TIS=triisopropylsilane,
EDT=1,2-ethanedithiol), After filtration and reduction of the TFA
by N, bubbling, the peptide was precipitated and washed three
times with cold Et,0. Purification was performed by reversed-
phase HPLC on & semi-preparative C5 Discovery Wide Pore (Su-
pelco) with a gradient of 9—90% CH,CN over 30 min, with 0.1%
TRA and a flow rate of 6 mLmin ", The retention time of Af, , was
14 min. The purity was >95% by analytical RP HPLC. The identity
was verified by ESMS: the calculated weight for AP, is 4328 Da;
found 43288 Da [M+H]". Af,,, was lyophilized and stored at
—20°C.

Preparation of Afi,_,, peptide stock solution

For aggregation assays, a stock solution of AR, was prepared as
follows: 2.7 mg was dissolved in 200 pl of 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-
propanc| (HFIP) to disassemble preformed aggregates, and there-
after it was lyophilized. Pure HyO was then added, and the solution
was centrifuged at 12000 g to remove eventual aggregates, The
stock solution was divided into portions and stored at —20°C until
use. The stock concentration of AP, was regarded as 500 pm.

Preparation of (AP, 5 Y.K:: Kz )s peptide stock solutions

For aggregation assays, a stock solution of (Af, oYl Kl was
prepared as follows: 0.24 mg was dissolved in 150 pL HFIP/H,O
(1:1) and Iyophilized. Thereafter the peptide was dissolved in pure
H,O (1.2 mL). Stock peptide concentrations were determined spec-
trophotometrically using an extinction coefficient of 9160 cm "m
at 4=280 nm.”™ The stock concentration of (AP Y 2oKabrale wWas
20 pw, and storage was at —20°C until use,

Preparation of inhibitor stock solutions

Inhibitars were dissolved in EtOH if possible; hemin chloride was
dissolved in MeOH, otherwise DMSO was used. Stock solutions of
10 ma were first prepared, and thereafter they were diluted into
ELOH/H,O (1:1) or DMSO/M,0 (1:1) with the following concentra-
tions: 5000, 500, 50, 5, and 0.5 psm. Final concentrations of EtOH or
DMSO in inhibition studies were 1%. Dopamine and a-ipoic acid
were dissolved with DMSO for the inhibition studies with Af3, .
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Measurement of AP, ,, aggregation

Aggregation of Af, ,, was performed in 86-well black polypropy-
lene microplates (Geriner). To each well an aliquot of the peptide
stock solution was mixed into the aggregation buffer to give a
final composition of AR, . (50 pm), sodium phosphate (50 mm),
and NaCl (100 mm) pH 7.4, Thereafter 2-pL aliquots of the inhibi-
tors were added. Microplates were sealed with a plastic sheet and
incubated in a Molecular Devices Spectra MAX Gemini X5 micro-
plate reader at 37'C. Data were obtained from 4-plL aliguots that
were removed from the aggregation mixture and analyzed sepa-
rately with 96 pL of a solution of ThT (10 psm) and HPO,® (50 mm)
pH 7.1, Kinetics of aggregation were monitored in an PerkinElmer
Luminescence Spectrometer LS50 by following the increase in ThT
fluorescence using a 0.3-cm reduced guartz cuvette with excitation
at 440 nm and collecting data from 460 to 600 nm. Slits for excita-
tion and emission were 2.5 and 10 nm, respectively, Kinetic data of
AP, 4o were fitted with the stretched exponential fundiion:

Fo=F —AF#"

for which F, is the fluorescence at time t, F_ is the fluorescence
after complete fibril formation, AF is the difference in fluorescence
between t; and t,, k is the rate constant, and values greater than 1
for the parameter n indicate a sigmoidal transition with an initial
lag phase™!

Measurement of (Afl,; .Y, KK, , aggregation

ThT was added to the stock solution of (AP, YKk Aliquots
(48.6 pL) of the (AP, s YKk ThT mixture were put into the re-
quired wells of 96-well black polypropylene microplates. Inhibitors
were then added (1.4 pl), and the solution in each well was mixed
with the addition of 20 pL stock phosphate buffer solution
(17.5 mu) to give a total volume of 70 pL. The final concentrations
obtained were 4 pm (APisarYaoknkady 10 psm ThT, and 5mm
HPO,"". The concentrations of studied inhibitors were 0, 0.01, 0.1,
1,10, and 100 pam. Microplates were analyzed in a Molecular Devi-
ces Spectra MAX Gemini X5 microplate spectrophotometer at am-
bient temperatures. Measurements of ThT binding were started im-
mediately by recording the fluorescence at 1-min intervals using
band-pass filters of 440 nm for excitation, 480 nm for emission,
and a cut-off filter of 455 nm. In this procedure ThT flucrescence is
measured throughout the assembly process in real time. The 1C,
values were calculated from the fluorescence values obtained at
the end of the kinetics studies, that is, the value at 60 min. These
values were then plotted against the log of the inhibitor concen-
tration, Fitting the data with a sigmoidal function in lgorPro soft-
ware (WaveMetrics), the 1Cy, was obtained at the fluorescence half-
way point.

Evaluation of the HTS tool

The (Afhe.aY aKakad shased assay was evaluated for its Z factor ac-
cording to Zhang et al*¥ under the same conditions used for the
aggregation measurement of (AR, Ykl This involved three
distinct 96-well plates, each containing 12 positive wells in the
presence of the inhibitor curcumin (100 psm) and 12 control wells
in the absence of inhibitors. DMS0 was used in this study at a con-
centration of 1%.
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A Multimeric Quinacrine Conjugate as a Potential Inhibitor
of Alzheimer’s -Amyloid Fibril Formation

Gunnar T. Dolphin, Sabine Chierici, Myriam Ouberai, Pascal Dumy,* and Julian Garcia*™®

Amyloid formation and accumulation of the amyloid [-peptide
(AR) in the brain is assocated with Alzheimer's disease {AD)
pathogenesis. Therefore, among the therapeutic approaches in
development to fight the disease, the direct inhibition of the AP
self-assembly process is currently widely investigated and is one
of the meost promising approaches. In this study we investigated
the potential of a multimeric display of quinacrine derivatives, as
compared to the monomer guinacrine, as g design principal for
a novel class of inhibitors against AP fibril formation. The pre-
sented multimeric conjugate exhibits a cluster of four guinacrine

Introduction

Alzheimer's disease [AD) is characterized by the accumulation
of insoluble filbrillar aggregates of amyloid f-peptide (A[) and
the degeneration and death of neurons in brain regions that
are concerned with learning and memory processes.’” Abnor-
mal protein deposition is also a shared characteristic of other
age-related neurodegenerative diseases, such as Parkinsons's
and Huntington's diseases™™ and of the prion diseases.>®

In AD two peptides have been identified in the fibrillar dep-
osition in the brain, the amyloid f-peptides Ap;_x and Af, o™
Narmally, A exists as a random coil, but through formation of
intermediate oligomers misfolds into protofibrils, and further
aggregation of the protofibrils forms amyloid & It is widely
accepted that the formation of fibrils is implicated in the neu-
rotoxicity associated with AD, but still there is much discussion
on which aggregation state of A is toxic and on the toxicity
mechanisms. ™"

Several approaches aimed at blocking the neurotoxic activity
of Afy are presently pursued: such as reduction of amyloid pro-
duction by inhibiting the enzymes beta- and gamma-secretase,
which produce ARM stimulation of the immune system to
remove AP from the brain by immunizing with AP frag-
ments'"™ and direct inhibition of the AP self-assembly pro-
cess. ™"l Egpecially the identification of inhibitors of protein
deposition or fibril formation should provide drugs with neuro-
protective effects for the suppression or prevention of the
transition from monomeric to oligomeric and polymeric Ap
species. It may also be a critical step towards a better under-
standing of the role of fibrils in neurodegenerative processes
and disease progression.

