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INTRODUCTION GENERALE

La voie Hippo est constituée d’une cascade de kinases entrainant la phosphorylation du
cofacteur transcriptionnel YAP (Yes-Associated-Protein) et de son paralogue TAZ (Transcriptional co-
Activator with PDZ-binding motif). La phosphorylation de ces cofacteurs provoque leur séquestration
dans le cytoplasme. A l'inverse, lorsqu’ils ne sont pas phosphorylés, ils entrent dans le noyau et se lient
notamment aux facteurs de transcription TEAD (Transcriptional Enhancer Associated Domain). Cette
interaction est la clé de la voie Hippo puisqu’elle est responsable de la prolifération cellulaire au travers

de I'expression de genes cibles.

L'impact des cancers et des maladies neurodégénératives (comme la maladie d’"Huntington)
sur la voie Hippo et plus particulierement sur le complexe YAP(TAZ)-TEAD a été identifié. Dans les
cancers, YAP et TAZ sont surexprimés, de méme qu’un ou plusieurs membres de la famille TEAD,
entrainant alors des résistances a I'apoptose et des métastases. Dans la maladie d’"Huntington, la sous-
expression du complexe YAP-TEAD1 participe a la mort neuronale. Le ciblage du complexe protéique
YAP/TAZ-TEAD constitue donc une approche thérapeutique prometteuse dans le cadre des cancers

(inhibition) et dans le cadre des maladies neurodégénératives (activation).

L'activation de ce complexe a également été envisagée récemment dans le cadre de la
médecine régénérative, issue d’un nouvel essor de la médecine axée sur la réparation ou la

régénération de tissus.

L’objectif de ma thése est de créer une chimiotheque de modulateurs de l'interaction
YAP(TAZ)-TEAD en vue d’établir les requis structuraux pour concevoir des modulateurs sélectifs d’'un

ou plusieurs membres de la famille TEAD.

Dans un premier temps, un travail de modélisation moléculaire a été effectué afin d’identifier

les domaines structuraux pouvant induire une sélectivité entre les membres de la famille TEAD.

Dans un deuxiéme temps, nous avons construit une chimiothéque autour du 5-

benzyloxyindole, ligand de la poche palmitate de TEAD2, en pharmacomodulant les positions 1, 3 et 5.

La premiere partie récapitule les variations apportées a la fonction benzyloxy ol le cycle

phényle a été remplacé par divers groupes aryles ou alkyles.

Dans les deuxieme et troisieme chapitres, nous nous sommes basés sur la superposition de la
structure cristallographique du 5-benzyloxyindole avec celles de l'acide palmitique et l'acide

flufénamique pour concevoir de nouvelles molécules plus affines pour TEAD.
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L'activité de nos molécules a été évaluée par mesure de |'activité transcriptionnelle de TEAD
sur cellules HEK293T et d’affinité avec TEAD2 par TSA. Les cristaux de ce méme TEAD ont également
été trempés dans des solutions de nos composés. Pour finir, les composés les plus actifs ont été testés
sur cellules cancéreuses MDA-MB-231 (lignée cellulaire triple négatif de cancer du sein représentant
15-20% de tous les cas de cancers et difficiles a traiter) pour mesurer leur capacité a inhiber

I’expression des genes cibles et la prolifération cellulaire.
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l. La voie Hippo

La voie Hippo, découverte chez la Drosophile en 1988 et hautement conservée chez les
mammiféres, est essentielle pour le développement embryonnaire. Elle permet également le controle
de la taille des organes et de I'lhoméostasie tissulaire tout au long de la vie.? Ces fonctions sont
assurées par des processus biologiques tels que la division cellulaire, la mort cellulaire et le controle

du pool de cellules souches.

1. Fonctionnement de la voie Hippo

La voie Hippo contréle I'état de phosphorylation des co-activateurs YAP (Yes-associated
protein) et TAZ (ou WWTR1) (transcriptional coactivator with PDZ-binding motif). Phosphorylés, YAP
et TAZ sont cytoplasmiques et vont étre dégradés. Non-phosphorylés, ils sont nucléaires et
interagissent principalement avec les facteurs de transcription TEAD (Transcriptional Enhanced

Associate Domain) (Figure 1).

a. Phosphorylation de YAP/TAZ et dégradation

Sous l'impulsion de stimuli qui seront détaillés plus loin, une cascade de kinases
cytoplasmiques va phosphoryler YAP et TAZ. Elle est décrite en détail dans une revue publiée par Guan
en 2016.3 Les kinases MST1/2 (Mammalian Ste20-like Protein kinase) s’autophosphorylent ou sont
phosphorylées par les kinases TAOK1, 2 et 3 (Thousand and one kinase) au niveau de la T183 pour
MST1 et de la T180 pour MST2. MST1/2 active et phosphoryle ensuite sa sous-unité SAV1 ; ce qui
donne lieu a la formation d’un complexe entre MST1/2, LATS1/2 (Large tumor suppressor 1 et 2) et sa
sous-unité MOB1A/B. Ce complexe entraine alors la phosphorylation de MOB1A/B sur la T12 et la T35
et de la kinase LATS1/2 au niveau de la T1079 pour LATS1 et de la T1041 pour LATS2. D’autres kinases
comme les MAP4K, activées par les kinases TAOK, peuvent agir en paralléle de MST1/2 pour

phosphoryler LAST1/2.

La kinase LATS1/2 phosphoryle YAP sur le motif HXRXXS. La phosphorylation sur la S127
permet la fixation de la protéine 14-3-3 qui induit la rétention cytoplasmique de YAP alors que la
phosphorylation sur la $381 conduit a I'ubiquitinylation et la dégradation de YAP par le protéasome.
Pour TAZ, la phosphorylation sur la S89 se déroule de la méme maniére puisque le motif HXRXXS est

hautement conservé.

Suite a cette dégradation, YAP et TAZ ne sont plus en mesure de rentrer dans le noyau, laissant
ainsi la protéine TEAD se lier avec d’autres cofacteurs comme la famille des Vgll (Vestigial like), connus

comme régulateurs et co-répresseurs des génes cibles.*
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b. Désactivation de la voie Hippo

Lorsque la voie est désactivée, YAP et TAZ ne sont donc pas phosphorylés et peuvent entrer
dans le noyau. Les facteurs permettant la translocation de YAP/TAZ dans le noyau sont méconnus mais
plusieurs hypothéses sont a I'étude dont la formation du complexe protéique YAP/TAZ-Mint3-APP.>
Dans le noyau, YAP/TAZ se lient a des facteurs de transcription tels que TEAD mais aussi SMAD, TBX5,
RUNX1/2, ErbB4 ou p73.% Les complexes formés entre YAP/TAZ et ces facteurs entrainent la
transcription de génes cibles tels que CTGF, CYR61, BIRC5, AXL ou encore ANKRD1. Ces genes sont

responsables de la survie, de la prolifération, de la différenciation et de la migration/invasion

cellulaire.”?
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Figure 1: Résumé de la cascade de kinase de la voie Hippo

c. Caractéristiques des effecteurs terminaux de la voie Hippo

Bien que structurellement tres différents, les coactivateurs transcriptionnels YAP et TAZ
assurent globalement le méme rdle. Huit isoformes de la protéine YAP ont été répertoriés chez
I'Homme alors que la protéine TAZ n’a qu’un isoforme humain connu. Ces isoformes sont composés
d’un domaine d’activation transcriptionnel, d’'un domaine se liant a la protéine 14-3-3, d’un domaine
de liaison a TEAD, d’un domaine PDZ et d’'un ou deux domaines WW (un domaine pour YAP2 et TAZ et

deux domaines pour YAP1) (Figure 2 A et B).X° Les protéines Vgll qui semblent aussi étre des
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coactivateurs de TEAD, sont au nombre de quatre : Vgll1-4. Elles se lient a TEAD grace au domaine TDU
(également appelé Vg) conservé pour Vgll1-4. Vgll4, qui possédent deux motifs TDU, peut se lier a deux
domaines C-terminaux de TEAD (voir structure cristallographique plus loin) (Figure 2 D).1! Leur réle
semble un peu différent des coactivateurs YAP et TAZ et chaque isoforme aurait un réle spécifique.
Vgll1-3 sont considérés comme oncogenes alors que Vgll4 joue un rdle protecteur contre les cancers

et est trouvé sous-exprimé dans de nombreux types de cancers.°

La famille TEAD est constituée de quatre membres : TEAD1, TEAD2, TEAD3 et TEAD4, issus de
quatre genes différents situés sur quatre chromosomes différents. lls ont une structure générale
divisée en quatre domaines : une partie N-terminale, un domaine se liant a ’'ADN, un domaine PRR
(récepteur de reconnaissance) et une partie C-terminale se liant a YAP et TAZ (Figure 2 C). Les membres
de la famille TEAD possedent une forte homologie (61 a 73% globalement). Celle-ci est trés importante
au niveau du domaine se liant a 'ADN (environ 90% d’homologie) et C-terminale (environ 80%

d’homologie) mais different beaucoup au niveau de la partie N-terminale (environ 35% d’homologie)

et du domaine PRR (environ 40% d’homologie).1>"14
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Figure 2: Structure simplifiée des domaines des coactivateurs YAP1, TAZ, Vgll1-4 et des membres de la famille TEAD, d’apres
Pobbati et al.?%

2. Stimuli entrainant I'activation ou la désactivation de la voie Hippo

La voie Hippo est régulée sous l'effet de divers stimuli extérieurs que I'on peut classer en
guatre types : contacts inter-cellulaires, forces mécaniques, autres voies de signalisation et voies

métaboliques.>1>18
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a. Contacts inter-cellulaires

Une cellule est composée de jonctions contenant des protéines ou complexes protéiques qui
sont des régulateurs en amont de la voie Hippo répondant a des stimuli provenant de la déstabilisation

de ces jonctions.

Parmi ces régulateurs, certains jouent un réle d’activateur de la voie Hippo via la
phosphorylation ou la séquestration de YAP/TAZ. C’est le cas notamment des protéines AMOT, SCRIB,
PTPN14, RASSF1A, MARK4, PP2A, SIKs, de I'a-caténine (associée aux jonctions adhérentes) et des
complexes Crumbs/Pals/Patj et NF2/Kibra/FRMDG6. D’autres régulateurs ont cette fois un role de
désactivateur de la voie Hippo comme I'a-caténine (associée a I'E-cadhérine) et les protéines AJUBA,

MASKs, HIPK2 et WBP2,3151618

b. Mécanotransduction de la matrice extracellulaire et du cytosquelette

Les cellules sont soumises a chaque instant de leur vie et de maniére omniprésente a une
mécanique de la matrice extracellulaire et du cytosquelette ayant des conséquences sur la localisation
de YAP et TAZ. L'étalement des cellules avec une forte adhérence a la matrice extracellulaire entraine
la translocation de YAP et TAZ dans le noyau favorisant la prolifération cellulaire. A contrario, des
cellules compactes et rondes avec une faible surface d’adhérence a la matrice extracellulaire induisent

une localisation cytoplasmique de YAP et TAZ et une forme spécifique d’apoptose.r®

¢. Autres voies de signalisation et récepteurs couplés aux protéines G

D’autres voies de signalisation telles que les voies Wnt, Notch, Hedgehog et TGF-f peuvent
réguler la voie Hippo.!® La plus connue de ces voies, la voie Wnt est étroitement liée a la voie Hippo
car le complexe Axin/CK1/GSK3/B-caténine est médié par YAP/TAZ et la dégradation de ce complexe

entraine la libération de B-caténine et de YAP ou TAZ.%®

D’autres GPCR peuvent réguler la voie Hippo comme ceux couplés aux protéines Gai2/13, Gag/11
ou Gai/o qui inhibent LATS1/2 et activent YAP. En revanche, ceux couplés aux protéines Gy activent

LATS1/2 et inhibent YAP 31617

d. Métabolisme et stress cellulaire

La voie Hippo répond a des signaux comme la privation de nourriture, le stress énergétique, le

stress osmotique ou hypoxique et donc aux voies métaboliques des nutriments.’

Lorsque le niveau de glucose est faible, la voie métabolique du glucose peut intervenir via la
kinase Adénosine monophosphate (AMPK) qui phosphoryle YAP soit directement soit par

I'intermédiaire de LATS1/2, bloquant ainsi la consommation d’ATP et la prolifération cellulaire (Figure
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3 A). A contrario, lorsque le taux est élevé, la transférase O-B-N-acétylglucosamine (OGT) empéche la
phosphorylation de YAP par I'ajout d’un sucre sur une de ses sérines ou thréonines. Cette modification

active donc la prolifération cellulaire (Figure 3 B).1%’

Certains lipides et leurs voies métaboliques peuvent aussi réguler la localisation et I'activation
de YAP et TAZ. Ll'acide palmitique, qui est un ligand naturel de TEAD,%' semble activer la
phosphorylation de YAP en augmentant I’expression de la kinase MST1/2 a travers une autre voie de

signalisation (Figure 3 C). Al'inverse, la voie des mévalonates active la translocation de YAP et TAZ dans

le noyau a travers un mécanisme faisant intervenir la RhoGTPase : RhoA (Figure 3 D)."’
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Figure 3: Régulation de la voie Hippo par des effecteurs de la voie métabolique du glucose et des acides gras d’aprés Koo et
al.2018%7

Il. Les facteurs de transcription TEAD dans le développement embryonnaire,

I’homéostasie tissulaire et les maladies

1. Lavoie Hippo indispensable dans le développement embryonnaire

La voie Hippo est I'une des premieres voies de signalisation actives aux stades de la
préimplantation de 'embryon.?*?® Aux stades zygote et blastomére, YAP et TAZ sont indispensables
puisqu’ils empéchent la croissance précoce du futur embryon et leur inhibition entraine la mort des
cellules. Au stade blastocyte, la localisation des coactivateurs YAP et TAZ et leur interaction avec TEAD4
selon le type cellulaire (trophoblastes ou cellules pluripotentes de I'lCM (masse cellulaire interne)) sont
cruciales pour le bon développement de I'embryon et des tissus entourant celui-ci. D’autres effecteurs
en amont de la voie Hippo ont montré leur importance dans le destin des cellules blastoméres puisque
des mutations ou des inhibitions des kinases LAST, NF2 et AMOT ont provoqué un développement

anormal des embryons.

Les autres membres de la famille TEAD semblent n’intervenir qu’au stade de 'organogénése.

Il a été montré que TEAD1 est impliqué dans le développement du coeur et des cellules de Schwann

ainsi que de la notochorde (avec TEAD2). TEAD3 est inclus dans le développement du placenta.?*28
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Des expériences « Knock-Out » (KO) de TEAD2 montrent de lourdes malformations comme

I’exencéphalie et son rdle dans le renouvellement des cellules souches embryonnaires chez la souris.?

2. Lavoie Hippo permet I’lhoméostasie tissulaire au cours de la vie

L'impact des kinases et des autres effecteurs de la voie Hippo n’est pas toujours le méme selon
les organes. Des mutations effectuées sur des souris ont montré que dans certains organes, la délétion,

la suractivation ou encore la modification de certains effecteurs est critique.

Une augmentation de la taille des organes est observée lors de I'inhibition de MST1/2, SAV et
NF2 (foie, estomac, rate, voies respiratoires) de méme que I'apparition de carcinomes par le KO de la
kinase MOB1A/B (peau, poumon, sein). La suractivation de YAP entraine un grossissement réversible
du foie alors que sa délétion créée des anomalies des voies biliaires et du rein. Lors de la grossesse,
cette délétion a pour conséquence une hypoplasie et une réduction des structures alvéolaires du
sein.?

Les protéines TEAD ont également des roles différents selon les tissus. TEAD1 et 4 ont
respectivement un réle dans la prolifération et la différenciation des tissus musculaires ;33! TEAD1 et
3 ont aussi un réle redondant dans la prolifération des cellules épidermiques.®? Enfin, TEAD1 intervient
dans I'angiogenése des cellules endothéliales et TEAD3 dans la formation de lignées cardiaques a partir

de cellules souches pluripotentes induites.333*

3. La voie Hippo dérégulée entraine la formation de cancers ou de maladies

7 7

dégénératives
La voie Hippo peut étre dérégulée de deux manieres ; soit elle est suractivée dans le cas de
cancers et entraine une surexpression de certains génes cibles, soit le complexe YAP/TAZ-TEAD est

sous exprimé dans certaines maladies dégénératives.

a. Lavoie Hippo dans les cancers

L'Atlas du génome du cancer a classé la voie Hippo comme |'une des huit voies de signalisation
les plus fréquemment altérées.?® Dans la plupart des cancers, les protéines YAP et TAZ sont
surexprimées et trés présentes dans le noyau cellulaire.1%!836-%0 Cette localisation est corrélée 3 la
malignité des tumeurs dans de nombreux cancers (du sein, des intestins, du foie, des ovaires, de
I’estomac et du rein). Les coactivateurs Vgll sont eux-aussi altérés dans les cancers puisque des fusions
de geénes et des surexpressions impliquant Vgll1-3 ont été observées alors que Vgll4 a été révélé

comme un suppresseur de tumeur en supprimant I'activité transcriptionnelle de TEAD.*

Les mécanismes de transformation des cellules normales en cellules tumorales malignes

médiés par YAP et TAZ ne sont pas connus mais plusieurs voies sont a I'étude dont la fusion de certains

10
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génes.3% Les effecteurs YAP et TAZ semblent également responsables de la transition épithélio -
mésenchymateuse (TEM) qui consiste a faire passer des cellules épithéliales issues d’un carcinome a
des cellules a phénotype mésenchymateux qui migrent et peuvent étre le point de départ de

métastases.

Les protéines de la famille TEAD sont surexprimées dans de nombreux cancers comme les
cancers de la prostate, du rein, dans les cancers gastriques et dans des tumeurs du cerveau (TEAD1) ;
dans les carcinomes hépatocellulaires (TEAD2); dans les adénocarcinomes pancréatiques et les
métastases du sein (TEAD2 et TEAD3) ainsi que les hépatoblastomes, les cancers gastriques et du sein

et les métastases de I'intestin (TEAD4).%1342-47

Plusieurs agents anti-cancéreux comme [|'association cisplatine/Gemcitabine, le 5-
fluorouracile et le Paclitaxel ont montré des résistances liées a différents mécanismes comme la
dérégulation du métabolisme de la Gemcitabine, I'entrée en dormance de cellules cancéreuses ainsi
que les mutations des sites de phosphorylation par Cdk1.%3-*° Les coactivateurs YAP/TAZ sont décrits
comme étant au coeur de ces mécanismes de résistance ; ce qui fait du complexe YAP/TAZ-TEAD une
cible de choix pour accentuer ou maintenir I'activité de ces agents anticancéreux.’* Une combinaison
de la Verteporfin (Visudyne®) avec ces anticancéreux a pu montrer une diminution de la résistance et

une synergie de la cytotoxicité des composés.>?

b. La voie Hippo dans les maladies dégénératives

L'impact de la voie Hippo sur I'atrophie choriorétinienne de Sveinsson, une dégénérescence
de la rétine, a été reporté pour la premiére fois en 2004.>3 Celle-ci est due a une seule mutation d’une
tyrosine par une histidine (Y421H) sur la protéine TEAD1 altérant son interaction avec les coactivateurs

| 54,55

YAP et TAZ mais pas avec Vgl

Dans des cellules photoréceptrices de la rétine (cellules de Miiller) dégénératives, les protéines

TEAD1 et YAP ont montré un niveau d’expression plus élevé en réponse a la dégénération.>®

L’analyse post-mortem de cerveaux de patients atteints de la maladie d’"Huntington a montré
une augmentation significative de pMST1 et de pYAP cytoplasmiques et une diminution de YAP
nucléaire. L’association de ces deux phénomeénes entraine la dérégulation de I'expression des genes
cibles de la voie Hippo.*” La diminution de I'interaction YAP-TEAD1, qui découle de la chute du niveau
de YAP dans le noyau, donne lieu a la mort des neurones via un mécanisme de mort cellulaire de type
Il appelé « ballooning cell death » (BCD, proche de la mort cellulaire « transcriptional répression-

induced cell death » : TRIAD) médiée par le mutant Htt.5%>9

11
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La diminution de I'interaction YAP-TEAD dans des stades précoces de la maladie d’Alzheimer
est également responsable de la mort cellulaire des neurones par TRIAD. Cette diminution est

provoquée par la séquestration de YAP dans le cytoplasme par des agrégats de la protéine AB.°

c. Lavoie Hippo : une cible thérapeutique pour la médecine régénérative ?

La capacité des organes a se régénérer devient limiter a cause de I'age et de certaines maladies.
La désactivation de la voie Hippo dans le cadre de la médecine régénérative fait I'objet de nombreuses

études référencées dans les revues suivantes.3%6%62

La régénération cardiaque est trés étudiée dans le cadre de la restauration du tissu aprés
infarctus ou dystrophie cardiaque. La prolifération de ces cellules via I'activation de YAP est tres
importante au stade embryonnaire et elle le reste quelques jours aprés la naissance. L'expression
artificielle de YAP permet de réactiver les voies embryonnaires et néonatales capable de régénérer ces

cellules, ce qui constitue une thérapie prometteuse.

Certaines maladies inflammatoires comme la maladie de Crohn diminuent le potentiel
régénératif intestinal. L’activation artificielle de YAP a montré I'expansion des cellules souches de la
crypte intestinale. Ces cellules souches, de maniére surprenante, ne suivent pas le programme
homéostasique habituel mais un programme qui inhibe toutes les voies présentes chez I'adulte et

active, a l'instar des cellules cardiaques, des genes foetaux.

Le foie est I'un des organes qui a la capacité régénératrice la plus élevée. Cependant, les
personnes agées ou souffrantes de diabéte, de cyrrhose ou de cholestérase voient leur capacité de
renouvellement des cellules diminuée. La suractivation de YAP chez des souris dgées ou malades et
également chez ’lhumain a montré deux mécanismes distincts pour la régénération des hépatocytes :

soit via la prolifération de ces cellules soit via leur transdifférenciation.

L'inactivation de la voie Hippo comme traitement thérapeutique pourrait induire la formation
de cancers. Cependant, il a été montré que l'unique activation de YAP/TAZ n’est pas suffisante a

I’apparition des tumeurs (cardiaques et hépatiques).5!
[ll. Le domaine C-terminal de TEAD et les complexes TEAD-coactivateurs

1. Le domaine C-terminal de TEAD

a. Structure

Structurellement, le domaine C-terminal TEAD se comporte comme une immunoglobuline
avec un repliement de deux feuillets B I'un contre I'autre pour former un B-sandwich. Le premier
feuillet B est composé des brins B1, B2, B5, B8 et B9 disposés antiparallelement et le second contient

les brins B3, B4, B6, B7, B10, P11 et B12. Contrairement aux immunoglobulines, la protéine TEAD

12
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possede également quatre hélices al, a2, a3 et a4. Ces deux dernieres se situent entre les deux
feuillets B et stabilisent le B-sandwich (Figure 4).5% TEAD interagit avec ses coactivateurs par trois
interfaces: I'interface 1 correspondant au brin B7 (en rose), I'interface 2 aux hélices a3 et a4 (en vert)
et l'interface 3 aux brins 4, 11, 12 et aux hélices al et a4 (en rouge). TEAD posséde une poche

interne dans laquelle s’insére un acide gras saturé en C14 (palmitique) ou C16 (myristique) (en bleu).

Figure 4: Structure de hTEAD2 (code PDB : 5EMV)
b. Importance de la palmitoylation de TEAD

La cavité contenant I'acide gras saturé se situe entre les deux feuillets B de la protéine TEAD.%
L'acylation est nécessaire a la stabilité de la protéine TEAD (température de dénaturation de 61,1 +0,2
°C pour la protéine acylée contre 48,8 + 0,8 °C pour la non-acylée) mais pas a sa localisation dans le
noyau.?%% Son réle dans 'interaction avec YAP et sur I'activité transcriptionnelle qui en découle reste
controversé.’>21%5 |3 protéine TEAD est le premier facteur de transcription connu 3
s’autopalmitoyler.%®

Sur I'ensemble des structures cristallographiques disponibles a ce jour, plusieurs modes de
liaison de I'acide palmitique ou myristique ont été observés : soit libre et proche de la cystéine et de
la lysine a I’entrée de la poche hydrophobe (code PDB : 5HGU), soit liée de maniére covalente a cette

cystéine (code PDB : 6GEE) ou a cette lysine (code PDB : 6GEl) (Figure 5).

covalent cystéine, code PDB 6GEE au milieu et TEAD4 covalent lysine, code PDB: 6GEI a droite

13
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2. Les complexes impliguant TEAD et importance des interfaces 2 et 3

a. Complexes YAP-TEAD, TAZ-TEAD, Vqgll-TEAD et FAM-TEAD

Figure 6: Structures cristallographiques des coactivateurs cristallisés avec TEAD: A) Complexe YAP-TEAD (code PDB: 3KYS), B)
Complexe TAZ-TEAD (code PDB: 5GNO), C) Complexe Vgll1-TEAD (code PDB: 522Q), D) Complexe Vgll4-TEAD (code PDB:
4LNO) et E) Complexe FAM-TEAD (code PDB: 6SEN et 6SEO). Les interfaces 1, 2 et 3 sont respectivement en rose, vert et

rouge
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Plusieurs structures cristallographiques YAP-TEAD sont disponibles avec hTEAD1 (code PDB :
3KYS, 4RE1 et 6HIL),>>% hTEAD4 (code PDB : 6HIK, 6GE3, 6GE4, 6GE5, 6GE6, 6GEC, 6GEE, 6GEG, 6GEl,
6GEK, 50AQ et 6Q2X)?+>>¢768 et MmTEAD4 (code PDB : 3JUA).%° Dans ces structures, YAP s’enroule
autour de TEAD. YAP est soit résolu au niveau des 3 interfaces (YAPso-100 0U YAPso.99) (Figure 6 A) soit
un plus court motif ne permet de voir que son interaction avec les interfaces 2 et 3 (YAPgs-9s, YAPg0-99

et YAP64.82).

La seule structure de TAZ-TEAD correspond a l'interaction mTAZ;s.57-mTEAD404.425 (code PDB :
5GNO) (Figure 6 B).”” Deux modes de liaison y sont observés. Le premier, similaire a celui observé pour
YAP, ne permet d’observer que les interactions aux interfaces 2 et 3 (Figure 6 B, entouré en bleu). Le
deuxieme mode de liaison correspond a un hétérotétramere formé entre deux protéines mTAZ et deux
protéines mTEAD. Les TAZ s’entrecroisent pour interagir avec les deux unités de TEAD selon les mémes

interfaces (Figure 6 B, entouré en jaune).

Les complexes mVgll1is.s3-mTEAD4 03 426 (code PDB : 522Q)* et mVgll4,03.252— MTEAD4206.426 (code
PDB: 4LNO)’* montrent uniqguement des interactions aux interfaces 1 et 2 (Figure 6 C et D).
L'interaction de la protéine Vgll4 avec TEAD est assez différente puisque deux unités de TEAD sont
nécessaires via l'interface 1 (Figure 6 D, entouré en violet). Une de ces unités interagit au niveau de
son interface 2 via les hélices a2 et a3 du domaine TDU1 (Figure 6 D, entouré en vert) tandis qu’une
troisieme unité de TEAD interagit avec I’hélice al du domaine TDU2 avec son interface 2 (Figure 6 D,
entouré en rouge).

Les protéines de la famille FAM, caractérisées par deux paralogues FAM181A et FAM181B, sont
présentes chez une grande partie du regne animal mais leur réle n’est pas encore bien connu. Elles
semblent jouer un réle dans le développement du systéme nerveux au stade embryonnaire.’”? Trois
structures cristallographiques FAM181A/FAM181B et TEAD sont disponibles (code PDB : 6SEN, 6SEO
et 6L9F). Seule la partie interagissant avec I'interface 3 de TEAD est définie (Figure 6 E).”®

L'alignement des séquences canoniques des co-activateurs de TEAD montre la conservation de

motifs impliqués dans les interfaces 1, 2 et 3 (Figure 7).

hYAP1 PKTANVPQT
mYAP1 PKTANVPQT

hTAZ PK----PSS-

mTAZ PK--—-PSS-

mvglll i

mvgli4 GDTW=*"

hEAM181B 1] 1859 220 235

Figure 7: Alignement de séquences des coactivateurs YAP, TAZ, Vgll1, Vgll4 et FAM
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Au niveau de l'interface 1, le brin 1 de YAP (Figure 8, en rose clair), le brin B2 de Vgll1 et le
brin B1 du domaine TDU2 de Vgll4 interagissent avec le brin B7 de TEAD de la méme maniere ; au
travers de 7 liaisons hydrogénes n’impliquant pas les chaines latérales. L'utilisation d’un court motif
de TAZ ne permet pas de voir l'interaction au niveau de l'interface 1 dont le motif est conservé (Figure

7, en rose).

Figure 8: Interaction entre YAP et TEAD1 au niveau de l'interface 1 (code PDB: 3KYS)

L’interaction au niveau de l'interface 2 de TEAD est commune aux co-activateurs YAP, TAZ et
Vgll. L'interaction a lieu entre les hélices a de YAP (Figure 9, en vert clair), de TAZ et des Vgll et les
hélices a3 et 4 de TEAD. L'alighement de séquences permet de retrouver un motif commun aux
coactivateurs : le motif L(V)xxL(H)F (Figure 7, encadré en rouge). Il est également présent au niveau de

FAM181B bien gqu’il ne soit pas résolu dans les structures existantes.”

Figure 9: Interaction entre YAP et TEAD1 au niveau de l'interface 2 (code PDB: 3KYS)

Enfin, l'interface 3 de TEAD interagit avec les boucles Q de YAP (Figure 10) et FAM et I'hélice

a2 de TAZ. La protéine FAM181A a une grande similitude structurale avec YAP puisqu’elles possedent
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la méme boucle Q ; y compris le motif PXX®DP indispensable a YAP pour I'interaction avec TEAD mais

absent chez TAZ (Figure 7, encadré en jaune).”’

Figure 10: Interaction entre YAP et TEAD1 au niveau de l'interface 3 (code PDB: 3KYS)

b. Importance des interfaces 2 et 3

e Ftudes des interfaces par titration calorimétrique isotherme (ITC) et

résonance plasmonique de surface (SPR)

L'importance des trois interfaces de TEAD dans l'interaction avec les coactivateurs a suscité un
grand intérét. Les groupes de Luo, Kang et Chéne ont mesuré les interactions YAP-TEAD et TAZ-TEAD
par titration calorimétrique isotherme (ITC) (Tableau 1) et par résonance plasmonique de surface

(SPR).19’64’74

Tableau 1: Constantes de dissociation (Kp) des complexes contenant hTEAD4,17.434 €t différents fragments de YAP et TAZ
mesurées par SPR par I'équipe de Chéne”*

Complexe étudié Ko (nM)
Wt-YAPso.171- hTEAD4317.434 3
Wt-YAPs0.09-hTEAD4717.434 11
Wt-YAPs1.9o-hTEAD4217.434 29
Wt-TAZ13.124-hTEAD4217.434 5
Wt-TAZ13.56-hTEAD4 17434 12
Wt-TAZ24.5°-hTEAD417.434 45

Les protéines YAPso.171 et TAZ13.124 possedent une excellente affinité pour TEAD. Lorsque ces

protéines sont réduites aux trois interfaces (YAPso.gs et TAZ13.56), I’affinité diminue d’un facteur 2 mais
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reste encore trés forte (11 et 12 nM). Enfin, la délétion de I'interface 1 montre peu d’'impact ; ce qui
confirme que cette interface n’est pas essentielle a I'interaction (29 et 45 nM).

Cette méme étude sur mVglll a montré que le complexe mVglllz0.51 — hTEAD4317.434 a2 un Kp
proche de celui obtenu avec YAP et TAZ (119 nM par SPR).”® La délétion du brin B1 a eu peu d’influence
sur cette constante de dissociation contrairement a la délétion du brin B2 ou de la boucle a. Cette
étude a permis de montrer que les parties essentielles a I'interaction avec TEAD sont les interfaces 1

et 2, contrairement a YAP et TAZ.

Enfin, l'influence de I'interaction entre les fractions essentielles de YAP, TAZ et Vgll1 avec les
différents membres de la famille TEAD a été étudiée et montre qu’il y a trés peu de différences
d’affinité entre les quatre isoformes de TEAD (Tableau 2).%°

Tableau 2: Constantes de dissociation (Kp) des complexes formés des fragments YAPs1.95, TAZ14.56 €t Vgll137.51 avec les quatre
TEAD mesurées par SPR>

Coactivateur | Membre de la famille TEAD Ko (nM)
hTEAD1209-426 77
hTEAD2221.447 63
hYAPs1.99
hTEAD3;18.435 44
hTEAD4217.434 44
hTEAD1309-426 49
hTEAD2321.447 17
hTAZ1456
hTEAD3218.435 12
hTEAD4,17.434 17
hTEAD1209.426 132
hTEAD2321.447 74
Vg||127.51
hTEAD3;18.435 57
hTEAD4317-434 67

e Ftude des interfaces par mutagénése dirigée

Les interfaces 2 et 3 sont cruciales pour I'interaction YAP-TEAD et TAZ-TEAD et les interfaces 1
et 2 pour linteraction Vgll1-TEAD. Des expériences de mutagénése dirigée ont pu déterminer

précisément quels acides aminés dans ces interfaces étaient importants.

Les mutations effectuées sur YAP montre I'importance de I'interface 3 (encadré en rouge sur

la Figure 11, a gauche) par rapport a I'interface 2.5%67.74
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Figure 11: Etude de I'impact des mutations de YAP et TEAD sur l'interaction YAP - TEAD par mutagénése dirigée mesurée par
gene rapporteur par I’équipe de Xu &3

L'impact des mutations d’acides aminés de la protéine TEAD sur l'interaction YAP - TEAD a
également été étudié. Sur la protéine hTEAD1,09.426, Seule la mutation de Y421 (située sur 'interface
3) entraine une forte diminution de l'interaction (encadré en rouge sur la Figure 11, a droite). Ces
résultats sont confirmés sur hTEAD2,17.447 puisque de nombreuses mutations au niveau de l'interface

3 ont montré une réduction significative de I'interaction.

Les mutations de K46 et W43 sur TAZ (interagissant au niveau de l'interface 3) ont réduit

considérablement la capacité de TAZ 3 se lier 8 hTEAD4,17.434.7%7®

L'étude de mutagénese dirigée sur mVgll4 a montré que les mutations du domaine TDU1 et
du brin B affectent peu l'interaction mVgll4 - mTEAD4 contrairement aux mutations sur le domaine

TDU2 qui semble donc crucial pour maintenir I'interaction via l'interface 2.

IV. Cibler le complexe YAP/TAZ-TEAD

1. Stratégies et modulateurs principaux de la voie Hippo

De nombreuses équipes se sont intéressées a la conception de modulateurs de la voie Hippo
dans le cadre des cancers (inhiber I'interaction YAP/TAZ-TEAD) ou pour la régénération tissulaire
(activer l'interaction YAP/TAZ-TEAD). Une premiére stratégie a consisté a concevoir des molécules

capables de contréler la phosphorylation de YAP/TAZ.

C19 (Schéma 1 A) agit notamment sur la voie Hippo et cible les kinases LAST1, MST1 et AMPK,
entrainant la dégradation cytoplasmique de TAZ par GSK3-B alors que CA3 (Schéma 1 B) a été
développé pour inhiber I'expression de YAP et I'activité transcriptionnelle qui en résulte.””’® Ces

molécules favorisent la phosphorylation de YAP ou de TAZ et inhibe I'interaction YAP/TAZ-TEAD.

XMU-MP-1 et TRULI (Schéma 1 C et D) sont des inhibiteurs réversibles des kinases MST1/2 de
LATS1/2 respectivement.””! Le TT-10 (Schéma 1 E) améliore la translocation nucléaire de YAP,
82,83

I’activation de la voie Wnt et a montré une augmentation de la prolifération des cardiomyocytes.

Ces molécules inhibent la phosphorylation de YAP ou de TAZ et activent I'interaction YAP/TAZ-TEAD.
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Schéma 1: Modulateurs de l'interaction YAP/TAZ-TEAD agissant directement ou indirectement sur la phosphorylation de
YAP/TAZ

La stratégie la plus récente est de moduler I'interaction YAP/TAZ-TEAD en ciblant le facteur de

transcription TEAD.3486

Seul un état de I'art de cette stratégie est développé ici car cette derniere a été choisie dans

ce projet.

2. Sites « druggables » de la protéine TEAD et molécules agissant sur TEAD

Les sites de la protéine TEAD considérés comme « druggable » sont les interfaces 2, 3
(impliguées dans la formation du complexe avec YAP et TAZ et décrites comme essentielles) et la poche

hydrophobe hébergeant un acide gras de type palmitate ou myristate (Figure 12).

Figure 12: Sites "druggable" de la protéine TEAD avec l'interface 2 en vert, I'interface 3 en rouge et la poche hydrophobe en
violet

a. Peptides mimétiques de YAP et Vigll4

e Peptides mimétiques de YAP

En 2014, les groupes de Hu et Qin ont développé chacun un peptide dérivé de I'interface 3 de
YAP.%%87 e fragment YAPgs.100 @ été rigidifié en insérant un pont disulfure au niveau des positions R87

et F96 et des modifications ont ensuite été effectuées pour améliorer I'interaction au niveau des acides
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aminés M86, L91, D93 et E100. Un des nouveaux peptides mis en compétition avec YAPso.171 montre
une ICsop de 25 nM mesurée par SPR avec un Kp de 15 nM avec TEAD1,p9.426. Une structure
cristallographique de TEAD avec I'un des peptides a été obtenue (code PDB : 4RE1) et montre les

mémes interactions qu’avec YAP.

En 2019, le groupe de Chene a également effectué un peptide mimétique de YAP en partant
du fragment YAPss.99.%8 Plusieurs modifications de ce peptide (au niveau de M86, L91, P92, F96 et P98)
ont permis d’améliorer I'lCso @ 16 nM et le Kp a 25 nM (mesuré par SPR). Ce peptide a été cristallisé
avec hTEAD4;16-434 (code PDB: 6Q36). Une derniere modification au niveau de L88 a permis de

diminuer I'lCsp a 9 nM.

L'approche consistant en |'association sur la séquence protéique porteuse de l'activité
biologique, d’'une séquence permettant la pénétration cellulaire (CPP) et d’'une autre pour I'import
nucléaire (NLS) a été appliquée par I'équipe du Dr. Rebollo.28 Deux peptides contenant la séquence
TEAD;26-244 ont montré une augmentation de I'apoptose de 45 a 63% dans des cellules cancéreuses
MDA-MB-231 a 25 uM et I'un des deux a entrainé la diminution de la taille des tumeurs in vivo chez

des souris modeéles de cancers du sein.

e Peptides mimétiques de Vgll4

Jiao et al. ont développé un peptide mimétique de Vgll4, suppresseur de tumeur dans plusieurs
cancers.”! Ce peptide appelé Super-TDU, posséde le motif TDU2 de Vgll4 interagissant au niveau de
I'interface 2 de TEAD et la boucle Q de YAP interagissant au niveau de I'inteface 3 de TEAD séparés par
un linker. L'inhibition de I'interaction YAP-TEAD en présence de Super-TDU a été montrée, de méme
gue l'inhibition de la viabilité cellulaire de plusieurs lignées cancéreuses gastriques et de I'expression

des genes cibles CTGF, CYR61 et CDX2.

En 2020, Adihou et al. ont développé un autre peptide mimétique du fragment TDU2 de
Vgll4.2° Ce nouveau peptide cristallise avec TEAD (code PDB : 6SBA). Associé a une séquence Tat et a
un linker PEG,, ce peptide active I'interaction YAP-TEAD qui augmente la prolifération cellulaire sur des
cellules RKO, I'expression des genes cibles et la translocation nucléaire de YAP dans des
cardiomyocytes. Il semble que ce peptide inhibe la formation du complexe Vgll4-TEAD et ainsi favorise

I'interaction YAP/TAZ-TEAD.

b. [Inhibiteurs ciblant l'interface 3

En 2017, Barth et al. ont breveté une série de molécules inhibitrices de I'interaction YAP-TEAD
actives sur des mésothéliomes. La molécule 22 (Schéma 2) a montré la meilleure activité inhibitrice

avec une ICso de 83 nM (mesurée par Alphascreen entre TEAD1 et YAP2).*° En 2019, le groupe de Li a

21



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

effectué un test de compétition par polarisation de fluorescence entre la molécule 22 et une sonde

fluorescence interagissant spécifiquement au niveau de l'interface 3.%

OH
/
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Schéma 2: Structure de la molécule 22
La méme année, le groupe de Kang a identifié, a partir d’un criblage de 1685 fragments par
TSA, un fragment (Schéma 3) stabilisant la protéine mTEAD4 avec un AT, de + 1,8 °C.1° Cependant,

seules des études par RMN (HSQC H-°N) ont prouvé que ce fragment interagit au niveau de l'interface

3 etil n"est pas capable d’inhiber I'interaction YAP-TEAD.

s NQ
CLy

Schéma 3: Fragment reporté par I'équipe de Kang

En 2019, Smith et al. ont reporté le fragment CPD3.1 qui provient d’un criblage par docking de
160 millions de molécules (Schéma 4).%% Seules des expériences RMN STD et du docking prouvent
I'interaction entre la protéine TEAD et CPD3.1. L'analyse ITC a permis d’estimer le Kp a 12 uM en
présence de hTEAD1. Cette molécule n’induit aucune sélectivité vis-a-vis d’'un membre de la famille
TEAD et présente des ICso d’environ 40 uM pour les quatre isoformes. Les tests cellulaires montrent
que ce composé inhibe I'expression des genes cibles (40% sur CTGF et 60% sur CYR61 a 80 uM par test
rapporteur luciférase) et la migration cellulaire sur cellules HelLa (50% d’inhibition a 80 uM apreés 18 h)
et sur cellules RaSVSMCs (90% et 65% d’inhibition des mARN de CTGF et CYR61 et 50% d’inhibition de

la migration cellulaire).

N NH
/

Schéma 4: Structure du CPD3.1

c. Inhibiteurs ciblant l'interface 2

En 2017, Kaan et al. ont rapporté vingts fragments capables d’inhiber I'interaction YAP/TAZ-
mTEAD4 avec un AT, compris entre +2 et + 20 °C en TSA.% Des essais de co-cristallisation en présence

de ces fragments ont permis d’obtenir une structure cristallographique en présence de I'acide (S)-2-
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phényl-2-(1H-pyrrol-1-yl)acétique (code PDB: 5XJD). Celui-ci a la particularité de cristalliser en
présence de deux unités de TEAD, au niveau de l'interface 2 et plus précisément au niveau des acides
aminés interagissant avec le motif LxxLF de YAP (Figure 13). Comme attendu, I'affinité du fragment par

ITC et I'activité transcriptionnelle de TEAD mesurées sont trés faibles.

@ACOOH

Figure 13: Structure cristallographique du fragment 1 en présence de deux unités de TEAD et structure de ce fragment
Récemment, notre équipe a synthétisé puis optimisé une série d’inhibiteurs de I'interface 2
agissant au niveau d’une poche cryptique non apparente (code PBD : 6560, 656J, 6569, 6566et 6564)
(Figure 14 A).** Le composé 6 (Figure 14) inhibe I'activité transcriptionnelle de TEAD (avec une ICso de
4,5 uM), I'expression des genes cibles (MARN et protéines) et la prolifération cellulaire sur cellules

MDA-MB-231.

Cl
Cl

Figure 14: Site d’interaction et structure du composé 6

d. [Inhibiteurs ciblant la poche palmitate

e |nhibiteurs non covalents

Le groupe de Poulsen est le premier a avoir identifié les acides fénamiques comme ligand de
la poche interne de TEAD a partir d’un criblage réalisé sur hnTEAD4;17.434 par fluorimétrie différentielle
a balayage (DSF).*> L’acide flufénamique (Schéma 5, F) et I'acide bromofénamique (Schéma 5, G)
cristallisent dans cette poche hydrophobe (code PDB : 5DQ8 et 5DQE) et I'acide niflumique (Schéma 5,

H) diminue I'activité transcriptionnelle de TEAD lors d’un test géne rapporteur luciférase sur cellules

23



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

HEK293 et I'expression des geénes cible (NF2, AXL, Jagged1l) sur cellules MCF-7 exprimant le mutant de
YAP S127A a une concentration de 150 uM.

Le groupe de Gagnon s’est récemment inspiré de ces structures et a mené une étude de
relations structure-activité autour du squelette de I'acide flufénamique. Celle-ci a permis de révéler
LM98 (Schéma 5, 1) qui réduit considérablement la palmitoylation mais n’inhibe pas I'interaction
hTEAD1-YAP1.%® Une inhibition de I'activité transcriptionnelle d’environ 30% a 10 uM a été mesurée
en cellules HEK293 ainsi qu’une diminution de 60% et 40% de I'expression des genes cible CTGF et
CYR61 sur cellules MDA-MD-231. Par trempage avec hTEAD2, LM98 cristallise dans la poche interne
(code PDB : 6VAH).

H COOH H COOH H COOH COOlil_|
FsC N Br N FsC N A F N
(F) (G) (H) 0]

Schéma 5: Structure de la famille d'inhibiteurs de TEAD de la famille de I’acide flufénamique

X. Wu a breveté en 2015 MGH-CP-1 (Schéma 6), identifié a partir d’'un criblage de 50 000
molécules sur cellules HEK293A par géne rapporteur luciférase.’” Il a été montré que ce composé cible
la poche hydrophobe grace a un test d’autopalmitoylation in vitro par chimie click sur hTEAD2 et
hTEAD4 par lequel des ICsp de 710 et 672 nM ont été mesurées. Il inhibe également I'interaction
TEAD1/YAP avec une ICso de 83 nM in cellulo et I'expression des génes cibles CTGF et CYR61 a 5 uM sur
lignées Hela, JHH7 et HUH7. MGH-CP1 se fixe dans la poche interne de TEAD2 (code PDB : 6CDY) et sa

sélectivité par rapport a YAP/TAZ et a la voie Hippo et son efficacité in vivo sur I'épithélium intestinal

N-N ¥
QN»\S/\W @g
N el

Schéma 6: Structure du MGH-CP-1

ont également été démontrées.®

En 2020, I'équipe de Cunningham a identifié les molécule 1 et 2 (Schéma 7, J et K) par criblage
par polarisation de fluorescence et TR-FRET. Elles possedent respectivement une ICso de 2,8 uM et 603
nM pour l'inhibition de la palmitoylation (par polarisation de fluorescence) et un Kp de 6,2 uM et 229
nM par SPR (en présence de TEAD2) mais sont incapable d’inhiber 'interaction YAP/TAZ-TEAD.%100
Ces deux molécules sont ligands de la poche hydrophobe de hTEAD2 (code PDB : 6UYB et 6UYC). La
molécule 2 plus active est présentée comme un substitut de la palmitoylation qui stabiliserait la
protéine TEAD mutée et agirait comme un répresseur transcriptionnel de TEAD indépendant de
YAP/TAZ en diminuant I'expression des genes cible CTGF et CYR61, sans affecter les niveaux de
transcription de YAP, TAZ et TEAD (sur cellules HUH-7, JHH-7, MDA-MB-231 et Detroit X1 562). La

molécule 2 a aussi réduit la croissance tumorale sur modeles de souris Xenograft.
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Schéma 7: Structure des composés 1 et 2 décrits par I'équipe de Cunningham

Brunschweiger a reporté I'utilisation d’une bibliothéque peptidomimétique codée en ADN
pour cibler I'interaction YAP-TEAD.! Ces peptoides miment respectivement le tryptophane et la
tyrosine comme motif d’ancrage. Le peptoide hexT 21-A56 (Schéma 8) a montré le plus fort potentiel.
Celui-ci a montré une affinité pour hTEAD4,17.434 avec des ICso de 0,41 uM et 6,75 UM par polarisation
de fluorescence pour la palmitoylation et I'interaction YAP-TEAD respectivement. Cependant, des

cellules HEK293 traitées par ce composé n’a pas altéré I'expression du gene CTGF.
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Schéma 8: Structure de Il'indole modifié présent sur le peptoide hexT21--A56

Récemment, I'’équipe de Post a reporté le premier inhibiteur sélectif de TEAD1 dérivé d’un
criblage par test rapporteur luciférase.l®2% VT103 (Schéma 9, L) bloque sélectivement
I"autopalmitoylation de hTEAD1 a 3 uM sur cellules HEK293T alors que ses analogues sont actifs sur les
quatre TEAD. La mesure du AT, par TSA confirme que VT103 stabilise fortement la protéine hTEAD1
avec un AT de + 8,3 °C largement plus élevé que pour les autres TEAD. Le site d’interaction de cette
famille de molécules a été déterminé grace a la structure cristallographique de I'analogue le plus
soluble VT105 (Schéma 9, M) dans la poche hydrophobe de hTEAD3 (code PDB: 7CNL). Dans des
cellules NCI-H2373, VT103 inhibe sélectivement I'autopalmitoylation de hTEAD1 ainsi que I'interaction
YAP-hTEAD1 et TAZ-hTEAD1. VT103 a considérablement diminué I'expression des genes cibles CTGF et
CYR61 dans les tumeurs NCI-H226 chez la souris.
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Schéma 9: Structures des composés VT103 et VT105
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e [nhibiteurs covalents

Le groupe de Meroueh a synthétisé le premier inhibiteur covalent en s’inspirant des ligands
flufénamiques et en remplagant la fonction acide par un groupement chlorométhyle cétone (Schéma
10).1% La liaison covalente de TED-347 avec TEAD a été validée par une structure cristallographique
(code PDB : 5E6G) et par spectrométrie de masse. TED-347 a montré une inhibition TEAD4-(FAM-YAPg.
99) de 53% par polarisation de fluorescence, une activité transcriptionnelle réduite a 30% et une nette
diminution de I'expression du gene CTGF a 10 uM sur cellules HEK-293. Sur des cellules dérivées de

patients GMB43, il inhibe la viabilité cellulaire ainsi que I'expression de CTGF.

H
F3C\©/N

Schéma 10: Structure du composé TED-347

° Cl

MYF-01-37 (Schéma 11) a été développé par I’équipe de Janne qui s’est également inspirée de
la structure cristallographique de I’acide flufénamique en conservant le cycle phényle trifluorométhylé
et en remplagant la fonction acide par une fonction acrylamide.'%” Ce composé diminue I'interaction
avec YAP avec une ICso de 0,8 uM sur cellules HEK293T et diminue de plus de 50% I'expression du gene
CTGF sur cellules PC-9. La liaison covalente entre ce composé et TEAD a été confirmée par
spectrométrie de masse. Cet effet est inexistant lors de la mutation C359S ce qui prouve le role de la
liaison covalente dans l'inhibition. Combiné a un anticancéreux, MYF-01-37 a également supprimé

I'activité de YAP et a augmenté I'apoptose dans des cellules PC-9 et HCC4006.

Schéma 11: Structure de MYF-01-37

DC-TEADiIn02 (Schéma 12), dérivé d’un criblage par docking de 22 000 composés, a été
synthétisé par I'équipe de Luo.1%® Ce composé a montré une activité inhibitrice de la palmitoylation de
92% a 800 nM avec une ICso de 197 nM et une atténuation de I'activité transcriptionnelle ainsi que des
niveaux des génes cibles CTGF et CYR61 sur cellules HCT116. La formation d’une liaison covalente a été
prouvée par I'observation d’un adduit en spectrométrie de masse et par le ATy, de + 7 °C qui chute lors

de la mutation de la cystéine en alanine.

H
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Schéma 12: Structure de DC-TEADO2
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Deux autres inhibiteurs covalents ont été reportés. Le premier, K-975 (Schéma 13), issu d’un
criblage par rapporteur CTGF en cellules NCI-H226, a montré une inhibition de la palmitoylation, de
I’expression des genes CTGF et IGFBP3, ainsi qu’une inhibition des interactions YAP-TEAD1/4 et TAZ-
TEAD1/4 dans ces mémes cellules.® Le site d’action de cette molécule semble étre la poche
hydrophobe de TEAD puisqu’une structure cristallographique de ce composé dans hTEAD1 a été
obtenue (code PDB: 7CMM). Sur des modéles murins de mésothéliome, I'effet anti-tumoral de la

chimiothérapie ou d’anticancéreux a été amélioré en présence de K-975.
o N
@)
Cl
Schéma 13: Structure de K-975

Le deuxiéme inhibiteur, un dérivé de I'acide kojique appelé composé 19 (Schéma 14), a été
développé par Karatas et al. en s’inspirant des hits issus d’un criblage virtuel de 14 000 composés.'*°
Ce composé a montré une ICsp de 0,2 uM de la palmitoylation de TEAD, une ICsp de 70 nM de
I'interaction YAP-TEADA4 par polarisation de fluorescence et une réduction de 90% du niveau d’ARNm
du gene ANKRD1 en cellules HEK293. La cible de cette molécule a été définie comme étant la poche
hydrophobe de TEAD puisqu’en présence de mutants mTEAD4 aucun adduit n’est formé et la RMN

HSQC H-'°N a permis de mettre en évidence la proximité du composé 19 avec différents acides aminés

de la poche hydrophobe de TEADA4.

OH

S

Schéma 14: Structure du compose 19, dérivé de I’acide kojique

||
HO o

Récemment, I'équipe de Luo a publié le premier inhibiteur covalent sélectif de TEAD1 et 3, DC-
TEADiIn1072 et celui uniquement sélectif de TEAD3, DC-TEAD3in03 (N et O, Schéma 15).}'! DC-
TEADin1072 inhibe la palmitoylation de TEAD1 et 3 avec des ICso de 0,58 uM et 0,61 uM
respectivement. Un AT, de 5 °C en présence de TEAD3 a été mesuré mais ce composé n’a aucun effet
sur l'interaction YAP-TEAD. Son analogue DC-TEAD3in03 montre un AT, de plus de 5 °C sur TEAD3 (nul
pour les autres TEAD), une ICspde 0,16 uM sur la palmitoylation de TEAD3 et une ICso de 1,15 uM sur
I"activité transcriptionnelle de TEAD3 qui est vingt fois supérieur pour les autres TEAD. La cible a été
validée par docking et par les mutations des différentes cystéines ainsi que de Y230 de TEAD3 ; ce qui

diminuent considérablement l'interaction.
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TG Qe O

Schéma 15: Structure des composés DC-TEADin1072 et DC-TEAD3in03

e Activateurs de I'activité transcriptionnelle de TEAD

En 2019, Pobbati et al. ont reporté la premiére famille d’activateurs de I'interaction YAP/TAZ-
TEAD.}? Q2 (Schéma 16, P) posséde une ECso de 1,7 uM dans un test Alpha screen TEAD4/palmitate
et un Kp de 2,6 UM en présence de TEAD4, montrant son interaction avec la proténe TEAD. Ce composé
augmente de maniere dose-dépendante |'activité du rapporteur TEAD lors du test luciférase et
I’expression des genes cibles CTGF, CYR61 et ANKRD1 en cellules HEK293. Des modulations de ce hit
ont permis d’identifier B22 (Schéma 16, Q) et B23 (Schéma 16, R) plus efficaces que Q2 sur I'activité
du rapporteur TEAD avec des ECso de 0,89 uM et 1,9 uM. La cicatrisation d’une plaie sur souris a mis

13 jours apres traitement par Q2 alors que la plaie mesure encore 2 mm pour le controle.

s

Schéma 16: Structures des composés Q2, B22 et B23 développés par Pobbati et al.

V. Travaux préliminaires et objectifs du projet

L'origine de ce projet est la structure cristallographique d’un cristal de TEAD2 trempé dans une
solution de 5-benzyloxyindole réalisée par I'’équipe du Pr. J-F. Guichou (Figure 15). Au début de mon
travail de thése, les seuls ligands cristallisés avec le domaine C-terminal de TEAD étaient les acides
fénamiques.® Les inhibiteurs des interfaces externes étaient validés de maniére indirecte ; aucun

ligand covalent, aucun inhibiteur sélectif et aucun activateur n’étaient alors connus.
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Figure 15: Structure cristallographique du 5-benzyloxyindole

Notre ambition, a I'époque, a été, a partir du 5-benzyloxyindole, d’établir une large
chimiotheque visant a occuper la poche interne de TEAD en vue d’accéder a terme a des molécules
potentiellement sélectives. La sélectivité vis-a-vis d’un ou plusieurs TEAD est un nouvel objectif crucial
a la vue du tournant de la médecine vers la thérapie ciblée. Le réle différent des isoformes de TEAD
dans les cancers (surexpression d’'un ou deux isoformes de TEAD) et dans les maladies
neurodégénératives (TEAD1 le plus exprimé dans les neurones) fait du complexe YAP/TAZ-TEAD une
cible privilégiée pour induire une séléctivité.

Nous avons donc entrepris une étude structurale des quatre protéine TEAD afin d’évaluer les
différences structurales au niveau de la poche hydrophobe et d’identifier de nouvelles zones au niveau

de la partie C-terminale pouvant induire une sélectivité.

Le deuxiéme objectif a consisté en la synthése de composés a partir du 5-benzyloxyindole
directement inspirés de la superposition de sa structure cristallographique avec d’autres composés
cristallisés dans la poche hydrophobe afin de développer des composés les plus affins possible. Pour
cela, des relations structure-activité ont été établies grace au docking, a I’évaluation sur cellules
HEK293T transfectées par un systeme Gal4-TEAD2, au TSA en présence de protéine TEAD2;17.447 €t @

des trempages en présence de cristaux de ce méme TEAD.

En résumé, a partir de ce fragment, nous développons des ligands de la poche palmitate dont
les plus affins pour TEAD pourront ensuite étre évaluées sur une série d’expériences sur cellules
HEK293T transfectées par un systeme Gal4-TEADx et donner naissance a des ligands sélectifs d’un ou

plusieurs TEAD.
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|. Etude de la poche palmitate

1. Etude de la nature des acides aminés

L’'examen des structures cristallographiques des domaines C-terminaux de TEAD montre que

la poche accueillant I'acide palmitique est divisée en deux sous-poches (Figure 16 A et B). La sous-

poche hydrophobe accueille la chaine alkyle de I'acide palmitique avec des acides aminés aliphatiques

(A, V, I, Let M) et aromatiques (F) (en bleu). La seconde sous-poche est plutdt polaire avec des acides

aminés neutres (S, T, Y, C, N et Q) et chargés (K, R, H, D et E) (en jaune). Cette sous-poche présente un

espace inoccupé en présence de |’acide palmitique.

Q410

Figure 16: Structure cristallographique de hTEAD2 (code PDB : 5EMV) avec les sous-poches hydrophobe et polaire en bleu et

orange respectivement ; I'acide palmitique en violet

2. Alignement de séquences et différences

L'alignement des séquences des domaines C-terminaux des quatre protéines TEAD humaines

est exposé dans la Figure 17.

hTEAD1
hTEAD2
hTEAD3
hTEAD4

hTEAD1
hTEAD2
hTEAD3
hTEAD4

hTEAD1
hTEAD2
hTEAD3
hTEAD4

hTEAD1
hTEAD2
hTEAD3
hTEAD4

206WQGRS IGTTKLRVERSAFMEQORDPDS YNKH L ] H RN ISDBiNs S [f D 1 ROH v JF2¢
215QARGLGTARLOMVERSAFE PPDAVDS YORH L ] H NSOGB ERBENE s [ 0 v R oM v JkF> ¢
215QDRT IAS SRLRILEMSAFYEVORDPDTY SKH L ] H I COMNBARSDBENE ~ 0 v R oW v IHF>7°
214QGRSVAS SKLWULEFSAFEE00DPDTYNKH L H NS SESNSBBNNT ~ | D 1 ROF v g2
26TPEKKGGLKELFGKGPONAF FilvVigg Wl DENSINIRe|- DDAGA======== FYGTSQYESSENM312
279PEKKGGLRELYDRGPPHAF FilVEgWIADENJESFICEEACGAGCS ISSGCE Y GjS SOYE SLEHM33°
276PEKKGGLKELYEKGPPNAF FilvViggWl DL NEHRe-EGPGA- == —==== FYGfSSQYSSADSM327
275PEKKGGLKDLFERGPSNAF Filviggwl DL NI - DEGSS======== FYGfSSQYESPENM326

319TVTCSTKVCSEGKQVVEKVETEYARFENGRFVYRINRS PMCE FVBINEH- KWK HEPEK Y M 7°
340TLTCSSKVCSEGKQVVEKVETERAQLEDGRFVYRLLRS PMCE ZiiNEWHEER OB PER Y M <00
328TISVSTKVCSEGKQVVEKVETEYARLENGRFVYRIHRS PMCE YN EHREK HEPEK YN 2
3271 ITCSTKVCSEGKQVVEKVETEYARYENGHY SYRIHRS PLCEZNENEuREK HEpEK Y ¥iN e

80 SENFLLVVTNRDTOE TLLCIACEHEFSNSERGARHRI IFRLVK D426

401 SUMENFELOVVTNRDTQELLLCIAYIHEFS T SERGABHEI IR LVRD#47

389 sMENFELOVVTSRDSQETLLVIBAERENS T SEHGARHEIVIK LVK D35

388 SUMENFIILOVVTNRDTQETL LCHAYIREfSASEHGARHR TR LVKE 3¢
Figure 17 : Alignement des séquences des quatre hTEAD

33

€343



CHAPITRE |

Sur cet alignement, les acides aminés surlignés en vert et en rouge sont impliqués dans les
interactions au niveau des interfaces 2 et 3 respectivement. Les acides aminés en bleu foncé
correspondent a la sous-poche hydrophobe et ceux en jaune a la sous-poche polaire de la poche
interne.

Il apparait que les interfaces 2 et 3 sont hautement conservées alors qu’au niveau des poches

internes quelques différences sont observées (Tableau 3).

Tableau 3 : Acides aminés présents dans la poche pouvant induire une sélectivité

Acides aminés dans les TEAD et leurs positions correspondantes
TEAD1 TEAD2 TEAD3 TEAD4
L218 L230 L227 M226
F221 F233 Y230 F229
C322 C343 V331 C330
T324 $345 T333 T332
M358 M379 M367 L366
M362 L383 M371 M370
1363 V384 1372 1371
1366 L387 1375 1374
L389 Q410 Q398 Q397
I I I
C405 Y426 F414 Y413

Les différences les plus marquantes (en gras dans le Tableau 3) sont pour TEAD3 vs les autres
TEAD : une tyrosine vs une phénylalanine en position 233 (position pour TEAD2) et une valine vs une
cystéine en position 343. TEAD1 différe des autres TEAD au niveau de la position 410 par une leucine
contre une glutamine pour les autres TEAD. D’autres variations sont visibles : en position 308, les
guatre acides aminés sont différents (cystéine vs tryptophane, sérine et thréonine) (en rouge). Enfin,
en position 424, il est observé une isoleucine pour TEAD3 et 4, une thréonine pour TEAD2 et une
méthionine pour TEAD1 (en rose). En position 426, une cystéine pour TEAD1, une tyrosine pour TEAD2

et 4, ainsi qu’une phénylalanine pour TEAD3 sont a noter (en parme).
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D’autres différences moins significatives ont également été constatées comme en position 345
ou se trouve une sérine pour TEAD2 contre une thréonine pour les autres TEAD ainsi qu’aux positions
230, 379 et 383 ol les méthionines sont remplacées par des leucines sur I'un des membres de la famille
TEAD. Le nombre de cystéines dans chacun des membres de la famille TEAD différe (en jaune, Tableau
3). En comptant la cystéine sur laquelle s’effectue la S-palmitoylation, TEAD1 compte quatre cystéines
contre deux pour TEAD2/4 et une seule pour TEAD3. Il apparait clair que les différences sont suffisantes

pour permettre de concevoir des ligands sélectifs au niveau de la poche interne.

3. Formes des poches

TEAD1 TEAD3

a Phe416
/ Phe307 Vi g
. ‘ \
, ' e v
~ Q Y cysa0s \ Phe414
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Ser356 B~ \ Tyra12 Ser365hda o’ Tyr321
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Gl 33}/* [ Cy$322 oY A e
USSR Glu3a7

TEAD2-TEAD4
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ser377 ;ﬁt \%331 i Ser3 Ser31
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Lys357 Tyr320

Figure 18: Formes des poches des différents TEAD

35



CHAPITRE |

La structure tridimensionnelle des poches montre des différences notables (Figure 18). Les
poches de hTEAD2, hTEAD3 et hTEAD4 sont beaucoup plus étroites que celle de hTEAD1. Ceci est d
aux différences vu précédemment, comme les acides aminés aromatiques plus volumineux que C405
de TEADL1 (ligne parme du Tableau 3 et Figure 18, en rouge) et les glutamines de hTEAD2, hTEAD3 et
hTEAD4 plus encombrées (et polaires) que L389 de hTEAD1 (Figure 18, en bleu). La poche de hTEAD3

semble encore plus restreinte di a la présence de Y230 (Figure 18, en vert clair).

4. Calcul du volume des poches

Nous avons reporté dans le Tableau 4 le volume des poches internes de I'ensemble des
structures cristallographiques publiées. Celles-ci ont été classées en fonction du membre de la famille

TEAD et du ligand contenu. Le volume a été mesuré avec le logiciel Discovery Studio.!3

Tableau 4: Volume de la poche palmitate des différentes cristallographies

te| 10| o | e AT e [

1 hTEAD120%4%6 | 3KYS Acide palmitique 353 | 330 / / 342
2 hTEAD12%%4%¢ | 4ARE1 Acide palmitique 392 | 394 / / 393
3 hTEAD121%4%6 | gIM5 Acide palmitique 391 379 / / 386
4 hTEAD1%%%4% | GHIL Acide myristique 361 | 349 | 320 | 320 338
5 hTEAD1*24%¢ | 7CMM Ligand covalent 364 | 400 | 361 | 422 387
6 hTEAD2218446 | SEMV Acide palmitique 383 374 / / 379
7 hTEAD22174% | SHGU Acide palmitique 376 | 408 / / 392
8 hTEAD2%1744 | 3|15 Acide palmitique 464 | 466 / / 465
9 hTEAD2222446 / 5-benzyloxyindole 402 | 402 / / /

10 hTEAD2222:446 / LG191 529 | 383" / / /

11 hTEAD2%7447 | 6566 Acide myristique 333 380 / / 357
12 hTEAD22'7%47 | 6560 Acide myristique 394 385 / / 395
13 hTEAD2217-447 656) Acide myristique 378 378 / / 378
14 hTEAD2%74 | 6569 Acide myristique 374 | 378 / / 376
15 hTEAD2?'4% | 6564 Acide myristique 400 423 / / 412
16 hTEAD2%7-447 | 5DQ8 Acide flufénamique 556 541 / / 549
17 hTEAD2217-447 5DQE | Acide bromofénamique 557 546 / / 552
18 hTEAD2%'7447 | 6CDY MGH-CP-1 495 466 / / 481
19 hTEAD2*'74% | 6UYB Pyrrolidin-2-one 455 | 454 / / 455
20 hTEAD2?747 | 6UYC | Pyridine trisubstituée | 383 411 / / 397
21 hTEAD2?'744 | 6VAH | Acide niflumique like 439 416 / / 428
22 hTEAD2?'7447 | GE5G Ligand covalent 432 401 / / 417
23 hTEAD3*'%43> | SEMW Acide palmitique 329 | 341 318 | 343 333
24 hTEAD3219-435 7CNL Quinoléine 322% 355 326 | 346 /
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25 hTEAD4217-43% | 50AQ Acide myristique 307 / 307

26 hTEAD4643% | 6GE3 Acide myristique 319 / 319
216-434

27 hTE(";'fi " 6GE4 |  Acide myristique | 356 | / /| 356
216-434

28 hTE(AY'ng) 6GE5 |  Acide myristique | 309 | / | / | / 309
216-434

29 TEEQE‘:MF) 6GE6 |  Acide myristique | 337 | / /| 337

30 hTEAD421¢43¢ | 6GEC Acide myristique 293 / / / 293
216-434

31 hTEé?::A) 6GEE Acide myristique 301 / / / 301
216-434

32 hTEg{?;:F) 6GEG Acide myristique 303 / / / 303
216-434

33 (TEEZQ;A'YMF) 6GEl Acide myristique 310 / / / 310
216-434

34 hTE:(?ng) 6GEK Acide myristique 314 | 313 / / 314

35 hTEAD421643% | GHIK Acide myristique 357 / / / 357

36 hTEAD4*'7%3* | 6Q36 Acide myristique 381 | 436 / / 409

37 hTEAD4217-434 6Q2X Acide myristique 310 / / / 310

38 hTEAD4?1743% | 6SEN Acide myristique 349 290 / / 320

39 hTEAD4217-434 6SEO Acide myristique 315 / / / 315

40 hTEAD420%-427 6L9F Acide myristique 362 463 / / 413

41 mTEAD4210427 | 5GNO Acide myristique 520 519 444 | 475 490

42 mTEAD4210-427 | 3JUA Acide myristique 409 388 406 | 483 422

43 mTEAD42%%427 | 4LNO Acide myristique 376 | 396 / / 386

44 mTEAD4210427 | 5X]D Acide myristique 478 | 516 / / 497

45 mTEAD42%427 |  GSBA Acide myristique 362 / / / 362

46 mTEAD4%10427 | 572Q Acide myristique 337 | 330 / / 334

47 Sg222-440 6Y20 Acide myristique 356 | 351 / / 334

*Initialement absent sur la structure cristallographique mais la densité attribuée a de petites molécules semble
mieux correspondre a l'acide palmitique?®

Les résultats du Tableau 4 sont illustrés par un graphique afin d’étre plus facilement comparés

(Figure 19). Ces boxplots représentent la médiane des valeurs (en rouge) entourée par le premier et le

troisieme quartile (qui représentent une boite autour de la médiane) et des valeurs minimales et

maximales (traits noires).
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Figure 19: Box-plot représentant le volume de la poche interne de hTEAD1-4 en fonction de la molécule contenue
Les données montrent qu’en présence d’un acide gras, la poche présente un volume compris
entre 293 et 466 A>. La poche de hTEAD4 est plus petite que hTEAD1 et hTEAD2 (médiane de 313 A3
contre 357 et 352 A3). La poche de hTEAD2 semble trés impactée par la présence d’un ligand avec des
volumes pouvant atteindre 557 A3 (entrée 17 du Tableau 4). Ces valeurs montrent que la poche est

flexible et gu’elle parait s’adapter a des ligands plus volumineux que I'acide palmitique.
II. A la recherche d’autres différences structurales entre les différents TEAD

1. Alignement de séquences

Afin de trouver d’autres zones pouvant amener une sélectivité entre les quatre protéines
TEAD, l'alignement de séquence précédent correspondant a la partie C-terminale a été réexaminé
(Figure 17).

Une premiére boucle (appelée boucle A) a retenu notre attention ; elle se situe entre les acides
aminés 255 et 266 (avec la numérotation de hTEAD2). La longueur de chaine est conservée mais la
nature des acides aminés qui la compose varie (Figure 17, en rose). Seules P264 et L266 (numérotation
de TEAD2, en kaki) sont conservées.

L’autre boucle (appelée boucle B) située entre les acides aminés 306 et 326 montre d’énormes
différences. TEAD2 compte 9 acides aminés de plus que les autres TEAD (Figure 17, en bleu clair). En

plus de ce gap, des différences d’acides aminés notables sont observées (en violet).
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2. Etude des boucles A et B

Seule une structure cristallographique de hTEAD3 et quelques structures de mTEAD4 ont ces
boucles entierement résolues (codes PDB: 7CNL, 5GNO, 3JUA et 572Q). Certaines structures de
hTEADA4 (codes PDB : 6HIK, 6GE6, 6GEI, 6L9F, 6Q36 et 6SEN) et mTEAD4 (code PDB : 4LNO) possédent
uniquement la boucle A résolue. La présence d’un ion phosphate (PO4>)induisant une conformation
commune a la boucle est observée au niveau des structures humaines 6GE6, 6GEI et 6HIK. Cet ion est
complexé par deux résidus histidine et deux résidus sérine. Quant aux autres structures de TEAD4
(4LNO, 6Q36, 6L9F, 3JUA, 5GNO et 572Q), elles présentent une boucle structurellement tres disparate.

La boucle B est compléte sur plusieurs structures de hTEAD1 (codes PDB : 3KYS, 6IM5 et
7CMM), de hTEAD3 (code PDB : 5EMW) et mTEAD4 (codes PDB : 5XJD et 6SBA). Comme attendu,
aucune structure de TEAD2 n’est résolue di a la taille plus importante de la boucle qui la rend trop
flexible pour étre cristallisée.

Tres récemment, les quatre membres de la famille TEAD ont été modélisés et sont disponibles

sur la plateforme Alphafold (https://alphafold.ebi.ac.uk/). Ces quatre modélisations montrent une

parfaite superposition de la boucle B (sauf pour TEAD2) et de la boucle A (contrairement a ce qui est

observé dans les structures cristallographiques) (Figure 20).

Figure 20: Superposition des modeles d’Alphafold des domaines C-terminal de hTEADx (hnTEAD1 (marron), hTEADZ2 (rose),
hTEADS3 (vert clair) and hTEAD4 (bleu ciel). A gauche : vue de I’entrée de la poche interne, a droite : vue opposée

I1l. Construction de modeéles des 4 TEAD et validation

1. Construction des modeles avec une poche hydrophobe plus grande

Le docking réalisé sur des unités de TEAD contenant un acide gras peut souvent étre un échec
dd a la faible taille de la poche contrairement aux unités ayant contenues des ligands. Au début de ma
these, seules les structures de hTEAD2 avec des acides flufénamiques étaient connues (code PDB:

5DQ8 et 5DQE). Le volume de la poche interne de ces molécules permet le docking de molécules
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volumineuses (environ 550 A3) alors que le volume de la poche interne renfermant I'acide palmitique
n’est que de 380 A3 environ (code PDB : SEMV). Ainsi en vue de docker des molécules susceptibles de
s’insérer dans la poche interne d’'un membre de la famille TEAD, nous avons construit des modeéles de

hTEAD1, hTEAD3 et hTEAD4. Ce travail a été réalisé au sein de I’équipe avec le Dr. Maxime Liberelle.

Les structures hTEAD1, hTEAD3 et hTEAD4 ont été modélisées avec le programme Modeller
en utilisant la structure cristalline 5DQE de hTEAD2 comme « template ». Les résidus manquants dans
le modeéle ont été affinés a l'aide de la méthode d'optimisation de boucles dans Modeller. Nous avons
ainsi obtenu trois modéles (TEADx_GP) ou les volumes des poches internes ont été agrandis (568 A3
pour hTEAD1, 506 A3 pour hTEAD3 et 496 A® pour hTEAD4, mesurés a I'aide du logiciel Discovery
Studio).

Figure 21: Superposition des modeles TEAD3_GP et TEAD4_GP et des structures ou le domaine C-terminal est entiérement
résolu (A) Modele TEAD3_GP (en gris), modeéle TEAD3 Alphafold (en rouge) et structure de hTEAD3 (code PDB : 7CNL, en
bleu) ; vue vers I'entrée de la poche interne et vue opposée (B) Modéle TEAD4_GP (en violet), modele TEAD4 Alphafold (en
rose) et structures de mTEAD4 (codes PDB : 5GNO, 522Q et 3JUA, en jaune, vert et orange) ; vue vers l'entrée de la poche
interne et vue opposée

Une structure de hTEAD2 a également été modélisée (TEAD2_GP) pour assurer la présence des

boucles A et B.
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Les superpositions des autres modeles obtenus (TEAD1_GP, TEAD3_GP et TEAD4_GP) avec les
modeles d’Alphafold ainsi qu’avec les structures cristallographiques disponibles dans la littérature
montrent une bonne superposition de la boucle B. Les boucles A sont totalement disparates au niveau
de TEAD3 et notre modéle TEAD4_GP est plus éloigné des structures cristallographiques que celui

d’Alphafold (Figure 21 A et B).

Les modeles TEADx_GP ont donc été considérés comme utilisables pour le docking de
molécules ciblant la poche palmitate mais la validité de ces modeéles au niveau des boucles flexibles
(surtout la boucle A) est incertaine. Les modélisations d’Alphafold donnent pour cette zone un indice

de confiance inférieur a 50%.

2. Docking des seuls ligands sélectifs de la littérature

Les modéles TEADx_GP ont été utilisés pour le docking de VT103 sélectif de TEAD1 et de DC-
TEAD3in03 sélectif de TEAD3.02111

Pour rappel, VT103 est un analogue optimisé d'un hit développé par Vivace Therapeutics qui
a été sélectionné par criblage a haut débit. La sélectivité de VT103 pour TEAD1 a été évaluée par un
test de palmitoylation sur cellules HEK293T et par TSA ou il a montré un effet stabilisant sur TEAD1
avec 8,3 °C de AT, La perturbation de l'interaction YAP/TAZ-TEAD menée dans des cellules NCI-H2373
mutantes NF2 sur TEAD1 et TEAD4 a également montré que VT103 réduisait sélectivement
I'interaction YAP-TEAD1 apres 4 et 24 h et TAZ-TEAD1 aprés 4 h.

DC-TEAD3in03 est un analogue optimisé d'un hit issu d’un criblage. La sélectivité de DC-
TEAD3in03 pour TEAD3 a été évaluée par un test de palmitoylation in vitro, un test géne rapporteur
luciférase sur cellules HEK293T ainsi que par DSF olu un AT, de plus de 5 °C a été mesuré.

Ces molécules ont été dockées trois fois dans chaque modele. Pour cela, le logiciel
Chimeral.15 avec I'outil AutodockVina ont été utilisés. Les résultats sont reportés dans le Tableau 5.

Tableau 5: Résultats de docking obtenus avec les molécules sélectives de TEAD1 et 3

Molécule TEAD1 TEAD2 TEAD3 TEAD4

VT103 -8,7/Poche interne | -7,0/Sous-interface3 | -6,8/Sous-interface3 -7,4/Interface3

DC-TEAD3in03 | -7,5/Poche interne | -7,5/Poche interne | -7,6/Pocheinterne | -7,6/Poche interne

Les résultats montrent que VT103 s’insere bien dans la poche interne de hTEAD1 avec un tres
bon score de -8,7 pour la meilleure pose (Figure 22) alors que cette molécule est placée pres de la

boucle B pour les TEAD2 et 3 et au niveau de I'interface 3 pour TEADA4.
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Figure 22: Docking du composé VVT103 dans hTEAD1_GP

Le docking permet d’observer une proximité entre la fonction sulfonamide de VT103 et K336
et S310 de TEAD1 ainsi qu’entre le cycle pyrazole et T324. La sélectivité pourrait étre induite par la
forme de la poche qui est plus large pour TEAD1 que pour les autres TEAD. La superposition de la
meilleure pose de docking dans TEAD1_GP et TEAD2, 3 et 4 _GP montrent des clashs entre cette pose
et Y230 de hTEADS3, F426 et F413 de hTEAD2 et hTEAD4 qui rendent la cavité beaucoup plus étroite.