The search for potent drugs such as amyloid aggregation in-
hibitors led to the discovery of compounds inhibiting specifi-
cally and efficiently amyloid aggregation invitro. Molecules
issued from random screening as well as short amyloid peptide
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derivatives on a rigid cyclopeptidic scaffold. Herein s reported
the synthesis of the conjugate, together with the in vitro inhibito-
ry evaluation of Af},_, fibrls using the thioflavin T flucrescence
assay, and imaging with atomic force microscopy. Our data show
that the multimeric compound inhibits AP, fibrl formation
with an ICq, value of 20410 um, which contrasts with the non-
active monomeric analogue. This work suggests that assembling
multiple copies of acridine moieties to a central scaffold, for mul-
tiple interactions, is a promising strategy for the engineering of
inhibitors against Afs fibril formation,

sequences mimicking and inhibiting amyloid aggregation are
the two main classes of inhibitors. In the past few years, non-
peptidic amyloid aggregation inhibitors have been identified
in the literature and is an important approach in the develop-
ment of therapeutic agents"®?! This approach was initially
based on the finding that the small dye, Congo red, interacts
specifically with amyloid fibrils and inhibits their formation.™
Molecules such as melatonin, furansulfonic acid derivatives,
small polyphenol molecules, and the well-known antibiotic
Rifampacin, anthracyclones, benzofuran derivatives have been
reported.”™ Although a structure-activity relationship is not
easy to distinguish from all these works, many of the inhibitors
are either "flat molecules bearing a lipophilic bi- or tri-thetero)-
cyclic scaffold and having a basic nitrogen on one of these
rings”, ™! or have a polyphenolic structure,'

Unexpectedly, only a few works have investigated the acri-
dine derivatives as [-amyloid inhibitors although these flat het-
erocyclic scaffolds should display an ideal drug-like profile. The
first acridine cores reported to inhibit or interact with the [-
amyloid polymerization process in AD are diaryl heterocydlic
compounds and S-acridone derivatives 2% More recently, the
search for radioactive probes for imaging the amyloid-f} pep-
tide in vivo and for the detection of AD allowed the identifica-
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tion of a fluorinated acridine orange analogue with high affini-
ty for AP aggregates !

On the other hand, acridine compounds including quina-
crine have been more extensively studied for the treatment of
the prion diseases, and effective inhibitory activities on PrPsc
replication in vitro have been reported. ! Although the se-
quence of the prion protein and of the AP peptides are guite
different, the mechanism of their aggregation may be similar,
and compounds that are able to interact with the prion pro-
tein could also be active on f-amyloid peptides. In support of
this, some well-known Af} binding compounds such as tetracy-
cline and thioflavin T are reported to exhibit binding to prion
peptides similar to that observed with guinacrine™ Moreover,
as both diseases lead to aberrantly folded proteins, rich in -
sheet structure that have a high tendency to form aggregates,
the inhibitor binding might be more conformation-dependent
rather than sequence-dependent. Such conformation-depen-
dent interaction is reported for polyphencls which do not in-
teract with the amyloidogenic monomer but rather with amy-
loidogenic structures.*** From this, it appeared interesting to
study the guinacrine core and its ability to interact with AP
and to inhibit the amyloid polymerization process by analogy
with its antiprion effect. To date, such effects on Ap fibril for-
mation has not been investigated.

Further, the search for new AP peptide aggregation inhibi-
tors is hampered as the interactions and mechanism of inhibi-
tion is not well understood. Common to most known inhibi-
tors is the presence of two substituted aromatic groups sepa-
rated by a short spacer, such as curcumin and NDGA[
From this commaon feature, it is believed that these aromatic
compounds interact with hydrophobic and aromatic amino
acids of the misfolding peptides, such as phenylalanine 19 and
20 in Ap that are important for fibril formation. As fibril forma-
tion proceeds through hydrophobic interactions to form inter-
mediate oligomers with undefined structure, molecules that
can interact with these different states on the fibril-folding
pathway may prove to be important drug candidates against
AD. When designing compounds as potential inhibitors, we
postulated that a multimeric arrangement of aromatic residues
would be capable of multiple simultaneous interactions with
these different states and thus lead to more potent inhibitors
because of multimeric effects*? Further, we expected that the
multimeric arrangement of aromatic residues would be more
potent if they were directionally constructed as a cluster by
the aid of a well-defined and rigid scaffold.

Multivalency is a well known and efficient process used by
nature to enhance the affinity of binding in biological phe-
nomena such as recognition™! Recently May et al. showed
that the multivalency strategy may be beneficial to enhance
the antiprion activity of acridines using covalent dimers.”
Their conclusion that "this strategy may be generally applica-
ble to other diseases of protein conformation, in which species
along the pathway to the aggregated endpoint are character-
ized by high protein concentrations" supports our inhibitory
multimeric approach in AP} peptide aggregation. It was only re-
cently (during the revision of this manuscript) that a multimer-
ic approach was investigated in the field of A} peptide aggre-

ChemBioChem 2008, 9, 952-953
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gation inhibitors.™ This research showed that branched KLVFF
tetramers are more potent inhibitors of f-amyloid aggregation
compared to the monomeric KIVFF peptide. Moreover as we
had in our research group a convenient and proved cyclopep-
tidic tool allowing the multimeric presentation of ligands, this
encouraged us to investigate its multimeric strategy.

In light of the abowve, we first focused our investigations on
the quinacrine derivative 7 as an inhibitor of the AP polymeri-
zation process by analogy with its antiprion effect. Simultane-
ously, we prepared its multimeric form 6, exhibiting a cluster
of acridines on a cyclopeptidic core for enhanced inhibitory
properties by multiple interactions (Scheme 1). These com-
pounds were investigated in vitro as potential inhibitors of AP
fibril formation. Their design, synthesis, and the inhibitory re-
sults, using fluorescence spectroscopy with thioflavin T (ThT)
and atomic force microscopy (AFM), are reported in detail in
this paper.

Results
Design of the fibril inhibitor candidates

In this first approach, we have chosen the quinacrine deriva-
tive, compound 7 (Scheme 1), as a starting point for the
design and synthesis of a potential amyloid inhibitor. There-
after we prepared a mutimeric version, compound 6, which
displays four copies of the quinacrine derivative covalently at-
tached to a well-defined and rigid scaffold (Scheme 1) We
postulated that a covalent multimeric assembly of the acri-
dines could be a more potent inhibitor because of the well-
known local concentration effect.”™ Indeed, this multimeric ar-
rangement is capable of interacting through multiple molecu-
lar contacts with one AP monomer or several monomers ag-
gregated in oligomers or fibrils, thus enhancing the inhibition
process. This multivalency approach has been first validated
on the prion disease in a recent study where bis-acridines
showed increased antiprion activity, around tenfold in vitro,
compared to the corresponding monomeric compounds.™ In
our conjugate, the conformational restriction imparted by the
scaffold may also be beneficial for the interaction of the acri-
dine cores to Ay peptides by minimizing the entropically con-
formational rearrangement before binding as noted for the
bis-acridines on the prion protein. We also prepared as a refer-
ence compound the monomeric analogue 8 that bears only
one copy of the quinacrine derivative on the scaffold
(Scheme 1). This compound was designed to determine wheth-
er the multimeric arrangement of compound 6 increases the
affinity towards A[h.

The scaffold used in this study to present the heterocyclic
quinacrine molecules in a multimeric and well-defined spatial
orientation is a backbone-cyclized decapeptide. The two prolyl-
glycine sequences, as [ typedl tumn inducers, constrain the
peptide backbone conformation into an antiparallel f-sheet!™
As a result the cyclic peptide displays an "upper-face” with
four residues (here and commeonly lysine) and a “lower-face”
with two residues (arginine residues here), see Scheme 1.
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Scheme 1. Left, schematic representation of the inhibitor candidates. Right, molecular model of the multimeric guinacrine compound 6. The guinacrine deriv-
atives and oxime linkages are in red, the cydic peptide scaffold with four functionalized lysines is represented as a turguolse ribbon and below the scaffold

can be seen the two arginine side chains for increased solubility (Insight 1.

These kind of templates, first proposed by Mutter and cow-
orkers as structure inducing devices ™" has found useful ap-
plications in the past as protein mimics (for a recent review
see Singh etal™). It has been used in our laboratory for the
construction of vectors for neovasculature targeting in tumor
therapy,** for multivalent presentation of carbohydrates
or more recently as a scaffold to construct a [Famyloid peptide
model.®® Taking advantage of the synthetic versatility of this
platform, we designed our candidate to display, via lysine side
chains of the upper face, the clustering of the acridine cores
and on the lower face, arginine side chains, Scheme 1. We
placed the arginine residues to improve the poor solubility of
the acridine molecules that may usually limit their in vivo use.
Further, in future designs this lower face can be used to adjust
the pharmacokinetic properties, the cytotoxic effects, or the
membrane breaching properties by addition of other func-
tions, This functionalization possibility is an important feature
of this scaffold that allows, for example, the attachment of cell
penetrating peptides (CPP)***! for transport across the blood
brain barrier (BBB).*

In our guinacrine analogue {Scheme 1), we have only kept
the aliphatic side chain found in guinacrine at the nitrogen,
position 9. This choice is based on studies with potent antipri-
on quinacrine derivatives, which revealed that a side chain on
the nitrogen at this position is essential for antiprion activity®?
unlike the chlorine and methyloxy substituent usually found
on the qguinacrine core®" At the 4 position of the aromatic
core, we introduced a spacer arm allowing its grafting to the
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central cyclic scaffold. This linker may be beneficial to improve
the conformational flexibility of the quinacrine cores on the
scaffold surface, to easily reach a bioactive conformation.

Synthesis of the fibril inhibiter candidates

As chemoselective ligation by oxime bond formation is a con-
venient strategy widely used to assemble peptides®™™? and
improved in our laboratory™**! to conjugate biomolecules to
cyclodecapeptidic scaffolds, its use has been found advanta-
geous in our study. This method allows the ligation, without
any coupling reagent in agqueous solution, between unprotect-
ed fragments, where one holds an oxyamine function and the
other an aldehyde or ketone function. For the synthesis of our
inhibitor, candidate 6 reqguired a peptidic scaffold bearing
glyoxylyl aldehyde functions on the upper lysine side chains,
and a quinacrine analogue displaying the oxyamine group as
the suitable complementary function (Scheme 2). For this pur-
pose, the guinacrine derivative 4 was functionalized in the 4
position by an aminooxy spacer. Quinacrine 4 and the scaffold
5 were both synthesized separately and combined together
using the oxime bond ligation.

The key cyclopeptidic scaffold 5 (Scheme 2), with the two ar-
ginine residues and the four glyoxylyl aldehyde functionalized
lysine side-chains, was prepared using standard Fmocd/tBu
strategy from the linear peptide presenting Boc and Pmc at
the lysine and arginine side chains respectively, Cyclization of
the scaffold and introduction of the four glyoxylaldehyde
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Scheme 2. Strategy for the assembly of the multimeric compound 6: a) see ref [45], b} CHyCN/ACONa buffer 0.7 M

pH4, 111,15 h, 57%.

functionalized lysine side chains were performed as previously
described by Grigalevicius et al

The preparation of the guinacrine analogue 4 was based on
a previous synthetic work on dibasic 9-aminoguinacrine-d-car-
boxamides by Atwell etal™ Staning from the acridone 1
(Scheme 3), bearing a carboxylic acid group in the 4 position,

( I I iD a] "
o ﬂ-..z"-o Nk;rOE!

Ha NMO-NQT-OEI
r/ 53% yield
£) a HNJ\/\,N..__,_
—_—
I r —
HENA“A’M\/ N
4 o NMOJNH:,

H

Scheme 3. Synthesis of the guinacrine analogue 4. a) 50C, 80°C, 2 h;
b} CH.Cl, DIEA, 2; ¢} 2-amino-5-diethylaminopentane, MeOH, 70°C 2 days;
d) HClig), CH,CI,

allowed us to introduce an appropriate spacer arm as an
aminooxypropylamine. The aminooxy parnt of this linker 2 was
protected with an N-hydroxyacetimidate and was incorporated
on the quinacrine core after activation of the acridone 1 with
thionyl chloride. The 9-chloroguinacrine-4-carboxamide 3 was
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D easily obtained in this way in
CH,Cl, buffered with DIEA. Treat-
ment of 3 with the commercially
available  2-amino-5-diethylami-
nopentane, in methanol at 70°C
three days, produced the
protected 9-aminoguinacrine in-
termediate with the guinacrine
side chain at the 9 position. Fi-
nally acidic treatment with HCI
(g) gave the oxyamine-function-
alized quinacrine 4 with 53% of
overall yield from acridone 1.
o—NH: The aminooxylated guinacrine
N 4 was then incorporated
i4) (5cheme 2) to the upper face of
the scaffold 5 in acetonitrile with
sodium acetate buffer following
the typical chemoselective liga-
tion procedure previously de-
scribed. ™ The reaction was
monitored by analytical RP-HPLC
and was complete within 15 h.
The conjugate 6 was isolated in
57 % vield after semipreparative
RP-HPLC purification (Figure 1A)
and was characterized by MS-ES|
(Figure 1B). The reference compounds, guinacrine derivative 7
and monomeric conjugate 8 (Scheme 1), were prepared by the
oxime ligation of the acridine core 4 with respectively, acetone
or a scaffold bearing only one glyoxylyl aldehyde function on
the upper face.

In vitro inhibition studies of amyloid [i-fibril formation by
quinacrine compounds

Initially we examined the effects of the monomeric quinacrine
analogue 7 and its multimeric version 6 on the inhibition of
APy fibril formation by following the specific binding of thio-
flavin T (ThT) to amyloid fibrils. The ThT assay is the simplest
way to identify amyloid structures, and to follow their forma-
tion and disaggregation in the search for inhibitor compounds.
ThTis highly specific and sensitive for the characteristic cross-p
sheet structure of amyloid fibrils and its binding is easily fol-
lowed by fluorescence spectroscopy because of a large excita-
tion spectral red shift, which allows selective excitation of
bound ThT®¥ The ThT assay can be pefformed by studying
aliquots of amyloid fibril mixtures added to a ThT solution or
by studying, insitu, ThT added to the fibril forming mixtures,
as it has been shown to have little effect on the assembly
process. =36l

Multimeric 6 dose dependently inhibits Af fibril formation

The inhibition studies of Af,_ fibril formation were performed
in the presence of 10 pm ThT in stagnant solution buffered
with HPO (50 mm), pH 7.4 and NaCl (100 mm) at 37 °"C. We
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Figure 1. &) RP-HPLC profile of purified compound 6 at 274 nm. (Nucleosil
1204 3 pm €, particles, 30x4 mm; 1.3 mLmin~'; inear gradient 9555 CD
to 40:60 in 15 min; sohvent O 0.1 % TFA and 9.9 % H,0 in acetonitrle and
solvent €: 0.1% TFA in water). B} Electrospray mass spectrum of compound
6, the spectrum shows multiple charged species. The calculated weight is
3091.9 Da, found 3091.2 Da [M4H]™.

co-incubated A« with 0, 0.1, 1.0, 10, 20, 50, and 100 pm of
the multimeric compound 6 and studied for a period of
14 days the change in ThT fluorescence. In Figure 2, the results
for 6 show complete inhibition with concentrations higher
than 50 psm. When Af,_, was incubated with 20 pm or less of
compound 6, fibrils were formed as seen by the sigmoidal in-
crease of the ThT fluorescence. A sigmoidal curve is consistent
with the nucleation-dependent polymerization model”* From
the above results an IC,, value for the fourfold quinacrine come
pound 6 is estimated to 204 10 M (see the Supporting Infar-
mation). In Figure 2 we can also see an increase in the lag
phase of fibril formation with 10 and 20 pm of 6 in a dose de-
pendant manner as compared to the sample without inhibitor,
this indicates an inhibitory effect on oligomer formation
during the nucleation phase. The decay of fluorescence signal
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Figure 2, Inhibition studies of Af, 4 (50 pa) fibiil formation with the four-
fold quinacine compound 6. Concentrations of 6 are: O ps {-m<), 0.1

(= to=hy 1 st [=0=), 10wt (=0=), 20 pa (=<}, 50 put (==} and 100 pu
(oot~ ) Kinetics were monitored by ThT flucrescenice at 480 nm with
axcitation at 240 nm. The data obtained with O to 20 s of 6 are fitted with
extended-exponential functions. The data are mepresentative of three inde-
pendent experiments.

for the low inhibitor concentrations at the end of the study is
probably due to instability of the assay such as precipitation of
amyloid.