Pour DC-TEAD3in03, le docking montre une non-sélectivité puisque le ligand s’insére dans la
poche palmitate des quatre TEAD avec des scores de -7,5 et -7,6. La disparité des résultats peut étre
due a la non-considération de la réactivité de la liaison acrylamide par le logiciel de docking. Les
auteurs, eux, ont fait du docking covalent et expliquent leurs résultats par des clashs entre leurs poses
etles 383 et L366 de TEAD2 et TEAD4 et par la formation d’une liaison hydrogene avec Y230 de TEAD3
qui favoriserait la liaison du ligand dans TEAD3. La pose de docking dans la poche de hTEAD3 montre
des rapprochements entre le cycle hexahydropyrimidine et Y230, S319, T333, et C368 de hTEAD3
(Figure 23).

Figure 23: Docking de DCTEAD3in03 dans hTEAD3
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|. Conception, synthese et caractérisation des dérivés du 5-benzyloxyindole

1. Conception des 5-aryloxy- et 5-alkyloxy-indoles

Sur la structure cristallographique du 5-benzyloxyindole, il apparait que le motif benzyle
occupe la partie hydrophobe de la poche palmitate. Il est proche de F428 de hTEAD2 alors que

I’'hétérocycle indolique est orienté vers la sous-unité hydrophile (Figure 24).

Figure 24: Positionnement de la fonction benzyle du 5-benzyloxyindole de hTEAD2
Afin de « sonder » la profondeur de la partie hydrophobe de la poche palmitate, nous nous
sommes intéressés dans un premier temps a l'importance de la fonction benzyle dans I'interaction

entre le ligand et la protéine. Pour ce faire, celui-ci a été remplacé par différents groupements alkyles
et arylalkyles.

MDMPP2

MDMPP7 ,:70/\ MD19

Schéma 17: Dérivés du 5-benzyloxyindole synthétisés
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Nous nous sommes alors appliqués a la synthése des douze composés présentés ci-dessus
(Schéma 17). Les motifs adamantyle (MDMPP7) et 4,4-difluorocyclohexyle (MD19) sont directement
inspirés de travaux publiés par X. Wu et C. Cunningham.®’~*° Le motif naphtyle (FT153) est, lui, inspiré
des travaux de I'équipe de C. Luol® et les (trifluorométhyl)benzénes (FT322 et FT323) de I'acide
flufénamique,® de TED-347,% de VT103 - VT105,2 de MYF-01-37% et de B22.112

2. Synthéses des 5-aryloxy- et 5-alkyloxy-indoles

Les 5-aryloxy et 5-alkoxyindoles ont été synthétisés par deux méthodes classiques: une
substitution nucléophile sur un dérivé halogéné en présence de carbonate de potassium dans le DMF
a 80°C (Méthode A) et une réaction de Mitsunobu (Méthode B) (Schéma 18). Les résultats obtenus
sont détaillés dans le Tableau 6.

PPh; (2,1 éq.), DBAD (2,1 &q.), , .
H R-OH (1 éq.), H K,CO5 (1 éq.), Br-R (1 éq.), H
RO THF, 50 °C, 16 h HO DMF, 18 h, 80 °C RO

Méthode B Méthode A

Schéma 18: Méthodes de synthése des molécules dérivés du 5-benzyloxyindole

Tableau 6: Rendements obtenus avec les deux méthodes pour la synthése des produits dérivés du 5-benzyloxyindole

Nom de molécule Rendement Méthode A (%) | Rendement Méthode B (%)
FT143 90 42
FT161 92 39
FT162 96 35
FT153 88 46
FT155 85 41
FT142 63 72
FT152 58 77
FT322 72 /
FT323 75 /

MDMPP2 0 0
MDMPP7 0 0
MD19 50* /

*réaction réalisée sous atmosphére inerte
Les éthers possédant un motif aromatique (FT143, FT153, FT155, FT161, FT162, FT322 et
FT323) (en vert) sont facilement obtenus par la méthode A. Les éthers avec un motif aliphatique peu
encombré (carbone béta secondaire) (FT142, FT152 et MD19) donnent des rendements plus faibles

selon la méthode A, un peu amélioré par réaction de Mitsunobu (en orange). Enfin, pour les composés
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possédant un groupement tert-butyle (MDMPP2) et adamantyle (MDMPP7), aucune des deux
méthodes ne permet I'obtention des produits souhaités. Ceci est probablement d{ a I'encombrement
stérique de ces groupements. Ces deux composés ont finalement été obtenus avec des rendements
tres modestes en travaillant a reflux dans la N-méthyl-2-pyrrolidone en présence de carbonate de

césium et d’iodure de sodium (Schéma 19 et Tableau 7).

N Base (3¢q.), Br-R (3éq), H
/@E/) Additif (2,4 éq.) - Jij/\/)
HO Solvant, 18 h, T° RO

MDMPP2 et MDMPP7

y

R: CH,-tBu ou CH,-Adamantane
Schéma 19: Schéma général de la synthése des produits MDMPP2 et MDMPP7

Tableau 7: Conditions testées pour I'obtention des produits MDMPP2 et MDMPP7

Entrée | Base (3 éq.) R Solvant | T°(°C) | Additif (2,4 éq.) | Rendement (%)

1 K,CO3 CH>-tBu DMF 153 / 0

2 K,CO3 CH,-tBu DMF 153 Nal 0

3 Cs2CO3 CH>-tBu DMF 153 / 0
a4* K,CO3 CH»-tBu / 153 / 0

5 K,CO3 CH»-tBu NMP 202 / Traces

6 Cs,CO3 CH,-tBu NMP 202 / Traces

7 K,CO3 CH»-tBu NMP 202 Nal <5

8 Cs2COs CH,-tBu NMP 202 Nal 9

9 Cs,COs3 CH,-Adamantyle NMP 202 Nal 17

*réaction effectuée en ballon et en tube scellé

Les spectres 13C et 1°F du composé MD19 ont été analysés en détail. Les deux atomes de fluor
n’étant pas équivalents (Schéma 20), les constantes de couplage des carbones 4’ (Jcreq = 25,2 Hz,%Jc.
Fax = 22,5 Hz) et 5’ (Yersq = 241,6 Hz, Ycrax = 239,8 Hz) sont observées sur le spectre RMN C. Les
carbones 1’, 2’ et 3’ ne sont couplés qu’avec I'atome de fluor équatorial avec des constantes Jc.req =

2,7 Hz, *Jcrsq = 1,2 Hz et 3Jcreq = 9,6 Hz.

N
g 32 o )
FW
4 3
F

Schéma 20: Structure du MD19 avec le groupement cyclohexyle en conformation chaise
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Les déplacements chimiques et les constantes de couplage sont en accord avec la littérature a
I’exception de la constante entre le fluor en équatoriale et le carbone 2’ pour le 4-méthyl-1,1-
difluorocyclohexane qui est décrite 3 0 Hz et que nous observons a 1,2 Hz.14

Le spectre °F non découplé du proton présente des déplacements chimiques a -91,8 (Fluor
équatorial) et -102,3 ppm (Fluor axial). Les constantes de couplage mesurées sont YJrr= 235,3 Hz, %Jux.
a= 33,2 Hz et 2Jaysq= 9,2 Hz (Figure 25).

A

4 [rel

909025
81.7377

b
‘ (A \
[ FL o ‘.f"J N e \"\\ J.,f“"\l‘ W, o

[
. e / /
I R A—— e \““-w.n—uw«»w} P P A b e oty el Vi gt A \-w\‘.\ P

R R I S R
1014 <1018 S1018 1020 -1022 -102.4 <1028 [ppm]

T T T T T
-90.0 -905 -91.0 -915 -82.0 -925  [ppm] | BLIE]

Figure 25: Massif observé pour chacun des fluors : A) le fluor équatorial sous forme de doublet et B) le fluor axial sous forme
de doublet détriplé détriplé

Il. Evaluation des composés

1. Effet des composés sur la température de dénaturation de hTEAD2,17-447

Dans le but d’estimer leur capacité a se lier a TEAD, nos molécules et les 4-, 5- et 6-
benzyloxyindoles commerciaux ont été évalués par Thermal Shift Assay (TSA). Cette technique permet
de mesurer la température de dénaturation d’une protéine dans des conditions variables (comme en
présence d’un ligand) et nécessite |'utilisation d’'une molécule fluorescente : le SYPRO Orange. La nano
differential scanning fluorimetry (nanoDSF) n’a pas pu étre utilisée ici car celle-ci se sert de la
fluorescence intrinseque du tryptophane ou de la tyrosine qui aurait été biaisée par nos molécules
indoliques. Les mesures ont été réalisées au CBS de Montpellier par I'équipe du Pr. J-F. Guichou a une
concentration de 500 uM en duplicat sur hnTEAD2317-447.

Sur une courbe de nanoDSF, il est possible d’observer une ou deux températures de
dénaturation T, distinctes pour hTEAD2 dues a la présence ou non de I'acide gras.? Sur la courbe
contréle (DMSO), la T située a 51,3 °C correspond a la température de dénaturation de hTEAD2;17.
447 non acylé alors que la Tmz2 @ 59,3 °C correspond a la T, de hTEAD2317.447 acylé. 1l avait été montré
qgue l'obtention d’une seule température de dénaturation en présence d’un ligand montre une

interaction au niveau de la poche interne ; la T, de TEAD non-acylé disparait et laisse place a la T, de
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la protéine occupée par celle-ci (Figure 26 A). Sila molécule interagit au niveau des interfaces externes,
deux températures de dénaturation sont observées (Figure 26 B).

A) Ligand occupant la poche interne B) Ligand occupant une des interfaces externes

~

dF/dT
/
=
:/
\
(

-dF/dT

== TEAD DMSO \ / == TEAD DMSO
— \ === TEAD +Ligand
TEAD + Ligand + Ligan!
T T T T T T ¥ T T T T T T T
bl » ] 9 ) 1] ] £ 0 » “ % © " ] 0

Température (°C) Température (°C)

C TEAD @ Ligand
AN\ Palmitate

o TEAD palmitate pocket
Figure 26: Profil des courbes de nanoDSF en fonction du site d’interaction ligand-TEAD

Les courbes obtenues en TSA sont plus difficiles a interpréter notamment au niveau du Tm,
qui apparalt comme un épaulement parfois non mesurable. Ici, les AT, correspondent a I’écart entre
les Tm de la courbe controle (DMSO) et celles des composés (Figure 27 et Tableau 8). Par ailleurs,
certains résultats non reproductibles (FT142, FT152, FT161, FT162 et MD19) ne permettent pas

d’observer un effet sur la stabilité de TEAD.

Courbes de TSA obtenues pour les composés dérivant du
5-benzyloxyindole

~1000 4

FT1.508n
FT-6-08n
FT1-4.08n
FT143
FT153
FT155
MDMPP2
MDMPPR7

~dF IdT

Figure 27: Courbes de TSA obtenues pour les composés dérivés du 5-benzyloxyindole
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Tableau 8: Résultats de TSA des molécules dérivées du 5-benzyloxyindole

ATm]_ ATmZ ATml ATmZ
Nom Structure o o Nom Structure o o
(°c) | (°C) °c) | (°C)
o MDMPP7 gvo
rraz | 7 LY | 20 | 28 T | /| 30
H N
H
0 b I5- indol @\/0
FT153 m 1,1 / enzyloxyindole m 2,9 3,0
N N
i H
intae | (1
0 benzyloxyindole
FT155 \ 1,8 | 2,3 \ 19 | 1,5
oD Co
H
/&0 6 @
MDMPP2 \©\/\> 2,9 | 1,7 | benzyloxyindole ©/\o N 19 | 1,2
N
H

Seules FT153 et MDMPP7 (en vert) ne semblent posséder qu’une seule température de

dénaturation. Cependant, aucune des modifications effectuées ne fait perdre l'interaction avec

hTEAD2. Des décalages thermiques (ATm) de +1,1 °C pour FT153 a +3 °C pour MDMPP7 sont mesurés

par rapport au hTEAD2 controle.

2. Evaluation cellulaire

Les molécules synthétisées et les benzyloxyindoles commerciaux ont été testés a une

concentration de 10 uM sur cellules HEK293T transfectées par le plasmide TEAD-luc reporter 8XGTIIC-

luciférase. Les mesures ont été réalisées en triplicat biologique (3 cultures cellulaires différentes) et en

triplicat sur chaque culture cellulaire en prenant comme référence le Dasatinib, un inhibiteur de

tyrosine kinase, utilisé comme anticancéreux et ayant montré une activité inhibitrice sur I’expression

de YAP.1?® Les résultats cellulaires sont exposés dans la Figure 28.

Test géne rapporteur luciférase réalisé avec les molécules dérivant
du 5-benzyloxyindole
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Figure 28: Résultats du test géne rapporteur luciférase réalisé sur les molécules dérivant du 5-benzyloxyindole

L’évaluation biologique a permis de mettre en évidence que le 5-benzyloxyindole, est I'un des
composés les plus actifs avec 36% d’activité transcriptionnelle en moyenne (en rouge). Le 4-
benzyloxyindole montre une activité similaire avec 35% d’activité transcriptionnelle moyenne (en
vert). Le composés tert-butyle (MDMPP2) présente également une activité intéressante puisque
I'activité transcriptionnelle de TEAD chute a 46% (en orange). Cependant, le déplacement de la
fonction benzyle en position 6 (FT-6-OBn) ou I'allongement de la chaine carbonée (FT143 et FT161)
fait perdre I'activité, de méme pour la perte d’aromaticité (FT142 et MD19) ou le greffage de
groupements trop imposants (FT153, FT155, FT162 et MDMPP7).

Ce chapitre a permis de mettre en évidence que le 5-benzyloxyindole est le composé le plus

actif suivi de prés par le 4-benzyloxyindole.
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I. Conception, synthese et caractérisation des molécules fonctionnalisées en

position 1 et 3 par des chaines alkyles

1. Conception des molécules « acide palmitique-like »

La sous-poche hydrophile n’étant pas impliquée dans les interactions du 5-benzyloxyindole a
I'intérieur de la poche interne, notre premiére stratégie a été de concevoir des molécules en se basant

sur la superposition du fragment 5-benzyloxyindole et du ligand naturel I'acide palmitique (Figure 29).

Figure 29: Superposition du 5-benzyloxyindole (en bleu) et de I'acide palmitique (en violet) (code PDB : 5HGU)

La chaine alkyle de I'acide palmitique et la fonction benzyloxy du fragment sont parfaitement
superposables. La superposition montre que la fonctionnalisation par une chaine alkyle possédant un
groupement polaire terminal en position 1 ou par rotation, en position 3 de I'indole permet de mimer

le reste de I'acide palmitique dirigé vers la cystéine conservée (Schéma 21).

;AR
6 N
L)
@”04 A

R et R': fonction polaire

Schéma 21: Numérotation de I'indole et stratégies de synthése
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2. Synthése : Fonctionnalisation en position 1

a. Synthése d’acides (5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)alkyloigues

Le 5-benzyloxyindole a été mis en présence de 1,5 équivalents d’hydrure de sodium (NaH) dans
le DMF anhydre. La déprotonation est suivie d’'une substitution nucléophile, en présence de 1,2
équivalent d’m-bromoester éthylique. L'ester est ensuite hydrolysé en milieu acide pour conduire aux

molécules FT50, FT53, FT54 et FT55 avec des rendements de 2 3 55% (Schéma 22 et Tableau 9).
HOOC

H (\7)”
N N
/@:/) 1) NaH (1,5 éq.), Br(CH,),CO,Et (1,2 éq.) /@:/)
©/\O DMF, 18 h, t.a., N2 ©/\O
2) HCI 6 M, 3 h, 60 °C

FT55, FT50, FT53 et FT54

Schéma 22: N-alkylation du 5-benzyloxyindole par une chaine alkyle acide

Tableau 9: Rendement obtenus en fonction de la longueur de chaine alkyle acide

Entrée n Rendement (%)
FT55 1 55
FT50 2 44
FT53 3 2
FT54 4 20

Le faible rendement observé pour la synthése de FT53 est probablement di a la cyclisation
intramoléculaire du dérivé m-bromoester éthylique.

b. Synthése de 2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)alkylamines et

fonctionnalisation

Les premiers essais de fonctionnalisation de I'indole par un bras m-aminoalkyle ont été réalisés
dans un premier temps en utilisant le N-(2-bromoéthyl)phtalimide couramment utilisé au laboratoire

(Schéma 23).%%

o
L2z

@)
FT62

o)
y Br\/\N
N
/@l/) NaH (1,5 q.), o (1€q.),
0
DMF, reflux, 6 h

Schéma 23: Essais de fonctionnalisation par une fonction phtalimide
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Nous avons isolé un produit avec un rendement de 20% dont la masse correspond a la
condensation sur le 5-benzyloxyindole d’'un motif éthylphtalimide. Cependant les données RMN ne

sont pas en accord avec la structure du composé attendu.

L’analyse des spectres RMN H et 3C montre une compléte inéquivalence des protons des
deux CHx de la chaine éthylique. Quatre signaux sont observés : deux doublets dédoublés dédoublés a
3,51 et 4,23 ppm et deux triplets dédoublés a 4,47 et 4,62 ppm. Les doublets dédoublés dédoublés
possédent 3 constantes de couplagesen3/de 11,0 ;8,3 et 5,4 Hz et 11,0 ; 8,3 et 6,4 Hz respectivement.
Les triplets dédoublés, quant a eux, possédent 2 constantes de couplage en 3/ de 8,3 et 6,4 Hz et 8,3

et 5,3 Hz respectivement.

En 13C, une inéquivalence de I'ensemble des carbones du phtalimide avec huit pics distincts est
observée. Ceux-ci sont situés a 122,1 ; 124,3; 131,2 et 133,9 pour les aromatiques et 106,6 ; 130,6 ;

143,0 et 171,9 pour les carbones quaternaires.

Le composé a été cristallisé par le Dr H. Allouchi (Figure 30).

Figure 30: Structure cristallisée du composé FT62
Cette structure est en accord avec les signaux des différents spectres RMN puisque
I'inéquivalence des protons 1’ et 2’ est justifiée par la cyclisation intramoléculaire ainsi que la

différence entre les carbones 3’.
o] o]
9] N N
N N N NOy S o]
Br 0

4 NaH (1,5 éq) / o Y 7

BnO —— > BnO —_— BnO —— BnO
Schéma 24: Mécanisme proposé pour la formation du FT62

Ce produit provient de I'attaque de I'indolide préalablement formé par la déprotonation au

NaH sur la fonction amide du phtalimide. L'ion 3-oxoisoindolin-1-olate obtenu permet la fermeture du

57



CHAPITRE |1

cycle par attaque sur le carbone portant I'halogéne (Schéma 24). La formation du polycycle 2,3-
dihydrooxazolo[2,3-alisoindol-5(9bH)-one est déja décrite en présence d’amines primaires ou de
phényllithiens ou magnésiens mais pas en présence d’hétérocycles azotés.11%17

Des tentatives de déprotection du phtalimide ont été réalisées mais n’ont pas été couronnées

de succes, quelles que soient les conditions réactionnelles utilisées (Schéma 25).

KOH (10 éq.), NH,
EtOH, reflux AW

(@] N
: O
Z / O _ ©/\O
NH,NH, (10 éq.), i

Rdt: 0 %

EtOH, reflux
Schéma 25: Conditions de déprotection du phtalimide testées

NHBoc NH,

NHBoc (1,2 &q. N
THF, reflux, 6 h B0 /\/ DCM, ta.3h ~ 5o

NH,
NC>
N NaH (1,5 éq.),Br~ CN (1,2 éq.) N _LiAH, (5éq), i%f .
/@E/) THF, reflux, 6 h BnO /  THF.ta.,3h BnO /\) Voie 2
BnO MD16
Rdt: 32% NH,

NaOH (2,2 éq.), N*(Bu),HSO,~ (1 mol%), Voie 3

Z\ Z\/\

~_NHHCI (1,2 6q.), ACN, 16 h, reflux  BnO
cl FT258
Rdt: 88%

Schéma 26: Alternatives de synthése pour I'obtention des 2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)alkylamines

La fonctionnalisation de l'indole via un dérivé amine protégée par un motif tert-
butyloxycarbonyle en présence de NaH en excés dans le THF a reflux (Schéma 26, Voie 1) n'a
malheureusement donné aucune conversion du produit de départ. Le dérivé bromoacétonitrile a pu
étre greffé en position 1 de l'indole (MD16) avec un rendement de 32% (Schéma 26, Voie 2).
Malheureusement, la réduction de la fonction nitrile en présence de tétrahydruroaluminate de lithium
n’a permis qu’une faible conversion vers un mélange complexe. Finalement, la fonctionnalisation de
I'indole par un groupement éthanamine par une réaction de transfert de phase (Schéma 26, Voie 3) a
été réalisée avec succés.!®® Le produit souhaité (FT258) est obtenu avec un trés bon rendement de
88%. Cette réaction a été étendue a la chaine w-aminopropyle (Schéma 27). Le produit FT260 a été

obtenu avec un rendement du méme ordre (81%).
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H,N
N N
/CEN) NaOH (2,2 éq.), N*(Bu);HSO,4" (1 mol%), /@/\)
> Y
BnO / Clu_~_NH,.HCI (1,2 6q.), ACN, 16 h, reflux  BnO
FT260
Rdt: 81%

Schéma 27: Réaction de transfert de phase étendue au dérivé propan-1-amine

Les fonctions méthylsulfonamide, vinylsulfonamide, acrylamide et chloroacétate sont
présentes au niveau des ligands reportés par Meroueh, Luo, Janne, Kaneda, Cunningham et
Post,9%:102,105106,108,105 parmj ces composés, certains se lient covalemment avec la cystéine de I'entrée
de la poche (vinylsulfonamide, acrylamide et chloroacétate). Ainsi, les acétamides, acrylamides, 2-
chloroacétamides, méthylsulfonamides et vinylsulfonamides ont été synthétisés en présence des
chlorures d’acide ou des chlorures d’alkylsulfonyle correspondant en présence de triéthylamine dans
le dichlorométhane (Schéma 28).

: CH5: FT269 Rdt: 85%
: CH,: FT270 Rdt: 79%
: HC=CH, : FT273 Rdt: 71%
: HC=CH, : FT274 Rdt: 74%

: CH,CI : FT276 Rdt: 89%
: CH,CI : FT277 Rdt: 75%

333333
WNWN N
A0 0000

: 2, R CHy : FT259 Rdt: 38%

, R': CHa: FT261 Rdt: 39%

-2, R HC=CH, : FT263 Rdt: 65%
: 3, R:HC=CH, : FT264 Rdt: 79%

FT258 et FT260

n:2et3

5 3 3 3
w
A

Schéma 28: Schéma de synthése des fonctionnalisations des amines FT258 et FT260 en amides et sulfonamides
Les amides fournissent des rendements variants entre 71 et 89%, de méme pour les vinyl
sulfonamides qui sont obtenus avec des rendements de 65 et 79%. Cependant, les méthyles

sulfonamides sont obtenus avec de faibles rendements de 38 et 39% dus a des problémes de

purification.

3. Syntheése : Fonctionnalisation en position 3

Les fonctionnalisations en position 3 ont été réalisées a partir de la 5-benzyloxytryptamine

(FT328), du 5-benzyloxyindole et du 5-benzyloxy-3-formylindole commerciaux.
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a. Synthéses a partir de la 5-benzyloxytryptamine

La 5-benzyloxytryptamine (FT328) a été convertie en acétamide, acrylamide, 2-
chloroacétamide, méthylsulfonamide et vinylsulfonamide avec de bons rendements allant de 69 a 82%
(Schéma 29).

N R: CH5 : FT268 Rdt: 70%

/' R:HC=CH, : FT271 Rdt: 69%
R: CH,Cl :FT275 Rdt: 82%

ZT

BnO
FT328

R': CH3: FT238 Rdt: 82%
R': HC=CH, : FT249 Rdt: 74%

NH,

O  NH

N/

R

Schéma 29: Fonctionnalisations de la tryptamine en amides et sulfonamides

b. Synthéses a partir du 5-benzyloxyindole

e Synthese des 2-(5-benzyloxy-1H-indol-3-yl)-2-oxoacétates (FT88 et FT103)
et du 2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)éthanol (FT112)

La synthése de la molécule FT112 a été réalisée en deux étapes.’’ Tout d’abord, le 5-
benzyloxyindole est mis en réaction avec le chlorure d’oxalyle. L’ajout de méthanol conduit a I'ester
méthylique correspondant (FT88) avec un rendement de 71% alors que I'ajout d’une solution de
bicarbonate de sodium (NaHCOs, 1 M)*?°permet la formation de I’acide FT103 avec un rendement de

78% (Schéma 30).

O 0
H o o H MeOH, reflux, ©/\

30 min (0]
/CE/) C')H( (16q) y / FT8s OMe
o 0 - 0 o Rdt: 71% y
Ether diéthylique, 0 °C puis t.a., 3 h N
© Cl

NaHCO, 1M, O o]
reflux, 30 min

Fr03 ' OH
Rdt: 78%

Schéma 30: Conditions d'obtention des produits FT88 et FT103

La réduction de |'ester FT88 par le LiAlH, dans le THF anhydre a reflux conduit a I'alcool FT112

avec un rendement de 69% (Schéma 31).
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H
N N
P 1) LiAIH, (15 éq.) p)
©/\O o) - @/\O
@) OMe THF, 5 h, reflux OH
FT88 FT112
Rdt: 69%

Schéma 31: Conditions d'obtention du produit FT112
e Synthese du 4-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)butan-2-one (FT90) et du 4-(5-

(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)butan-2-ol (FT99)

Le composé FT90 est obtenu par une réaction d’alkylation en position 3 réalisée en présence

de chlorure d’indium (I11) (InCls).1?! Cette réaction est résumée dans le Schéma 32.

H H
/
NG 2 (16q.), InCls (10 mol%) N
o - Y
/ >
©/\O DCM, 3 h, t.a. ©/\O
FT90
Rdt: 68%

Schéma 32: Conditions d’obtention du produit FT90

Celle-ci a été réalisée en présence d’un équivalent de but-3-én-2-one, de 10 mol% de chlorure
d’indium pendant 3 heures a température ambiante dans le dichlorométhane et a permis d’obtenir la
molécule FT90 avec un rendement de 68%. En vue d’obtenir d’autres composés substitués en position
3, nous avons remplacé la but-3-en-2-one par I'acrylate d’éthyle, I'acrylamide, I'acrylonitrile et I'acide
acrylique mais sans succes. Cette réaction semble donc spécifique aux cétones. Les auteurs n’ont pas
mentionné ni mis en réaction d’autres fonctions.**

Le produit FT90 est réduit en alcool en présence de NaBH, dans le THF a température ambiante

et catalysée par du méthanol (Schéma 33). Le produit FT99 est obtenu avec un rendement de 93%.

H H
N NaBH, (4 éq.), MeOH N
Y, - Y
[::]/”\o THF, 2 h, t.a. [::]/»\o
*
FT90 FT99
Rdt: 93%

Schéma 33: Conditions réactionnels d'obtention du produit FT99
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c. Synthése a partir du 5-benzyloxy-3-formylindole

e Synthese du 3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)acrylonitrile (FT95)

La molécule FT95 a été synthétisée par réaction de Knoevenagel a partir de l'acide

cyanoacétique.'?? Les conditions sont résumées dans le Schéma 34.

HOOC™ “CN (1,7 éq.), Et;N (3,1 éq.), pipéridine (2,2 éq.)

H
N
/
©/\o dioxane, 18 h, reflux ©/\o
/ =
o

FT95 CN
Rdt: 65%

Schéma 34: Conditions d'obtention du produit FT95

Cette réaction a été réalisée en milieu basique en présence de triéthylamine afin de former
I’anion carboxy(cyano)méthanide. De la pipéridine est également ajoutée comme catalyseur. Seul
I'isomere E du produit FT95 a été obtenu avec un rendement de 65% aprés une nuit a reflux dans le
dioxane.
e Synthese de I'acide 3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)acrylique (FT265) et de
son esther éthylique (FT196)

L'acide FT265 et son ester FT196 ont été synthétisés par réaction de Wittig a partir du 5-
benzyloxy-3-formylindole. La premiére voie de synthése réalisée est exposée dans le Schéma 35 et

meéne a I'obtention de I'ester FT196.

e Boc
Boc .~ CO Et
N Boc,0 (1,1€q.), EuN (2 éq.), N Bry |2
) DMAP(01¢q) p NaHMDS (2 éq.) PhsP (1éq.)
©/\ DCM, 16 h, t.a. ©/\O P toluene, 16 h, reflux ©/\
(6]
FT77 FT86
Rdt: 79% Rdt: 57%
H
N
Y
TFA (5 eq ©/\ KOH (2 tOH-eau, ©/\O
©/\ DCM, 3 h, ta. u
Et FT265 o OH
FT86 FT196

Rdt: 94%
Schéma 35: Premiére voie de synthése pour l'obtention du produit FT196
L'atome d’azote de lindole est préalablement protégé par un groupement tert-
butoxycarbonyle (Boc) en présence de triéthylamine et de 4-diméthylaminopyridine, pendant une nuit
dans le dichlorométhane permettant I'obtention du composé FT77 avec un rendement de 79%. La
réaction de Wittig est effectuée dans le toluéne a reflux pendant 16 heures en présence du bromure
de (2-éthoxy-2-oxoéthyl)triphénylphosphonium et d’une base forte, le NaHMDS. L'isomere E du

composé FT86 est obtenu avec un rendement de 57%. La saponification de FT86 par une base (KOH,
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éthanol/eau a reflux) ayant conduit a des produits de dégradation, FT86 a été traité par un excés
d’acide trifluoroacétique dans le dichlorométhane pour donner I'ester éthylique FT196 avec un
rendement de 94%. Ici encore, la saponification de FT196 n’a pas donné |'acide FT265.

Afin de profiter des conditions acides de déprotection finale, j’ai utilisé le bromure de (2-(tert-
butoxy)-2-oxoéthyl)triphénylphosphonium (Schéma 36) pour synthétiser I'ester tert-butylique FT262
par réaction de Wittig. Celui-ci est déprotégé en présence de quinze équivalents de TFA dans le

dichlorométhane pour donner le produit souhaité FT265 presque quantitativement.

o Boc
CO,tB ;
N Boc,0 (1.1¢q.), EtN (2 éq.), B 215U N
) DMAP(01¢q) NaHMDS (2 éq.),PhsP” (1 éq.) /
0
©/\ / DCM, 16 h, t.a. ©/\ toluene, 16 h, reflux ©/\ S
FT77 FT262 7 OB
Rdt: 79% Rdt: 52%
) TFA (15 eq
©/\ DCM, 16 h, t.a. ©/\
OtBu
FT262 FT265
Rdt: 98%

Schéma 36: Nouvelle voie de synthése pour I'obtention du produit FT265
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Il. Evaluation des composés molécules fonctionnalisées en position 1 et 3 par

des chaines alkyles

1. Effet des composés sur la température de dénaturation de hTEAD2,17.447

Les molécules synthétisées et commerciales (le 5-benzyloxy-3-méthyl-indole (FT191), le 5-
benzyloxytryptophane (FT-trp), le chlorydrate de 5-benzyloxytryptamine (FT327) et la tryptamine
(FT328)) ont été testées a une concentration de 500 UM en duplicat sur hTEAD2317.447. La Figure 31
montre les courbes obtenues pour les composés substitués en position 3 de I'indole et le Tableau 10
I’exploitation des courbes. Les courbes des composés covalents ainsi que des composés substitués en

position 1 de I'indole sont situées en Annexes (Annexes 2 et 3).

Courbes de TSA obtenues pour les molécules alkylées en position 3
1000, de l'indole -

Figure 31: Courbes de TSA obtenus pour les composés alkylés en position 3

64



CHAPITRE Il

Tableau 10: Résultats obtenus par TSA pour les composés alkylés en position 1 et 3

ATm1 ATmz ATml ATmz
Nom Structure o o Nom Structure o o
(°c) | (o (°c) | (°c)
FT88 O\_come | 1,7 | 2,0 FT55 (j 1,9 | nm
(s \ ROS
N
H \\COOH
FT103 O\_co,H 2,1 | 29 FT50 2,1 | 3,0
©v0 ’ Q\/Om
> N
H /E*COOH
)
FT112 3,9 FT53 2,9
Ao / Aoy /
N
” /%LCOOH
FT95 e / 3,0 | FT54 @O 29 | 31
: A\
N /;LCOOH
H £
FT90 @v / 1,2 MD16 @V 2,6 | 2,5
© \y O © A\
H N
\\CN
FT-trp ©\/O coonl 1O | 11 FT258 ©\/O 30 | 28
N\HN \@\}
N N
H SN,
i)
FT327 @V 1,9 2,1 FT260 @ nm | nm
o NH,.HCI o
ot o
N N
H /S NH,
@
FT265 __fooH nm | nm | FT261 O\/O nm | nm
N /V)“NHSOZMe
H @
FT238 @0 ©jCNHsone nm | nm | FT269 | (] | . 39 | 37
A\ :>
N
” /%‘NHCOMe
Clo
A\
<o
z

©\/o NHCOMe
N
N
H

nm: non mesurable
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Les composés FT99, FT191, FT196, FT259, FT263, FT264, FT277 et FT328 n’ont pas donné de
résultats concluants car les données obtenues sont incohérentes. Les autres composés montrent une
interaction avec hTEAD217.447 avec des ATy, variables allant de +1,0 °C a +3,9 °C. L'ensemble des
molécules potentiellement covalentes avec TEAD (en vert) ne semblent posséder qu’une seule

température de dénaturation de méme que les molécules FT90, FT95 et FT112.

2. Evaluation cellulaire

Comme précédemment, les molécules synthétisées et les composés commerciaux ont été
testés a une concentration de 10 uM sur cellules HEK293T transfectées par le plasmide TEAD-luc

reporter 8XGTIIC-luciférase et ces tests ont été réalisées en triplicat (Figure 32).

Test géne rapporteur luciférase réalisé avec les composés alkylés
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NH,.HCI NH
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Figure 32: Résultats du test géne rapporteur a la luciférase réalisé sur les molécules fonctionnalisées en position 1 et 3 par
des chaines alkyles

Parmi les composés covalents, cing composés (FT249, FT263, FT264, FT275 et FT277, en vert)
sont plus actifs que le 5-benzyloxyindole (en rouge) avec I'activité transcriptionnelle de TEAD diminuée
a 10 - 18% soit plus de 80% d’inhibition. Aucun acrylamide (FT271, FT273 et FT274) n’a montré une
inhibition de plus de 50% de l'activité transcriptionnelle. Les composés les plus actifs sont les
vinylsulfonamides suivis des chloroacétamides. Cet ordre de réactivité est conforme a ce qui a déja été
observé par Lodge et al. sur une cystéine du domaine de liaison KIX des coactivateurs p300/CBP.1%
Parmi les composés non covalents, I'acrylonitrile FT95 et I'acrylate d’éthyle FT196 (en orange) sont
plus actifs que I'acide acrylique FT265. FT258 et FT260 (subsitués en position 1 de I'indole par une
chaine éthyle ou propylamine, en orange) sont un peu plus actifs que les tryptamines FT327 et FT328.
D’autres composés comme FT191 (le 3-méthyl-5-benzyloxyindole), FT238 (non-covalents, en orange)
et FT276 (covalent, en orange) ont également une activité inhibitrice équivalente a celle du 5-
benzyloxyindole. Finalement, les acides FT103, FT-trp, FT55, FT50 et FT54 (en gris) ont une trés faible
activité provenant vraisemblablement de leur faible capacité a passer les membranes cellulaires ou

nucléaires.

Ce chapitre a permis de souligner le fort potentiel des vinylsulfonamides (FT249, FT263 et
FT264) et des chloroacétamides (FT275, FT276 et FT277) covalents qui seront étudiées plus en détail
par la suite. D’autres fonctions telles que les (Z)-acrylonitrile, acrylate d’éthyle et les indoles substitués
en psoition 1 de l'indole par une chaine alkylamine ont également montré des inhibitions non

négligeables.
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|. Conception, synthese et caractérisation des molécules fonctionnalisées en

position 1 par un groupement aryle

1. Conception des molécules issues de la superposition entre le 5-

benzyloxyindole et I’acide flufénamique

La deuxiéme stratégie pour optimiser la structure du 5-benzyloxyindole a été de superposer celui-
ci a I'acide flufénamique, premier ligand (décrit dés 2015) ayant cristallisé dans la poche interne (code

PDB : 5DQ8) (Figure 33).

Figure 33: Superposition du 5-benzyloxyindole (en bleu) et de I'acide flufénamique (en rose) (code PDB : 5DQ8)

Ainsi nous avons entrepris la synthése de 5-benzyloxyindoles substitués sur |’'atome d’azote par un

motif carboxyphényle ou carboxypyridinyle (Schéma 37).

/ >‘§:6(?OH / N\ 2!
3 __COOH
/N 1]
7 1 7 1
6 N1 N
1) )
©/\O 5 p 3 ©/\o 5 4 3
X:CHouN

Schéma 37: Familles de molécules visées a partir de la superposition du 5-benzyloxyindole et de I'acide flufénamique
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2. Synthése des composés arylés en position 1

Les motifs carboxyphényles et carboxypyridinyles ont été introduits sur I'atome d’azote de I'indole
par une réaction d’Ullmann. Cette réaction, catalysée au cuivre, permet une substitution nucléophile
aromatique d’un nucléophile quelconque sur un halogénure d’aryle. Le cycle catalytique de cette
réaction est le suivant (Schéma 38).

0, (1) ou (II)

Ar—Nu CuX NuH + Base
U
® 0O
Base + H+ X
)
Ar\("'),NU Cu—Nu
(|3u m
X
(In
Ar—X

Schéma 38: Cycle catalytique d'Ullmann
Le cycle débute par I'addition du nucléophile (NuH) sur le cuivre, ce qui conduit a la formation
d’un acide HX neutralisé par I'ajout d’'une base et de I'intermédiaire (l). L'addition oxydante d’un
halogénure d’aryle (ArX) sur le cuivre donne I'intermédiaire Cu™ (ll) qui, suite a I’élimination réductrice

du produit final (lll), régénére le catalyseur au cuivre.

a. Synthése des acides (5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzoiques

La réaction d’Ullmann réalisée avec le 5-benzyloxyindole a été testée avec l'acide 2-

iodobenzoique. Deux conditions réactionnelles ont été utilisées (Schéma 39 et Tableau 11).

[
COOH Q
H COOH

N
/@1/) Base (1 6q.), (0,9 69.), /@:/)
©/\o Source de cuivre (7 mol%) _ ©/\O
FT117
Solvant, 16 h, reflux

Schéma 39: Conditions réactionnelles générales de la réaction d'Ullmann réalisée avec I'acide 2-iodobenzoique
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Tableau 11 : Conditions et rendements des réactions d'Ullmann testées avec I’acide 2-iodobenzoique

Entrée | Base (1 éq.) Source de cuivre Solvant Rendement (%)
1 K2COs CuO Pyridine 31
2 K,CO3 Cu DMF 58

Les conditions de I'entrée 1 comprennent l'utilisation d’oxyde de cuivre (Il) (CuO), d’un
équivalent de carbonate de potassium comme base et de la pyridine comme solvant. Ces conditions
ont donné lieu a un rendement de 31% du produit souhaité accompagné de nombreux produits
secondaires non identifiés. De ce fait, le cuivre métallique ainsi que le DMF comme solvant ont ensuite
été employés (Entrée 2) permettant non seulement d’augmenter le rendement (58%) mais aussi de
travailler dans des conditions moins contraignantes. Ces nouvelles conditions ont par la suite été

étendues aux dérivés méta et para (Schéma 40).

N | h COOH
NO KoCOs (16g) . 2 (0,9 éq.), N
/  Cu (7 mol%) Y
©/\O . ©/\O
DMF, 16 h, reflux

Rdt :
FT118 (méta) : 53%
FT189 (para): 18%

Schéma 40: Etendue de la réaction aux dérivés acides méta et para iodobenzoiques

Le dérivé méta a montré un rendement similaire au dérivé ortho. En revanche, le dérivé para

fournit un rendement plus faible.

b. Synthése des acides (5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)nicotinique et

picoliniques

Les acides (5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)nicotique et picolinique ont été synthétisés selon les

conditions réactionnelles écrites précédemment (Schéma 41).

N 2
¢l 5@%0»4
H SN 6 1
N KyCOs (1 éq.),@co"” (0,9 éq.), N
/' Cu (7 mol%) Y
DMF, 16 h, reflux FT124 (acide en 5): 38%

FT184 (acide en 2): 42%

Schéma 41: Conditions réactionnelles générales de la réaction d'Ullmann réalisé avec les acides nicotinique et picolinique
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Les conditions optimisées de la réaction d’Ullmann permettent d’obtenir les produits FT124 et
FT184 avec des rendements de 38 et 42% respectivement. Dans le cas de FT124, le traitement basique
(NaHCO3; 1IN (pH 8)) suivi d’'une acidification (HCI 1N jusqu’a pH 3) conduit a un mélange de deux

produits dans un ratio 80 : 20 apreés purification par HPLC, comme l'atteste le spectre RMN H de la

Figure 34.
FT 124-syma-cdel3-hplc-lubes BnO 4 4a_ 3 E
mz I
7 7aN . cooH |
Nt I
1'NT L
\— 4 |
6 5' | o
1=8,0;5,5Hz L
- .,_,!\-i-lx.]._q._ 1=17,3;8,0Hz j=17,3;53Hz| |
: L -
| L
|
| -
|
* \ b=
II~ - ki —_o
t.o,o 4 — & o |t ni o (] "~ -—| _"-
O‘JIH‘ fxd P~ o™ | |Foyee i=1] o - Ll =] L
=)= ] - 1] [1e] ﬁ v w) o 5] K| |0
=2 = ‘-1. 0 ‘-—. n‘ 1| v.‘ i}n‘ n.‘ 5]
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Figure 34: Spectre RMN 1H du produit FT124 aprés purification lors de I'utilisation d'un traitement acide HCl 1N

Le produit attendu est le produit majoritaire. Le deuxieme produit observé présente les pics
caractéristiques des protons de |'acide nicotinique, ceux de la partie « benzo » de l'indole et du
groupement benzyloxy. Les protons en position 2 et 3 de I’'hétérocycle indole sont absents et sont
remplacés par trois doublets dédoublés aliphatiques. Nous proposons la structure suivante (Schéma

42).

Schéma 42: Structure proposée pour le sous-produit de synthése du produit FT124

Le mélange, se dégradant trop vite en solution, ne permet pas d’enregistrer un spectre de
RMN 3C exploitable. L’acidification du milieu réactionnel par ajout d’acide acétique permet d’obtenir

la molécule FT124 dans de meilleures conditions.
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c. Synthése des acides (4 ou 6-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzoiques et

picoliniques

Les molécules FT118 (acide 3-benzoique) et FT184 (acide picolinique) ayant montré des
résultats intéressants lors de leur évaluation (voir Il. Evaluation), j'ai fait varier la position du

groupement benzyloxy (Schéma 43 et Tableau 12).

i
6
Y 3 //;COOH
§ | \—XCOOH N2
©/\ I~/ Cu (7 mol%) ©/\ W
DMF, 16 h, reflux X:CHouN

FT214 - FT218, FT220, FT222, FT223

Schéma 43: Réaction d'Ullmann appliquées aux 4 et 6 benzyloxyindoles

Tableau 12: Rendements obtenus pour les molécules FT214 — FT218, FT220, FT222 et FT223

Molécule mcr:tci,fs it:::\nz;l:)xy X Y gr:tc:::i::r::xy Rendement (%)
FT218 4 CH I ortho 41
FT214 4 CH I méta 48
FT222 4 CH I para 25
FT215 4 N Cl 6 34
FT220 6 CH I ortho 47
FT216 6 CH I méta 52
FT223 6 CH I para 38
FT217 6 N Cl 6 39

Les rendements obtenus sont globalement similaires a ceux observés pour les dérivés du 5-
benzyloxyindole. Les dérivés ortho et méta benzoiques donnent les meilleurs rendements (molécules
FT214, FT216, FT218 et FT220), suivis par les dérivés picoliniques (molécules FT215 et FT217). Enfin,
les dérivés para donnent des rendements légerement supérieurs a celui obtenu avec le 5-

benzyloxyindole.

d. Synthése des esters (5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzoates et des (5-

(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzénes fonctionnalisés en méta

e Synthése des esters (5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzoates

Comme il avait été observé que les esters d’acides aliphatiques pouvaient étre plus actifs dans
notre test luciférase, j'ai synthétisé les esters méthyliques et éthyliques des acides FT117, FT118 et

FT189 (Schéma 44 et Tableau 13).
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N
' @coov
H N
N K,C05 (1 el TCO0Y (094, N
/ Cu (7 mol%) Y
©/\O _ ©/\O
DMF, 16 h, reflux

Y: Me ou Et
FT282, FT288, FT289, FT319-FT321

Schéma 44: Réaction d'Ullmann appliquées aux esters méthyliques et éthyliques

Tableau 13: Rendements obtenus pour les molécules FT282, FT288, FT289 et FT319-FT321

Composé Pols:;ti?;ede Ester Rendement (%)
FT288 ortho Ethylique 71
FT321 ortho Méthylique 84
FT282 méta Ethylique 74
FT320 méta Méthylique 78
FT289 para Ethylique 69
FT319 para Méthylique 52

Les esters attendus sont obtenus avec des rendements variant entre 52 et 84%.

e Synthese des (5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzenes fonctionnalisés

méta

en

Toujours aux vues des résultats biologiques de la molécule FT118, la variation de la fonction

acide en d’autres fonctions a été envisagée. Le scope réalisé ainsi que les rendements de synthése sont

résumés dans le Schéma 45 et le Tableau 14.

Q/Y
H
N KyCOs (1 69, (0,9 éq.), N
/ Cu (7 mol%) Y Y
©/\O . ©/\O
DMF, 16 h, reflux

Y:H, CF3, CN, F, Cl, Br, |, NO,

FT278, FT300, FT301, FT303, FT304,
FT306, FT309, FT324

Schéma 45: Réaction d'Ullmann appliquée au scope remplagant la fonction acide en position méta du composé FT118
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Tableau 14: Rendements obtenus pour les molécules FT276, FT300, FT301, FT303, FT304, FT306, FT309 et FT324

Composé | Fonction en méta | Rendement (%)
FT276 H 80
FT300 CF3 65
FT301 CN 59
FT303 F 75
FT304 cl 49
FT306 Br 71
FT309 I 42
FT324 NO; 44

Les composés attendus sont obtenus avec des rendements corrects entre 42 et 80%. Les
composés FT304 et FT309 conduisent a un mélange de mono et disubstitués (observables en LC-MS)

d’ou les rendements plus faibles (42 et 49%).

La réduction de la fonction nitro du composé FT324 en présence de nickel de Raney et d’un

exces d’hydrazine conduit quantitativement a FT325 (Schéma 46).

NO, NH,

N N,H, (30 &q.), Ni Raney N
0 / > o /
OA FT324 MeOH, 16 h, t.a. OA 325

Rdt: 99%

Schéma 46: Conditions de réduction du composé FT324 pour l'obtention du composé FT325

Le phénol FT312 a été synthétisé en trois étapes avec une protection de la fonction hydroxy

par le groupement 2-tétrahydropyranyle (THP) (Schéma 47).

OTHP,
| |

H
@\ DHP (1,2 éq.), PPTS (8 mol%) ©\ @EN) K,COj3 (1 €q.), Cu (7 mol%) /@EN)
* / /
OH DCM, 16 h, t.a. OTHP 0 DMF, 16 h, reflux 0
(0,9¢éq.) (1éq.)

OH

N
Uolm
/ THF, 1 h, t.a. (0]
(0] FT312
Rdt total: 65%

Schéma 47: Etapes de synthése du produit FT312
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e. Synthése des composés trisubstitués

Afin d’augmenter 'activité de I'acide 3-carboxyphényle FT118, il a été envisagé d’associer deux
substituants. Le premier substituant est I'acide 3-carboxyphényle en position 1 de I'indole et le second
en position 3 provient des substituants du chapitre Ill présentant des résultats non négligeables : la
butanone (FT90) et I'acrylonitrile (FT95). La synthése des composés trisubstitués FT231 et FT232 a donc

consisté en la réaction d’Ullmann directement sur FT90 et FT95 (Schéma 48).

COOH
H K,COj3 (1 éq.), (0.9 &q.),
Cu (7 mol%) COOCH
/ - N
©/\O R DMF, 16 h, reflux /
o)
©/\ g

R: g/\/CN %/\)k Rdt: 29 et 45% 0
FT95 FT90 R: §/\/CN g/\)J\

FT232 FT231
Schéma 48: Synthése des composés trisubstitués FT231 et FT232

Des rendements de 29 et 45% ont été obtenus respectivement pour les composés FT231 et

FT232.
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Il. Evaluations des composés arylés en position 1 de I'indole

1. Effet des composés sur la température de dénaturation de hTEAD2517.447

Seules les composés acides (FT117, FT118, FT189, FT214-218, FT220, FT222 et FT223) ont été

testés a une concentration de 500 uM en duplicat sur hTEAD2;17.447 €t comparés avec les acides

niflumique, flufénamique et fénamique. La Figure 35 montre les résultats obtenus pour les 5-

benzyloxyindoles arylés (la figure pour les 4 et 6-benzyloxyindoles arylés est située en Annexe 4).

L'exploitation des résultats est développée dans le Tableau 15.

Courbes de TSA obtenues pour les 5-benzyloxyindoles arylés en
position 1 de l'indole

50

«dF T

- DMSO
¥ + Acide fénamique

' 4 . Acide niflumique
y Acide flufénamique
\/ / - FT118

/ -+ FT18%8
'/ - FT124
- FT184

Figure 35: Courbes de TSA obtenus pour les 5-benzyloxyindoles arylés en position 1
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Tableau 15: Résultats obtenus par TSA pour les composés arylés en position 1

ATm]_ ATmZ ATm]_ ATmZ
Nom Structure o o Nom Structure o o
(°c) | (°Q) (°c) | (°¢)

BnO
Acide Ho (OO 0

. COOH
Acide

o 1,1 | nm | FT216 | B
flufénamique

4,4 /

i, FsC N 1,9 / FT184 N 4,5 /
niflumique \O o /N
7 \\ COOH
H
F3C\©/N

2,5 /

oy
i@

COOH m

Acide N
ot

nm nm

@\COOH

o @ © 08 | 1,1 | FT217 | B©
fénamique

BnO

o Coy
FT118 3,9 / FT218 N

BnO

H
N
N
N
[ \
N N

FT189 Q 1,9 | 1,6 | FT222 2,7 /
COOH Q

BnO

Z: /;
@®
5
o
Z; /;

FT124 cooH| 1,7 1,3 | FT223 / 3,0

4
N
—

COOH

nm : non mesurable

Les composés FT117, FT214, FT215 et FT220 n’ont pas donné de résultats reproductibles. Les
acides fénamique, flufénamique et niflumique interagissent avec hTEAD2317.447 avec des ATy, allant de
+0,8 a +1,9 °C. Cependant, seul I'acide niflumique possede une seule température de dénaturation.
Pobatti et al. ont observé, lors du trempage de hTEAD217.447 avec I'acide bromofénamique, un
deuxieme site d’interaction au niveau de l'interface 3 avec la présence d’une seconde densité
électronique.” Il est possible que les dérivés d’acides flufénamiques testés présentent aussi un
deuxiéme site d’interaction.

Nos composés interagissent avec hTEAD2 et montrent des ATy, trés variables allant de +1,3 a
+4,5 °C. La majorité des composés possédant une fonction acide en position méta (composés FT118,
FT184, FT216 et FT217) ainsi que les composés para FT222 et FT223 ne semblent avoir qu’une seule

température de dénaturation.
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2. Evaluation cellulaire

Les molécules synthétisées ont été testées a une concentration de 10 uM sur cellules HEK293T
transfectées par le plasmide TEAD-luc reporter 8XGTIIC-luciférase en triplicat (Figure 36).
Test géne rapporteur luciférase réalisé avec les molécules dérivant

des acides flufénamique et niflumique

120
100
80
60
40

20

Activité transcriptionnelle de TEAD (%)

FT118 m—

FT214 ——

FT216 m—

FT189

FT222 —
FT217 —

FT319

FT320 e
FT321
FT276 m—
FT306 |I—
FT300 —
FT312 —

FT325 I

FT124

FT184 n—
FT300 m—
FT301 e—

FT117
FT218

DMSO
Dasatinib 100 nM T ———

FT-5-OBn —

v

-
@\/O BnO. N oBn m BnO. N
: N coon @f\} BnO N coon : :N

FT-5-OBn

Figure 36: Résultats du test géne rapporteur a la luciférase réalisé sur les molécules arylées en position 1
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FT118, FT184 et FT216 (possédant la fonction acide en position méta, en vert) se distinguent
des autres en montrant une activité supérieure au 5-benzyloxyindole et en réduisant I'activité
transcriptionnelle de TEAD a 17 et 26% respectivement. La modification de la fonction benzyle en
position 6 sur le composé benzoique (FT216) ne montre pas de perte de I'activité contrairement a la
position 4 (FT214). Sur le composé picolinique, la modification sur les deux positions montre une

réaugmentation de I'activité transcriptionnelle de TEAD a 45 et 63% (FT215 et FT217).

Les résultats des esters éthyliques et méthyliques vont dans le méme sens pour la position
méta puisqu’une réduction de I'activité transcriptionnelle a 33 et 48% est observée avec les composés
FT282 et FT320 (en orange). Cette inhibition est également du méme ordre pour |'ester éthylique ortho

FT288 (en jaune).

La modulation de la fonction acide en position méta par d’autres motifs montre une perte
d’activité sauf pour la fonction nitrile (FT301) et la fonction phénol (FT312) dont I'inhibition reste

constante par rapport aux autres hits (29 et 33%).

Les composés trisubstitués FT231 et FT232 conservent une activité inhibitrice du méme ordre

que FT118 avec I'activité transcriptionnelle de TEAD diminuée a 13 et 20% respectivement.

Ce quatrieme chapitre a mis en lumiere que les carboxyphényles et les carboxypyridinyles
substitués en position méta FT118, FT184 et FT216, leurs esters méthylique et éthyliques
correspondants FT282 et FT320 ainsi que les composés trisubstitués FT231 et FT232 donnent les

activités inhibitrices les plus importantes.
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CHAPITRE V

Nous avons sélectionné les molécules les plus actives des chapitres 3 et 4 : FT249 (substitué
par un groupement vinylsulfonamide sur la position 3 de I'indole), FT263 (son isomeére en position 1
de I'indole), FT264 (équivalent a FT263 avec un carbone de plus sur la chaine), FT277 (chloroacétamide
le plus actif), FT118 (le 3-carboxyphényle le plus actif), FT282 (son ester éthylique) et |'acide picolinique
FT184.

Sur ces molécules, la concentration conduisant a une inhibition de I'activité transcriptionnelle
de TEAD de 50% a été mesurée dans le test gene rapporteur luciférase sur cellules HEK293T en prenant
le 5-benzyloxyindole (FT-5-OBn) comme référence. Sur cellules MDA-MB-231, nous avons mesuré la
capacité de nos molécules a ralentir la prolifération cellulaire et validé la cible (TEAD) en évaluant leur

effet sur I'expression des protéines cibles (AXL, CYR61, CTGF et BIRC5).

Le gene AXL est impliqué dans la prolifération et la survie cellulaire. Le gene BIRC5, également
appelé Survivine, est un géne anti-apoptotique largement surexprimée dans les lignées cancéreuses
notamment du sein et du poumon. Le gene CYR61 (CCN1) régule la prolifération, la différenciation,
I'adhésion cellulaire, la migration, et I'apoptose. Le géne CTGF (CCN2) régule, tout comme CYR61,
I’adhésion cellulaire, la migration et la prolifération. Ces génes sont des marqueurs critiques dans les
cancers dans lesquels ils stimulent la survie, la migration, le caractére invasif, la transition épithélio-

mésenchymateuse et les métastases.

|. Détermination des ICso par test géne rapporteur luciférase

Des courbes dose-réponse de I'activité transcriptionnelle de TEAD sur cellules HEK293T ont été
réalisées en triplicat technique (3 puits) de triplicat biologique (3 cultures cellulaires).

Le 5-benzyloxyindole présente une ICso moyenne de 11,0 uM. (Figure 37).

FTindole OBN
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z
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<
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-
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log Conc (M)

Figure 37: Courbes dose-réponse du 5-benzyloxyindole sur cellules HEK293T
Les vinylsulfonamides FT249, FT263 et FT264 présentent une courbe dose-réponse permettant
de mesurer des DRso (concentration de ligand nécessaire pour que 50% de la cible soit liée
covalemment a ce ligand) nanomolaires. Peu de différences sont observées dues a la position ou a la

longueur de chaine. En revanche, la chloroacétamide FT277 donne des sigmoides de faible amplitude
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ne permettant pas de mesurer avec précision une DRso (Figure 38). A concentration élevée, un

décrochement qui laisse a penser a d’autres évenements cellulaires est visible sur I'ensemble des

molécules (effet off-target).

FT249 FT263 FT264 FT277
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Figure 38: Dose-réponse avec le test géne rapporteur luciférase réalisé sur les composés FT249, FT263, FT264 et FT277
La forte activité inhibitrice des vinyl sulfonamides est trés encourageante car le seul composé
possédant cette fonction et ayant été décrit, DC-TEADO2, diminue de 60% I’activité transcriptionnelle
de TEAD a 10 uM dans les mémes conditions. L'acrylamide K-975 diminue de 70% l'activité du
rapporteur CTGF & 10 pM sur cellules cancéreuses NCI-2052.1%1%° Quant au chloroacétamide, les
résultats décrits par le groupe de Meroueh montrent que TED-347 inhibe de plus de 70% I’activité
transcriptionnelle de TEAD4 a 5 uM et d’environ 85% a 10 uM sur cellules HEK293 bien que les

conditions expérimentales différent (Schéma 49).1%

Cl
(0)
H H H o
Fs;C N o) N N_
To O 7
(0]
Cl
TED-347 K-975 DC-TEADO02
Schéma 49: Structures de TED-347, K-975 et DC-TEADO2

Les composés FT118 et FT184 présentent des courbes dose-réponse plus classiques qui

permettent de mesurer des ICso de 0,73 uM et 1,01 uM respectivement (Figure 39).

FT118 FT 184
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Figure 39: Dose-réponse avec le test géne rapporteur luciférase réalisé sur les composés FT118 et FT184

Les molécules de référence, 'acide flufénamique et I'acide niflumique avaient été testées a
une concentration de 150 pM et avaient montré une inhibition de 50% et 90% respectivement.®® Le

LM98 décrit récemment par le groupe de Gagnon a quant a lui montré une inhibition de 25% a 10 uM
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qui passe a 10% a 1 uM.% Aux vues de ces données, FT118 et FT184 sont donc largement compétitifs
avec LM98.
Les composés trisubstitués FT231 et FT232 possedent des ICso proches de celles obtenues pour

les composés FT118 et FT184 avec 1,1 uM et 1,8 uM respectivement (Figure 40).
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Figure 40: Dose-réponse avec le test géne rapporteur luciférase sur les composés FT231 et FT232
Il. Tests sur cellules cancéreuses du sein MDA-MB-231

1. Test de prolifération cellulaire

Les 5-benzyloxyindole, FT249, FT263, FT264, FT277 et FT118 ont été testés a différentes
concentrations sur cellules cancéreuses du sein MDA-MB-231 dans des conditions de croissance
pendant 72 h en présence de 0,2% de sérum de veau foetal (SVF). Les expériences ont été réalisées en
triplicat technique (3 puits) de triplicat biologique (3 cultures cellulaires). L’évolution de la prolifération
cellulaire suivie en temps réel est représentée sur les différents graphiques ci-dessous.

Le 5-benzyloxyindole a été testé a une gamme de concentration allant de 0,5 UM a 50 uM. Une
diminution de la prolifération cellulaire est observée avec un effet dose jusqu’a 48 h. A 20 uM et 50

UM, des inhibitions de 45% et 67% respectivement sont mesurées. L'ICso se situe donc entre ces deux

concentrations (Figure 41).
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Prolif MDA - Mean vs Time
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Figure 41: Evolution de la prolifération cellulaire sur cellules MDA-MB-231 en présence du 5-benzyloxyindole

Les molécules FT249, FT263, FT264 et FT277 ont été testées en triplicat a des concentrations
plus basses que le 5-benzyloxyindole (2,5 ; 5; 10 et 20 uM). L’évolution de la prolifération cellulaire en

présence des composés est représentée sur les Figure 42 A, B, C et D.
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Prolif FT249/263/264/277 - Mean vs Time

48 ®- DMSO 0.1%
FT27725uM
@ FT2775uM
-@- FT277 10 M
~@-FT27720pM

=

45

42

39

386

33

27

24

Phase Object Count Per Image Normalized to 0d0hOm

0 10 20 30 40 50 60 70
Time (Hours)

Figure 42: Evolution en temps réel de la prolifération de cellules MDA-MB-231 en conditions de croissance en présence des
composés FT249 (A), FT263 (B), FT264 (C) et FT277 (D)

Comme précédemment avec le 5-benzyloxyindole, une diminution de la prolifération est
observée en présence des quatre composés de maniere dose-dépendante. Cependant, cette
diminution est plus marquée. Une différence est notée avec le composé chloroacétamide FT277 qui
est plus toxique et qui est donc plus actif sur ce type cellulaire avec une DRso proche de 2,5 uM (environ

50% d’inhibition a 48 h) contre une DRsp comprise entre 2,5 et 5 uM pour les vinyl sulfonamides.

La molécule FT118 a été testée a différentes concentrations (2,5; 5; 10; 20 et 50 uM).

L’évolution de la prolifération cellulaire suivie en temps réel a été représentée sur la Figure 43.

0,25.104cells/pt 0,2%SVF - Mean vs Time

38 -@- DMS0 0.1%
FT-118 6 uhd
FT-118 10 uM
FT-118 20 pM

@ FT-118 50 uM

L
ha

e

b
e

E
™
o
-
=
=
o
]
=
5 25 ]
= -;_,/_I_
E ¥
£ 2.4 /:—
/
3 22 1'_/‘.
= A
= o ./
] .
-9 | 2
E 18
S =
2 e
]
g 18 .
. 2
o 14 =
@ =
8 12 -
-
o
1
0.8
0 10 20 30 a0 50 80 70
Time (Hours)

Figure 43: Evolution en temps réel de la prolifération de cellules MDA-MB-231 en conditions de croissance en présence du
composé FT118
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Une diminution de la prolifération de maniere dose-dépendante est également observée avec
ce composé. Cependant, celui-ci montre une toxicité a 50 uM puisqu’il est clairement possible de voir
une décroissance rapide de la courbe. La valeur de I'lCso est proche de 20 uM avec 45% d’inhibition a

48 h.

2. Effet surles genes cibles

L'effet des composés a 10 uM (et parfois a 20 uM) sur I’'expression protéique des génes cibles
AXL, CTGF, BIRC-5 et CYR61 a été mesurée sur cellules MDA-MB-231 par Western Blot a 48 h dans les

mémes conditions de croissance que précédemment (Figure 44 et Figure 45).

De maniere attendue, le 5-benzyloxyindole montre peu d’inhibition de I'expression des génes
cible AXL et CYR61 (18% et 6% respectivement) et méme aucune inhibition du géne CTGF. L'effet le

plus visible concerne le gene BIRCS avec 40% d’inhibition.

FT263 inhibe significativement la production des deux CCN (CTGF et CYR61) mais a peu d’effet
sur AXL et BIRCS alors que FT249 a un effet modéré sur les deux CCN et sur BIRCS. L’allongement de la
chaine (FT264) ne semble pas avoir d’effet sur la production des génes cibles. Ces résultats sont a
mettre en regard de I'inhibition nanomolaire de I’activité transcriptionnelle de TEAD de ces molécules.
Ces molécules ont vraisemblablement un effet plus modeste sur I'activité transcriptionnelle de TEAD
en cellules MDA-MB-231. En comparaison, DC-TEAD-02 inhibe de 20 et 30% respectivement

I’'expression des génes cibles CTGF et CYR61 & 10 uM sur cellules de carcinomes du célon (HCT-116).1%8

FT277 a 10 uM, inhibe significativement AXL, CTGF et BIRCS5. L’action conjuguée sur ces trois
génes aux fonctions différentes se traduit par une meilleure activité sur la prolifération cellulaire des
cellules MDA-MB-231 que les composés FT249, FT263 et FT264. Comparativement, TED-347 ala méme
concentration inhibe de 40% I’expression du géne CTGF sur cellules de gliomes humaines (GBM43).1%

Effet des molécules alkylées les plus actives sur I'expression des génes cibles
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Figure 44: Effets des composés FT-5-0Bn, FT249, FT263 et FT264 sur I'expression des genes cibles
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FT118 ne diminue que I'expression de CYR61 de maniére dose-dépendante alors que FT282 a
un effet sur les deux genes CCN. Nous pouvons nous attendre a ce que FT282 soit plus actif sur la
prolifération cellulaire de MDA-MB-231 que FT118. LM98 développé par le groupe de Gagnon impacte,
sur la méme lignée cellulaire, de 60% et 40% respectivement I'expression des génes cibles CTGF et

CYR61 a 10 pM.

Effet des molécules arylées sur I'expression des génes cibles
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Figure 45: Effets des composés FT-5-OBn, FT118 et FT282 sur l'expression des génes cibles

Pour ce chapitre, nous pouvons conclure que la diversité des résultats observés entre les
différentes méthodes utilisées montre que la cible de nos molécules reste encore a confirmer. Pour
les molécules covalentes FT249 et FT264, une inhibition de I'activité transcriptionnelle de TEAD sur
cellules HEK293T ainsi qu’une diminution de la prolifération sur cellules MDA-MB-231 nous a permis
de déterminer des DRsg nanomolaires et entre 2,5 et 5 UM respectivement. Cependant, peu d’effet
sont observés sur I'expression des genes cibles de TEAD. Les courbes dose-réponse de I'activité
transcriptionnelle de TEAD en présence de I’'ensemble des molécules menant a des liaisons covalentes
(FT249, FT263, FT264 et FT277) montrent également des incohérences avec des décrochages a forte
concentration ne pouvant pas étre pris en compte dans la mesure de la DRso. Ces décrochages sont
vraisemblablement dus a d’autres évenements cellulaires ciblés indépendamment de la voie Hippo a
I'instar de la molécule FT277 dont la courbe dose-réponse montre une faible amplitude. FT-OBn,
FT118, FT184 et FT282 ont montré des résultats cohérents avec des courbes dose-réponse au
micromolaire et des effets médians sur la prolifération et I’expression des genes cibles ce qui tend a

penser que la cible de ces composés est bien TEAD.
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CHAPITRE VI

Des cristaux de hTEAD2317.447 préalablement formés ont été trempés avec I'ensemble des
composés synthétisés. Neuf d’entre eux ont cristallisés avec la protéine avec des résolutions allant de

1,93 22,63 A.

l. Structures cristallographiques

1. Structures cristallographiques des composés substitués en position 1 de

I'indole

La molécule FT53 s’insére dans la poche palmitate avec la chaine acide tournée vers I'entrée
de la poche (Figure 46 A). L’acide carboxylique forme une liaison hydrogéne entre la fonction acide de
FT53 et I'atome d’hydrogéne de la fonction thiol de C380 (distance = 2,46 A). La fonction acide est
également proche de la fonction amine de K357 et de la fonction alcool de S345 (3,41 A et 4,13 A de
distance entre les 2 fonctions respectivement). Le benzyle, quant a lui, reste proche de F428 de la
méme maniéere que le 5-benzyloxyindole. La structure obtenue est parfaitement superposable a celles

du 5-benzyloxyindole et de I’acide palmitique (Figure 46 B).

Figure 46: (A) Structure cristallographique du composé FT53 avec hTEADZ2 et (B) superposition de FT53 (en vert) avec le 5-
benzyloxyindole (en orange) et I'acide palmitique (en violet) (code PDB :5HGU)

Le FT269 se positionne de la méme maniere que le FT53 avec la chaine alkyle tournée vers
I’entrée de la poche (Figure 47). Parmi les interactions entre ce ligand et la protéine, une liaison
hydrogéne est visible entre I'atome d’oxygene de la fonction amide de FT269 et I'atome d’hydrogene

de la fonction thiol de C380 (distance = 1,586 A). La fonction benzyle reste également proche de F428.
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CHAPITRE VI

Figure 47: Superposition de la structure cristallographique de FT53 (en vert) et FT269 (en bleu)

2. Structures cristallographiques de composés non-covalents substitués en

position 3 de I'indole

Un rapprochement entre I’hydrogéne porté par |'azote libre de I'indole et Q410 (distance = 2,5
R) est observé avec les composés (FT90, FT112 et FT196) du fait de I'inversion du noyau indolique par
rapport aux molécules précédentes. Cette inversion est due a la position 3 de la chaine hydrophile qui
s’oriente de maniere a interagir avec les acides aminés a I’entrée de la poche. Des liaisons hydrogénes
sont observés entre I’hydrogene de la fonction thiol de C380 et les oxygenes des fonctions cétone,

alcool et ester des composés cités précédemment (distance = 1,7 A) (Figure 48 A, B et C).
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Figure 48: Structures cristallographiques des composés FT90 (A), FT112 (B) et FT196 (C)

Pour le composé FT238, l'interaction avec Q410 n’est plus observée mais la fonction
sulfonamide est, cette fois, proche de la fonction amine de K357 et de la fonction thiol de C380

(distance = 2,8 A) (Figure 49).

Figure 49: Structure cristallographique du composé FT238

Enfin, le composé FT268 a lui aussi cristallisé en présence de la protéine hTEAD2. Cependant,

son site d’interaction n’est pas la poche interne mais I'interface 3 (Figure 50 A et B).
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Figure 50: Structure cristallographique du composé FT268

Apreés le fragment F201 (identifié par I'équipe du Pr. Guichou durant le criblage qui a permis
d’identifier le 5-benzyloxyindole), c’est la seconde structure cristallographique montrant I'interaction
d’une petite molécule au niveau de linterface 3 de TEAD. FT268 semble interagir avec TEAD2
majoritairement de maniére hydrophobe (avec les acides aminés V269 et Y442). Cette structure ne

possede pas d’acide palmitique ou myristique a l'intérieur de la poche.

3. Structures cristallographiques de composés covalents substitués en

position 3 de I'indole

Les structures cristallographiques des composés FT271 et FT275 montrent la formation d’une

liaison covalente entre C380 et les fonctions acrylamide et chloroacétamide respectives (Figure 51).

Figure 51: Structures cristallographiques des composés FT271 et FT275

Il. Docking

1. Docking des molécules cristallisées

Les molécules cristallisées ont été dockées dans hTEAD?2 et les autres hTEAD puis comparées
aux structures cristallographiques obtenues. Les scores de docking ainsi que la cible des composés sont

décrits dans le Tableau 16.
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Tableau 16: Scores de docking et cible des composés cristallisés avec h\TEAD2

TEAD1 TEAD2 TEAD3 TEAD4
FT53 | -9,1/Pocheinterne | -9,4/Poche interne | -5,3/ Sous-interface 3 | -9,3/Poche interne
FT90 | -9,5/Pocheinterne | -9,5/Poche interne | -6,1/ Sous-interface 3 | -9,3/Poche interne
FT112 | -8,5/Pocheinterne | -8,8/Poche interne -7,9/Poche interne -8,6/Poche interne
FT196 -5,8/ Interface 2 -9,0/Poche interne | -6,3/ Sous-interface 2 | -8,8/Poche interne
FT238 -7,2/Interface 3 -9,6/Poche interne | -6,7/ Sous-interface 2 | -9,4/Poche interne
FT268 -5,9/ Interface 2 -9,1/Poche interne | -7,3/ Sous-interface 2 | -9,1/Poche interne
FT269 | -9,5/Poche interne | -9,6/Poche interne -8,7/Poche interne -8,9/Poche interne
FT271 -6,9/ Interface 3 -9,4/Poche interne -6,8/ Interface 3 -8,8/Poche interne
FT275 -7,4/ Interface 3 -9,7/Poche interne -5,5/ Interface 3 -9,3/Poche interne

L'ensemble des composés, y compris FT268, a abouti a une pose dans la poche de hTEAD2
avec d’excellents scores allant de -8,8 a -9,7. L'interaction au niveau de l'interface 3 pour ce composé
était donc non prévisible. Les autres composés ont conduit a des poses dans la poche interne de
hTEAD2 proches de celles obtenues dans les structures cristallographiques. Le docking dans les autres
TEAD montre que la plupart de ces composés semblent également pouvoir cibler TEAD4 mais
difficilement TEAD1 (pour la plupart des composés ayant |'azote de I'indole libre) et TEAD3 (d( a
I’'encombrement par Y230). Seules FT112 et FT269 semblent étre pan-TEAD.

2. Docking des molécules les plus actives

Le docking non-covalent des hits FT249, FT263, FT264, FT277, FT118, FT282 et FT320 a été
réalisé sur les modeles TEADx_GP. Le but de ce docking est de prévoir, d’anticiper ou d’expliquer une

éventuelle sélectivité pour un ou plusieurs membres de la famille TEAD mesurée lors des résultats

biologiques.

Les scores de docking ainsi que la cible des composés sont décrits dans le Tableau 17.

Tableau 17: Scores de docking et cible des composés les plus actifs

TEAD1 TEAD2 TEAD3 TEAD4
FT249 -6,7/Interface2 -9,6/Poche interne -6,0/Sous-interface3 -9,2/Poche interne
FT263 -8,7/Poche interne -9,5/ Poche interne -7,9/Poche interne -9,6/ Poche interne
FT264 -9,5/Poche interne | -10,0/Poche interne | -6,2/Sous-interface 2 -9,4/Poche interne
FT277 -9,5/ Poche interne | -9,7/ Poche interne -6,1/Sous-interface2 -9,4/Poche interne
FT118 -9,8/Poche interne | -10,3/ Poche interne -9,6/ Poche interne -11,2/ Poche interne
FT184 -10,9/Poche interne | -11,3/Poche interne -9,6/Poche interne -11,3/Poche interne
FT282 -10,9/Poche interne | -10,7/Poche interne -8,2/Poche interne -11,0/ Poche interne
FT320 -9,4/ Poche interne | -9,5/ Poche interne -8,9/ Poche interne -10,9/ Poche interne
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Les résultats montrent que FT249 se distingue des autres et pourrait étre sélectif de TEAD2/4
alors que son isomeére en position 3 FT263 serait pan-TEAD. L’allongement de la chaine parait avoir son
importance car les composés FT264 et FT277 possédant un carbone supplémentaire ferait perdre

|’affinité avec TEADS3.

Les interactions observées entre les différentes molécules a I'intérieur de la poche interne des

TEAD sont trés proches (Figure 52, Figure 53 et Figure 54).

Figure 52: Docking de FT277 dans le modele TEAD2_GP

La molécule FT277 dans la poche interne de TEAD2 montre des rapprochements entre la
fonction chloroacétamide et S331 et S345. Cette fonction est également proche de K357. Le

groupement benzyloxy conserve quant a lui le m-stacking avec la F428 (Figure 52).

Figure 53: Docking de FT249 dans TEAD2_GP

FT249 a la particularité d’étre la seule molécule substituée en position 3 ; laissant ainsi

I’hydrogene porté par I'azote de I'indole libre d’interagir avec Q410. L’absence de cet acide aminé dans
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TEAD1 (remplacé par L389) et 'encombrement de la poche de TEAD3 par Y230 pourraient expliquer le

fait que la molécule n’interagisse pas au niveau des poches internes de TEAD1 et TEAD3 (Figure 53).

Figure 54: Docking de FT263 dans TEAD3_GP

Enfin, FT263 interagit au niveau de la poche interne des quatre TEAD y compris TEAD3 mais
fournit un score plus faible que pour les autres TEAD. Ce score s’explique par I'encombrement de la
Y230 qui provoque un déplacement du noyau indolique et la perte de plusieurs liaisons dont le m-

stacking avec F416 et la liaison hydrogéne avec T333 (F428 et S345 dans TEAD2) (Figure 54).

De maniere générale, sur I'ensemble des docking présentés ci-dessus, il est constaté que la
chaine latérale polaire n’interagit pas vers la cystéine située a I’entrée de la poche mais interagit avec

I’espace inoccupé de la sous-poche hydrophile.

Les molécules FT118, FT184, FT282 et FT320 montrent d’excellents scores. Contrairement aux
molécules alkylées vues précédemment, cette famille de molécules posséde une pose dans la poche
palmitate de TEAD3. Ces molécules pourraient donc étre pan-TEAD. L’aryle est tourné vers I'entrée de

la poche avec la fonction ester ou acide proche de la cystéine et la lysine situés a I'entrée (Figure 55).

Figure 55: Docking de FT118 dans le modéle TEAD3_GP
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Dans le premier chapitre, nous avons determiné des différences structurales au sein de la
poche interne des quatre TEAD ainsi qu’au niveau d’autres zones de la partie C-terminale. Au niveau
de la poche interne, des différences notables d’acides aminés entre les quatre TEAD engendrent une
modification de la forme de la poche et de son volume. Deux boucles flexibles A et B ont également
attiré notre attention aux vues des différences d’acides aminés. La taille de la boucle A varie car elle
comporte douze acides aminés de plus pour hTEAD2 et elle n'est résolue sur aucune structure
cristallographique. Des modeles utilisables pour le docking de molécules volumineuses (TEADx_GP) et
comportant ces boucles ont été construits et validés sur les molécules sélectives publiées récemment

dans la littérature.