As seen in Figure 2, the inhibition study of 6 at 100 pm
shows some background fluorescence. This background is due
to the fluorescence from the guinacrine moieties and was not
observed at 20 um or lower concentrations of 6. However,
monemeric quinacrine 7 displayed a strong fluorescence in the
ThT fluorescence region, which prevented its study of fibril in-
hibition by the ThT assay (Supporting Information). The reason
we were able to study the multimeric 6 and not the monomer-
ic compound 7 is most probably due to self-guenching of the
quinacrine fluorescence, in compound &, as the four quina-
crines form a cluster on the cyclic-decapeptide scaffold.

Confirmation of multimeric 6 inhibition of Ap fibril forma-
tion by AFM

The inhibition of fibril formation by the fourfold guinacrine
compound 6 was confirmed by visualization with atomic force
microscopy (AFM). When analyzing the AFM image of the
A _g mixture co-incubated with 6 (100 pwm) after 14 days (Fig-
ure 3 A}, we see that no amyloid fibrils have been formed. This
can be compared with the control mixture of Af,_, without in-
hibitor where a number of long protofilaments can be seen
(Figure 3B). These protofilaments have lengths to about 4 pm
and the heights of the fibrils are 4 nm.

Multimeric 6 has enhanced inhibitory activity than the mo-
nomer 7 and the monomer conjugate 8

As compound 7 has a strong fluorescence in the same range
as thioflavin T, it was essential to evaluate the extent of fibril
formation by visualizing with AFM. To compare results be-
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Figure 3, AFM images (height data) of inhibition studies of Af, 4 obtained
at the end of the aggregation reaction {14 days; scan size 10 pm). A} Co-
incubation with the fourfold quinacine compound & (100 ps). Mo fibrils are
observed. B} With no inhibitor compound long protofilaments are observed
with a height of 4 nm. The £ scale is placed to the right of the images,
colors from black to white correspond to the Z range (heighth.

tween the multimeric 6 (100 pm) and monomer 7, we have
studied 7 at 100 pm as well as at a fourfold higher concentra-
tion (400 pm) as there are four quinacrine units on the conju-
gate 6. Figure 4 A is an AFM image of the A[},_, mixture, which
has been co-incubated with 7 (100 pm) for 14 days. Here can
be seen that this compound has no inhibitory effect on ARy
fibril formation, as number of long protofilaments can be de-
tected, also with lengths to about 4 pm and heights of 4 nm
{as in the control study, Figure 3B). At the fourfold concentra-
tion of 7 (400 pm), fibrils were observed but to a lesser extent
(Figure 4 B). We cannot determine exactly an IC,, value for 7,
because of background fluorescence, but from the AFM study
an IC,, value can be estimated to be much larger than 100 pm.
Thus the fourfold gquinacrine conjugate 6 is a much more
potent inhibitor of AP,y aggregation than the monomer 7.

As another control experiment we have prepared a deca-
peptide with one quinacrine moiety, compound 8, compared
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Figure 4. AFM image (height data) of protofilaments formed from A, 4 cor
incubated with the monomerc guinacrine 7 at A) 100 pv and B) 400 pw.
The filaments have a height of 4 nm (scan size 10 pmj.

to four to prove multimeric effects. The inhibitory effect of
compound 8 was determined by AFM as it also has a strong
fluorescence in the ThT region. With 100 pm of this compound
we found no inhibitory activity in the inhibition study of A«
fibril formation, thus an IC,, value can be estimated to be
=100 pm (Figure 5).

To determine if the cydic decapeptide scaffold of our mult-
meric compound alone induces antiamyloidogenic activity, we
prepared a scaffold without guinacrine moieties as a control
compound. This control 9 contains acetylated lysine residues
instead of lysinyl-quinacrine functions. In Af,_, fibril formation
studies followed by ThT fluorescence, this control 9 showed, at
100 pm, a very weak inhibition effect (Supporting Information).

Together AFM and ThT studies revealed an induced inhibito-
ry effect with our multimeric conjugate 6 with an I1Cy; value of
20+£10 pm, where as the monomeric compounds 7 and 8 at
100 pm showed no inhibitory effect. To compare the inhibitory
activity with other reported inhibitors of AR fibril formation
using our assay conhditions, we included tetracycline in our
study iSupporting Information). Tetracycline has a reported I1Cy
value of 50 um in a inhibition study of 220 pm of AP, 4™
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Figure 5, AFM image (height data) of protofilaments formed from Af, , co-
incubated with the monoemeric conjugate 8 at 100 pae.

With our experimental conditions, using A}, _s, we have deter-
mined an IC,, value of 30 pm for tetracycline this is comparable
to that previously reported and to our conjugate 6.

Multimeric & inhibits fibril growth on preformed fibril seeds

The inhibitory effect of 6 on A s fibiil formation was also
studied by the ThT assay in the presence of preformed AR, _,
fibrils as seeds. The kinetics revealed exponential-like formation
of fibrils with a strongly reduced lag phase (Figure ). Incubat-

o P
4000 F____f___ —
-
Fasm/au 000 "./{ ﬂ_____rd___ﬂﬁz
1000 — .ﬁ’lj //'
,/ / e — i
. Jﬁ. ——
I I 1
El 10 15 20 25
Hh—

Figure 6, Inhibition studies of AP, 4, (SO pa) fibril formation with the four-
fold guinacrine compound 6, in the presence of sonicated preformed AR, 4
fibrils {25 pm). Concentrations of 6 are: O pa (m), 0.7 puae (4, T e (o), 2 pae
(o) 10 pas (o) and 700 pae {2). The data ane representative of two independ-
ent experiments.

ing AP _s with increasing concentrations of 6 showed a dose
dependent decrease of the final fluorescence level. No forma-
tion of fibrils was observed with 100 psm of 6 in the ThT kinetic
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data and this was confirmed by AFM imaging (data not
shown). From this study an apparent I1Cg, value of 2£1 pm for
compound & was determined,

Seeding experiments were also performed with the control
compounds 7 and 8, the decapeptide scaffold 9 with acetylat-
ed lysines and tetracycline. The effects of compounds 7 and 8
were determined by visualizing with AFM. In the presence of
400 pm of 7, formation of snake-like fibrils was observed, and
normal fibril growth was seen with 100 pm of 8, showing that
these monomeric forms of guinacrine do not inhibit fibril
growth (Supporting Information). Thus, again the specificity of
multimeric & on fibril inhibition was shown as monomers 7
and 8 show no inhibitory activity. The decapeptide scaffold 9
and tetracycline were followed by the ThT assay in the seeding
study. The control 9 showed weak inhibitory activity at
100 pm. For tetracycline we determined an 1C;, value of 80 pm,
we have not found a previous report of a seeding study with
tetracycline (Supporting Information).

Finally, we studied the ability of compound 6 to disaggre-
gate preformed amyloid fibrils. In the studied concentration
range from 0 pm to 100 pm, no decrease of the fluorescence
was observed in the ThT assay. Fibrils were also observed by
AFM imaging after co-incubating for eight days with 100 pm of
the quinacrine compound 6 (data not shown). Thus, com-
pound 6 does not markedly dissociate preformed amyloid fi-
brils in the studied concentration range. With the control scaf-
fold with four N-acetylated lysine residues 9, we observed no
inhibitory activity in the destabilization study followed by ThT
fluorescence (Supporting Information). Disaggregation studies
were however not performed on monomeric compounds 7
and 8. Indeed, as no inhibition was chserved in experiments
with or without fibril seeds, it is unlikely that they could dis-
aggregate fibrils.

Discussion

The aggregation and formation of fibrils from Ap is widely ac-
cepted to be a key factor in the development of AD. The cyto-
toxic mechanisms, however, are still not well understood and
the identity of the aggregation state that inserts toxicity re-
mains unclear. The toxicity has been proposed to arise from
unstructured assemblies during the nucleation phase, fibrils,
amyloid, or combinations of these, For this reason different
therapeutic approaches are pursued that target different
stages in the accumulation of AP and formation of amyloid.
Important strategies include, stimulating the immune system
to remove Af from the brain,™ direct inhibition of the Ap self-
assembly process,' ™" and reduction of Ap production.
However, strategies that preferentially target ApP;_as produc-
tion may actually worsen the disease course in AD as recently
pointed out by McGowan and co-workers®! They have
crossed transgenic mice that selectively express high levels of
ARy and AP, and thereafter compared the cerebrovascular
Al deposition in the bitransgenic and singly transgenic litter-
mates. From their studies they could see that levels of Af _x
and AP_, had opposing effects on A deposition, where
Al s inhibited amyloid deposition and AP, promoted it.
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They also observed that increasing levels of A, in the bi-
transgenic mice protected them from premature-death, which
was observed in the Af},_s; transgenic mice.

For these reasons, the development of drugs that inhibit AP
aggregation seems t be a more promising therapeutic ap-
proach in the prevention and control of AD compared to the
strategies that preferentially target Af,_y, production. Follow-
ing this approach, we have investigated in this report the po-
tential of a multimeric quinacrine conjugate 6 as a lead inhibi-
tor compound against fibril formation associated with AD. Qur
drug candidate exhibits a directional and well-defined cluster
of four quinacrines that was easily prepared by the oxime-liga-
tion strategy. We performed in vitro analysis of the inhibitory
effects of this compound, where we monitored the formation
of APy fibrils directly using fluorescence spectroscopy with
ThT. We showed herein that the guinacrine compound 6
displays an antiamyloidogenic effect and dose dependently
increased the lag phase of fibril formation. This lag phase
increase indicates an inhibitory effect during the nucleation
phase, such as inhibition of oligomer formation. Complete
inhibition of fibril formation was observed at 50 pm of com-
pound 6 by the ThT assay and this was confirmed by imaging
with AFM where no fibrils were observed. From this study we
have estimated the |Cs value to 20 £ 10 pm.

To evaluate the multimeric inhibitory effects of the fourfold
quinacrine compound 6 we compared 6 with the monomeric
quinacrine derivative 7 on the inhibition of AP _y fibril forma-
tion. As a result of strong fluorescence from the monomeric
quinacring, we were only able to study fibril formation by
AFM. We found no observable decrease in the amount or
change of the fibril structure with a 100 pm concentration of 7
as compared to the control without inhibitor. In a comparison
of monomer 7 and the fourfold guinacrine compound 6 we
have to consider the fact that compound 6 holds four times
more of the quinacrine moiety than 7. For this reason we have
studied the inhibition effects of 7 at 400 pm by AFM. The for-
mation of fibrils also observed at this concentration indicates
that the multimeric presentation of 6 enhances its inhibitory
activity. Further, the results from the control experiment per-
formed with the monomeric conjugate 8, strengthen the evi-
dence of multimeric effects of the inhibitor compound 6.
Indeed, with 100 pm of 8 we found no inhibitory activity in the
inhibition study of APy fibril formation. The control com-
pound 9, which is the scaffold alone, was studied to see if it in-
duces inhibitor activity. With this compound at 100 pm, only a
slight decrease of the ThT fluocrescence was observed. Together
these results demonstrate that the induced inhibitory activity
of compound 6 arises from the fourfold cluster of quinacrines
that are attached to the decapeptide scaffold.

To determine if the inhibitory effect of compound 6 was en-
tirely due to an increase of the lag phase, we performed seed-
ing experiments, where preformed fibrils were added to the
Ay _g aggregation mixture. This procedure eliminates the pro-
cesses during the lag phase, allowing us to follow only the ex-
ponential growth and inhibition of the Apy_y fibrils. In this
study we observed a dose dependent decrease of the final
fluorescence level. In the aggregation mixture with 100 pm of
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the fourfold guinacrine compound 6, no formation of fibrils
was observed in the ThT assay or by AFM imaging. From this
study we determined an apparent 1Cs value of 241 pm for
compound 6. We conclude from the seeding experiment that
compound 6 inhibits fibril growth and that inhibition is not
only due to inhibition of cligomer formation during the lag
phase. The apparent I1C;, values obtained from the inhibition
experiments, with and without preformed fibrils as seeds, are
241 and 20£10 pm, respectively. The difference of these two
values may be due to differences of inhibitory mechanisms
isee below), but also to the very nature of the assay as de-
scribed by Findeis et al.*¥ As mentioned by them, the assay is
reliable for the identification of potent inhibitors of AP poly-
merization but accurate determination can be difficult.

The control compounds 7-9 were also studied with seeding
experiments. The results from these studies correlate well with
the studies that were performed without the addition of pre-
formed fibrils and thus fibril formation was observed for all
controls. Interestingly, in the presence of 7 at 400 pm forma-
tion of snake-like fibrils were observed, this may be due to the
mere high concentration of compound 7 that changes the
morphology of the forming fibrils (Supporting Information).

We further analyzed the inhibitory mechanisms of com-
pound 6 with disaggregation studies. However, the disaggre-
gation ability of compound 6 on preformed amyloid fibrils was
not very strong, as we were able to observe fibrils by AFM
imaging from a mixture of preformed fibrils and 100 pm of 6
after an incubation period of eight days.

Even though compound 6 was not able to disaggregate pre-
formed APy fibrils, it has from the unseeded and seeded ex-
periment an |Cg, value of 2010 pm and 241 pm for AR,y
fibril formation and inhibition, respectively, and thus can be
compared with other reported inhibitors. For example, the
antiamyloidogenic activity of tetracycline was determined
here, with our experimental conditions, to have an IC;, value
of 30 pm which is similar to that previously reported (IC,, value
of about 50 um).” Another reported inhibitor is 2-amino-4-
chlorophenol with an 1C;, value of 10 pm.*™ Nordihydroguaia-
retic acid (NDGA) is a polyphenolic natural product isolated
from the crecsote bush Larrea tridentata.™ NDGA is expected
to bind to free AP and has a reported IC,, value of 0.16 pm, it
is also a potent oxygen radical scavenger®! The modified AP
fragment cholyl-LVFFA is a [-sheet breaker peptide which uses
the important recognition sequence LVFFA of the A} sequence
to bind to the growing fibrils and disturb and dissociate them;
it has a reported ICs, value of about 5 um. ™ Rifampicin, a sem-
isynthetic antibiotic drug also suggested to scavenge hydroxyl
free radicals,® is an another reported inhibitor of AP fibril for-
mation with an ICs value of 6 pm.™ From the above, our mul-
timeric conjugate is highly competitive as an inhibitor against
Af polymerization, also its ability to delay polymerization is of
interest as was observed with the AP fragment LVFFASS

When considering the antiamyloidogenic mechanisms of in-
hibitors, one should consider the peptide interactions that
induce and stahilize the fibril structure. It is believed that hy-
drophobic interactions play an important role in AP aggrega-
tion. Also the aromatic residues are expected to contribute to
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the stability, specificity, and directionality of the fibrils cross-f
sheet structure, by means of aromatic stacking and their rigid
properties.™! The two phenylalanines at positions 19 and 20 in
the AP sequence have been determined to be essential for
amyloid formation®! Thus, it is conceivable that potential
inhibitors would have hydrophobic and aromatic components
that could interfere with the hydrophobic and aromatic stack-
ing interactions that are formed during the different stages of
fibril formation. In addition to hydrophobic interactions, poten-
tial inhibitors would also be able to form hydrogen bonds with
the AP backbone amides thus disturbing pf-sheet formation 24
As detailed information of known inhibitors and their interac-
tions with fibrils are not available, with the above reasoning
one can speculate on the mechanisms of fibril inhibition. Forlo-
ni et al. have proposed the antiamyloidogenic activity of tetra-
cycline to be related to hydrophobic, aromatic, and specific
hydrogen bond formation with residues of AB.?Y Felice et al.
have suggested that some di- and tri-substituted aromatic
compounds, such as 2-amino-4-chlorophenol, bind to the hy-
drophobic region of AR by hydrophobic and/or m-n interac-
tions thus blocking associations between A} molecules which
would lead to fibril formation.® Rifampicin is also known to
bind to AP through hydrophobic interactions thus inhibiting
its aggregation.™

Regarding the antiamyloidogenic mechanism of the current
multimeric quinacrine compound 6, the folding interactions
during the nucleation phase (cligomer formation) as well as
during the formation of fibrils should be taken into account.
This is due to the fact that compound 6 induced a longer lag
phase and also inhibited further fibril growth in the seeding
study with preformed fibrils. The propensity of 6 to bind to
specific regions of AP,_,, may occur through a number of inter-
actions as described above. The planar aromatic structure of
the guinacrine cores together with multimeric interactions may
bind AP through m-n interactions thus blocking associations
between AR molecules and inhibiting fibril formation. In the
same way, the aromatic core could bind A} molecules through
hydrophobic interactions. Also in addition, the current com-
pound could interact with Ay through a number of polar inter-
actions such as by the basic functions on the 9 position of the
quinacring, the oxime attachment to the scaffold, and the
scaffold itself. The fact that there was no detectable inhibition
with the monomeric compound 7 and especially with the
monomeric conjugate 8 implies that the inhibitory mechanism
of compound 6 is a result of the multiple guinacrines that are
directionally displayed in a convenient manner on the central
scaffold. As May etal. explained the improved activity of
dimers of acridine as antiprion inhibitors compared to the cor-
responding monomers "Conformational restriction has been
used extensively in drug design to pre-organize ligands into a
bioactive conformation” and “a rigid scaffold can correctly
position and orient key structure features without having to
undergo an entropically costly conformational rearrangement
before binding” .