Dans un deuxieme chapitre, nous avons fait varier le groupement benzyloxy afin d’étudier la
profondeur de la sous-poche hydrophobe de la poche interne de TEAD. Douze composés présentant
des groupements arylalkyles ou alkyles de taille variable ont été synthétisés a partir du 5-hydroxyindole
soit par substitution nucléophile soit par réaction de Mitsunobu avec des rendements allant de 9 a
96%. Le test cellulaire géne rapporteur luciférase a permis de mettre en évidence que les 4- et 5-
benzyloxyindoles possédent les potentiels inhibiteurs les plus élevés avec I'activité transcriptionnelle

de TEAD chutant a 34 et 35% respectivement.

Dans un troisieme chapitre, nous nous sommes inspirés de la superposition du 5-
benzyloxyindole et de I'acide palmitique afin d’imaginer des ligands palmitique-like. Au total, trente
composés contenant une chalne avec un groupement hydrophile terminal en position 1 et 3 du 5-
benzyloxyindole ont été synthétisés avec des rendements allant de 2 a 93%. Les seules fonctions qui
semblent améliorer I'activité cellulaire sont I'acrylonitrile et I'ester acrylique en position 3 ou les ®-
aminoalkyles en position 1. La fonctionnalisation des 5-benzyloxyindoles en chloroacétamides (FT275-
FT277) et en vinyl sulfonamides (FT249, FT263 et FT264) permet d’inhiber I'activité transcriptionnelle
de TEAD de plus de 80%.

Dans un quatriéme chapitre, nous avons développé la fonctionnalisation de la position 1 du 5-
benzyloxyindole par réaction d’Ullmann pour la synthese des dérivés carboxyphényles et
carboxypyridinyles. Ces molécules proviennent de la superposition des structures cristallographiques
du 5-benzyloxyindole et des acides niflumiques. Trente et un composés ont donc été synthétisés. Les
composés 3-carboxyphényle (FT118) et acide 6-picolinique (FT184) réduisent considérablement
Iactivité transcriptionnelle de TEAD a 17 et 26%. Les esters méthyliques (FT320), éthyliques (FT282)
ainsi que le benzonitrile (FT301) et le phénol (FT312) réduisent I'activité transcriptionnelle de TEAD de

70% environ. Les composés trisubstitués FT231 et FT232, basés sur la fusion des meilleurs résultats
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des chapitres 3 et 4, réduisent I'activité transcriptionnelle a 13 et 20% respectivement (du méme ordre

que FT118).

L’évaluation des composés les plus actifs a débuté par la détermination de la concentration
conduisant a une inhibition de I'activité transcriptionnelle de TEAD de 50% (ICso/DRso) dans le test géne
rapporteur luciférase sur cellules HEK293T. FT-5-OBn présente une ICso de 11 uM et les inhibiteurs
non-covalents sont environ dix fois plus actifs (FT118, FT184, FT231 et FT232). Les composés
interagissant covalemment (FT249, FT263 et FT264) possedent des DRsglargement supérieures situées
entre 1 et 10 nM (sans la prise en considération d’un décrochage a haute concentration) a I'exception
du chloroacétamide FT277 dont la faible amplitude de la courbe ne permet pas de mesurer une DRso.
L’évaluation sur cellules MDA-MB-231 a permis de quantifier le ralentissement de la prolifération
cellulaire en présence de nos molécules avec des ICso/DRspentre 2,5 UM (pour FT277) et 50 uM (FT-5-
OBn). La mesure de |'expression des protéines cibles (AXL, CYR61, CTGF et BIRC5) sur cette méme
lignée cellulaire montre des résultats difficilement interprétables. Le 5-benzyloxyindole montre peu
d’effet avec 40% d’inhibition du géne BIRCS. Les trois vinyl sulfonamides ont des effets tres différents
avec FT263 qui inhibe significativement CTGF et CYR61 alors que FT249 a un effet modéré sur CTGF,
CYR61 et BIRCS et FT264 perd presque totalement toute I'activité inhibitrice. Le chloroacétamide
FT277 inhibe quant a lui significativement AXL, CTGF et BIRCS. Enfin, FT118 inhibe uniquement
I’expression du géne CYR61 alors que son ester FT282 a également un effet sur CTGF. Les différents

tests biologiques réalisés semblent montrer que nos molécules n’agissent pas seulement sur TEAD.

Le trempage de I'ensemble des composés avec des cristaux de hTEAD2;17.447 @ permis
I’obtention de neuf nouvelles structures cristallographiques. Parmi ces structures, deux composés
interagissent de maniere covalente avec la cystéine a I'entrée de la poche palmitate (FT271 et FT275)
et un composé (FT268) a cristallisé au niveau de I'interface 3 en interagissant par liaisons hydrophobes.
Les huit molécules ayant cristallisé a I'intérieur de la poche interne ont toutes la chaine greffée tournée

vers |'entrée de la poche et proche de C380.

Le docking de ces composés dans les modeles TEAD2_GP a montré une bonne superposition
par rapport aux structures cristallographiques a I'exception de FT268 dont la cristallisation au niveau
de I'interface 3 était non prévisible. Le docking dans les autres TEAD montre une potentielle sélectivité
avec peu de molécules interagissant dans la poche de TEAD1 et TEAD3. Le docking des composés les
plus actifs montre également une possible sélectivité de FT249 pour TEAD2 et 4 et de FT264 et FT277
pour TEAD1, 2 et 4 alors que FT263, FT118 et ses esters semblent étre pan-TEAD.

La superposition du 5-benzyloxyindole avec I'acide bromofénamique (Figure 56) ouvre la voie

a une nouvelle famille de 5-benzyloxyindoles substitués en poisition 7. La synthése du 5-benzyloxy-7-
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bromoindole ainsi que sa substitution par des acides (amino)benzoiques ou (amino)nicotiniques

pourraient compléter le travail entamé sur la substitution en position 1 de I'indole.

BnO
A\

N
H
Y. X

J
| Y X:NH ou @

COOH Y:CHouN

Figure 56: Superposition du 5-benzyloxyindole (en violet) et de I'acide bromofénamique (en bleu) et substitution en position
7

L’initiation de la synthése des ligands trisubstitués sera également poursuivie avec d’autres
groupements. L'idée jusqu’a présent était de fonctionnaliser la position 1 de l'indole avec un
groupement aryle et la position 3 avec une chaine alkyle. A la vue du nombre de cystéine dans la poche
interne de TEAD], il serait donc pertinent pour augmenter I'activité, de greffer deux chaines vinyl
sulfonamides ou chloroacétamides en position 1 et 3 de maniéere a induire une sélectivité TEAD1 vs

TEAD2/3/4 par exemple (Schéma 50).

R ]
BnO BnO R
AN\ A\
N N
Do 4
COOH .

R: chaine avec groupement polaire terminal
R': NHSO,CH=CH, ou NHCOCH,CI

Schéma 50: Structure des molécules trisubstituées envisages

Il serait également judicieux de changer I’'hétérocycle indole par un benzofurane ou

benzothiophéne.

Le potentiel inhibiteur des molécules covalentes et notamment de FT277 pourrait étre testé
sur d’autres lignées cancéreuses difficiles a traiter. La mise en place d’un test biophysique de
polarisation de fluorescence en présence d’acide palmitique marqué pourrait aussi étre primordial
pour valider TEAD comme étant la cible de nos composés et plus particulierement sa poche interne.
Enfin, afin d’initier le projet de sélectivité des composés, le test géne rapporteur luciférase sur les
quatre TEAD sera mis en place a partir de la transfection des cellules HEK293T par des constructions

Gal4-TEADx.
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ANNEXE |: EXPERIMENTAL PART

I. Material and instrumentation

All reagents and solvents were purchased from various suppliers (Sigma-Aldrich, Alfa Aesar, Fisher, TCI,
Fluorochem, VWR, Carlo Erba) and used without further purification. Reactions were monitored by TLC
performed on Macherey-Nagel Alugram® Sil 60/UV254 sheets (thickness 0.2 mm). TLC were revealed
by UV (A = 254 nm) and/or the appropriate stain.

All purifications were carried out by flash chromatography or preparative high pressure liquid
chromatography (HPLC). Flash chromatography was performed on a Reveleris® Flash Chromatography
System using Buchi FlashPure Silica gel (35-45 um) and HPLC was performed on a Shimadzu LC-20AP
using C18 Apollo (5 uM).

NMR spectra were recorded on a Bruker Avance 300 spectrometer at 300 MHz (*H), 75 MHz (*3C) and
282 MHz (*°F) and/or on a Bruker Avance 500 spectrometer at 500 MHz (*H), 125 MHz (*3C) and 471
MHz (*°F). Chemical shifts are expressed in ppm relative to tetramethylsilane (TMS) using the residual
proton peaks of deuterated solvent as internal reference. Chemical shifts are reported as position (&
in ppm), multiplicity (s = singulet, d = doublet, t = triplet, g = quartet, p = pentuplet, m = multiplet, br
= broad), coupling constant (/ in Hz) and relative integral and assignment. The attributions of protons

and carbons were achieved by analysis of 1D and 2D experiments (*H, *C, COSY, HSQC and HMBC).

Mass spectra were recorded with an LC-MS (Waters Alliance Micromass ZQ 2000) using electrospray
ionization (ESI) and a UV detector (diode array). LC-MS analysis was performed using a Waters XBridge
C18 column (5 um particle size column, dimensions 50 mm x 4.6 mm). A gradient starting from 98%
H,O/formate buffer 5 mM (pH 3.8) and reaching 100% CHsCN/ formate buffer 5 mM (pH 3.8) within 4
min at a flow rate of 2 mL/min was used followed by a return to the starting conditions within 1 min.

The MassLynx™ software was used to determine the nominal mass of main pics of the spectrum.

The melting point analyses were performed on Barnstead Electrothermel Melting Point Series IA9200

and were not corrected.
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Il. Synthesis procedure

5-aryl/alkyl-oxy-1H-indoles (FT142, FT143, FT152, FT153, FT155, FT161, FT162, MD19, FT322 and

FT323)

General procedure of nucleophilic substitution: To a solution of 5-hydroxyindole (0.5 g, 1 eq., 1.88
mmol) and KzCOs (1 eq.) in DMF (2.5 mL), alkyl or aryl bromide (1 eq.) was added. Reaction was stirred
under reflux for 18 h. Solvent was removed under vacuum and residue was diluted in ethyl acetate and
washed with water (three times). Organic phase was dried over MgS0,4 and solvent was removed under
vacuum. Product was purified by column chromatography with ethyl acetate : cyclohexane (5 : 95) as

eluant.

General procedure of Mitsunobu reaction: To a solution of 5-hydroxyindole (0.5 g, 1 eq., 1.88 mmol)
in THF (8.5 mL), di-tert-butyl azodicarboxylate (2.1 eq.), triphenylphosphine (2.1 eq.) and alcohol
derivative (1.5 eq.) were added. The reaction was stirred at 50 °C for 18 h. Solvent was removed under
vacuum and residue was diluted in ethyl acetate and washed with water (three times). Organic phase
was dried over MgS0, and solvent was removed under vacuum. Product was purified by column

chromatography with ethyl acetate: cyclohexane (10 : 90) as eluant.

5-(cyclohexylmethoxy)-1H-indole (FT142)

CisH19NO MW =229.32 g/mol  Mp =63 —65°C

FT142 was synthetized through Mitsunobu reaction from cyclohexylmethanol (0.64 g) and was

obtained as a brown solid.

Yield: 72%

'H NMR (300 MHz, CDCls): § 8.07 (brs, 1 H, H1), 7.28 (d, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, Hy), 7.20 - 7.17 (m, 2 H, H2,4),
6.94 (dd, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, *J = 2.0 Hz, Hg), 6.52 (ddd, 1 H, 3/ = 3.2 Hz, *J = 2.2 Hz, ) = 1.0 Hz, H3), 4.11 (t,
2H,3% =6.7Hz, Hy), 1.88 - 1.00 (m, 11 H, Hz 3.2,%).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 6 153.7 (5), 131.0 (7a), 128.3 (4a), 124.9 (2), 113.0 (6), 111.7 (7), 103.5 (4),
102.3 (3), 66.9 (1’), 36.9 (5’), 34.7 (2’), 33.4 (3'), 26.4 (&@).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 229.2, Found: 230.1 [M+H]*, tg= 3.6 min.
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5-phenethoxy-1H-indole (FT143)

C1sH1sNO MW = 237.30 g/mol

FT143 was synthetized through nucleophilic substitution from (2-bromoethyl)benzene (0.51 mL) and

was obtained as a white oil.
Yield: 78%

H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.06 (brs, 1 H, H), 7.39 - 7.14 (m, 6 H, H13.4,5), 7.20 (t, 1 H, 3/ = 2.9 Hz,
H,), 7.15 (d, 1 H, *J = 2.4 Hz, Ha), 6.90 (dd, 1 H, 3/ = 8.7 Hz, “/ = 2.4 Hz, He), 6.49 (1 H, ddd, 3/ = 2.9 Hz, %
=2.0 Hz, 5/ =0.9 Hz, Hs), 4.26 (t, 1 H, 3/ = 7.3 Hz, Hy), 3.16 (t, 1 H, 3/ = 7.3 Hz, H2).

13C NMR (75 MHz, CDCls): & 153.2 (5), 138.6 (3’), 131.1 (7a), 129.0 (5), 128.5 (4’), 128.3 (4a), 126.4
(6’), 124.8 (2), 113.0 (6), 111.6 (7), 103.7 (4), 102.4 (3), 69.6 (1’), 36.0 (2’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 237.1, Found: 238.1 [M+H]*, tg= 3.1 min.

5-isobutoxy-1H-indole (FT152)

1
7 7a H
7 423

3 CHisNO MW =189.25g/mol  Mp =65—67 °C

FT152 was synthetized through Mitsunobu reaction from isopropylmethanol (0.52 mL) and was

obtained as a brown solid.

Yield: 83%

'H NMR (300 MHz, CDCls): § 8.05 (brs, 1 H, H1), 7.29 (d, 1 H, 3/ = 8.7 Hz, Hy), 7.18 - 7.17 (m, 2 H, H2,4),
6.93 (dd, 1 H, 3/ =8.7 Hz, *J = 2.4 Hz, Hg), 6.52 (ddd, 1 H, 3/ = 3.0 Hz, *J = 2.0 Hz, °J = 0.9 Hz, H3), 3.83 (d,
2 H,3 =6.7 Hz, Hy), 2.17 (non, 1 H, 3/ = 6.7 Hz, Hz), 1.10 (d, 6 H, 3J = 6.7 Hz, H3).

3C NMR (75 MHz, CDCls): § 153.8 (5), 131.0 (7a), 128.3 (4a), 124.8 (2), 113.0 (6), 111.6 (7), 103.6 (4),
102.3 (3), 75.5 (1’), 28.4 (2), 19.4 (3').

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 189.3, Found: 190.1 [M+H]*, tg= 3.1 min.
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5-(naphthalen-2-ylmethoxy)-1H-indole (FT153)

1
{al
PP L j(:li/)Z
O 3
6 - 4 C1sH1sNO MW =273.33g/mol  Mp = 123 — 125 °C
FT153 was synthetized through nucleophilic substitution from 2-(bromomethyl)naphthalene (0.83 g)
and was obtained as an orange solid.
Yield: 78%
H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.06 (brs, 1 H, Hy), 7.97 (m, 1 H, Hg), 7.93 - 7.88 (M, 3 H, Hr.¢11), 7.63 (dd,
1H,3/=8.4Hz,% =1.5Hz, Hy), 7.54 - 7.50 (m, 2 H, H7¢), 7.32 (d, 1 H, 3/ = 9.0 Hz, H;), 7.28 (d, 1 H, 4/ =
2.4 Hz, Ha), 7.20 (t, 1 H, 3/ = 2.8 Hz, H2), 7.03 (dd, 1 H, 3/ = 9.0 Hz, *J = 2.4 Hz, He), 6.52 (ddd, 1 H, >/ = 2.8
Hz, %/ = 1.9 Hz, %) = 0.9 Hz, Hs), 5.32 (s, 2 H, Hy).
13C NMR (75 MHz, CDCls): § 153.5 (5), 135.3 (2’), 133.4 (10’), 133.1 (5’), 131.2 (7a), 128.3 (4a), 128.3
(3’), 128.0 (6), 127.8 (9"), 126.3 (4’), 126.2 (11’), 125.9 (8’), 125.5 (7’), 124.9 (2), 113.1 (6), 111.7 (7),
104.2 (4), 102.5 (3), 71.1 (1’).
LC-MS (ESI): m/z Calculated: 273.1, Found: 274.1 [M+H]*, tg= 3.3 min.

5-(naphthalen-1-ylmethoxy)-1H-indole (FT155)

Ci9H15NO MW = 273.33 g/mol

FT155 was synthetized through nucleophilic substitution from 1-(bromomethyl)naphthalene (0.83 g)
and was obtained as a green oil.

Yield: 75%

H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.18 - 8.14 (m, 1 H, Hio), 8.10 (brs, 1 H, Hy), 7.95 - 7.92 (m, 1 H, H7), 7.88
(d, 1H,3/=8.3Hz, Hs), 7.68 (dd, 1 H, */ = 7.0 Hz, *J = 1.2 Hz, Hy), 7.58 - 7.48 (m, 3 H, Hx g'¢'), 7.34 (d, 1
H,3/=8.8 Hz, Hy), 7.34 (d, 1 H, *J = 2.4 Hz, Ha), 7.23 (t, 1 H, 3/ = 2.8 Hz, H,), 7.01 (dd, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, *J
=2.4 Hz, Hg), 6.53 (ddd, 1 H, 3/ = 2.8 Hz, *J = 2.0 Hz, °J = 0.9 Hz, H3), 5.57 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): & 153.5 (5), 133.8 (2’), 133.0 (6’), 131.7 (11’), 131.2 (7a), 128.8 (7’), 128.6
(5), 128.3 (4a), 126.5 (9’), 126.4 (8’), 125.8 (4’), 125.4 (3’), 124.9 (2), 123.9 (10’), 113.2 (6), 111.7 (7),
104.0 (4), 102.5 (3), 69.6 (1’).
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LC-MS (ESI): m/z Calculated: 273.1, Found: 274.1 [M+H]*, tg= 3.3 min.

5-(3-phenylpropoxy)-1H-indole (FT161)

1

7 H
6 7aN
5 3 1 / 2
6! 4. 2' O 5 4 4a 3
7 5
6'

Ci7H17NO MW =251.32 g/mol  Mp =69 -73°C

FT161 was synthetized through nucleophilic substitution from (3-bromopropyl)benzene (0.57 g) and

was obtained as a brown solid.

Yield: 81%

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.03 (brs, 1 H, Hi), 7.47 - 7.28 (m, 6 H, Hy,5:¢,7), 7.21 - 7.19 (m, 2 H, H2,4),
6.99 (dd, 1 H, *J = 8.7 Hz, ¥/ = 2.3 Hz, He), 6.56 (ddd, 1 H, *J = 3.0 Hz, */ = 2.0 Hz, °>J = 0.9 Hz, H3), 4.11 (t,
2H,3/=6.3Hz, Hy), 2.94 (t, 2 H, 3/ =6.3 Hz, Hy), 2.27 - 2.18 (m, 2 H, Hz).

13C NMR (75 MHz, CDCls): & 153.6 (5), 141.9 (4’), 131.1 (7a), 128.7 (), 128.5 (7’), 128.4 (4a), 126.0
(5’), 125.0 (2), 113.0 (6), 111.8 (7), 103.7 (4), 102.4 (3), 67.9 (1’), 32.4 (3’), 31.2 (2').

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 251.1, Found: 252.0 [M+H]*, tg= 3.3 min.

5-([1,1'-biphenyl]-4-ylmethoxy)-1H-indole (FT162)

1

C21H17NO MW =299.37 g/mol  Mp =155-157°C
FT162 was synthetized through nucleophilic substitution from 4-(bromomethyl)-1,1'-biphenyl (0.93 g)
and was obtained as a white solid.

Yield: 74%

'H NMR (300 MHz, CDCl;): § 8.09 (brs, 1 H, Hy), 7.66 - 7.62 (m, 4 H, Hy,&), 7.59 - 7.56 (m, 2 H, H3'), 7.50
-7.45(m, 2 H, Hy), 7.41 - 7.37 (m, 1 H, He), 7.33 (d, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, Hy), 7.24 (d, 1 H, %J = 2.4 Hz, Ha),
7.22(t,1H,%/ =3.0Hz, H,), 7.00 (dd, 1 H, 3J = 8.8 Hz, *J = 2.4 Hz, H¢), 6.53 (ddd, 1 H, 3/ =3.0 Hz,*J = 1.9
Hz, >/ = 0.9 Hz, Hs), 5.18 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 153.4 (5), 140.9 (6’), 140.7 (5’), 136.8 (2°), 131.2 (7a), 128.8 (4’), 128.3 (4a),
128.0 (3'), 127.3 (8’), 127.2 (9"), 127.1 (7’), 124.9 (2), 113.1 (6), 111.7 (7), 104.0 (4), 102.5 (3), 70.7 (1’).
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LC-MS (ESI): m/z Calculated: 299.1, Found: 300.0 [M+H]*, tg= 3.4 min.

5-((4,4-difluorocyclohexyl)methoxy)-1H-indole (MD19)

1
7 H
6 2N
LA )2
2 O’ 5 4 4a 3
F T 3'
F CisHy7FoNO MW =281.39 g/mol Mp =117-119°C

MD19 was synthetized through nucleophilic substitution from 4-(bromomethyl)-1,1-
difluorocyclohexane (0.80 g) in distilled DMF under inert atmosphere and was obtained as a brown

solid.

Yield: 50 %

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.09 (brs, 1 H, Hy), 7.30 (d, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, Hy), 7.19 (t, 1 H, 3/ = 2.8 Hz,
H,), 7.14 (d, 1 H, %/ = 2.3 Hz, Ha), 6.90 (dd, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, %/ = 2.3 Hz, He), 6.52 (ddd, 1 H, 3/ = 2.8 Hz, *J
=1.9 Hz,°J=0.9 Hz, H3),3.90 (d, 2 H, 3/ =6.3 Hz, Hy), 2.21 - 1.47 (m, 9 H, Hz 3.2).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 153.5 (5), 131.1 (7a), 128.3 (4a), 125.0 (2), 123.8 (dd, Yc.req = 241.6 Hz, Ye.
Fax = 239.8 Hz, 5), 112.8 (6), 111.8 (7), 103.6 (4), 102.3 (3), 72.8 (d, SJcreq = 2.7 Hz, 17), 36.0 (d, “Jcreq =
1.2 Hz, 2’), 33.2 (dd, Ycreq = 25.2 Hz,Ycra = 22.5 Hz, &), 26.0 (d, ¥Jcreq = 9.6 Hz, 37).

19F NMR (282 MHz, CDCls): -91.8 (d, 1J = 235.3 Hz), -102.3 (dtt, /= 235.3 Hz, ax-ax= 33.2 HZ, ZJaxeq=9.2
Hz).
LC-MS (ESI): m/z Calculated: 265.1, Found: 264.2 [M+H];, 266.1 [M+H]*, tr= 3.1 min.

5-((3-(trifluoromethyl)benzyl)oxy)-1H-indole (FT322)

7I

Ci6H12FsNO MW: 291.27 g/mol

FT322 was synthetized through nucleophilic substitution from 1-(bromomethyl)-3-

(trifluoromethyl)benzene (0.58 mL) in DMF and was obtained as a yellow oil.

Yield: 74 %

H NMR (500 MHz, CDCls): & 8.10 (brs, 1 H, Hy), 7.82 (m, 1 H, Hg), 7.71 - 7.63 (m, 2 H, Hz5), 7.54 (t, 1
H,3/ = 7.8 Hz, He), 7.32 (d, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, H), 7.25 (d, 1 H, *J = 2.3 Hz, Ha), 7.20 (t, 1 H, *J = 2.8 Hz, H2),
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7.02 (dd, 1 H, ) = 8.8 Hz, *J = 2.3 Hz, Hg), 6.55 (ddd, 1H, 3/ = 2.8 Hz, *J = 1.9 Hz, °J = 0.8 Hz, Hs), 5.19 (s,
2 H, Hy).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 153.1 (5), 138.8 (2’), 131.4 (7a), 130.8 (q, %= 32.3 Hz, 6’), 130.7 (3’), 129.0
(4’), 128.3 (4a), 126.5 (q, Y= 272.2 Hz, 7’), 125.2 (2), 124.6 (q, °J= 3.7 Hz, 8’), 124.1 (q, °J= 3.7 Hz, '),
113.0 (6), 111.8 (7), 104.1 (4), 102.5 (3), 70.2 (1’).

1F NMR (471 MHz, CDCl5): - 63.1 (s).
LC-MS (ESI): m/z Calculated: 291.1, Found: 290.2 [M-H];, 292.1 [M+H]*, tr= 3.2 min.

5-((3-(trifluoromethyl)benzyl)oxy)-1H-indole (FT323)

6 N
3 1" /2
FSC 5: 4'3:

125°C

Ci6H12F3NO MW: 291.27 g/mol MP: 123 -

FT323 was synthetized through nucleophilic substitution from 1-(bromomethyl)-4-

(trifluoromethyl)benzene (0.58 mL) in DMF and was obtained as a white solid.

Yield: 82 %

H NMR (300 MHz, CDCls): & 8.11 (brs, 1H, H1), 7.68 — 7.61 (m, 4 H, Hz #), 7.33 (d, 1 H, ¥ = 8.7 Hz, Hy),
7.22(t,1H,3/=29Hz, H,),7.18 (d, 1 H, *J = 2.4 Hz, Ha), 6.97 (dd, 1 H, 3/ = 8.7 Hz, %/ = 2.4 Hz, He), 6.50
(ddd, 1H, 3/ =2.9 Hz, %J = 2.0 Hz, °J = 0.9 Hz, H3), 5.20 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCl5): 153.0 (5), 141.9 (2), 131.3 (7a), 130.0 (q, %/= 32.1 Hz, 5’), 128.3 (4a), 127.4
(3"), 125.5 (q, 3= 3.7 Hz, &), 125.1 (2), 124.4 (q, Y= 272.1 Hz, '), 112.9 (6), 111.8 (7), 104.0 (4), 102.5
(3), 70.0 (1’).

19F NMR (282 MHz, CDCls): -63.1 (s).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 291.1, Found: 290.2 [M-H];, 292.1 [M+H]*, tr= 3.2 min.

5-alkyloxy-1H-indole (MDMPP2-MDMPP7)

General procedure: To a solution of 5-hydroxyindole (0.2 g, 1 eq., 1.50 mmol) and Cs,COs (3 eq.) in
NMP (10 mL), alkyl bromide (3 eq.) and Nal (2.4 eq) were added. Reaction was stirred 45 min at room
temperature and then under reflux for 18 h. Solution was diluted with a large amount of water and
was extracted with ethyl acetate. Organic phase was dried over MgS0,4 and solvent was removed under
vacuum. Product was purified by column chromatography with ethyl acetate : cyclohexane (5 : 95) as

eluant.
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5-(heopentyloxy)-1H-indole (MDMPP2)

1
7 H
3' 6 N
] 1' /2
3 2'054433

¥ C1sHisNO MW = 203.28 g/mol Mp = 86 — 88 °C
MDMPP2 was synthetized from neopentyl bromide (0.20 g) and was obtained as a brown solid.

Yield: 9%

4 NMR (300 MHz, CDCl3): § 8.01 (brs, 1 H, H1), 7.28 (d, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, H7), 7.18 (t, 1 H, 3/ = 2.9 Hz,
Hz), 7.16 (d, 1 H, % = 2.4 Hz, H4), 6.94 (dd, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, *J = 2.4 Hz, He), 6.51 (ddd, 1 H, 3/ = 2.9 Hz, 4
=1.9 Hz, %/ =0.9 Hz, H3), 3.70 (s, 2 H, Hy), 1.12 (s, 9 H, Hz).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 154.4 (5), 130.9 (7a), 128.3 (4a), 124.7 (2), 113.0 (6), 111.6 (7), 103.5 (4),
102.3 (3), 79.0 (1’), 32.0 (2’), 26.8 (3").

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 203.3, Found: 204.1 [M+H]*, tg= 3.3 min.

5-(adamantan-1-yImethoxy)-1H-indole (MDMPP7)

1

7
5' 3,
1 )2
‘@TAO 5443
(] 4' L]
3 3 CisH23NO MW = 265.30 g/mol Mp =117 - 119 °C

MDMPP7 was synthetized through nucleophilic substitution from 1-(bromomethyl)adamantane (0.41

g) and was obtained as a brown solid.

Yield: 17%

H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.04 (brs, 1 H, Hy), 7.28 (d, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, H), 7.18 (t, 1 H, 3/ = 3.0 Hz,
Hz), 7.13 (d, 1 H, %J = 2.3 Hz, Ha), 6.90 (dd, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, *J = 2.3 Hz, Hg), 6.49 (ddd, 1 H, 3/ =3.0 Hz, ¥J
=1.9 Hz,°J=0.9 Hz, H3), 3.59 (s, 2 H, Hy), 2.08 = 1.72 (m, 13 H, Hy#5).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 154.4 (5), 130.8 (7a), 128.3 (4a), 124.7 (2), 113.0 (6), 111.5 (7), 103.5 (4),
102.4 (3), 79.4 (1’), 39.6 (3’), 37.3 (4’), 34.0 (2’), 28.3 (5').

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 281.4, Found: 282.1 [M+H]*, tg= 3.9 min.
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Synthesis of (5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)alkyl acid (FT50, FT53, FT54, FT55), phthalimide (FT62) and
nitrile (MD16)

General procedure: To a solution of 5-benzyloxyindole (0.50 g, 1 eq., 2.2 mmol) in DMF (5 mL), NaH

(1.5 eq.) was added. Reaction was stirred at room temperature, under N, atmosphere for 1 h. Then, a
solution of bromoalkylester, bromoalkylnitrile or bromoalkylphthtalimide (1.5 eq.) in DMF (3 mL) was

added dropwise and the reaction mixture was stirred for 16 h.

Treatment for acids: Reaction was hydrolysed with HCI (6N, 5 mL) and stirred for another 3 h at 60 °C.
Later, solvent was removed under vacuum and residue was dissolved in NaHCOs (1N) solution.
Aqueous phase was extracted three times with diethyl ether and acidified with HCl (1N) to pH 1.
Another extraction was completed with diethyl ether (three times). Combined organic phases was

dried over MgS0O, and solvent was removed under vacuum to afford the pure product.

Treatment for nitrile and phthalimide: Reaction was hydrolysed with water and solvent was removed
under vacuum. Residue was dissolved in ethyl acetate and was extracted three times with water (3 x
10 mL). Organic phase was dried over MgSQO, and solvent was removed under vacuum. Product was
purified by column chromatography with cyclohexane : ethyl acetate (50 : 50) as eluant and was

obtained as a solid.

2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)acetic acid (FT55)

OH
O 1ll
6 L 7aN
¥ 1. s Ve
4N 07 T4as
5I 3.
4l

Ci7H1sNO3 MW =281.31g/mol  Mp =102 -104 °C
FT55 was synthetized from ethyl 2-bromoacetate (0.37 mL) and was obtained as a brown solid.
Yield: 55%

1H NMR (300 MHz, CD,Cl,): § 7.50 - 7.48 (m, 2 H, Hx), 7.44 - 7.32 (m, 3 H, Has), 7.19 - 7.16 (m, 2 H,
Has), 7.09 (d, 1 H, %/ = 3.2 Hz, H,), 6.97 (dd, 1 H, 3/ = 9.0 Hz, %) = 2.57 Hz, He), 6.49 (dd, 1 H, 3/ = 3.2 Hz,
5)=0.7 Hz, Hs), 5.12 (2 H, s, Hy), 4.90 (s, 2 H, Hy»).

13C NMR (75 MHz, CD,Cl,): § 173.1 (COO), 153.5 (5), 137.8 (2’), 131.9 (7a), 129.1 (4a), 129.1 (2), 128.4
(&%), 127.7 (5’), 127.5 (3’), 112.9 (6), 109.6 (4), 104.4 (7), 102.1 (3), 70.7 (1’), 47.3 (17).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 281.1, Found: 280.2 [M-HT;, 282.2 [M+H]*, tr= 2.6 min.
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3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)propanoic acid (FT50)

0
OH
1'|
2"
1 7aN
NG 075 2423
5' 3
4 C1sH17NO; MW =295.33 g/mol ~ Mp =118 — 120 °C

FT50 was synthetized from ethyl 3-bromopropionate (0.38 mL) and was obtained as a pink solid.
Yield: 44%

H NMR (300 MHz, CD,Cl,): § 7.51 - 7.48 (m, 2 H, Hz), 7.44 - 7.34 (m, 3 H, Ha,5), 7.29 (d, 1 H, 3/ = 8.8
Hz, Hs), 7.16 - 7.15 (m, 2 H, H2.4), 6.95 (dd, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, J = 2.4 Hz, He), 6.40 (dd, 1 H, 3/ = 3.0 Hz, °J
= 0.9 Hz, Hs), 5.11 (s, 2 H, Hy), 4.44 (t, 2 H, 3/ = 6.8 Hz, Hy), 2.89 (t, 2 H, *J = 6.8 Hz, Hy).

13C NMR (75 MHz, CD,Cl,): § 174.3 (COO), 153.2 (5), 137.9 (2’), 131.1 (7a), 129.1 (4a), 128.5 (2), 128.4
(4%), 127.7 (5'), 127.5 (3’), 112.4 (6), 109.8 (4), 104.2 (7), 101.1 (3), 70.7 (1), 41.7 (2”), 34.3 (1”).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 295.1, Found: 294.3 [M-H];, 296.2 [M+H]*, tr= 2.8 min.

3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)butanoic acid (FT53)

¥ CisH1sNO; MW = 309.36 g/mol Mp = 126 —
128 °C
FT53 was synthetized from ethyl 4-bromobutyrate (0.48 mL) and was obtained as a brown solid.
Yield: 2%
H NMR (300 MHz, CDCls): § 7.51 - 7.49 (m, 2 H, Hz), 7.44 - 7.34 (m, 3 H, Has), 7.27 (d, 1 H, 3/ = 8.9
Hz, H7), 7.19 (d, 1 H, % = 2.42 Hz, H4), 7.08 (d, 1 H, 3/ = 3.0 Hz, H,), 6.98 (dd, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, ¥/ = 2.4 Hz,
He), 6.43 (dd, 1 H, 3/ =3.0 Hz, 5/ = 0.6 Hz, H3), 5.13 (s, 2 H, Hy), 4.20 (t, 2 H, 3/ = 6.6 Hz, Ha), 2.36 (t, 2 H,
3)=6.6 Hz, Hyv), 2.18 (quin, 2 H, 3/ = 6.6 Hz, Hy).
13C NMR (75 MHz, CDCl3): 6 177.3 (COO), 153.2 (5), 137.7 (2’), 131.4 (7a), 129.0 (4a), 128.5 (2), 128.3
(&), 127.7 (5’), 127.5 (3’), 112.7 (6), 110.0 (4), 104.3 (7), 101.0 (3), 70.9 (1’), 45.4 (3”), 30.7 (1”), 25.2
(2”).
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LC-MS (ESI): m/z Calculated: 309.1, Found: 308.3 [M-H];, 310.3 [M+H]*, tr= 2.9 min.

4-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)pentanoic acid (FT54)

OH

1“
7 4"
6 JaN
3 1 5 2
4 2' O 4 4a 3
53
4 CaoH21NOs MW = 323.39 g/mol Mp = 139 —
141 °C

FT54 was synthetized from ethyl 5-bromopentanoate (0.53 mL) and was obtained as a brown solid.
Yield: 20%

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): 6 7.50 - 7.48 (m, 2 H, Hz), 7.43 - 7.34 (m, 3 H, He,s), 7.27 (d, 1 H, 3/ = 8.9
Hz, Hy), 7.17 - 7.11 (m, 2 H, H2,4), 6.96 (dd, 1 H, *J= 8.9 Hz, *J = 2.2 Hz, Hg), 6.40 (dd, 1 H, 3/ =3.0 Hz,*J =
0.9 Hz, Hs3), 5.12 (s, 2 H, Hy), 4.13 (t, 2 H, 3J = 7.6 Hz, Ha»), 2.37 (t, 2 H, 3/ = 7.6 Hz, Hy»), 1.89 (quin, 2 H,
3)=7.6 Hz, Hs»), 1.64 (quin, 2 H, 3/ = 7.6 Hz, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCl,): 6 177.8 (COO0), 153.0 (5), 137.9 (2’), 131.5 (7a), 128.9 (4a), 128.4 (2), 128.3
(4’), 127.7 (5’), 127.5 (3’), 112.2 (6), 110.0 (4), 104.0 (7), 100.5 (3), 70.7 (1), 46.1 (1”), 33.1 (4”), 29.6
(3”),22.1 (2”).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 323.2, Found: 322.3 [M-H], 324.3 [M+H]*, tr= 3.0 min.

9b-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)-2,3-dihydrooxazolo[2,3-alisoindol-5(9bH)-one (FT62)

o CaoH2sN20s MW = 396.44 g/mol Mp: 152 — 154 °C
FT62 was synthetized from N-(2-bromoethyl)phthalimide (0.63 g) and was obtained as a pink solid.
Yield: 25%

'H NMR (300 MHz, CDCl5): 7.85 (d, 1 H, 3/ = 7.4 Hz, Hy), 7.60 (d, 1 H, 3J = 9.0 Hz, Hy), 7.55 (dt, 1 H, 3J =

13 )% ,9,

=9.0 Hz, %J= 2.4 Hz, Hg), 6.50 (dd, 1 H, 3/ =3.1 Hz, °J = 0.8 Hz, H3), 5.11 (s, 2 H, Hy), 4.62 (td, 1 H, %/ = 8.3
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Hz, 3/ = 5.4 Hz, H), 4.47 (td, 1 H, % = 8.3 Hz, *J = 6.4 Hz, Hy"), 4.23 (ddd, 1 H, 2/ = 11.0 Hz, 3/ = 8.3 Hz, 3J
=6.4 Hz, Hy»), 3.51 (ddd, 1 H, 2J = 11.0 Hz, 3J = 8.3 Hz, 3/ = 5.4 Hz, Hy»).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 171.9 (3”), 153.9 (5), 143.0 (5”), 137.5 (2’), 133.9(9”), 131.2 (7a), 131.2 (8”),
130.6 (6”), 130.1 (4a), 128.5 (4’), 127.8 (5’), 127.5 (3), 125.8 (2), 124.3 (10”), 122.1 (7”), 113.3 (7),
113.2 (4), 106.6 (4”), 104.2 (7), 103.6 (3),71.4 (1”), 70.6 (1’), 41.4 (2”).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 396.4, Found: 395.3 [M-H]’, 397.4 [M+H]*, tg= 3.1 min.

2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)acetonitrile (MD16)

NC>
1II
7
6 /2N
3 71 2
573
4 C17H1N20 MW = 262.21 g/mol Mp = 116 -
118°C

MD16 was synthetized from ethyl 2-bromoacetonitrile (0.23 mL) and was obtained as a white solid.
Yield: 32%

H NMR (300 MHz, CDCls): & 7.45 — 7.38 (m, 5 H, Hz45), 7.29 (d, 1 H, 3/ = 8.5 Hz, Hy), 7.22 (d, 1H, %/ =
2.3 Hz, Ha), 7.10 — 7.06 (m, 2 H, Ha,6), 6.54 (dd, 1 H, 3/ = 3.2 Hz, %/ = 0.7 Hz, H3), 5.15 (s, 2 H, Hy), 4.96 (s,
2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 154.1 (5), 137.4 (2’), 131.2 (7a), 129.5 (4a), 128.6 (4’), 127.9 (5’), 127.8 (2),
127.5 (3’), 114.4 (CN), 113.7 (6), 109.6 (4), 104.9 (7), 103.9 (3), 70.9 (1’), 34.4 (1”).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 262.1, Found: 263.2 [M+H]*, tr= 2.9 min.