It is also reasonable to consider that our multimeric com-
pound could bind specifically to AP through a mechanism yet
unknown, which leads to the observed antiamyloidogenic
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properties. Further NMR studies could be of interest to give
answers about this mechanism and the interactions of this
conjugate with free AL

Other reports have shown binding of 9-aminoacridine com-
pounds to f-sheet rich peptides.® ! Such as Phuan et al. that
recently reported a chemical proteomic approach where they
functionalized a Sepharose matrix with a bis-9-aminoacridine
compound® From binding studies with the prion protein
from scrapie-infected cultured cells, termed PrP, they observed
selectivity of the 9-aminoacridine matrix for the misfolded and
f-sheet rich PrP* as compared to the normally folded PrP<,
From experimental studies they conclude that this selectivity
must be due to conformational and/or oligomeric differences
between PrP* and PrP*< They suggest that the possible mecha-
nism of action of antiprion 9-aminoacridine compounds on
inhibiting PrP* replication may occur by maodification of tem-
plating epitopes for PrPS conversion or by altering the stability
of PiP* oligomers. In view of this study, our guinacrine com-
pound 6 could also interact with cross f-sheets formed during
oligomerization.

It is interesting to note, as pointed out by Cohen and Kelly
that fibril disaggregating compounds may shift the equilibrium
of AP aggregation from fibrils to toxic oligomers™ Consider-
ing this, the inhibitory effect of our multimeric guinacrine com-
pound on A[ fibril formation, displays an interesting profile
where preformed fibrils are not disaggregated but fibril
growth is inhibited. Such an inhibiting profile is interesting for
the treatment of AD patients, where fibrils are not transformed
into toxic oligomers and further fibril growth is inhibited, facili-
tating free A} clearance by proteoclytic degradation.

When considering the potential therapeutic use of our multi-
meric acridine compound 6 and especially its potential use as
a drug against AD, two major guestions arise. What about its
cytotoxicity as a DNA intercalating agent and the ability of this
high-molecular weight molecule to pass through the blood
brain barrier (BBB) ? In this preliminary study, these two param-
eters have not been evaluated and should be taken into ac-
count in further investigations. Mevertheless some comments
about these are discussed below.

The cytotoxicity of 9-aminoacridine compounds, poten-
tial inhibitors of prion replication, and of S-aminoacridinecar-
boxamide derivatives™! is undoubtedly dependent on their
ability to interact with DMA. The cytotoxicity-structure relation-
ship is not easy to evaluate. Not only do the substituents of
the acridine heterocycle appear to be key factors in determin-
ing cytotoxicity but also the steric hindrance and the restrict-
ing conformational flexibility of the heterocycles as reported
for bis-acridine intercalators.!™ In light of this, the rigid scaffold
of our conjugate 6 could result in a lower cytotoxicity than the
multimeric acridine version. Moreover the possibility of an easy
chemical modulation of our assembly, especially on the lower
face, could help to overcome the problem and to achieve a
convenient balance between desirable bioactivity and cytotox-
icity.

As for the ability to cross the blood brain barrier (BBB), it is
an important issue that needs to be addressed for drugs that
are intended to be active in the human brain. The penetration
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to the central nervous system is one of the major hurdles for
compounds that are effective invivo against AD. The in vivo
potential of our multimeric compound lies in the fact that it
can be further functionalized with targeting and membrane
breaching properties. An example of a modified version of our
quinacrine complex, would be to attach a cell penetrating pep-
tide (CPP) such as Tat to the central scaffold ¥ Tat is a short
11 residue sequence, derived from the HIV transactivator of
transcription, which has been shown to be able to transport
large proteins across the BBB. Conjugation of a CPP can occur
on the opposite side of our scaffold that currently holds two
arginine residues.

In conclusion, we show in this study that the designed mul-
timeric acridine conjugate dose-dependently inhibits fibril for-
mation from fresh Afdi_so in vitro. We demonstrated that not
only does our compound inhibit fibril formation, but that its
antiamyloidogenic activity is due to the multimeric assembly
of the four acridines. Even though the toxicity is unknown and
the exact mechanism remains unclear, this multimeric com-
pound should be considered as a lead for the development of
a new class of well-defined inhibitors against amyloid fibril for-
mation in Alzheimer's disease. Indeed, the possibility of chemi-
cal modulation of our assembly opens up the opportunity to
further optimize its inhibitory properties for invivo use as a
therapeutic agent and as a tool to study fibril formation mech-
anisms.

Experimental Section

Materials: All chemical reagents, protected amino acids, chlorotri-
tyl® resin, and solvents were purchased from Sigma Aldrich, Fluka,
Acros, Carlo-Erba, or France Biochem 5.A. and were used without
further purification, Synthetic AP, ., was prepared as previously de-
scribed, ™ The 9-oxeacridan-d-carboxylic acid 1 was obtained as
described by Atwell etal® The linker (Ethyl-N-hydroxyacetimi-
datejpropylamine 2° was built up by reaction of ethyl-N-hydroxy-
acetimidate with 3-bromopropylphtalimide followed by selective
remaoval of the phtalimide.

Reversed-phase HPLC analyses were performed on Waters equip-
ment using Cyg columns, For the HPLC analyses of compounds 1-
3, a Waters p-bondapack column 120 A 10 pm, 300%3.9 mm® was
used and operated at 2 mLmin ™" using a linear A-B gradient of 0
to 100% B in 10 min (solvent A: phosphoric acid selution in water,
pH 2.5, solvent B: MeOH/H,0, 95/5, v/v). For HPLC analyses of com-
pounds 4-7, a Nucleosil column 120 A 3 pm, 30 x4 mm® was oper-
ated at 1.3 mL.min " with UV monitoring at 214 nm and 250 nm
using a linear C-D gradient (5 to 60% D in 15 min run time; solvent
C: HyO containing 0.1% TFA; selvent D: CHL,CN centaining 9.9%
H:O and 0.1% TFA) For HPLC purification of 4-7, the preparative
column, Delta-Pak™ 300 A 15 pm, 20025 mm* was operated at
22 mLmin" with linear C-D gradient programs in 30 min run time.
'H and “C NMR spectra were recorded on Bruker AC300 spectrom-
eters. Mass spectra were obtained by electron spray ionization
(M5-ESI) on a VG Platform |1 in the positive mode,

Synthesis of WN-[propyliethyl-N-hydroxyacetimidate)]-9-chloro-
quinacrine-4-carboxamide 3: The 9-oxcacridan-4-carboxylic acid 1
(1.46 mmel) was chlorinated by 50Cl; as previously described,™
The obtained 9-chloroguinacrine-d-carbonyl chloride was then
ceoled to —10 'C under argon and to this was added in one por-
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tion an icecold sclution of (Ethyl-N-hydroxyacetimidate)propyl-
amine 2 (350 mg, 219 mmol) and diisopropylethylamine DIEA
(381 pl, 2.19 mmeol) in anhydrous CH,CL, (3 mL). After being stirred
for 10min at —10°C, the reaction solution was warmed to room
temperature and left for a further 2 h, The mixture was diluted
with CH,Cl, (10 mL), washed twice with 10% agueous Na,CO,, and
once with saturated aguecus NaCl The organic layer was then
dried on Na,50, and evaporated, The compound 3 was obtained
as yellow brown oil in quantitative yield and used without further
purification. The structure of 3 was confirmed by 'H and "*C NMR
analyses (300 and 75.5 MHz, CDClJ. HPLC: =297 min; MSESL
caled 399.8, found 4000 [M+H"1.

Synthesis of N-[propyloxyamine)]-9-amino(5-diethylaminopen-
tanejquinacrine-4-carboxamide 4: The crude 3 was dissolved
(146 mmel) in HPLC grade MeOH (3ml) and the commercially
available 2-amino-5-diethylaminopentane, was added in one por-
tion. The mixture was heated at 70 °C under stirring until the disap-
pearance of the starting material (seven days). The solvent was
evaporated to get the Npropyliethyl-N-hydroxyacetimidate]-9-
amino(5-diethylaminopentang)quinacrine-4-carboxamide as  a
brown oil. This intermediate was dissolved in anhydrous CH,Cly
and the mixture was cooled at 0°C before adding gaseous HCl. No
precipitation of the salt was ohserved, The solvent was evaporated
under high vacuum to get a brown powder (630 mg, 72%). The
crude was dissolved in solvent C and purified by RP-HPLC (5 to
60% D in 30 min, {;=12 min) to get 53% of pure compound 4
from the starting material 1. HPLC: ty=7.7 min; 'H NMR (300 MHz,
D:0): d=095 {t, 3H; CHy), 098 (t, 3H; CH;), 1.36 (m, 2H; CH;), 153
(d, 3H; CH,) 171 (m, 2H; CHy), 200 (m, 2H; CH,), 2.85 (m, 6H;
3CH, 347 (¢, 2H; CHy), 415 (8, 2H; CHy), 440 (m, 1H; CH), 7,34~
743 (m, 3H; H2, H5 et H7), 782 (dd, “fHH)=74 Hz, *IHH) =
0.9Hz, 1H; He), 796 (d, *JIHH) =8.5 Hz, 1H; H1 or H8), 802 (dd,
1H; H& or H1), 809 ppm (d “WiHH)=84Hz, 1H; H3); “C NMR
(75.5 MHz, D;0): 0 =82, 8.3, 20.3 (3CHy), 205, 27.3, 337, 36,9, 474,
47.6, 51.0 (7CH,), 558 (CH), 73.4 ICHy), 1108, 1147, 1186 1188
(4C,.) 1194 (CH,J, 1224 (C_), 1229, 125.2, 1350, 1364 (4CH_ ),
158.3 (CO), 162.7 (g, CFy) 1690 ppm (CFCO0H] MS-ESL caled
451.6, found 452.2 [M+H] ",

Synthesis of glycoxyl-aldehyde functionalized cyclic-decapep-
tide scaffold 5: The cyclic scaffold was prepared following the pre-
viously reported strategy by Grigalevicius et al™ First the linear
peptide, KBod-R{Pmc)-KiBockP-G- KBod-RiPmd-K{Boc)P-G, was
built up on  chlorotrityl® resin (300 mg) with a Iloading of
0.6mmolg’, by standard solid phase procedures. Coupling condi-
tions were, N-Fmoc amino acds (1.5 equiv), PyBOP (benzotriazol-1-
yloxyitris  (pyrrolidine)phosphonium  hexafluorophosphate) (1.5
equiv), and DIEA 4 equiv) in DMF No-Fmoc removal was per-
formed in piperidine solution (20% in DMF). The linear peptide
was cleaved from the resin with a solution of 1%TFA in CH.Cl..
After evaporation of solvent, the crude was precipitated and
washed in diethyl ether to get a white powder (88 %). Thereafter,
the guantitative cyclization was performed under high dilution for
3h in acetonitrile with PyBOP as coupling reagent and DIEA to
adjust the pH to B-9. After solvent removal, the cyclic peptide was
precipitated and washed in ether (quantitative yield). The removal
of Boc and Pmc protecting groups from the lysine and arginine
residues was achieved in TRA addic conditions during 3-h (140 mg,
77%). The lysine side chains were thereafter coupled with protect-
ed serine residues, BocSer(tBu)OH, using standard coupling condi-
tions. The Boc and {Bu on the serine residues were removed with a
solution of TRA/TIS/H,O (95:2.5:25) for 2 h, then serine oxidation
was carried out in water during 1 h using an excess of NalO, The
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solution was diluted with water and purified by RP-HPLC (tz=
10 min, 5 to 40% D in 30 min) to afford the glycoxylaldehyde scaf-
fold 5 (69 mg, 32% for the three last steps) HPLC: t,=5.8 min;
MS-ESI: caled 135750, found 1357.5 [M+H]", 14274 [M+4H, 0+
HI", 715.2 [M4+4H,0 + 2HF ",

Synthesis of the multimeric compound &: The scaffold 5 (20 mg,
1262 pmol included TFA salts) was dissolved in AcONa buffer
(0.7 msa, pH4) (3 mL), The oxyamine-quinacrine 4 (45 mg, 7550
pmol) was disselved in CHyCN (3mL) and added to the mixture
and stirred at room temperature for 15 h. The reaction was fol-
lowed by RP-HPLC. The product 6 was isolated after RP-HPLC pu-
rification (ts=18 min, 5 to 60% D in 30 min) as a yellow powder
(24 my, 57%). HPLC: ty=11.1 min; M5-E5l: caled 3091.9, found
619.0 [M4SHI", 7738 [M+4HP", 10314 [M+3H", 15466
[M42HT ", 3091.2 [M+H]".

Synthesis of the compound 7: The oxyamine-compound 4
(38 mg, 0068 mmol) was dissolved in 4mlL of acetonefsclvent D
(CH,CN containing 9.9% H,0 and 0.1% TFA), 1/1. The solution was
stirred at room temperature for 3 h and then evaporated. No pre-
cipitation of the compound was observed by adding ether, di-
chloromethane, or ethyl acetate, The crude was dissclved in sol-
vent D and purified by RP-HPLC (5 to 60% D in 30 min) to get
27 mg of pure compound as a TFA salt (52%). HPLC: tg="9.2 min;
"H NMR (300 MHz, D,0): 6=1.06(t, 3H; CH,), 1.10 (t, 3H; CH,), 1.52
(m, 2H; CHy), 1.66 (d, *J (HH)=63 Hz, 3H; CH,), 1.8, 1.83 (25, 6H;
2CH,), 1.89 (m, 2H; CH,), 206 (m, 2H; CH.), 2.92-3.05 (m, &6H;
3CH,), 360 (t, 2H; CH;), 4.19 (t, 2H; CH,), 4.68 (m, 1H; CH), 7.50-
759 (m, 2H; H2, H7), 7.68 (d, “SiH.H) =84 Hz, 1H; H5), 7.96 (dd, *J-
(HH)=74 Hz, 1 H; H6), B17-821 (m, 2H; H1, H8), 833 ppm (d, "/
(HH)=83 Hz, 1H; H3); "CNMR (75.5 MHz, D;0): 6=283, 8.4, 156,
204 [4CHy), 206 (CHy), 21.1 (CHy), 28.2, 33.8, 37.7, 476, 47.7, 51.1
(6CH,), 557 ICH), 71.3 ICH,), 1187, 114.8 (2C, ), 1195 (CH, ), 119.8
(Caa)y 1230, 12571, 1350, 1365 (4CH..), 1589 (CO) 1604
(CF,CO0H), 168.6 ppm (CF,CO0H); MS-ESI: caled 491.7, found
492.2 [M+H]", 246.3 [M+2HI*".

Synthesis of the monomeric compound 8: Compound B was pre-
pared as previously described for 6 by ligation of the oxyamine-
acridine 4 and the cyclic scaffold ¢[KICOCHO)-R-A-P-G-A-R-A-P-G].
HPLC: t;=118 min; MS-ESI: calcd 1450.8, found 363.7 [M4+4HI*",
484.7 IMH3IHTY, 7267 [M+2HT ", 14520 [M+H] .