Synthesis of (5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)alkyl amine (FT258 and FT260)

General procedure: To a solution of 5-benzyloxyindole (0.50 g, 1 eq., 2.2 mmol) in acetonitrile (8 mL),
NaOH (5 eq.) and tetrabutylammonium hydrogen sulphate (0.2 eq.) were added. Reaction was stirred
at room temperature during 1 h. Then, chloroalkylamine hydrochloride (1.2 eq.) was added and the
reaction mixture was stirred at reflux for 16 h. Reaction was hydrolysed with water (15 mL) and
extracted with dichloromethane (15 mL). Aqueous phase was washed with dichloromethane three
times (3x 15 mL). Combined organic phases were dried over MgSO. and solvent was removed under
vacuum. Product was purified by column chromatography with dichloromethane : methanol (90 : 10)

as eluant and was obtained as a solid.
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2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)ethanamine (FT258)

Cy7H13N20 MW = 266.34 g/mol Mp =125 -127°C
FT258 was synthetized from 2-chloroethylamine hydrochloride (0.31 g) and was obtained as a yellow
solid.

Yield: 88%

'H NMR (300 MHz, CDCl5): § 7.52 - 7.34 (m, 5 H, Hz'2'5), 7.29 (d, 1 H, 3/ =9.0 Hz, Hy), 7.21 (d, 1 H, 3J =
2.4 Hz, Ha),7.14 (d, 1 H,%*/=3.1Hz, H,),6.99 (dd, 1 H, 3/ =9.0 Hz, */ = 2.4 Hz, Hg), 6.45 (dd, 1 H, 3/ =3.1
Hz, °J = 0.8 Hz, H3), 5.13 (s, 2 H, Hy), 4.18 (t, 1 H, 3/ = 5.9 Hz, Hy»), 3.12 (t, 1 H, 3/ = 5.9 Hz, Hy), 1.42 (s,
3 H, NHy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 153.3 (5), 137.7 (2’), 131.6 (7a), 129.1 (4a), 128.7 (2), 128.5 (4’), 127.8 (5'),
127.5 (3), 112.7 (6), 110.1 (7), 104.3 (4), 101.0 (3), 70.9 (1°), 49.7 (1”), 42.1 (2”).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 266.1, Found: 267.1 [M+H]*, tg= 2.2 min.

3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)propan-1-amine (FT260)

HoN
1"
2" 3"
7
6 /2N
3 1 /2
5' 3
4l

CigH20N,0 MW = 280.36 g/mol Mp =129 - 131°C
FT260 was synthetized from 3-chloropropylamine hydrochloride (0.35 g) and was obtained as a brown
solid.

Yield: 81%

'H NMR (300 MHz, CDCl5): 6 7.51—7.33 (m, 5 H, Hy#,5), 7.28 (d, 1 H, 3/ =8.9 Hz, H;), 7.19 (d, 1 H, *J =
2.4 Hz, Ha), 7.09 (d, 1 H, 3/ = 3.1 Hz, H,), 6.97 (dd, 1 H, *J = 8.9 Hz, *J = 2.4 Hz, H¢), 6.42 (dd, 1 H, 3/ =3.1
Hz, °J = 0.8 Hz, H3), 5.12 (s, 2 H, Hy’), 4.20 (t, 2 H, 3/ = 6.8 Hz, H3»), 2.72 (t, 2 H, 3/ = 6.8 Hz, Hy~), 1.98 (q,
2 H, 3 =6.8 Hz, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 153.1 (5), 137.8 (2’), 131.5 (7a), 128.9 (4a), 128.5 (4’), 128.3 (2), 127.7 (5’),
127.5(3’), 112.6 (6), 110.0 (7), 104.2 (4), 100.7 (3), 70.9 (1’), 44.0 (3”), 39.4 (1”), 33.8 (2”).
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LC-MS (ESI): m/z Calculated: 280.2, Found: 281.1 [M+H]*, tg= 2.2 min.

N-(2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)ethyl)alkylamides or sulfonamides (FT238, FT249, FT259, FT261,

FT263, FT264, FT268, FT269, FT270, FT271, FT273, FT274, FT275, FT276 and FT277)

General procedure: To a solution of 5-benzyloxytryptamine (0.10 g, 1 eq., 0.38 mmol), 2-(5-
(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)ethanamine (0.10 g, 1 eq., 0.38 mmol) or 3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-
yl)propan-1-amine (0.10 g, 1 eq., 0.36 mmol) in dichloromethane (4 mL), triethylamine (1 eq.) was
added, followed by the the sulfonyl chloride or the acid chloride derivative (1 eq.). The reaction was
stirred at room temperature for 2 h. Water (10 mL) was added and the solution was extracted. Organic
layer was washed with brine (10 mL) two times and was dried over MgS0,. Solvent was removed under
vacuum. Product was purified by column chromatography with ethyl acetate : dichloromethane (50 :

50) as eluant.

N-(2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)ethyl)methanesulfonamide (FT238)

CigH20N,03S MW = 344.43 g/mol Mp =275-277°C
FT238 was synthetized from 5-benzyloxytryptamine FT328 and methanesulfonylchloride (0.03 mL) and
was obtained as a yellow solid.

Yield: 82%

'H NMR (300 MHz, CDCls): § 8.10 (brs, 1 H, Hy), 7.53 = 7.32 (m, 5 H, Ha#,5), 7.28 (dd, 1 H, 3/ = 8.8 Hz,
%) =0.5Hz, Hy), 7.14 (d, 1 H, *J = 2.3 Hz, H4), 7.03 (m, 1 H, H2), 6.98 (dd, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, *J = 2.3 Hz, Hg),
5.14 (s, 2 H, Hy), 4.43 (brs, 1 H, NH), 3.42 (t, 2 H, 3/ = 6.6 Hz, Hy»), 3.00 (t, 1H, 3/ = 6.6 Hz, H»+), 2.80 (s, 3
H, CHs).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 153.3 (5), 137.6 (2’), 131.8 (7a), 128.6 (4’), 127.9 (5"), 127.6 (3’), 127.4 (4a),
123.5(2), 113.2 (6), 112.2 (7), 111.4 (3), 102.2 (4), 71.0 (1’), 43.2 (1”), 40.2 (CH3), 26.1 (2”).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 344.1, Found: 343.2 [M-H], 345.1 [M+H]*, tr= 2.7 min.
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N-(2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)ethyl)ethenesulfonamide (FT249)

Ci9H20N,03S MW = 356.44 g/mol Mp =259 -261 °C
FT249 was synthetized from 5-benzyloxytryptamine FT328 and ethenesulfonylchloride (0.05 g) and
was obtained as a grey solid.

Yield: 74%

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 8.10 (brs, 1 H, Hy), 7.53 = 7.32 (m, 5 H, Hz'2'5), 7.28 (d, 1 H, 3/ = 8.8 Hz,
H5),7.12 (d, 1 H, % = 2.4 Hz, Ha), 7.03 (d, 1 H, , 3/ = 2.2 Hz, H,), 6.98 (dd, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, *J = 2.4 Hz, He),
6.36 (dd, 1 H, 3/ = 16.6 Hz, 3J = 9.8 Hz, Hsoxch=ch:), 6.18 (d, 1 H, 2J = 16.6 Hz, Hsoxch=chz), 5.83 (d, 1 H, %J =
9.8 Hz, Hsoxch=ctz), 5.14 (s, 2 H, Hy), 4.43 (s, 1 H, NH), 3.32 (g, 1 H, Hz*), 2.99 (t, 1 H, Hy").

13C NMR (75 MHz, CDCl3): 153.3 (5), 137.5 (2’), 135.7 (SO,CH=CH,), 131.8 (7a), 128.6 (4’), 127.9 (5),
127.6 (3), 127.4 (4a), 126.5 (SO,CH=CH,), 123.5 (2), 113.2 (6), 112.1 (7), 111.4 (3), 102.2 (4), 71.0 (1’),
42.9 (2"),25.9 (1”).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 356.1, Found: 355.2 [M-H]", 357.1 [M+H]*, tr= 2.9 min.

N-(2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)ethyl)methanesulfonamide (FT259)

NP
S
0" 'NH
1"
7 2'.
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3 g )2
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2 ()8} 1 4a 3
5N\ 3
4 CagH2oN2035 MW = 344.43 g/mol Mp = 241 — 243

FT259 was synthetized from 2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)ethanamine and methanesulfonylchloride
(0.03 mL) and was obtained as a pink solid.

Yield: 38%

H NMR (300 MHz, CDCls): & 7.51 - 7.34 (m, 5 H, Haa5), 7.28 (d, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, Hy), 7.19 (d, 1 H, 4 =
2.4 Hz, Ha), 7.12 (d, 1 H, ® = 3.1 Hz, H,), 7.00 (dd, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, *J = 2.4 Hz, He), 6.45 (dd, 1 H, 3/ = 3.1
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Hz, °J = 0.7 Hz, Hs), 5.12 (s, 2 H, Hy), 4.41 (t, 1 H, 3/ = 6.7 Hz, NH), 4.30 (t, 2 H, 3/ = 5.7 Hz, Hz"), 3.52 (q,
2 H, 3%/ =6.7 Hz, Hy»), 2.71 (s, 3 H, CHs).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): 153.5 (5), 137.6 (2’), 131.2 (7a), 129.2 (4a), 128.6 (2), 128.5 (4'), 127.8 (5'),
127.5 (3’), 113.1 (6), 109.9 (7), 104.5 (4), 101.8 (3), 70.9 (1’), 47.0 (2”), 43.2 (1”), 40.4 (CHs).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 344.1, Found: 343.2 [M-H];, 345.1 [M+H]*, tr= 2.9 min.

N-(3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)propyl)methanesulfonamide (FT261)

C19H22N,05S MW = 358.45 g/mol Mp =245 —-247 °C

FT261 was synthetized from 3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)propan-1-amine and
methanesulfonylchloride (0.03 mL) and was obtained as a red solid.

Yield: 39%

H NMR (300 MHz, CDCl3): 6 7.52 — 7.35 (m, 5 H, Hz #.5), 7.26 (d, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, H;), 7.21 (d, 1 H, % =
2.4 Hz, Ha), 7.12 (d, 1 H, 3/ = 3.1 Hz, H,), 6.99 (dd, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, %/ = 2.4 Hz, H¢), 6.44 (dd, 1 H, 3/ = 3.1
Hz, 5J = 0.8 Hz, H3), 5.12 (s, 2 H, Hy), 4.67 (t, 2 H, 3/ = 6.2 Hz, NH), 4.19 (t, 2 H, ¥ = 6.6 Hz, H3»), 3.04 (q,
2 H,3J=6.5Hz, Hy»), 2.83 (s, 3 H, CH3), 2.07 (quin, 2 H, 3/ = 6.6 Hz, Hy»).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 153.3 (5), 137.7 (2’), 131.3 (7a), 129.1 (4a), 128.6 (4’), 128.5 (2), 127.8 (5"),
127.6 (3’), 112.8 (6), 110.0 (7), 104.4 (4), 101.2 (3), 70.9 (1), 43.4 (3"”), 40.6 (1”’), 39.8 (CH3), 30.4 (2”).
LC-MS (ESI): m/z Calculated: 358.1, Found: 357.2 [M-H];, 359.2 [M+H]*, tr= 2.9 min.

N-(2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)ethyl)ethenesulfonamide (FT263)

l o
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4 2 075 ; 4a 7’3
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Ci19H20N203S MW = 356.44 g/mol Mp =236-238°C
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FT263 was synthetized from 2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)ethanamine and ethenesulfonylchloride
(0.05 g) and was obtained as a pink solid.

Yield: 65%

'H NMR (300 MHz, CDCl5):  7.51 - 7.34 (m, 5 H, Hy#5), 7.26 (d, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, Hy), 7.19(d, 1 H, *J =
2.3 Hz, Hq),7.11 (d, 1 H, 3/ =3.1 Hz, H,), 6.99 (dd, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, *J = 2.3 Hz, He), 6.45 (dd, 1 H, 3/ =3.1
Hz, °J = 0.8 Hz, Hs), 6.29 (dd, 3J = 16.6 Hz, 3/ = 9.3 Hz, Hsoxcu=cn2), 6.17 (d, 1 H, 3/ = 16.6 Hz, Hsoxch=chz),
5.81 (d, 1 H, 3/ = 9.3 Hz, Hsoxch=crz), 5.13 (s, 2 H, Hr), 4.32 (t, 1 H, 3/ = 6.7 Hz, NH), 4.30 (t, 2 H, 3 = 6.0
Hz, Hz), 3.42 (9, 2 H, 3/ = 6.3 Hz, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 153.5 (5), 137.6 (2’), 135.4 (SO,CH=CH,), 131.2 (7a), 129.2 (4a), 128.6 (2),
128.5(4’), 127.8 (5’), 127.5 (3’), 127.0 (SO,CH=CH,), 113.1 (6), 109.9 (7), 104.5 (4), 101.8 (3), 70.9 (1),
46.9 (2”),42.8 (1”).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 356.1, Found: 355.1 [M-H];, 357.0 [M+H]*, tr= 3.0 min.

N-(3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)propyl)ethenesulfonamide (FT264)
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4 C20H22N203S MW = 370.47 g/mol Mp =228-230°C

FT264 was synthetized from 3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)propan-1-amine and
ethenesulfonylchloride (0.05 g) and was obtained as a yellow solid.

Yield: 79%

H NMR (300 MHz, CDCls): § 7.52 — 7.35 (m, 5 H, Ha.4'5), 7.25 (d, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, H5), 7.20 (d, 1 H, %) =
2.4 Hz, Ha), 7.11 (d, 1 H, ® = 3.1 Hz, H2), 6.99 (dd, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, *J = 2.4 Hz, He), 6.44 (dd, 1 H, 3/ = 3.1
Hz, °J = 0.8 Hz, Hs), 6.38 (dd, 3/ = 16.6 Hz, 3/ = 9.8 Hz, Hsoxch=cn2), 6.18 (d, 1 H, 3/ = 16.6 Hz, Hsoxch=chz),
5.89 (d, 1 H, 3/ = 9.8 Hz, Hsoach=chz), 5.13 (s, 2 H, Hy), 4.53 (t, 1 H, 3/ = 6.1 Hz, NH), 4.20 (t, 2 H, >/ = 6.6
Hz, Hs»), 2.95 (g, 2 H, 3/ = 6.5 Hz, Hy»), 2.06 (g, 2 H, 3J = 6.5 Hz, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 153.3 (5), 137.7 (2’), 135.4 (SO,CH=CH,), 131.3 (7a), 129.1 (4a), 128.6 (2),
128.4 (4’), 127.8 (5'), 127.6 (3’), 127.2 (SOCH=CH,), 112.8 (6), 110.0 (7), 104.4 (4), 101.2 (3), 70.9 (1"),
43.4(3”),40.4 (1”),30.2 (2”).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 370.1, Found: 369.2 [M-HT, 371.1 [M+H]*, tr= 3.1 min.
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N-(2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)ethyl)acetamide (FT268)

Ci9H20N,02 MW = 308.37 g/mol Mp =271-273°C

FT268 was synthetized from 5-benzyloxytryptamine FT328 and acetyl chloride (0.03 mL) and was
obtained as a yellow solid.

Yield: 88%

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 8.64 (brs, 1 H, Hi), 7.51 — 7.34 (m, 5 H, Hy.a ), 7.26 (d, 1 H, 3/ = 8.7 Hz,
H,), 7.16 (d, 1 H, *J = 2.5 Hz, Ha), 6.96 (d, 1 H, 3/ = 2.7 Hz, H,), 6.96 (dd, 1 H, 3/ = 8.7 Hz, *J = 2.5 Hz, Hg),
5.86 (d, 1 H, 3/ = 5.6 Hz, NH), 5.11 (s, 2 H, Hr), 3.57 (g, 2 H, 3/ = 6.8 Hz, H1+), 2.92 (t, 2 H, 3/ = 6.9 Hz, Hy),
1.92 (s, 3 H, CHs).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 170.5 (CO), 153.1 (5), 137.6 (2’), 131.9 (7a), 128.6 (4’), 127.9 (5"), 127.7 (4a),
127.7 (3’), 123.1 (2), 112.9 (6), 112.4 (3), 112.2 (7), 102.2 (4), 71.1 (1’), 39.8 (1”), 25.3 (2”), 23.3 (CHs).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 308.2, Found: 309.1 [M+H]*, tg= 2.5 min.

N-(2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)ethyl)acetamide (FT269)

4 CasHa20N0; MW = 308.37 g/mol Mp = 232 — 234 °C
FT269 was synthetized from 2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)ethanamine and acetyl chloride (0.03 mL)
and was obtained as a yellow solid.
Yield: 85%
1H NMR (300 MHz, CDCls): § 7.50 — 7.34 (m, 5 H, Hy#.5), 7.25 (d, 1 H, 3/ = 8.7 Hz, Hy), 7.20 (d, 1 H, % =
2.4 Hz, Ha), 7.04 (d, 1 H, 3/ = 3.1 Hz, H,), 6.98 (dd, 1 H, 3J = 8.7 Hz, *J = 2.4 Hz, He), 6.45 (dd, 1 H, 3/ = 3.1
Hz, 5/ = 0.8 Hz, Hs), 5.86 (t, 1 H, 3/ = 6.1 Hz, NH), 5.11 (s, 2 H, Hy), 4.20 (t, 2 H, ) = 5.8 Hz, H»), 3.51 (q,
2 H,3/=6.0 Hz, Hy), 1.85 (s, 3 H, CHs).
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13C NMR (75 MHz, CDCls): 170.8 (€O), 153.3 (5), 137.6 (2’), 131.6 (7a), 129.0 (4a), 128.6 (4’), 128.5 (2),
127.9(5’),127.6 (3'), 112.8 (6), 110.0 (7), 104.4 (4), 101.3 (3), 70.9 (1’), 45.6 (2"), 40.0 (1”), 23.0 (CHs).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 308.2, Found: 309.1 [M+H]*, tg= 2.7 min.

N-(3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)propyl)acetamide (FT270)
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Co0H22N,0, MW = 322.40 g/mol Mp =234 -236 °C

FT270 was synthetized from 3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)propan-1-amine and acetyl chloride (0.03
mL) and was obtained as a white solid.

Yield: 79%

'H NMR (300 MHz, CDCl5):  7.52 - 7.35 (m, 5 H, Hyw,s), 7.23 (d, 1 H,3/ =89 Hz, Hy), 7.21 (d, 1 H, *J =
2.6 Hz, Ha), 7.08 (d, 1 H, 3/ = 3.2 Hz, H,), 6.99 (dd, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, *J = 2.6 Hz, H¢), 6.44 (dd, 1 H, 3/ =3.2
Hz, 5/ = 0.7 Hz, Hs), 5.87 (t, 1 H, 3/ = 5.7 Hz, NH), 5.12 (s, 2 H, Hy), 4.09 (t, 2 H, ¥ = 6.8 Hz, Hs), 3.17 (q,
2 H,3/=6.7 Hz, Hy), 1.97 (quin, 2 H, 3/ = 6.7 Hz, Hy+), 1.82 (s, 3 H, CH).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 170.6 (€CO), 153.2 (5), 137.7 (2’), 131.4 (7a), 129.1 (4a), 128.6 (4’), 128.5 (2),
127.9 (5%), 127.6 (3’), 112.7 (6), 110.1 (7), 104.4 (4), 101.0 (3), 70.9 (1’), 44.4 (3”), 37.4 (1”), 29.8 (2”),
23.0 (CHs).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 322.2, Found: 323.0 [M+H]*, tr= 2.8 min.

N-(2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)ethyl)acrylamide (FT271)

o)

HN\.<\
== CyH20N20; MW =320.38 g/mol Mp = 275 =277 °C

FT271 was synthetized from 5-benzyloxytryptamine FT328 and acryloyl chloride (0.03 mg) and was

obtained as a white solid.

Yield: 69%
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'H NMR (300 MHz, CDCl3): 6 8.57 (brs, 1 H, H1), 7.51 — 7.34 (m, 5 H, Hy25), 7.25 (d, 1 H, 3/ = 8.9 Hz,
H;), 7.16 (d, 1 H, *J = 2.3 Hz, Ha), 6.96 (dd, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, *J = 2.3 Hz, He), 6.94 (d, 1 H, 3/ = 3.2 Hz, Hy),
6.29 (dd, 1 H, 3/ =16.9 Hz, °J = 1.6 Hz, Hcocu=cxz), 6.02 (dd, 1 H, 3/ = 16.9 Hz, 3J = 10.3 Hz, Hcocn=cH:), 5.99
(m, 1 H, NH), 5.60 (dd, 1 H, 3/ =10.3 Hz, °J = 1.6 Hz, Hcoc=cn:), 5.10 (s, 2 H, Hy), 3.65 (g, 2 H, 3/ = 6.9 Hz,
Hy), 2.96 (t, 2 H, 3/ = 6.9 Hz, Hp).

13C NMR (75 MHz, CDCl): 165.8 (CO), 153.1 (5), 137.6 (2’), 131.9 (7a), 131.0 (COCH=CH,), 128.6 (#'),
127.9(5%), 127.7 (3'), 127.7 (4a), 126.4 (COCH=CH,), 123.2 (2), 113.0 (6), 112.4 (3), 112.2 (7), 102.3 (4),
71.0(1%),39.9 (1”), 25.2 (2”).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 320.2, Found: 321.1 [M+H]*, tg= 2.7 min.

N-(2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)ethyl)acrylamide (FT273)

NH
1IIS "
7 2
6 N
3 1 2
4|
> O’s5 1 4a3
5' 3
4|

C20H20N202 MW = 320.38 g/mol Mp =266 - 268 °C

FT273 was synthetized from 2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)ethanamine and acryloyl chloride (0.03
mg) and was obtained as a yellow solid.

Yield: 71%

1H NMR (300 MHz, CDCls): § 7.51 — 7.34 (m, 5 H, Hy.a'5), 7.25 (d, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, H5), 7.19 (d, 1 H, %) =
2.4 Hz, Ha), 7.03 (d, 1 H, 3 = 3.2 Hz, H,), 6.97 (dd, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, *J = 2.4 Hz, He), 6.43 (dd, 1 H, 3/ = 3.2
Hz, °J = 0.8 Hz, H3), 6.25 (dd, 1 H, 3J = 17.0 Hz, °J = 1.4 Hz, Hcocu=cnz), 5.95 (dd, 1 H, *J = 17.0 Hz, 3/ = 10.4
Hz, Hcocn=cxz), 5.86 (m, 1 H, NH), 5.60 (dd, 1 H, 3J = 10.4 Hz, °J = 1.4 Hz, Hcocu=cnz), 5.11 (s, 2 H, Hy), 4.25
(t, 2H,3)=5.7 Hz, Hy), 3.62 (g, 2 H, 3/ = 6.1 Hz, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCl5): 166.0 (CO), 153.3 (5), 137.6 (2’), 131.5 (7a), 130.4 (COCHCH,), 129.1 (4a),
128.6 (2), 128.6 (4’), 127.8 (5’), 127.6 (3), 126.9 (COCHCH,), 112.9 (6), 110.1 (7), 104.4 (4), 101.3 (3),
70.9 (1), 45.6 (2”), 40.0 (1”).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 320.2, Found: 321.1 [M+H]*, tg= 2.8 min.
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N-(3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)propyl)acrylamide (FT274)

HN
1II
2" "
7 3
6 N
3 1 /2
4|
> 0’5 1 4a3
5" N3
4 C21H2:2N,0, MW = 334.41 g/mol

FT274 was synthetized from 3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)propan-1-amine and acryloyl chloride (0.03
mg) and was obtained as a yellow oil.

Yield: 74%

'H NMR (300 MHz, CDCl5): 6 7.51 - 7.34 (m, 5 H, Hyw,s), 7.24 (d, 1 H,3/ =89 Hz, Hy), 7.19 (d, 1 H, *J =
2.3 Hz, Ha),7.10(d, 1 H, 3/ =3.1 Hz, H,), 6.98 (dd, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, *J = 2.3 Hz, Hg), 6.43 (dd, 1 H, 3/ =3.1
Hz, >J = 0.8 Hz, H3), 6.19 (dd, 1 H, 3/ = 17.0 Hz, °J = 1.5 Hz, Hcoch=cxz), 5.91 (dd, 1 H, 3/ =17.0 Hz, 3/ = 10.3
Hz, Heoch=crz), 5.58 (dd, 1 H, 3J = 10.3 Hz, °J = 1.5 Hz, Hcocu=cnz), 5.54 (m, 1 H, NH), 5.12 (s, 2 H, Hy), 4.16
(t, 2 H, % = 6.7 Hz, Hz), 3.30 (q, 2 H, 3/ = 6.7 Hz, Hy), 2.06 (quin, 2 H, 3/ = 6.7 Hz, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 165.7 (€CO), 153.3 (5), 137.7 (2’), 131.3 (7a), 130.6 (COCHCH,), 129.0 (4a),
128.5 (4’), 128.4 (2), 127.8 (5’), 127.5 (3’), 126.4 (COCHCH,), 112.8 (6), 110.0 (7), 104.4 (4), 101.1 (3),
70.9(1’), 44.4 (3”),37.4 (1”), 29.9 (2”).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 334.2, Found: 335.1 [M+H]*, tg= 2.9 min.

N-(2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-chloroacetamide (FT275)

Cl C1oH1sCIN,0; MW = 342.82 g/mol Mp = 244 — 246 °C
FT275 was synthetized from 5-benzyloxytryptamine FT328 and 2-chloroacetyl chloride (0.03 mL) and
was obtained as a brown solid.
Yield: 82%
'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.21 (brs, 1 H, Hi), 7.53 — 7.33 (m, 5 H, Hy#5), 7.28 (d, 1 H, 3/ = 8.8 Hz,
Hy), 7.17 (d, 1 H, * = 2.4 Hz, Ha), 7.03 (d, 1 H, 3/ = 2.3 Hz, H,), 6.98 (dd, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, *J = 2.4 Hz, Hg),
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6.72 (m, 1 H, NH), 5.14 (s, 2 H, Hy), 4.03 (s, 2 H, CHxCl), 3.64 (g, 2 H, 3J = 6.7 Hz, Hy»), 2.99 (t, 2 H, 3J =
6.7 Hz, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 165.9 (CO), 153.3 (5), 137.6 (2’), 131.8 (7a), 128.6 (&), 127.9 (5’), 127.7 (3'),
127.6 (4a), 123.0 (2), 113.1 (6), 112.1 (3), 112.1 (7), 102.2 (4), 71.0 (1’), 42.7 (CH,Cl), 40.0 (1”), 25.1
(2”).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 342.1, Found: 343.0 [M+H]*, tg= 2.8 min.

N-(2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)ethyl)-2-chloroacetamide (FT276)

CI\/ZZ)
NH
1I|S "
7 2
6 N
3T )2
5' 3

C19H15CIN,O> MW = 342.82 g/mol Mp =232 -234°C
FT276 was synthetized from 2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)ethanamine and 2-chloroacetyl chloride
(0.03 mL) and was obtained as a brown solid.

Yield: 89%

H NMR (300 MHz, CDCls): § 7.53 — 7.33 (m, 5 H, Hy.a'5), 7.28 (d, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, Hy), 7.22 (d, 1 H, % =
2.3 Hz, Ha4), 7.06 (d, 1 H, 3/ = 3.1 Hz, H,), 7.01 (dd, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, *J = 2.3 Hz, He), 6.63 (m, 1 H, NH),
6.48 (dd, 1 H, 3/ = 3.1 Hz, %/ = 0.8 Hz, Hs), 5.14 (s, 2 H, Hy), 4.27 (t, 2 H, 3/ = 5.8 Hz, H2+), 3.97 (s, 2 H,
CHCl), 3.66 (g, 2 H, 3/ = 5.8 Hz, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 166.5 (€CO), 153.4 (5), 137.6 (2’), 131.4 (7a), 129.2 (4a), 128.6 (4’), 128.4 (2),
127.8 (5’), 127.6 (3’), 113.0 (6), 109.9 (7), 104.5 (4), 101.7 (3), 70.9 (1’), 45.4 (2”), 42.4 (CH:Cl), 40.2
(1”).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 342.1, Found: 343.0 [M+H]*, tg= 3.0 min.
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N-(3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)propyl)-2-chloroacetamide (FT277)

o Cl
HN

1"

2" W

7 3

6 N
3T )2
5 3

C20H21CIN,0; MW = 356.85 g/mol Mp =241-243°C
FT277 was synthetized from 3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)propan-1-amine and 2-chloroacetyl
chloride (0.03 mL) and was obtained as a brown solid.

Yield: 75%

H NMR (300 MHz, CDCl3): 6 7.53 — 7.32 (m, 5 H, Hz #.5), 7.25 (d, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, H;), 7.21 (d, 1 H, ¥ =
2.4 Hz, Hs),7.10(d, 1 H, 3/ =3.1Hz, H), 7.01 (dd, 1 H, 3/ =8.9 Hz, *J = 2.37 Hz, He), 6.46 (dd, 1 H, 3/=3.1
Hz, %/ = 0.8 Hz, Hs), 6.44 (m, 1 H, NH), 5.14 (s, 2 H, Hy), 4.18 (t, 2 H, 3/ = 6.6 Hz, Hz), 3.95 (s, 2 H, CH.Cl),
3.29(qg, 2 H, 3/ = 6.7 Hz, Hy»), 2.10 (quin, 2 H, 3/ = 6.7 Hz, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 166.2 (CO), 153.3 (5), 137.7 (2’), 131.3 (7a), 129.1 (4a), 128.5 (4’), 128.2 (2),
127.8 (5%), 127.6 (3'), 112.9 (6), 109.9 (7), 104.5 (4), 101.3 (3), 70.9 (1"), 44.1 (1”), 42.5 (CHCI), 37.6
(3”), 29.6 (2”).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 356.1, Found: 357.0 [M+H]*, tg= 3.0 min.

Synthesis of (5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)-2-oxoacetate (FT88-FT103)

General procedure: To a solution of 5-benzyloxyindole (0.50 g, 1 eq., 2.2 mmol) in dry diethyl ether (8
mL), a solution of oxalyl chloride (1 eq.) in 2 mL of dry diethyl ether, was added dropwise at 0°C over
15 min. Reaction was allowed to warmup at room temperature and stirred for another 3 h. Then, a
nucleophilic solution (2 mL) was added and the solution was stirred under reflux for 30 min. Mixture

was cooled at room temperature and precipitate was filtrated and washed with water.

2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)-2-oxoacetic acid (FT103)

C17H13NO4 MW =295.29 g/mol  Mp =202 -204 °C
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FT103 was synthetized adding NaHCOs (1N) solution as nucleophilic solution and was obtained as an

orange solid.

Yield: 78%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6): 6 12.33 (brs, 1 H, H1),8.33 (d, 1 H, 3/ =3.4 Hz, H,), 7.76 (d, 1 H, /= 2.5
Hz, Ha), 7.49-7.32 (m, 6 H, H7345), 6.99 (dd, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, *J = 2.5 Hz, Hg), 5.14 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6): 5 181.1 (CO), 165.7 (CO0), 155.5 (5), 138.4 (2), 137.8 (13), 132.0 (7a),
128.9 (4a), 128.2 (4’), 128.1 (5"), 126.9 (3’), 114.3 (6), 114.0 (7), 112.6 (3), 105.1 (4), 70.1 (1’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 295.2, Found: 294.2 [M-H]", 296.1 [M+H]*, tz= 2.1 min.

Methyl 2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)-2-oxoacetate (FT88)

1

7 H
6 7a_N
3.1 5 )2
4l
0] 4 4a3 0
5 3
4' 0 OM

€ CisH1sNOs MW =309.32 g/mol  Mp =253-255"°C

FT88 was synthetized adding methanol as nucleophilic solution and was obtained as a brown solid.
Yield: 79%

H NMR (300 MHz, DMSO-d6): & 12.35 (brs, 1 H, H1), 8.36 (d, 1 H, 3/ =3.4 Hz, Hy), 7.75 (d, 1 H, 3/ = 2.4
Hz, Ha), 7.50 - 7.32 (m, 6 H, Haz #5), 7.00 (dd, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, J = 2.4 Hz, He), 5.14 (s, 2 H, Hy), 3.88 (s,
3H, CHs).

13C NMR (75 MHz, DMS0-d6): 179.0 (€CO), 164.5 (CO0), 155.7 (5), 138.8 (2), 137.8 (2’), 132.0 (7a),
128.9 (4a), 128.2 (4’), 128.1 (5’), 126.8 (3’), 114.5 (6), 114.0 (7), 112.7 (3), 105.1 (4), 70.1 (1”), 53.0
(CHs).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 309.1, Found: 308.2 [M-H];, 310.0 [M+H]*, tr= 2.8 min.

2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)ethanol (FT112)

General procedure: To a solution of FT88 (0.25 g, 1 eq., 0.81 mmol) in dry THF (7.5 mL), LiAlH4 (15 eq.)
was added slowly. Reaction was stirred under reflux for 5 h. Then, NaOH (1N) and water were added
and formed precipitate was filtrated and washed with ethyl acetate. Both phases were separated and
aqueous phase was washed three times with ethyl acetate. Aqueous phase was then acidified with HCI
(1N) to pH 5 and extracted with ethyl acetate (three times). Combined organic phases were dried over
MgSO, and solvent was removed under vacuum. FT112 was purified by column chromatography with

ethyl acetate : cyclohexane (60 : 40) as eluant and was obtained as a white solid.
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Ci7Hi7NO, MW =267.32g/mol  Mp=100-102 °C

Yield: 69%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 6 7.99 (brs, 1 H, Hy), 7.52 - 7.50 (m, 2 H, Hz), 7.44 - 7.28 (m, 4 H, H725),
7.18(d, 1 H,*J = 2.4 Hz, H4), 7.08 (m, 1 H, Hz), 6.98 (dd, 1 H, 3J = 8.7 Hz, ¥/ = 2.4 Hz, H¢), 5.14 (s, 2 H, Hy),
3.91(t, 2 H, 3/ = 6.0 Hz, Hz), 3.02 (t, 2 H, 3 = 6.2 Hz, H1»), 1.60 (brs, 1H, OH).

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 153.3 (5), 137.6 (2’), 131.8 (7a), 128.5 (4’), 127.8 (4a), 127.8 (5’), 127.6
(3"), 123.3 (2), 113.1(6), 112.1 (3), 111.9 (7), 102.5 (4), 71.0 (1), 62.6 (2”), 28.8 (1”).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 267.1, Found: 266.2 [M+H];, 268.1 [M+H]*, tr= 2.6 min.

4-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)butan-2-one (FT90)

General procedure: To a solution of 5-benzyloxyindole (0.50 g, 1 eq., 2.2 mmol) in dichloromethane (5
mL), InCls (10 mol%) and methyl vinyl ketone (1 eq.) were added. Mixture was stirred at room
temperature for 3 h. Then, water was added and solution was extracted with dichloromethane (three
times). Combined organic phases were washed with water and dried over MgSO,. Solvent was
removed under vacuum. Residue was purified by column chromatography with ethyl acetate :

cyclohexane (50 : 50) as eluant and was obtained as a pale yellow solid.

1" CiH1NO, MW =293.36 g/mol  Mp = 83— 85 °C

Yield: 70%

H NMR (300 MHz, CDCl3): 6 7.84 (brs, 1 H, Hy), 7.52 - 7.49 (m, 2 H, Hy), 7.43 - 7.33 (m, 3 H, Has), 7.26
(d, 1H,% =8.7 Hz, Hy), 7.12 (d, 1 H, *J = 2.4 Hz, Ha), 6.98 - 6.97 (m, 1 H, Hy), 6.95 (dd, 1 H, ¥/ = 8.7 Hz, ¥
= 2.4 Hz, Hg), 5.13 (s, 2 H, Hy), 3.04 - 2.99 (M, 2 H, Hz), 2.85 - 2.80 (m, 2 H, Hx), 2.15 (s, 3 H, Hr).

13C NMR (75 MHz, CDCl5): & 208.7 (CO), 153.1 (5), 137.7 (2’), 131.6 (7a), 128.5 (4’), 127.8 (5’), 127.6
(4a), 127.6 (3), 122.3 (2), 112.9 (2), 115.0 (3), 111.8 (7), 102.4 (4), 71.0 (1"), 43.9 (3”), 30.1 (2”"), 19.3
(111)'

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 293.1, Found: 294.1 [M+H]*, tg= 2.8 min.
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4-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)butan-2-ol (FT99)

General procedure: To a solution of FT90 (0.05 g, 1 eq., 0.17 mmol) in dry THF (2.5 mL), NaBH,4 (4 eq.)
and few drops of methanol were slowly added. Mixture was stirred at room temperature for 2 h.
Solvent was removed under vacuum and residue was diluted in ethyl acetate and washed with NaHCO;
(1N). Aqueous phase was acidified and extracted with ethyl acetate (three times). Combined organic

phases were dried over MgS0O,. Solvent was removed under vacuum and a white solid was obtained.

C19H21NO; MW =295.38 g/mol Mp=90-92°C

Yield: 93%

'H NMR (300 MHz, CDCl5): 6 7.86 (brs, 1 H, Hy), 7.52 - 7.50 (m, 2 H, Hz), 7.44 - 7.35 (m, 3 H, He 5"), 7.27
(d, 1H,3 =8.8Hz, Hy), 7.16 (d, 1 H, *J = 2.4 Hz, Hs), 7.01 - 7.00 (m, 1 H, H,), 6.96 (dd, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, *J
=2.4Hz, Hg), 5.15(s, 1 H, Hy), 3.93-3.86 (m, 1 H, H»), 2.93 - 2.76 (m, 2 H, H3~), 1.90 - 1.82 (m, 2H, Hy"),
1.36 (brd, 1 H, 3/ = 4.3 Hz, OH), 1.26 (d, 3 H, *J = 6.2 Hz, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 153.0 (5), 137.8 (2’), 131.7 (7a), 128.5 ('), 127.9 (4a), 127.7 (5"), 127.6 (3'),
122.0 (2), 116.0 (3), 112.8 (6), 111.8 (7), 102.6 (4), 71.0 (1’), 67.8 (2”), 39.3 (3”), 23.7 (4”), 21.5 (1”).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 295.2, Found: 296.1 [M+H]*, tz= 2.8 min.