Synthesis of the scaffold 9: The scaffold 9 c[K(AcHR-KIAC)P-G-
K{Ac)R-K{Ac)IP-G], was prepared by acetylation of the cyclopep-
tide c[K-R-K-P-G-K-R-K-P-G], intermediate in the synthesis of 5,
using a mixture of AcO/Py/DMF, 1/2/7, After 30 min under stirring,
the solvents were removed and compound 9 was precipitated and
washed in ether. HPLC: 8, =11.0 min; MS-ESl: caled 1300.7, found
4345 [M+3HT, 6514 [M42HF ', 13017 [M+H "

Preparation of Afl, s, peptide stock solution: For aggregation
assays, a stock solution of AR, ,, was prepared as follows: AP, 4
(2.7 mg) was dissolved in 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanal (200 pL)
to disassemble preformed aggregates, thereafter it was lyophilized.
One mL of pure water was added to the lyophilized peptide and
the solution was centrifuged at 12000g to remove eventual aggre-
gates. The stock selution was divided into portions and stored at
—20°C until use. The stock concentration of Ay« was 500 pm.

Preparation of inhibitor stock solutions: Inhibitors were dissclved
in DMSO. Stock solutions of 10 to 20 mm were first prepared,
thereafter they were diluted with DMSO to the following concen-
trations 5 mm, 500 pim, 50 pa, and 5 pwm. Final concentrations of
DMSO in inhibition studies were 2 %
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Aggregation measurement of A}, 4 Aggregation of A, was
performed in 96-well black polyprepylene microplates (Greiner). To
each well an aliquot of the peptide stock solution was mixed into
the aggregation buffer giving a final composition of AR, . (50 ps)
and ThT (10 ps) in sodium phosphate (50 mam) and NaCl (100 mw)
pH 7.4. Thereafter 2 pl aliquots of the inhibitor compounds were
added, giving the aggregation mixture a total volume 100 pL. Mi-
croplates were sealed with a plastic sheet and incubated in a Mo-
lecular Devices Spectra MAX Gemini XS microplate reader at 37°C.
Kinetic data were fitted with the stretched exponential function:
F(t)= Floc)—AFexp(—kt)"), where Fit) is the flucrescence at time ¢,
Floc) is the fluorescence after complete fibril formation, AF is the
difference in fluorescence between H0) and tiac), & is the rate con-
stant, and values larger than 1 for the parameter n indicate a sig-
moidal transition with an initial lag-phase.”®

Aggregation measurement with preformed fibrils: The seeding
experiment was identical to the aggregation measurement of
Af, 4o with the addition of preformed fibrils (2.5 pm). The pre-
formed fibrils of AR, ., were prepared from the aggregation
measurement of Al without inhibitor compounds (described
above). Fibrils were sonicated for ten seconds immediately before
use,

Fibril destabilization: The preformed fibrils of AP, ,, were pre-
pared as described above, by following the formation of fibrils
with the ThT assay. The fibrils were mixed and sonicated (2x10 )
and left overnight before the destabilization study. The experimen-
tal conditions were identical to the aggregation measurement of
AP s

Determination of 1Ce values: The 1, values were determined
from the fluorescence values obtained at the end of the kinetic
studies. Thereafter we plotted these values against Log of the
inhibiter concentration. Fitting the data with a sigmoidal function
in the lgor Pro software (WaveMetrics) the 1Cy value was obtained
at the fluorescence halfway point.

Fluorescence spectroscopy: Microplates were analyzed in a Molec-
ular Devices Spectra MAX Gemini X5 microplate spectrophotome-
ter at 37 °C. Measurements of ThT binding were recorded once or
twice daily using bandpass filters of 440 nm for excitation and
480 nm for emission and a cut-off filter of 475 nm was used.

Atomic force microscopy: An aliguot (3 pL), from each inhibition
study was withdrawn at the end of the aggregation reaction and
deposited onto freshly cleaved mica sheets for AFM inspection,
The sample was incubated on mica for 2 min followed by three
washes with water (5 pl) to gently remove the material not ad-
sorbed to the substrate. The mica was dried in air for cne hour.
In-air AFM images were acquired in noncontact mode in a vibra-
tion insulated environment, using a PicoPlus microscope (Molecu-
lar Imaging), equipped with a PicoScan-3000 controller. For imag-
ing, we used single beam aluminum-coated cantilevers (type
NSC36/ALBS, pmasch) with Rc <10 nm, 110-130 pm lengths and
nominal spring constant 0.6 Nm ', The drive frequency was be-
tween 200 and 400 kHz
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RESUMES

Conception de modeles de fibres amyloides et d’irthiteurs de la fibrillogénese

Les peptides et protéines amyloides sont impligiaés de nombreuses pathologies regroupées sous le
terme d’amyloses. Ces protéines, dans des conglifanore mal connues, se replient en feuiflets
croisés et s’assemblent en fibres. Afin de compeetes principes physico-chimiques impliqués dans
ce processus, nous avons congu des modéles dedidoides par la synthése d’édifices peptidiques
basés sur la séquence du pepfidenyloide. lls se composent de deux ou quatre featgramyloides
mutés, linéaires ou cyclisés, que nous avons liés ahassis décapeptide cyclique. Ces édifices se
replient en feuillet$ croisés et s’assemblent en protofilaments de Bia e diametre. A I'aide de la
modélisation moléculaire, nous avons montré quepgéement en boucle de type bfirboucle-brin

et la création d'un cceur hydrophobe sont nécessaioeir la formation des feuilled croisés
paralleles. Ces édifices sont des modeéles tresgiteuns pour la compréhension du mécanisme de
formation des fibres amyloides.

Parmi les stratégies thérapeutiques développéesmraent pour lutter contre les amyloses,
l'inhibition de la formation des dépodts amyloidegta largement étudiée. Au cours de nos travaux,
nous avons développé des inhibiteurs de la filgdi@se par la présentation de plusieurs exemplaires
de molécules hydrophobes sur un cyclodécapeptidde Gtratégie a pour but de créer une zone
d’interaction avec le peptidgéamyloide suffisamment importante pour perturberaao-association.
Nous avons montré, par la réalisation d'expériersespolymérisation du peptidepsq, que ces
composés sont des inhibiteurs tres efficaces pawpamison avec les dérivés monomériques. Ces
résultats confirment l'intérét de cette stratégorirpinterférer avec le phénoméne de formation des
fibres amyloides.

Mots clés. Peptide p amyloide, Repliement des protéines, Modéles deedibamyloides,
Fibrillogénése, Inhibiteurs, Chassis décapeptideliqyye, Liaison éther d'oxime, Cycloaddition
alcyne-azoture

Design of amyloid fibril models and inhibitors of fbrillogenesis

Amyloid peptides and proteins are associated wéheral diseases named amyloidoses. These
proteins, in conditions that are still uncleardfotto cros3-sheet structures and form fibrils. In order
to gain insight into the folding process, we haesigned models of amyloid fibrils by the synthedis
polypeptidic edifices based on the sequence offitamyloid peptide. They are made of two or four
mutated, linear or cyclid3-amyloid fragments covalently attached to a cydecapeptide scaffold.
These polypeptidic edifices fold into crgssheet structures and polymerize into protofilarsewith
diameters of 5-6 nm. Using molecular modelling, vee demonstrated that the foldingfirstrand-
loop strand structure and a central hydrophobic coeerequired for the formation of the parallel
crossp sheet structures. These edifices are promisingetadbat will allow a better understanding of
the amyloid fibril formation.

Among the therapeutic approaches in developmefigkd amyloidoses, the inhibition of the fibril
formation has been widely investigated. In this kwae have developed inhibitors fibrillogenesis

by the attachment of hydrophobic compounds on yleéccdecapeptide. The aim of this strategy is to
create an important area of interaction with the/laid p peptide and thus disturb its self-assembly
process. We have shown by performinfudpolymerization assays that these compounds ake ver
efficient inhibitors which contrast with monomeenalogues. These results support the interesisf th
strategy to interfere with the amyloid fibril forman.

Keywords Amyloid B peptide, Protein Folding, Amyloid fibrils modeBibrillogenesis, Inhibitors,
Cyclodecapeptide scaffold, Oxime ligation, Azid&yale cycloaddition

Discipline: Chimie-Biologie