(E)-3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)acrylonitrile (FT95)

General procedure: To a solution of cyanoacetic acid (1.7 eq.) in dioxane (4 mL), triethylamine (3.1 eq.)
was added. Solution was stirred at room temperature for 30 min. Then, 5-(benzyloxy)-1H-indole-3-
carbaldehyde (0.50 g, 1 eq., 1.99 mmol) and piperidine (2.2 eq.) were added and reaction mixture was
stirred under reflux for 18 h. Solvent was removed under vacuum and residue was diluted in ethyl
acetate and washed with water (three times). Organic phase was dried over MgS0O, and solvent was
removed under vacuum. Product was purified by column chromatography with ethyl acetate :

cyclohexane (5 : 95) as eluant and was obtained as a pale yellow solid.
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3 2
4l
2"
5'
4|
CN  CyH.N,0 MW =274.32 g/mol  Mp=89-91°C
Yield: 65%

H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.43 (brs, 1 H, Hy), 7.58 - 7.30 (m, 9 H, Ha,47,3"3.4,5), 7.05 (dd, 1 H, 3/ = 9.0
Hz, % = 2.4 Hz, He), 5.70 (d, 1 H, /) = 16.5 Hz, Hy») 5.17 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): & 154.9 (5), 143.7 (2”), 137.1 (2’), 132.0 (7a), 128.9 (2), 128.6 (4’), 128.0 (5’),
127.5 (3’), 125.3 (4a), 119.9 (CN), 114.2 (6), 113.3 (3), 112.6 (7), 104.0 (4), 90.2 (1”), 71.0 (1).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 274.1, Found: 275.1 [M+H]*, tg= 2.9 min.

Tert-butyl 5-(benzyloxy)-3-formyl-1H-indole-1-carboxylate (FT77)

General procedure: To a solution of 5-(benzyloxy)-1H-indole-3-carbaldehyde (0.50 g, 1 eq., 1.99
mmol), triethylamine (2 eq.) and DMAP (10 mol%) in dichloromethane (5 mL), Boc.O (1.1 eq.) was
slowly added at 0 °C. Mixture was allowed to warmup at room temperature and was stirred for 16 h.
Then, reaction was quenched with NaHCOs; (1N) and extracted with dichloromethane (three times).
Combined organic phases were dried over MgS0O, and solvent was removed under vacuum. Product
was purified by column chromatography ethyl acetate : cyclohexane (50 : 50) as eluant and was

obtained as a brown solid.

- )2
> 07 [ 4a ) 3
5' ~3 0
4 C21H21NO4 MW = 351.40 g/mol Mp=172-174"°C
Yield: 90%

H NMR (300 MHz, CDCls): & 10.08 (s, 1 H, CHO), 8.20 (s, 1 H, H,), 8.03 (d, 1 H, 3/ = 9.0 Hz, Hy), 7.90 (d,
1H,% =2.6 Hz, Ha), 7.51 - 7.33 (M, 5 H, Hy w5, 7.10 (dd, 1 H, 3/ = 9.0 Hz, *J = 2.6 Hz, He), 5.16 (s, 2 H,
Hy), 1.71 (s, 9 H, OtBu).
13C NMR (75 MHz, CDCl3): § 185.9 (CHO), 156.5 (5), 148.8 (CO0), 137.0 (2’), 136.8 (2), 130.7 (7a), 128.6
(4’), 128.0 (5%), 127.7 (3'), 127.0 (4a), 121.4 (3), 116.2 (6), 116.0 (7), 105.2 (4), 85.6 (OtBu), 70.1 (1’),
28.1 (OtBu).
LC-MS (ESI): m/z Calculated: 351.4, Found: 350.4 [M-H], 352.4 [M+H]*, tr= 3.67 min.

137



ANNEXE |: EXPERIMENTAL PART

(E)-tert-butyl 5-(benzyloxy)-3-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-1H-indole-1-carboxylate (FT86 and
FT262)

General procedure: To a solution of (2-alkoxy-2-oxoethyl)triphenylphosphonium (1 eq.) in dry toluene

(10 mL), NaHMDS (2 eq.) was added. Reaction mixture was stirred at room temperature for 1 h. Then,
FT77 (0.50 g, 1 eq., 1.42 mmol) was added and mixture was stirred under reflux for 16 h. Solvent was
removed under vacuum. Residue was diluted in ethyl acetate and washed three times with water.
Organic phase was dried over MgS0, and solvent was removed under vacuum. Residue was purified
by column chromatography with 100% dichloromethane as eluant and product was obtained as a

yellow oil.

C2sH27NOs MW = 421.49 g/mol

FT86 was synthetized from (2-ethoxy-2-oxoethyl)triphenylphosphonium bromide (0.60 g) and was
obtained as a yellow oil.

Yield: 58%

H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.10 (d, 1 H, 3/ = 9.0 Hz, Hy), 7.86 (s, 1 H, Ha), 7.83 (d, 1 H, 3/ = 16.0 Hz,
Hy), 7.54 - 7.51 (m, 2 H, Hz), 7.46 - 7.34 (m, 4 H, Haw ), 7.10 (dd, 1 H, 3/ = 9.0 Hz, *J = 2.4 Hz, He), 6.49
(d, 1H,3/=16.5 Hz, Hy~), 5.17 (s, 1 H, Hy), 4.32 (g, 2 H, 3 = 7.14 Hz, OCH,CHs), 1.70 (s, 9 H, OtBu), 1.40
(t, 3 H, 3 =7.17 Hz, OCH,CHs).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 6 167.4 (COOCH,CHs), 155.7 (5), 149.1 (COOtBu), 137.1 (2’), 136.4 (2”),
131.0 (7a), 129.1 (2), 128.8 (4a), 128.6 (4’), 128.0 (5’), 127.6 (3’), 117.1 (1””), 116.5 (3), 116.2 (6), 114.3
(7), 104.8 (4), 84.5 (COOtBu), 70.8 (1’), 60.4 (OCH,CHs), 28.1 (COOtBu), 14.4 (OCH,CHs).

(E)-tert-butyl 5-(benzyloxy)-3-(3-(tert-butoxy)-3-oxoprop-1-en-1-yl)-1H-indole-1-carboxylate (FT262)

%
Ca7H31NOs MW = 449.54 g/mol
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FT262 was synthetized from (2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)triphenylphosphonium bromide (0.65 g) and

was obtained as a yellow oil.

Yield: 68%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): § 8.12 (d, 1 H, 3/ =9.0 Hz, Hy), 7.84 (s, 1 H, H,), 7.75 (d, 1 H, 3/ = 16.3 Hz,
Hz"), 7.54 = 7.37 (m, 6 H, Haz25), 7.10 (dd, 1 H, 3/ = 9.0 Hz, *J = 2.4 Hz, Hg), 6.44 (d, 1 H, 3/ = 16.3 Hz,
Hy»), 5.17 (s, 2 H, Hy), 1.71 (s, 9 H, OtBu), 1.61 (s, 9 H, OtBu).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 6§ 166.8 (COOtBu), 155.6 (5), 149.1 (COOtBu), 137.1 (2’), 135.3 (2”), 131.0
(7a), 128.9 (4a), 128.8 (2), 128.7 (4’), 128.0 (5°), 127.6 (3’), 119.1 (1”), 116.6 (3), 116.2 (7), 114.2 (6),
104.9 (4), 84.4 (COOtBu), 80.4 (COOtBu), 70.8 (1’), 28.3 (COOtBu), 28.2 (COOtBu).

(E)-ethyl 3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)acrylate (FT196)

General procedure: To a solution of FT86 (0.30 g, 1 eq., 0.71 mmol) in dichloromethane (2 mL),
trifluoroacetic acid (5 eq.) was added. Mixture was stirred for 6 h and then quenched with 1N NaHCO3
solution. Solution was extracted with dichloromethane (3 times) and the organic layer was dried over

MgSO, and solvent was removed under vacuum. Product was obtained as a brown solid.

A
4l
5' 3
4 0
\\ C0H19NO3 MW =321.37 g/mol Mp =93 -95 °C
Yield: 99%

H NMR (300 MHz, CDCls): & 8.80 (brs, 1 H, Hy), 7.91 (d, 1 H, 3/ = 16.1 Hz, Hy), 7.54 - 7.51 (m, 2 H, Hz),
7.46-7.33 (m, 4 H, Hyes), 7.28 - 7.22 (M, 2 H, Ha4), 6.99 (dd, 1H, 3/ = 8.9 Hz, “J = 2.2 Hz, He), 6.37 (d, 1
H, %) = 16.2 Hz, Hy), 5.13 (s, 2 H, Hy), 4.32 (q, 2 H, 3 = 7.0 Hz, OCH,CHs), 1.40 (t, 3 H, 3/ = 7.2 Hz,
OCH,CHs).

13C NMR (75 MHz, CDCls): & 168.6 (CO), 154.6 (5), 138.5 (2’), 137.4 (2”), 132.3 (7a), 129.7 (4a), 128.9
(2), 128.6 ('), 128.0 (5"), 127.7 (3’), 125.9 (1”), 113.7 (6), 113.2 (3), 112.6 (7), 104.3 (4), 71.0 (1’), 60.2
(OCH,CHs), 14.5 (OCH,CHs).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 321.1, Found: 320.2 [M-HT, 322.1 [M+H]*, tr= 3.1 min.
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(E)-3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)acrylic acid (FT265)

General procedure: To a solution of FT262 (0.30 g, 1 eq., 0.85 mmol) in dichloromethane (7.5 mL),
trifluoroacetic acid (15 eq.) was added. Mixture was stirred for 6 h and then quenched with 1N NaHCO3
solution. Solution was extracted with dichloromethane (3 times). Aqueous solution was acidified with
HCI 1N solution up to pH 3 and was extracted with dichloromethane (3 times). The organic layer was
dried over MgSO. and solvent was removed under vacuum. Residue was purified by column
chromatography dichloromethane : methanol (90 : 10) as eluant and product was obtained as a white

solid.

CisH1sNO3 MW =293.32 g/mol Mp =168 — 170 °C

Yield: 88%

H NMR (300 MHz, Methanol-d4): & 7.92 (d, 1 H, 3/ = 16.0 Hz, Hz+), 7.63(s, 1 H, H2), 7.53 - 7.50 (m, 2 H,
Hy), 7.43-7.30 (m, 5 H, Ha745), 6.98 (dd, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, 4/ = 2.4 Hz, He), 6.29 (d, 1 H, 3/ = 16.0 Hz, Hy»),
5.16 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, Methanol-d4): § 170.9 (COO), 154.3 (5), 139.8 (2”), 137.8 (2’), 133.0 (7a), 130.8 (2),
128.1 (4'), 127.4 (5"), 127.3 (3’), 125.8 (4a), 113.0 (6), 112.4 (7), 112.2 (3), 110.6 (1”), 103.6 (4), 70.6
(1°).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 293.1, Found: 292.1 [M-H];, 294.0 [M+H]*, tr= 2.6 min.

Synthesis of (x-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzoic acids (FT117, FT118, FT189, FT214, FT216, FT218

.FT220, FT222, FT223, FT231 et FT232)

General procedure: To a solution of x-benzyloxyindole derivative (1 eq.) in DMF (1 mL), K.COs (1 eq.),
iodobenzoic acid (0.1 g, 0.9 eq., 0.40 mmol) and Cu (7 mol%) were added. Reaction was stirred under
reflux for 18 h and was cooled at room temperature. Mixture was filtered through celite, quenched
with NaHCOs (1N) and extracted three times with ethyl acetate. Aqueous phase was acidified with HCI
solution (1N) and extracted with ethyl acetate (three times). Combined organic phases was dried over
MgS0, and solvent was removed under vacuum. Residues were purified by HPLC (55 min, from 60%

acetonitrile - 40% milli-Q water to 100% of acetonitrile).
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2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)- benzoic acid (FT117)

C2H17NOs MW = 343.38 g/mol Mp=110-112"°C
FT117 was synthetized from 2-iodobenzoic acid and 5-benzyloxyindole (0.10 g) and was obtained as a
green solid.

Yield: 55 %

'H NMR (300 MHz, CDCl5): 6 8.07 (dd, 1 H,3/=7.5Hz,*/=1.6 Hz, He), 7.70 (td, 1 H, 3/ =7.6 Hz,*/= 1.6
Hz, Hav), 7.53 - 7.47 (m, 4 H, Hy 3»5), 7.44 - 7.32 (m, 3 H, Hes), 7.23 (d, 1 H, % = 2.4 Hz, Ha), 7.17 (d, 1
H, 3 = 3.2 Hz, Ha), 7.09 (d, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, H7), 6.93 (dd, 1 H, 3/ = 8.8 Hz, *J = 2.4 Hz, Hs), 6.60 (dd, 1 H,
3)=3.2 Hz, 5/ = 0.7 Hz, Hs), 5.13 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 169.8 (COOH), 153.7 (5), 139.4 (2”), 137.7 (2’), 133.6 (4”), 132.6 (7a), 132.1
(6”), 129.6 (5”), 129.3 (4a), 128.7 (2), 128.5 (4’), 127.8 (5’), 127.5 (3”), 127.5 (3"), 127.3 (1”), 113.1 (6),
110.7 (7), 104.3 (4), 103.3 (3), 70.9 (1’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 343.1, Found: 342.3 [M-H], 344.2 [M+H]*, tr= 3.0 min.

3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)-m-benzoic acid (FT118)

CyoH17NO; MW = 343.38 g/mol Mp =139-141"°C
FT118 was synthetized from 3-iodobenzoic acid and 5-benzyloxyindole (0.10 g) and was obtained as a
pink solid.

Yield: 52%

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.26 (t, 1 H, *J = 1.8 Hz, H»"), 8.10 (dt, 1 H, 3/ =7.9 Hz, /= 1.7 Hz, *J = 1.1
Hz, He»), 7.79 (ddd, 1 H, 3/ = 7.9 Hz, *J = 1.8 Hz, */ = 1.1 Hz, Hs»), 7.65 (t, 1 H, 3J = 7.9 Hz, Hs), 7.53 - 7.50
(m,3H,Hy3),7.45-7.35(m, 4 H, Haw,s), 7.25 (d, 1 H, %/ = 2.5 Hz, Ha), 7.02 (dd, 1 H, 3/ = 9.0 Hz, %/ = 2.5
Hz, Hg), 6.66 (dd, 1 H, 3/ =3.2 Hz, °J = 0.7 Hz, H3), 5.17 (s, 2 H, Hy).
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13C NMR (75 MHz, CDCls): 169.7 (COOH), 154.0 (5), 140.3 (3”), 137.5 (2’), 131.0 (7a), 130.8 (1”), 130.1
(4a), 129.9 (5”), 128.9 (4”), 128.6 (4’), 128.1 (2), 127.8 (5’), 127.7 (6”), 127.5 (3’), 125.3 (2”), 113.5 (6),
111.1(7), 104.6 (4), 104.1 (3), 70.9 (1’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 343.1, Found: 342.3 [M-H], 344.2 [M+H]*, tr= 3.1 min.

4-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)-p-benzoic acid (FT189)

COOH

4 C»HuNOs MW = 343.38 g/mol Mp = 162 —
164 °C
FT189 was synthetized from 4-iodobenzoic acid and 5-benzyloxyindole (0.10 g) and was obtained as a
brown solid.
Yield: 18%
4 NMR (300 MHz, CO(CD3),): 6 8.23 (m, 2 H, Hz), 7.75 (m, 2 H, Hs), 7.65 (d, 1 H, 3/ = 9.0 Hz, H7), 7.62
(d, 1H, 3% =3.3Hz, Hy), 7-54-7.33 (m,5H, Hy,#,5), 7.29 (d, 1 H, J = 2.5 Hz, Ha), 7.00 (dd, 1 H, >/ = 9.0
Hz, %) = 2.5 Hz, He), 6.67 (dd, 1 H, 3/ = 3.3 Hz, 5/ = 0.7 Hz, Hs), 5.18 (s, 2 H, Hy).
13C NMR (75 MHz, CO(CDs);): 169.3 (COOH), 154.1 (5), 143.7 (4”), 138.0 (2’), 131.3 (7a), 131.3 (2”),
130.8 (4a), 128.3 (2), 128.2 (4’), 127.6 (5’), 127.5 (1”), 127.5 (3’), 122.7 (3”), 113.2 (6), 111.4 (7), 104.6
(3), 104.5 (4), 70.1 (1’).
LC-MS (ESI): m/z Calculated: 343.1, Found: 342.1 [M-H], 344.1 [M+H]*, tr= 3.1 min.

3-(4-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzoic acid (FT214)

5" 6“
COOH
4" 1"
7 3"2||
N
A 5 /2
4' 2' g O

¢ o1 CHuNO; MW =343.38 g/mol  Mp = 137 — 139 °C

FT214 was synthetized from 3-iodobenzoic acid and 4-benzyloxyindole (0.10 g) and was obtained as a

brown solid.
Yield: 48%
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'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.29 (t, 1 H, ¥/ = 2.0 Hz, H2), 8.12 (dt, 1 H, 3/ = 7.9 Hz, %/ = 2.0 Hz, He-), 7.81
(ddd, 1 H,3/ =7.9 Hz,"J =2.0 Hz, *J = 0.9 Hz, H), 7.66 (t, 1 H, ) = 7.9 Hz, Hs»), 7.57 = 7.55 (m, 2 H, Hz),
7.47-7.37(m,3 H, Heg), 7.32(d, 1 H, > =3.3 Hz, H), 7.24 = 7.15 (m, 2 H, Hs6), 6.93 (dd, 1 H, 3/ =3.3
Hz, °J = 0.5 Hz, H3), 6.70 (dd, 1 H, 3/ = 7.4 Hz, *J = 1.1 Hz, Hy), 5.30 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (300 MHz, CDCls): 170.8 (COOH), 152.7 (4), 140.4 (3”), 137.5 (7a), 137.2 (2’), 130.8 (1”), 129.9
(5”), 129.4 (6”), 128.5 (4’), 128.0 (4”), 127.8 (5), 127.3 (3), 126.2 (2), 125.7 (2”), 123.6 (6), 120.4 (4a),
103.9 (5), 102.6 (7), 101.9 (3), 70.1 (1’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 343.1, Found: 342.1 [M-H]", 344.0 [M+H]*, tz= 3.1 min.

3-(6-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzoic acid (FT216)

6"

C22H17NO3 MW =343.38 g/mol Mp =134-136 °C

FT216 was synthetized from 3-iodobenzoic acid and 6-benzyloxyindole (0.10 g) and was obtained as a
brown solid.

Yield: 52%

'H NMR (300 MHz, CDCl5): § 8.27 (t, 1 H, *J = 2.2 Hz, Hy»), 8.14 (dt, 1 H, 3/ = 7.8 Hz, *J = 2.2 Hz, He"), 7.74
(ddd, 1 H, 3/ =8.0 Hz, ¥/ = 2.2 Hz, *J = 1.1 Hz, Ha), 7.66 (t, 1 H, 3/ = 8.0 Hz, Hs), 7.61 (d, 1 H, 3/ = 8.6 Hz,
Hs), 7.50 — 7.47 (m, 2 H, Hy), 7.44 — 7.35 (m, 3 H, Ha,s), 7.29 (d, 1 H, 3/ = 3.4 Hz, Ha), 7.16 (d, 1 H, %/ =
2.2 Hz, Hy), 6.99 (dd, 1 H, 3/ = 8.6 Hz, *J = 2.2 Hz, Hs), 6.69 (dd, 1 H, 3/ = 3.4 Hz, °J = 0.6 Hz, H3), 5.12 (s,
2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): 171.3 (COOH), 156.1 (6), 140.3 (3”), 137.3 (7a), 136.4 (2’), 131.0 (1”), 130.0
(5”),129.2 (6”), 128.6 (4’), 127.9 (5’), 127.9 (4”), 127.6 (3’), 126.8 (2), 125.6 (2”), 123.9 (4a), 121.8 (4),
111.1 (5), 104.3 (3), 95.7 (7), 70.7 (1°).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 343.1, Found: 342.1 [M-H], 344.0 [M+H]*, tr= 3.1 min.
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2-(4-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzoic acid (FT218)

4" 5
6“

3“ 1ll
7 L L]
] N 2" COOH
4 /2

4| 2' O

FT218 was synthetized from 2-iodobenzoic acid and 4-benzyloxyindole (0.10 g) and was obtained as a

C22H17NOs MW =343.38 g/mol Mp=115-117"°C

brown solid.

Yield: 41%

'H NMR (300 MHz, CDCl5): 6 8.08 (dd, 1 H,3/=7.7 Hz,*J = 1.5 Hz, He), 7.70 (td, 1 H, 3/ =7.8 Hz,*/ = 1.5
Hz, Ha), 7.57 = 7.34 (m, 7H, Hy w5 3v57), 7.12 (d, 1 H, 3/ = 3.3 Hz, H2), 7.08 (t, 1 H, 3/ = 8.2 Hz, Hs), 6.86
(dd, 1 H,3/=3.3 Hz, %/ = 0.6 Hz, Hs), 6.81 (d, 1 H, 3/ = 8.2 Hz, Hs), 6.65 (d, 1 H, 3/ = 7.8, H, H3), 5.27 (s, 2
H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 170.2 (COOH), 152.5 (4), 139.4 (2”), 138.7 (7a), 137.6 (2’), 133.6 (4”), 132.1
(6”), 128.9 (17), 128.5 (&4'), 127.7 (5”), 127.7 (5), 127.5 (2), 127.4 (3’), 127.4 (3”), 123.2 (6), 119.7 (4a),
103.6 (5), 101.8 (7), 101.1 (3), 70.0 (1).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 343.1, Found: 342.1 [M-H], 344.0 [M+H]*, tr= 3.0 min.

2-(6-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzoic acid (FT220)

4" 5 6“
4I L1]
5" 3 3 " 1"
| o 7 N COOH
4 T2
31 /)2
5 4
4 %2 3

C22H17NOs MW =343.38g/mol Mp=111-113°C
FT220 was synthetized from 2-iodobenzoic acid and 6-benzyloxyindole (0.10 g) and was obtained as a
brown solid.

Yield: 47%

H NMR (300 MHz, CDCls): 8.08 (dd, 1 H, 3/ = 7.8 Hz, ¥/ = 1.4 Hz, He»), 7.69 (td, 1 H, 3/ = 7.9 Hz, Y = 1.4
Hz, Har), 7.57 (d, 1 H, ) = 8.6 Hz, Ha), 7.51 (td, 1 H, 3/ = 7.8 Hz, % = 1.1 Hz, Hs), 7.46 (dd, 1 H, 3/ = 7.9 Hz,
4)=1.1Hz, Hy), 7.41 - 7.28 (M, 5 H, Hyws), 7.09 (d, 1 H, 3 = 3.3 Hz, H,), 6.93 (dd, 1 H, 3/ = 8.6 Hz, %/ =
2.0 Hz, Hs), 6.77 (d, 1 H, *J = 2.0 Hz, H5), 6.61 (dd, 1 H, 3/ = 3.3 Hz, %) = 0.8 Hz, H3), 5.01 (s, 2 H, Hy).
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13C NMR (75 MHz, CDCl5): 170.7 (COOH), 155.9 (6), 139.3 (2”), 137.8 (7a), 137.3 (2’), 133.7 (4”), 132.1
(6”),128.7 (3"”),128.5 (4), 128.1 (2), 127.8 (5), 127.7 (3'), 127.6 (5"), 127.6 (2), 127.3 (1"), 123.2 (4a),
121.6 (4), 110.8 (5), 103.5 (3), 95.1 (7), 70.6 (1’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 343.1, Found: 342.1 [M-H]’, 344.0 [M+H]", tr= 3.0 min.

4-(4-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzoic acid (FT222)

COOH

C22H17NOs MW = 343.38 g/mol Mp =162 - 164 °C
FT222 was synthetized from 4-iodobenzoic acid and 4-benzyloxyindole (0.10 g) and was obtained as a
brown solid.

Yield: 25%

'H NMR (300 MHz, CO(CDs),): 8.26 — 8.23 (m, 2 H, Hy»), 7.77 = 7.74 (m, 2 H, Hs»), 7.58 (d, 1 H, 3/ = 7.3
Hz, Hy), 7.55 (d, 1 H, 3/ = 3.4 Hz, H,), 7.43 — 7.30 (M, 5 H, Hz#,5), 7.17 (t, 1 H, 3/ = 7.8 Hz, He), 6.86 (dd,
1H,3/=3.4Hz 5/ =0.6 Hz, H3), 6.78 (d, 1 H, 3J = 7.8 Hz, Hs), 5.31 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CO(CDs),): 166.1 (COOH), 152.6 (4), 143.6 (4”), 137.8 (7a), 136.8 (2’), 131.3 (2”),
128.4 (4'), 128.1 (1”), 127.7 (5’), 127.4 (3’), 126.3 (2), 123.7 (6), 123.2 (3”), 120.7 (4a), 104.0 (7), 102.4
(3), 102.0 (5), 69.6 (1’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 343.1, Found: 342.2 [M-H]’, 344.0 [M+H]", tr= 3.1 min.

4-(6-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzoic acid (FT223)

C2;H17NO3 MW = 343.38 g/mol Mp=161-163"°C

FT223 was synthetized from 4-iodobenzoic acid and 6-benzyloxyindole (0.10 g) and was obtained as a

brown solid.

Yield: 38%

145



ANNEXE |: EXPERIMENTAL PART

H NMR (300 MHz, CDCl3): 6 8.30 — 8.27 (m, 2 H, Hy), 7.61 — 7.58 (m, 3 H, Ha3*), 7.51 — 7.36 (m, 5 H,
Hsyws), 7.31(d, 1H, 3 =3.3 Hz, Hy), 7.23 (d, 1 H, ¥/ = 2.2 Hz, Hy), 6.99 (dd, 1 H, /) = 8.6 Hz, J = 2.2 Hz,
Hs), 6.69 (dd, 1 H, 3/ = 3.3 Hz, 5/ = 0.7 Hz, Hs), 5.14 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 171.1 (COOH), 156.1 (6), 144.6 (4”), 137.2 (2’), 136.0 (7a), 132.0 (2”), 128.6
(4’), 128.0 (5'), 127.5 (3'), 126.5 (2), 126.3 (1”), 124.2 (4a), 123.1 (3”), 121.9 (4), 111.4 (5), 105.1 (3),
96.3 (7), 70.7 (1’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 343.1, Found: 342.2 [M-H], 344.1 [M+H]*, ts= 3.1 min.

3-(5-(benzyloxy)-3-(3-oxobutyl)-1H-indol-1-yl)benzoic acid (FT231)

Co6H23NO4 MW = 413.47 g/mol Mp =132 -134°C
The product FT231 was synthetized from 3-iodobenzoic acid and 4-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-yl)butan-
2-one (0.13 g) and was obtained as a grey solid.

Yield: 44 %

H NMR (300 MHz, CDCls): § 8.23 (dd, 1 H, % = 2.19 Hz, *J = 1.75 Hz, H2+), 8.07 (ddd, 1 H, *) = 7.74 Hz, 4
=1.75Hz, % = 1.11 Hz, He), 7.74 (ddd, 1 H, 3/ = 7.85 Hz, “/ = 2.19 Hz , %) = 1.11 Hz, Ha), 7.61 (dd, 1 H, ¥/
= 7.85 Hz, 3 = 7.74 Hz, Hs»), 7.55 — 7.36 (m, 6H, Hy345), 7.20 — 7.19 (m, 2H, Hz4), 7.02 (dd, 1 H, 3/ =
8.87 Hz, %) = 2.37 Hz, He), 5.19 (s, 2 H, Hy), 3.09 (t, 2 H, 3/ = 7.24 Hz, Hz~), 2.91 (t, 2 H, 3 = 7.24 Hz, Ha»),
2.23 (s, 3 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 209.1 (2”*), 170.9 (COOH), 153.7 (5), 140.2 (3”), 137.5 (2’), 131.2 (7a), 131.0
(1”),129.9 (5”), 129.5 (4a), 128.6 (4’), 128.5 (4”), 127.9 (5’), 127.6 (3’), 127.4 (6”), 125.5 (2), 124.9 (2”),
116.7 (3), 113.4 (6), 111.3 (7), 102.9 (4), 71.0 (1’), 43.7 (3"”"), 30.1 (1), 19.1 (4"”).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 413.2, Found: 412.2 [M-HT;, 414.1 [M+H]*, tr= 3.0 min.
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(E)-3-(5-(benzyloxy)-3-(2-cyanovinyl)-1H-indol-1-yl)benzoic acid (FT232)

6“

y COOH
4" 1“
" 2"
7 7 N3

CasH1sN,03 MW = 394.42 g/mol Mp=151-153°C
The product FT232 was synthetized from 3-iodobenzoic acid and (E)-3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-3-
yl)acrylonitrile (0.12 g) and was obtained as a green solid.

Yield: 45 %

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 8.23 (dd, 1 H, %/ = 1.75 Hz, *J = 1.59 Hz, H»»), 8.19 (ddd, 1 H, 3/ =7.78 Hz, *J
=1.75 Hz, *J = 1.39 Hz, He~), 7.77 (ddd, 1 H, 3/ = 8.01 Hz, ¥/ = 1.59 Hz, *J = 1.39 Hz, Hs»), 7.70 (dd, 1 H, *J
=8.01 Hz, 3/ =7.78 Hz, Hs»), 7.60 (s, 1 H, Hz), 7.58 (d, 1 H, 3/ = 16.71 Hz, Hy»), 7.53 — 7.51 (m, 2 H, H3),
7.47 = 7.37 (m, 4 H, Hya), 7.34 (d, 1 H,%J = 2.42 Hz, Ha), 7.09 (dd, 1 H, 3/ = 9.04 Hz, *J = 2.42 Hz, He),
5.78 (d, 1 H, 3/ = 16. 71 Hz, Hz~), 5.20 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 168.9 (COOH), 155.4 (5), 142.9 (3"”’), 138.8 (3”), 137.0(2’), 132.3 (7a), 131.0
(1”),130.3 (5”), 129.3 (4a), 129.2 (4”), 128.7 (4’), 128.6 (6”), 128.1 (5), 127.5 (3’), 126.9 (2”), 125.8 (2),
119.6 (1"), 114.6 (6), 114.1 (3), 112.0(7), 104.2 (4), 91.3 (2"”"), 71.0 (1’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 394.1, Found: 393.1 [M-H]’, 395.0 [M+H]", tr= 3.0 min.

Synthesis of 5-(benzyloxy)-1-phenyl-1H-indole (FT278, FT282, FT288, FT289, FT300, FT301, FT303,

FT304, FT306, FT309, FT319, FT320, FT321 and FT324)

General procedure: To a solution of 5-benzyloxyindole (1 eq.) in DMF (1 mL), K,COs (1 eq.),
iodobenzene derivative (0.9 eq., 0.40 mmol) and Cu (7 mol%) were added. Reaction was stirred under
reflux for 18 h and was cooled at room temperature. Mixture was filtered through celite, diluted in
water (50 mL) and extracted three times with ethyl acetate. Combined organic phases was washed
with brine (3 x 15 mL), dried over MgS0, and solvent was removed under vacuum. Residue was purified

by column chromatography with ethyl acetate : cyclohexane (2 : 98) as eluant.
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5-(benzyloxy)-1-phenyl-1H-indole (FT278)

C21H17NO MW =299.37 g/mol Mp =99 - 101°C
FT278 was synthetized from iodobenzene (0.05 mL) and was obtained as an orange solid.
Yield: 80%

H NMR (300 MHz, CDCls): 6 7.57 — 7.39 (m, 10 H, Hy w527 374+), 7.39 (d, 1 H, 3/ = 3.2 Hz, Ha), 7.31 (d, 1
H, % = 2.4 Hz, Ha), 7.06 (dd, 1 H, *J = 8.9 Hz, *J = 2.4 Hz, Hs), 6.68 (dd, 1 H, 3/ = 3.2 Hz, 5/ = 0.8 Hz, Hs),
5.21 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 153.8 (5), 140.0 (1”), 137.7 (2’), 131.3 (7a), 129.9 (4a), 129.7 (3”), 128.6 (4’),
128.5(2), 127.9 (5’), 127.6 (3’), 126.3 (4”), 124.1 (2”), 113.3 (6), 111.4 (7), 104.4 (4), 103.4 (3), 70.9 (1’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 299.1, Found: 300.0 [M+H]*, tg= 3.7 min.

Ethyl 3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzoate (FT282)

6 N
31 )2
4©2.ﬁo 574 3
5N 3

4 CaH2NOs MW = 371.43 g/mol

FT282 was synthetized from ethyl 3-iodobenzoate (0.07 mL) and was obtained as a green oil.

Yield: 74%

'H NMR (300 MHz, CDCl5): 6 8.20 (t, 1 H, / = 2.2 Hz, H»), 8.05 (dt, 1 H, 3/ = 7.6 Hz, *J = 2.2 Hz, Hg"), 7.72
(ddd, 1 H, 3/ =8.0 Hz, ¥/ = 2.2 Hz, *J = 1.2 Hz, Hs), 7.61 (t, 1 H, *J = 8.0 Hz, Hs»), 7.54 — 7.36 (m, 7 H,
H2735), 7.26 (d, 1 H, *J = 2.4 Hz, H4), 7.02 (dd, 1 H, 3/ = 9.0 Hz, % = 2.4 Hz, He), 6.66 (dd, 1 H, 3/ = 3.3
Hz, %/ =0.7 Hz, H3), 5.17 (s, 2 H, Hy), 4.45 (g, 2 H,3/ = 7.1 Hz, OCH,CH3), 1.45 (t, 3 H, 3/ = 7.1 Hz, OCH,CH3).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 165.9 (COO), 153.9 (5), 140.1 (3”), 137.6 (2’), 132.2 (7a), 131.1 (1”), 130.0
(4a), 129.7 (5”), 128.6 (4’), 128.2 (5’), 128.1 (4”), 127.8 (2), 127.5 (3’), 127.2 (6”), 124.9 (2”), 113.5 (6),
111.1(7), 104.5 (4), 103.9 (3), 70.8 (1’), 61.4 (OCH,CHs), 14.4 (OCH,CH3).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 371.2, Found: 372.0 [M+H]*, tg= 3.8 min
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Ethyl 2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzoate (FT288)

5"
4" 6"
3" - T .
6 7 N 2 "
4©{\O 5,42 3
5' 3'
ol C24H21NO3 MW = 371.43 g/mol

FT288 was synthetized from ethyl 2-iodobenzoate (0.11 g) and was obtained as a yellow oil.

Yield: 71%

H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.03 (dd, 1 H, 3/ = 7.6 Hz, J = 1.4 Hz, He»), 7.67 (td, 1 H, 3/ = 7.6 Hz, ¥/ = 1.7
Hz, Ha), 7.56 — 7.34 (m, 7 H, Hy,a53757), 7.27 (d, 1 H, *J = 2.4 Hz, Ha), 7.24 (d, 1 H, 3/ = 3.2 Hz, H,), 7.11
(d, 1 H,3/=8.9Hz, Hy), 6.97 (dd, 1 H, 3/ =8.9 Hz, *J = 2.4 Hz, He), 6.65 (dd, 1 H, 3/ =3.2 Hz, °J = 0.8 Hz,
Hs), 5.18 (s, 2 H, Hy), 3.99 (q, 2 H, 3/ = 7.1 Hz, OCH,CH3), 0.83 (t, 3 H, 3/ = 7.1 Hz, OCH,CHs).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 166.6 (COO0), 153.6 (5), 138.7 (2”), 137.7 (2’), 133.0 (7a), 132.7 (4”), 131.3
(6”), 129.6 (1”), 129.4 (5”), 129.1 (4a), 128.5 (2), 128.5 (4’), 127.8 (5’), 127.6 (3”), 127.6 (3’), 113.1 (6),
110.7 (7), 104.4 (4), 102.9 (3), 70.9 (1’), 61.4 (OCH>CHs), 13.5 (OCH,CHs).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 371.2, Found: 372.0 [M+H]*, tg= 3.6 min.

Ethyl 4-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzoate (FT289)

C24H21NO3 MW =371.43 g/mol

FT289 was synthetized from ethyl 4-iodobenzoate (0.07 mL) and was obtained as a green oil.

Yield: 69%

'H NMR (300 MHz, CDCl;): § 8.24 —8.21 (m, 2 H, H"), 7.60—7.36 (m, 9 H, H27,3:.4,5,3%), 7.25 (d, 1 H, ¥ =
2.4 Hz, Ha), 7.03 (dd, 1 H, 3/ =9.0 Hz, % = 2.4 Hz, He), 6.67 (dd, 1 H, 3/ = 3.2 Hz, °J = 0.7 Hz, Hs), 5.17 (s,
2 H, Hy), 4.46 (g, 2 H, 3/ = 7.0 Hz, OCH,CH3), 0.83 (t, 3 H, 3/ = 7.0 Hz, OCH,CH3).

149



ANNEXE |: EXPERIMENTAL PART

13C NMR (75 MHz, CDCl;): 166.0 (COO), 154.1 (5), 143.7 (4”), 137.5 (2’), 131.3 (2”), 130.7 (7a), 130.4
(1”), 128.6 (4’), 127.9 (2), 127.9 (5°), 127.8 (4a), 127.5 (3'), 122.8 (3”), 113.5 (6), 111.5 (7), 104.7 (4),
104.6 (3), 70.8 (1’), 61.2 (OCH2CH3), 14.4 (OCH2CH;3).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 371.2, Found: 372.0 [M+H]*, tg= 3.8 min.

5-(benzyloxy)-1-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-indole (FT300)

4“

6“ 3"
7 1" 2“

CxH16FsNO MW = 367.36 g/mol Mp = 112 -
114°C

FT300 was synthetized from 1-iodo-3-(trifluoromethyl)benzene (0.06 mL) and was obtained as an
orange solid.

Yield: 65 %

'H NMR (300 MHz, CDCls): § 7.85 (m, 1 H, Hy), 7.75—7.66 (M, 3 H, Ha5767), 7.60 — 7.42 (M, 6 H, H7,3.4 %),
7.38(d, 1 H,3/=3.3 Hz, Ha), 7.33 (d, 1 H, %) = 2.4 Hz, Ha), 7.11 (dd, 1 H, 3/ = 9.0 Hz, / = 2.4 Hz, He), 6.73
(dd, 1 H, 3 =3.3 Hz, %/ = 0.7 Hz, Hs), 5.23 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCl): 154.1 (5), 140.5 (1”), 137.6 (2’), 132.3 (q, 2= 32.6 Hz, 3”), 131.0 (7a), 130.4

(5”), 130.3 (4a), 128.6 (4’), 128.1(2), 127.9 (5’), 127.6 (3’), 127.0 (6”), 123.9 (q, L= 272.8 Hz, CFs), 122.8
(g, 3J= 3.6 Hz, 4”), 120.6 (q, *)= 3.5 Hz, 2”), 113.7 (6), 111.1 (7), 104.7 (4), 104.5 (3), 70.8 (1").

19F NMR (282 Hz, CDCls): -63.2 (s).
LC-MS (ESI): m/z Calculated: 367.1, Found: 368.0 [M+H]*, tg= 3.8 min.

3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzonitrile (FT301)

C22H16N20 MW = 324.38 g/mol
FT301 was synthetized from 3-iodo-benzonitrile (0.09 g) and was obtained as a yellow oil.

Yield: 59 %
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'H NMR (300 MHz, CDCls5): 6§ 7.79 — 7.73 (m, 2 H, Ha»57), 7.63 = 7.61 (m, 2 H, Ha»g»), 7.55 - 7.38 (m, 6 H,
H73,25), 7.30 (d, 1 H, 3/ =3.3 Hz, Hz), 7.27 (d, 1 H, %/ = 2.4 Hz, H4), 7.04 (dd, 1 H, 3/ = 9.0 Hz, */ = 2.4 Hz,
He), 6.69 (dd, 1 H, 3/ =3.3 Hz, °J = 0.7 Hz, Hs), 5.17 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 154.2 (5), 140.7 (3”), 137.5 (2’), 130.7 (5”), 130.7 (7a), 130.4 (4a), 129.4 (4”),
128.6 (4’),127.9 (2), 127.9 (6”), 127.8 (5’), 127.6 (3’), 126.8 (2”), 118.1 (CN), 113.9 (1”), 113.8 (6), 110.9
(7), 105.0 (4), 104.8 (3), 70.8 (1’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 324.1, Found: 325.0 [M+H]*, tg= 3.5 min.

5-(benzyloxy)-1-(3-fluorophenyl)-1H-indole (FT303)

5" 4"
F
6" 3"
2"
7 (1]
6 N
3 )2
47 2 05 44a 3
5' 3'
4l

C21H16FNO MW = 317.36 g/mol

FT303 was synthetized from 1-iodo-3-fluorobenzene (0.05 mL) and was obtained as a brown oil.
Yield: 75 %

4 NMR (500 MHz, CDCls): § 7.54 — 7.47 (m, 4 H, H7357), 7.45 —7.35 (m, 3 H, Ha,Hx), 7.33 (d, 1 H, 3/ =
3.2 Hz, Hy),7.33-7.31(m, 1 H, He»), 7.27 — 7.25 (m, 1 H, Hy»), 7.24 (d, 1 H, %/ = 2.3 Hz, Hy), 7.07 (m, 1
H, He), 7.02 (dd, 1 H, 3/ =9.0 Hz, %/ = 2.3 Hz, He), 6.64 (dd, 1 H, 3/ = 3.2 Hz, ®J = 0.7 Hz, H3), 5.17 (s, 2 H,
Hy).

13C NMR (125 MHz, CDCl5): 163.3 (d, 2= 247.5 Hz, 3”), 154.0 (5), 141.4 (d, 3J= 10.0 Hz, 1”), 137.6 (2'),
130.9 (d, %= 9.0 Hz, 5”), 130.9 (7a), 130.1 (4a), 128.6 (4’), 128.1 (2), 127.9 (5’), 127.6 (3"), 119.4 (d, Y=
3.0 Hz, 6”), 113.5 (6), 113.1 (d, 2= 20.9 Hz, 4”), 111.3 (7), 111.1 (d, &= 24.0 Hz, 2”), 104.5 (4), 104.1 (3),
70.8 (1').

F NMR (471 MHz, CDCl5): - 110.81 (ddd, 3/ = 9.8 Hz, 3/ = 8.3 Hz, *J = 6.4 Hz).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 317.1, Found: 318.1 [M+H]*, tg= 3.7 min.
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5-(benzyloxy)-1-(3-chlorophenyl)-1H-indole (FT304)

5" 4"
cl
6" 3“
2“
7 "
6 N
3 pr
573
4 Ca1H16CINO MW = 333.81 g/mol

FT304 was synthetized from 1-chloro-3-iodo-benzene (0.05 mL) and was obtained as a brown oil.
Yield: 49 %

'H NMR (300 MHz, CDCls): § 7.57 — 7.53 (m, 4 H, Hz» 47 57.67), 7.50 — 7.40 (m, 4 H, H74,5), 7.39 — 7.34 (m,
2 H,Hy),7.33(d, 1 H,3=3.3Hz,Hy), 7.30(d, 1 H, *J = 2.5 Hz, H4), 7.07 (dd, 1 H, 3/ =9.0 Hz, */ = 2.5 Hz,
He), 6.68 (dd, 1 H, 3/ =3.3 Hz, °/ = 0.8 Hz, H3), 5.21 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 154.0 (5), 141.1 (1”), 137.6 (2’), 135.3 (3”), 131.0 (7a), 130.7 (5”), 130.2 (4a),
128.6 (4’), 128.1 (2), 127.9 (5’), 127.6 (3’), 126.3 (4”), 124.0 (6”), 122.0 (2”), 113.6 (6), 111.3 (7), 104.6
(4),104.2 (3), 70.8 (1’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 333.1, Found: 334.0; 335.99 [M+H]*, tr= 4.2 min.

5-(benzyloxy)-1-(3-bromophenyl)-1H-indole (FT306)

5" 4"
Br
6" 3"
2“
7 "
6 N
31 )2
53"
4 CaiH16BrNO MW = 378.26 g/mol

FT307 was synthetized from 3-bromo-1-iodo-benzene (0.05 mL) and was obtained as a yellow oil.
Yield: 71 %

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 6 7.70 (t, 1 H, % = 2.0 Hz, Hy»), 7.55 - 7.35 (m, 9 H, H734'57,4"5767), 7.31 (d, 1
H,3J=3.3 Hz, Hy), 7.26 (d, 1 H, */ = 2.5 Hz, H4), 7.03 (dd, 1 H, 3J = 8.9 Hz, *J = 2.5 Hz, Hg), 6.65 (dd, 1 H,
3)=3.3 Hz,®J=0.8 Hz, H3), 5.17 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 154.0 (5), 141.2 (1), 137.6 (2’), 131.0 (7a), 130.9 (5”), 130.1 (4a), 129.2 (4”),
128.6 (4’), 128.1 (2), 127.9 (5), 127.6 (3’), 126.9 (2”), 123.1 (3”), 122.4 (6”), 113.5 (6), 111.2 (7), 104.5
(4), 104.1 (3), 70.8 (1’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 377.0, Found: 377.9; 380.0 [M+H]", tg= 3.9 min.

152



ANNEXE |: EXPERIMENTAL PART

5-(benzyloxy)-1-(3-iodophenyl)-1H-indole (FT309)

5“ 4u

6" 3||
7 2"

C21H16INO MW = 425.26 g/mol

FT309 was synthetized from 1,3-diiodobenzene (0.05 mL) and was obtained as a orange oil.

Yield: 42 %

'H NMR (300 MHz, CDCl3): § 7.88 (t, 1 H, *J = 1.9 Hz, Hy»), 7.69 (ddd, 3/ = 7.8 Hz, *J = 1.7 Hz, */ = 1.0 Hz,
Hs), 7.53 -7.33 (M, 7 H, Hy3a,567), 7.30 (d, 1 H, 3/ = 3.3 Hz, H,), 7.25 — 7.22 (m, 2 H, Has), 7.01 (dd, 1
H, ) =8.9 Hz, %/ = 2.5 Hz, He), 6.63 (dd, 1 H, 3/ = 3.3 Hz, > = 0.8 Hz, H3), 5.16 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 153.9 (5), 141.0 (1”), 137.6 (2’), 135.2 (4”), 132.8 (2”), 131.0 (5”), 131.0 (7a),
130.0 (4a), 128.6 (4’), 128.1 (2), 127.8 (5"), 127.5 (3’), 123.2 (6”), 113.5 (6), 111.2 (7), 104.5 (4), 104.1
(3),94.6 (3”), 70.8 (1').

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 425.0, Found: 425.9 [M+H]*, tg= 3.9 min.

Methyl 4-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzoate (FT319)

CO,Me

Ca3H1sNO3 MW =357.40 g/mol  MP: 122 —-124°C
FT319 was synthetized from methyl 4-iodobenzoate (0.11 g) and was obtained as a white solid.

Yield: 68 %

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.23 — 8.20 (m, 2 H, Hy), 7.61 — 7.58 (m, 2 H, H3»), 7.56 — 7.24 (m, 7 H,
Hy7,3.4,5), 7.25 (d, 1 H, *J = 2.4 Hz, Ha), 7.03 (dd, 1 H, 3/ =9.0 Hz, *J = 2.4 Hz, He), 6.67 (dd , 1H, 3/ = 3.3
Hz, >J = 0.8 Hz, H3), 5.17 (s, 2 H, Hy), 3.99 (s, 3 H, OCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 166.5 (COO0), 154.1 (5), 143.8 (4”), 137.5 (2’), 131.3 (2”), 130.7 (1”), 130.5
(7a), 128.6 (4'), 127.9 (2), 127.9 (5’), 127.5 (3’), 127.4 (4a), 122.8 (3”), 113.6 (6), 111.5 (7), 104.7 (4),
104.6 (3), 70.8 (1’), 52.3 (OCH3).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 357.1, Found: 358.1 [M+H]*, tr= 3.6 min.
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Methyl 3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzoate (FT320)

" 6"

C23H19NOs MW = 357.40 g/mol

FT320 was synthetized from methyl 3-iodo benzoate (0.11 mg) and was obtained as a yellow oil.
Yield: 60 %

'H NMR (300 MHz, CDCl5): 6 8.20 (t, 1 H, *J = 2.2 Hz, Hy), 8.04 (dt, 1H, 3/ = 7.8 Hz, */ = 2.2 Hz, H¢"), 7.73
(ddd, 1 H,%/ = 7.9 Hz, */ = 2.2 Hz, *J = 1.3 Hz, Hy), 7.61 (t, 1 H, 3J = 7.9 Hz, Hs), 7.54 — 7.35 (m, 7 H,
Hy735), 7.25 (d, 1 H, */ = 2.5 Hz, H4), 7.01 (dd, 1 H, 3J = 8.9 Hz, %/ = 2.5 Hz, He), 6.65 (dd, 1 H, 3/ =3.2
Hz, °J = 0.8 Hz, H3), 5.17 (s, 2 H, Hy'), 3.99 (s, 3 H, OCH3).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): 166.4 (COO), 153.9 (5), 140.2 (3”), 137.6 (2’), 131.8 (7a), 131.1 (1”), 130.0
(4a), 129.7 (5”), 128.6 (4’), 128.2 (2), 128.1 (5’), 127.8 (4”), 127.5 (3), 127.2 (6”), 124.8 (2”), 113.5 (6),
111.1 (7), 104.5 (4), 104.0 (3), 70.8 (1’), 52.4 (OCH3).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 357.1, Found: 358.1 [M+H]*, tg= 3.6 min.

Methyl 2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)benzoate (FT321)

4" 5"
6"
3|| 1“
7 (1]
6 N2 COzMe
31 )2
4 2 O"5 4 4a 3
5 3
4l

Ca3H1sNOs MW = 357.40 g/mol

FT321 was synthetized from methyl 2-iodobenzoate (0.06 mL) and was obtained as a yellow oil.
Yield: 57 %

'H NMR (300 MHz, CDCl;): § 8.04 (dd, 1 H, 3/ =8.3 Hz, *J = 1.6 Hz, He~), 7.68 (td, 1 H, 3/ =8.9 Hz,*J = 1.6
Hz, Ha»), 7.57 = 7.39 (M, 7 H, Hy w5, 5737), 7.30 (d, 1 H, ¥/ = 2.4 Hz, H4), 7.25 (d, 1 H, 3/ = 3.2 Hz, H,), 7.14
(d, 1 H, 3 =8.9Hz, Hy), 7.00 (dd, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, * = 2.4 Hz, He), 6.68 (dd, 1 H, 3/ = 3.2 Hz, °J = 0.7 Hz,
Hs), 5.19 (s, 2 H, Hy), 3.55 (s, 3 H, OCH3).
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13C NMR (75 MHz, CDCl;3): 166.9 (COO), 153.7 (5), 138.9 (2”), 137.8 (2’), 132.8 (4”), 132.8 (7a), 131.3
(6”),129.5(2), 129.3 (4a), 128.9 (1”), 128.6 (4’), 128.4 (5”), 127.8 (5’), 127.6 (3’), 127.5 (3”), 113.2 (6),
110.6 (7), 104.4 (4), 103.1 (3), 70.9 (1), 52.3 (OCHs).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 357.1, Found: 358.2 [M+H]*, tg= 3.5 min.

5-(benzyloxy)-1-(3-nitrophenyl)-1H-indole (FT324)

= NO
1] 2
4ll 3
2Il
7 w
6 a N1
3 1 )2
47 Nyzr 075 74a 3
5""3"
4 C21H16N,03 MW = 34436 g/mol MP=122-124°C

FT324 was synthetized from 1-iodo-3-nitrobenzene (0.10 g) and was obtained as a yellow solid.

Yield: 45 %

4 NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.40 (t, 1 H, %/ = 2.2 Hz, Hz+), 8.20 (ddd, 3/ = 8.2 Hz, ¥/ = 2.2 Hz, ¥/ = 1.2 Hz,
He), 7.87 (ddd, 3/ = 8.1 Hz, ¥/ =2.2 Hz, *J = 1.2 Hz, Ha), 7.71 (t, 1 H, 3/ = 8.1 Hz, Hs), 7.53 — 7.36 (m, 7 H,
Ha734,5), 7.26 (d, 1 H, 3/ = 2.5 Hz, Ha), 7.04 (dd, 1 H, 3/ = 8.9 Hz, %/ = 2.5 Hz, He), 6.69 (dd, 1 H, 3/ = 3.3
Hz, 5/ = 0.7 Hz, Hs), 5.17 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 154.2 (5), 149.2 (3”), 141.0 (1”), 137.4 (2’), 130.7 (7a), 130.6 (5”), 130.4 (4a),
129.2 (4”), 128.6 (&), 127.9 (2), 127.7 (5"), 127.5 (3’), 120.6 (6”), 118.3 (2”), 113.9 (6), 110.9 (7), 105.2
(4), 104.8 (3), 70.8 (1’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 344.1, Found: 345.1 [M+H]*, tg= 3.6 min.

3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)phenol (FT312)

General procedure:

Synthesis of 2-(3-iodophenoxy)tetrahydro-2H-pyran: To a solution of 3-iodophenol (2.00 g, 10.91
mmol, 1 eq.) in dichloromethane (27 mL), DHP (1,2 eq.) and PPTS (8 mol%) were added. Reaction
mixture was stirred for 8 h. Mixture was diluted in ethyl acetate and washed three times with K;COs;
solution (1N). Combined organic phases was dried over MgSO, and solvent was removed under

vacuum. Product was obtained as a yellow oil.

Synthesis of 3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)phenol: To a solution of 5-benzyloxyindole (1 eq.) in DMF
(1 mL), KxCOs (1 eq.), 2-(3-iodophenoxy)tetrahydro-2H-pyran (0.12 g, 0.9 eq., 0.40 mmol) and Cu (7
mol%) were added. Reaction mixture was stirred under reflux for 18 h and was cooled at room
temperature. Mixture was filtered through celite, diluted in water (50 mL) and extracted three times

with ethyl acetate. Combined organic phases was dried over MgSO4 and solvent was removed under
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vacuum. Residue was diluted in THF and heated to 50 °C. Then, HCl solution (37%) (0.2 mL) was added
and the reaction was stirred at 50 °C for 1 h. Mixture was diluted in ethyl acetate and washed three
times with K;COs solution (1N). Combined organic phases was dried over MgSO, and solvent was
removed under vacuum. FT312 was purified by column chromatography with ethyl acetate :

cyclohexane (30 : 70) as eluant.

5“ 6"
_OH
4" 1
2"
7 "
6 N>
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4 2 O’5 4 4a 3
53
4 Ca1H17NO, MW =315.37g/mol  Mp = 123 - 125°C

FT312 was synthetized from 2-(3-iodophenoxy)tetrahydro-2H-pyran (0.09 g) and was obtained as a
brown solid.

Yield: 71 %

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 7.54 —7.49 (m, 3 H, Ha7), 7.44—7.34 (m, 4 H, Hy 5'57), 7.32 (d, 1 H, 3/ = 3.2
Hz, Hz), 7.23 (d, 1 H, *J = 2.4 Hz, H4), 7.09 (ddd, 1 H, 3J = 8.0 Hz, */ = 2.0 Hz, *J = 0.9 Hz, Hs~), 7.00 — 6.96
(m, 2 H, He2+), 6.81 (dd, 1 H, 3/ = 8.1 Hz, ¥/ = 2.4 Hz, He»), 6.60 (dd, 1 H, ¥/ = 3.2 Hz, %/ = 0.7 Hz, H3), 5.15
(s, 2H, Hy), 5.14 (brs, 1 H, OH).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 156.5 (1”), 153.7 (5), 141.2 (3”), 137.6 (2’), 131.1 (7a), 130.6 (5”), 129.9 (4a),
128.6 (4’), 128.3 (2), 127.8 (5°), 127.5 (3’), 116.3 (4”), 113.2 (6”), 113.2 (2”), 111.5 (6), 111.0 (7), 104.4
(4), 103.4 (3), 70.9 (1’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 315.1, Found: 314.2 [M-H]’, 316.1 [M+H]", tr= 3.3 min.

3-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)aniline (FT325)

General procedure: To a solution of FT324 (0.1 g, 0.29 mmol, 1 eq.) in methanol (35 mL), Ni (large
excess) washed twice with methanol is added followed by hydrazine (30 eq.). Solution is stirred for 16
h. Solution is filtered through celite twice then the methanol is removed under vacuum. The residue
diluted in dichloromethane (15 mL) and then washed 3 times with water (3x 20 mL). The organic phase

is dried over MgS0, and then evaporated. FT325 is obtained as a yellow oil without purification.
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4 C21H1sN20 MW = 314.38 g/mol
Yield: 99 %

H NMR (300 MHz, CDCls): & 7.55 — 7.26 (m, 8 H, Ha7,30.5,5), 7.23 (d, 1 H, J = 2.4 Hz, Ha), 6.98 (dd, 1
H, 3/ = 9.0 Hz, *J = 2.4 Hz, He), 6.90 (dd, 1 H, 3/ = 7.9 Hz, / = 2.2 Hz, He), 6.81 (t, 1 H, “/ = 2.2 Hz, Hy),
6.67 (ddd, 1 H, 3/ = 8.0 Hz, ¥/ = 2.2 Hz, ¥/ = 0.8 Hz, Ha), 6.59 (dd, 1 H, 3/ = 3.2 Hz, %/ = 0.8 Hz, Hs), 5.16 (s,
2 H, Hy), 3.84 (brs, 2 H, NH,).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): 153.7 (5), 147.6 (1”), 140.9 (3”), 137.7 (2’), 131.2 (7a), 130.4 (5”), 129.8 (4a),
128.5 (4'), 128.4 (2), 127.8 (5"), 127.5 (3’), 114.1 (6”), 113.1 (6), 112.9 (4”), 111.6 (7), 110.4 (2”), 104.3
(4),103.0 (3), 70.9 (1’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 314.1, 315.1 [M+H]*, tg= 3.3 min.

Synthesis of (5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)nicotinic and picolinic acids (FT124 ,FT184 ,FT215 and FT217)

General procedure: To a solution of benzyloxyindole (1 eq.) in DMF (1 mL), K,COs (1 eq.),
chloronicotinic or pinacolic acid (0.07 g, 0.40 mmol, 0.9 eq.) and Cu (7 mol%) was added. Reaction
mixture was stirred under reflux for 18 h and was cooled at room temperature. Mixture was quenched
with NaHCO; (1N) and extracted three times with ethyl acetate. Aqueous phase was acidified with
acetic acid and extracted with ethyl acetate (three times). Combined organic phases was dried over
MgS0O, and solvent was removed under vacuum. Residues were purified by HPLC (55 min, from 60%

acetonitrile - 40% mili-Q water to 100% of acetonitrile).

2-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)nicotinic acid (FT124)

5II
4II
/ \ 6“
HOOC 33 /N1“
7 2“
6 2N
3 1 /)2
4 2 075 44a 3
5' 3
4|

C21H16N,03 MW = 344.36 g/mol Mp = 86—-88 °C

FT124 was synthetized from 2-chloronicotinic acid and 5-benzyloxyindole (0.10 g) and was obtained as

a pink solid.
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Yield: 38%

1H NMR (300 MHz, CO(CDs),): 6 8.73 (dd, 1 H, 3/ = 4.8 Hz, ¥/ = 1.9 Hz, He), 8.39 (dd, 1 H, 3/ = 7.7 Hz, ¥
=1.9 Hz, Hs»), 7.56 - 7.48 (m, 5 H, Ha, 7, #.57), 7.43 - 7.38 (m, 2 H, Hy), 7.35 - 7.30 (m, 1 H, Hs), 7.24 (d, 1
H, *J = 2.5 Hz, Ha), 6.93 (dd, 1 H, 3/ = 9.0 Hz, *J = 2.5 Hz, He), 6.60 (dd, 1 H, 3/ = 3.4 Hz, °J = 0.7 Hz, H3),
5.16 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CO(CD3s),): 166.3 (C00), 154.1 (5), 151.4 (6”), 150.1 (2”), 140.4 (4”), 138.1 (2’), 131.3
(7a), 130.5 (4a), 128.7 (5”), 128.3 (4’), 127.5 (5’), 127.5 (3’), 122.1 (3”), 121.4 (2),112.7 (6), 112.3 (7),
104.3 (3), 104.2 (4), 70.1 (1’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 344.1, Found: 343.3 [M-H], 345.3 [M+H]*, tr= 2.3 min.

6-(5-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)picolinic acid (FT184)
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4 3
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FT184 was synthetized from 6-chloropicolinic acid and 5-benzyloxyindole (0.10 g) and was obtained as

C21H16N203 MW = 344.36 g/mol Mp =178 -180 °C

a white solid.

Yield: 42%

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 8.10 - 8.09 (m, 2 H, Hz»4), 7.97 (d, 1 H, 3/ = 9.0 Hz, H7), 7.77 (m, 1 H, Hs"),
7.68(d, 1 H,3/ =3.6 Hz, Hz), 7.53 - 7.33 (m, 5 H, Hy'»s), 7.24 (d, 1 H, *J = 2.5 Hz, Ha), 7.08 (dd, 1 H, 3/ =
9.0 Hz, %/ = 2.5 Hz, He), 6.72 (dd, 1 H, 3/ = 3.6 Hz, >J = 0.6 Hz, H3), 5.17 (s, 2 H, Hy).

3C NMR (75 MHz, CDCls3): 163.7 (COO0), 154.7 (5), 151.3 (6”), 145.3 (2”), 141.0 (4”), 137.3 (2’), 131.5
(7a), 129.9 (4a), 128.6 (4’), 127.9 (5%), 127.5 (3'), 126.2 (2), 119.8 (3”), 118.7 (5”), 114.0 (6), 113.1 (7),
107.0 (3), 105.1 (4), 70.7 (1°).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 344.1, Found: 343.2 [M-H], 345.1 [M+H]*, tr= 2.8 min.
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3-(4-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)picolinic acid (FT215)
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Ca1HigN20s MW = 344.36 g/mol Mp=173-175°C

FT215 was synthetized from 6-chloropicolinic acid and 4-benzyloxyindole (0.10 g) and was obtained as
a white solid.

Yield: 34%

H NMR (300 MHz, CDCls): & 8.15 — 8.08 (m, 2 H, Ha»4), 7.81 (dd, 1 H, 3/ = 6.6 Hz, *J = 2.6 Hz, Hs’), 7.65
—7.61(m, 2 H, Hy7), 7.56 — 7.53 (m, 2 H, Hy), 7.47 = 7.37 (m, 3 H, Hes), 7.27 (dd, 1 H, 3/ = 8.2 Hz, 3/ =
7.4 Hz, He), 6.99 (dd, 1 H, 3/ = 3.6 Hz, %/ = 0.7 Hz, Hs), 6.77 (d, 1 H, 3 = 7.4 Hz, Hs), 5.28 (s, 2 H, Hy').

13C NMR (300 MHz, CDCls): 163.6 (COO), 152.7 (4), 151.4 (6”), 145.3 (2”), 141.0 (4”), 137.2 (2’), 136.2
(7a), 128.6 (4’), 127.9 (5), 127.4 (3'), 124.8 (6), 124.3 (2), 121.5 (4a), 120.1 (3”), 119.3 (5”), 105.5 (5),
104.4 (3), 103.7 (7), 70.1 (1’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 344.1, Found: 343.2 [M-H];, 345.0 [M+H]*, tr= 2.9 min.

6-(6-(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)picolinic acid (FT217)

" 3"

4
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C21H16N203 MW = 344.36 g/mol Mp=177-179°C

FT217 was synthetized from 6-chloropicolinic acid and 6-benzyloxyindole (0.10 g) and was obtained as
a white solid.

Yield: 39%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 6 8.13 = 8.06 (m, 2 H, H3"4"), 7.73 = 7.69 (m, 2 H, Hs5), 7.60 — 7.57 (m, 2 H,
Hz4), 7.51—7.48 (m, 2 H, Hy), 7.45-7.32 (m, 3 H, He,s"), 7.03 (dd, 1 H, 3J = 7.7 Hz, */ = 2.2 Hz, Hs), 6.73
(dd, 1 H, 3/ =3.5Hz,°J = 0.6 Hz, H3), 5.17 (s, 2 H, Hy).

13C NMR (300 MHz, CDCl;): 163.8 (COO0), 156.6 (6), 151.4 (6”’), 145.4 (2”), 140.9 (4”), 137.1 (2’), 135.6
(7a), 128.6 (4’), 128.0 (5’), 127.5 (3’), 124.8 (4a), 124.7 (2), 122.0 (4), 120.0 (3”), 118.9 (5”), 112.1 (5),
107.0 (3), 98.2(7), 70.7 (1’).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 344.1, Found: 343.1 [M-H];, 345.0 [M+H]*, tr= 2.9 min.
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[ll. Biological evaluation

1. Cell cultures

HEK293T cell line was purchased from the American Type Culture Collection and cultivated in DMEM

media containing 10% of heat inactivated FBS, L-glutamine and penicillin/streptomycin.

MDA-MB-231 cell line was purchased from the American Type Culture Collection and cultivated in

DMEM media containing 10% of heat inactivated FBS, L-glutamine and penicillin/streptomycin.

Cells were passaged every 3 days upon reaching confluence, and the absence of mycoplasma
contamination was verified (MycoAlertTM Detection Kit, Lonza, Basel, Switzerland). Cell lines were

cultured at 37°Cin a 5% CO, atmosphere.

2. Luciferase Reporter Assay

HEK293T cells were seeded at a density of 1 x 105 cells in 24 well plates coated with polyethylenimine
(10 pg/mL). Cells were transfected with the TEAD luciferase reporter plasmid 8XGTIIC-Luciferase
(Addgene reference 34615) and a control B-galactosidase plasmid CMV-BGal using the lipofectamine
2000 Reagent (Life Technologies, Inc.) according to the manufacturer’s instructions. Compounds were
tested at different concentrations ranging from 0.25 to 20 uM in DMEM media containing 0,2% of heat
inactivated FBS. After 24 h post transfection, cells were lysed in Reporter Lysis Buffer (Promega,
Charbonnieres-les-Bains, France) and luciferase activity was measured on the Varioskan LUX
Multimode Microplate Reader and normalized to B-galactosidase. We use beta-galactosidase protein
as an unbiased standard for transfection efficiency. A significant decrease in this is linked to the

cytotoxicity of the molecules.

3. Protein expression

MDA-MB-231 cells were seeded at a density of 2 x 10° cells in 6 well plates. Compounds were tested
at 10 uM in DMEM media containing 0,2% of heat inactivated FBS for 48h. Total extracts of cells were
obtained with a RIPA based buffer containing protease inhibitors (Roche). Western blot were carried

out using 10 ug of protein lysates.

The primary antibodies used included AXL (C44G1), CYR61 (D4H5D), CTGF (E2W5M) and Survivin
(71G4B7) from Cell Signaling according to the manufacturer's instructions. Histone H3 07-690

(Millipore) was used as loading control for total extracts.

4. Proliferation of MDA-MB-231 cells

MDA-MB-231 cells were seeded at a density of 0,25 x 10 cells in 96 well plates. Compounds were

tested at different concentrations in DMEM media containing 0,2% of heat inactivated FBS for 72h.
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Cell proliferation is monitored in real time with Incucyte® Live-Cell Analysis, Cell-by-Cell Analysis

software module.

IV. Protein production and purification

The cDNA coding the human TEAD2 sequence (residue 217 to 447) was ordered to Integrated DNA
Technologies. This target protein was cloned in frame into a pDBHis-MBP between Ndel and Xhol sites
to give the pDBHis-MBP-TEAD2 plasmid. In this construct TEAD2 is fused with a (his)s-MBP N-terminal
tag. This N-terminal tag is followed by the HRV 3C (3C) protease recognition site (Leu-Glu-Val-Leu-Phe-
GIn/Gly-Pro). Specific cleavage occurs between GIn and Gly, with Gly-Pro remaining at TEAD2 protein
N terminus. The pDBHIs-MBP-TEAD2 plasmid was transformed in Escherichia coli BL21ADE3 cells and
grown on LB agar plate with 50 pg/mL kanamycin at 37°C overnight. Transformed cells were grown
overnight at 37°C in LB media, supplemented with 50 pg/mL kanamycin, until 0.6 ODa2so, then the
culture temperature was decreased to 16°C and production was induced with 0.2mMof IPTG
overnight. Cells were harvested by 20 min centrifugation at 6000 x g at 4°C. The pellet was resuspended
in 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 600 mM NaCl and 2 mM 2-mercaptoethanol (buffer A) and stored at -80°C.
Cells were supplemented with a Complete® EDTA free tablet (Roche, Meylan, France) lysed by
sonication, insoluble proteins and cell debris were sedimented by centrifugation at 40.000 x g at 4°C
for 30 min. Supernatant was supplemented with imidazole to a 10 mM final concentration, filtered
through 0.45um filters and loaded onto an affinity column (1 mL His Trap FF, Dutscher, Brumath,
France), equilibrated with buffer B (buffer A + 10 mM imidazole). Columns were washed with 20
column volumes of buffer B and proteins eluted with a linear 0—-100% gradient of buffer C (buffer A +
300 mM imidazole). The peak fractions were analysed by SDS-PAGE. Fractions containing tagged
TEAD2-MBP were pooled. These fractions were dialysed overnight at 4°C against a conservation buffer
containing 20 mM Tris pH 7.5, 600 mM NaCl, 2 mM DTT (Buffer D) and at the same time the (his)s-MBP
tag was separated from TEAD2 by 3C cleavage (ratio proteine/protease 1000/1 w/w). Uncleaved
protein, (his)s-MBP tag and 3C protease were removed by binding onto gravity column containing 2.5
mL Ni-sepharose and 0.5 mL Glutathione sepharose (3C protease being GST-Tagged). Purified TEAD2
did not bind this column and was directly collected in the flow through. Purified protein was analysed
by SDS-PAGE, concentrated and injected onto gel filtration column (Superdex 75 Hiload 16/60 GE
Lifescience) equilibrated with buffer E (20 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 2 mM TCEP and
5% glycerol). The peak fractions were analysed by SDS-PAGE and the fractions containing pure TEAD2

were pooled.
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V. Soaking with hTEAD2217-447

Crystals of hTEAD2317.447 for ligand soaking were obtained by means of hanging drop vapour diffusion
by mixing 1mL of hTEAD2 5.8 mg/mL and 1mL of Hepes 100 mM pH 7.2, formate 2.8 M at 20°C,
equilibrated over 500 pL of the same solution. Crystals formed in about five days. A 1 uL DMSO stock
solution of compound was added to the growing drop for 2 hours (short time) or 24h (long time) before
flash freezing and data collection. X-ray diffraction data were collected in The European Synchrotron.
Data were integrated and processed using MOSFLM and SCALA of the CCP4 suite. The crystals belong
to the space group C2 (A= 123.78 A, B = 61.68 A, C = 80.00 A) with two monomer in the asymmetric
unit. The structures were solved by molecular replacement using PDB entry 3L15 as the search model.
Bound ligand was manually identified and fitted into Fo-Fcelectron density using Coot. The structures

were refined by rounds of rebuilding in Coot and refinement using Refmac of the CCP4 suite.

VI. TSA

Thermal shift assay was performed on an ABI Prism 7900 HT, originally designed for real-time
guantitative PCR, in a 96-well plate format. The gradient method contained 70 cycles and started at
25°C by rating the temperature of 1°C/cycle. All experiments were conducted with the hTEAD2217-447
protein (20 uM) in the purification buffer [20 mM TRIS (pH 8.0), 100 mM NaCl, 2 mM MgCI2, 1 mM
TCEP (tris(2-carboxyethyl)phosphine), 5% glycerol]. A dilution of the 5000x SYPRO® Orange commercial
solution was first performed in the buffer to obtain a 10x SYPRO® Orange intermediate solution, which
was diluted with hTEAD2%7-%" to obtain a 1-5 uM final protein concentration range. The total volume
was kept constant (40 pL) to obtain samples containing constant concentration of SYPRO® orange and
varied analyte/protein concentrations. Analyte solutions were prepared from stock solutions at 10 mM
in DMSO and added to the mixture to reach a final DMSO concentration of 2.5% and a 50-250 uM

compound concentration range. To determine the melting temperature T, for the protein, a

Boltzmann model was used to fit protein unfolding curves using the GraphPad Prism® (v5.02) software.

VIl. Molecular docking

Experimentations were done in triplicate using AutoDock Vina to generate multiple binding poses with
our molecules. The binding site was defined as a cuboid with a size which includes the entire model.
No maximum number of poses was fixed and showed results correspond to the best score obtained

for each molecule.
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Courbes de TSA obtenues pour les composés covalents

Annexe 2: Courbes de TSA pour les composes covalents
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Courbes de TSA obtenues pour les composés alkylés en position 1 de l'indole

Annexe 3: Courbes de TSA pour les composes alkylés en position 1 de I'indole
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-dFidT

Courbes de TSA obtenues pour les dérivés des 4- et 6- benzyloxyindoles arylés

Annexe 4: Courbes de TSA obtenues pour les dérivés des 4- et 6- benzyloxyindoles
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Conception, synthése et évaluation de modulateurs de I'interaction YAP(TAZ)-TEAD
ciblant la poche interne

La voie de signalisation Hippo a un réle fondamental dans le contréle de la croissance des organes, la prolifération des cellules et le
caractére cellule-souche. Elle contréle la localisation cellulaire des co-facteurs de transcription YAP et TAZ. Nucléaires, YAP et TAZ
interagissent avec les facteurs de transcription TEAD (Transcriptional Enhancer Associated Domain) pour stimuler leur activité
transcriptionnelle. TEAD1-4, codées par 4 génes différents, sont exprimés différemment selon le tissu et le niveau de développement. La
régulation de cette voie trouve son importance aussi bien dans les cancers qu’en médecine régénérative ou dans les maladies
neurodégénératives. Cibler le complexe YAP/TAZ-TEAD revient a cibler, sur la partie C-terminal, I'une des 3 interfaces de TEAD hautement
conservées ou sa poche interne qui accueille un acide gras saturé.

Le criblage d’une petite chimiothéque par TSA (Thermal Shift Assay) puis par trempage de cristaux de hTEAD2 effectué au CBS de
Montpellier a permis d’identifier un ligand de la poche interne de TEAD. Mon travail a été, dans un premier temps, de concevoir a partir de
ce hit des modulateurs de TEAD capables de s’insérer dans la poche interne avec une bonne affinité en vue de développer des ligands sélectifs
d’un ou plusieurs TEAD. L’analyse des données cristallographiques disponibles a permis d’identifier les différences structurales au niveau des
poches des quatre membres de la famille TEAD et d’autres zones externes pouvant induire une sélectivité. Grace aux outils de modélisation
moléculaire, nous avons construit quatre modeles du domaine C-terminal des quatre TEAD en vue de docker les molécules susceptibles de
présenter une sélectivité potentielle. Dans un deuxiéme temps, a partir de la superposition de structures cristallographiques de la littérature
avec celle de notre hit, j’ai congu une chimiothéque d’hétérocycles diversement substitués. Une premiére famille a permis de valider notre
hit par modification et migration de son motif hydrophobe. Une deuxiéeme famille découlant découlant de la superposition des structures
cristallographiques de TEAD avec notre hit et avec I'acide palmitique a donné lieu a la synthése d’une trentaine de composés diversement
alkylés en position 1 et 3 de I’hétérocycle. La derniére famille, composée d’une trentaine de molécules arylées en positon 1 de I'hétérocycle,
provient de la superposition de notre hit avec I'acide flufénamique, premier ligand ayant cristallisé a I'intérieur de la poche interne. Neuf
nouvelles structures cristallographiques résultant du trempage de nos molécules avec hTEAD2 ont été résolues. L'effet sur I'activité
transcriptionnelle de TEAD en cellules HEK293T a été évalué pour tous les composés et des relations structure-activité ont été établies. Pour
les composés les plus actifs, I'effet sur les génes cibles de I'interaction YAP/TAZ-TEAD et sur la prolifération cellulaire a été mesurée sur
cellules de cancer du sein. Nous avons identifié de nouveaux ligands de TEAD qui inhibent avec une activité nanomolaire I'activité
transcriptionnelle sur cellules HEK293T et avec une activité micromolaire la prolifération et I'expression des genes cibles sur cellules
cancéreuses. La sélectivité de ces composés envers un ou plusieurs TEAD sera testée par la suite sur des cellules HEK293T.

Mots-clés : Voie Hippo, inhibiteurs, poche interne, YAP/TAZ-TEAD, modélisation moléculaire
Design, synthesis and evaluation of modulators of the YAP(TAZ)-TEAD interaction targeting the
internal pocket

The Hippo signaling pathway has a fundamental role controlling organ growth, cell proliferation and cell-stem characters. It controls
the cellular localization of the YAP and TAZ transcription cofactors. In the nucleus, YAP and TAZ interact with TEAD (Transcriptional Enhancer
Associated Domain) transcription factors to stimulate their transcriptional activity. TEAD1-4, encoded by 4 different genes, are expressed
differently depending on the tissue and the level of development. The regulation of this pathway is important as well in cancers as in
regenerative medicine or in neurodegenerative diseases. Targeting the YAP / TAZ-TEAD complex amounts to targeting, on the C-terminal
part, one of the 3 highly conserved TEAD interfaces or its internal pocket that is occupied by a saturated fatty acid.

The screening by TSA (Thermal Shift Assay) of a small chemical library and then by soaking of hTEAD2 crystals carried out at CBS in
Montpellier allowed us to identify a ligand of TEAD internal pocket. First of all my work was to design, from this hit, TEAD modulators capable
of inserting into the internal pocket with good affinity in order to develop selective ligands for one or more TEADs. First, the analysis of the
available crystallographic data allowed us to identify structural differences in the four members of the TEAD family pockets and other external
areas that may induce selectivity. Using molecular modeling, we built four models of the C-terminal domain of the four TEADs to dock
molecules that could present potential selectivity. Secondly, | designed a chemical library of variously substituted heterocycles from the
superposition of published crystallographic structures and those of our hit. A first family made it possible to validate our hit by modification
and migration of its hydrophobic motif. A second family resulting from the superposition with palmitic acid with our hit gave rise to the
synthesis of about thirty compounds variously alkylated in position 1 and 3 of the heterocycle. The last family, made up of about thirty
molecules substituted by an aryl motif at position 1 of the heterocycle, comes from the superposition of our hit with flufenamic acid, the first
ligand that crystallized inside the internal pocket. Nine new crystallographic structures resulting from the soaking of our molecules with
hTEAD2 have been resolved. Measurement of TEAD transcriptional activity on HEK293T cells allowed us to establish structure-activity
relationships. For the most active compounds, the effect on target genes of the YAP/TAZ-TEAD interaction and on cell proliferation was
measured on breast cancer cells. We identified novel TEAD ligands that inhibit the transcriptional activity with a nanomolar activity on
HEK293T and the proliferation and expression of target genes with a micromolar activity on cancer cells. The selectivity of these compounds
towards one or more TEADs will be tested subsequently on HEK293T cells.

Keywords: Hippo Pathway, inhibitors, internal pocket, YAP/TAZ-TEAD, molecular modelling



