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Liste des abréviations

Certaines dénominations sont données sous leung$oanglo-saxonnes.

AP
AICD
AMM
APP
AVC
BHE
BPT
CFA
Cl
CMH
CPA
CPP
DMF
DNF
EAE
ERO
GA
GSH
GSSH
H&E
Hsp
ICso
IFN

Kmétab
LFB
LT
MA
MAM

Liste des abréviations

Beta-Amyloide

APP IntraCellular Domain

Autorisation de Mise sur le Marché
Amyloide Protein Precursor

Accident Vasculaire Cérébral

Barriere Hémato-Encéphalique
Bordetella Pertussic Toxine

Adjuvant Complet de Freund
Clairance

Complexe Majeur d’Histocompatibilité
Cellule Présentant I'Antigéne
Conditionnement Préférentiel de Place
Diméthylformamide

Dégénérescence NeuroFibrillaire
Encéphalomyélite Auto-immune Expérimentale
Especes Réactives de I'OxygeREOS en anglais)
Acétate de Glatiramére

Glutathion forme réduite

Glutathion forme oxydée

Hemalum and eosin

Heat Shock Protein

Concentration d’inhibition a 50%
Interférons

Intra-péritonéale

Inositol triphosphate

Index de sélectivité : ratio ¥ISY5Y) / K (o1)
Constante d’inhibition

Constante de métabolisation

Luxol Fast Blue

Lymphocyte T

Maladie d’Alzheimer

Mitochondrion-Associated ER Membrane
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Liste des abréviations

MBP Myelin Basic Protein

MOG Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein

MP Maladie de Parkinson

MNDs Maladies neurodégénératives

NMDA N-méthyl-D-aspartate

MTT 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazmi
OACM Occlusion de I'Artére Cérébrale Moyenne
PCP Phencyclidine

PrpiLc Pureté HPLC

PLP Protéine protéolipidique

PS Plagues Séniles

Quant Quantitatif
RCPG Récepteur Couplé aux Protéines G
RE Réticulum Endoplasmique

RR-MS Forme rémittenteRelapsing-Remitting Multiple Scleropis

RSA Relations Structure-Activité
SBDL Sterol Binding Domain-Like

SEP Sclérose En Plaques

SLA Sclérose Latérale Amyotrophique
SNC Systeme Nerveux Central

SOD SuperOxyde Dismutase

SP-MS Forme secondairement progressi8eqondary Progressive Multiple sclerosis)

tio Temps de demi-vie
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Introduction générale

Les maladies neurodégénératives (MNDs) sont tagokes neurologiques les plus fréquents chez
’homme et affectent des millions de personnesasets le monde. Bien que les caractéristiques
cliniques varient en fonction des maladies, de membmécanismes a I'origine de la mort neuronale
semblent communs aux différentes MNDs. En effghudequelques années, un intérét tout particulier
est porté sur des phénomenes inflammatoires, diadetion de protéines anormales ou encore de
stress oxydant présents dans un grand nombre desM®llBs que la maladie d’Alzheimer, la sclérose
en plagues ou encore la maladie de Parkinson. &uuren dépit des avancées majeures dans la
compréhension de ces processus pathologiques, auaib@ment curatif ou qui puisse stopper
I'évolution des maladies n’existe a I'heure acteell

Avec I'évolution démographique de la société eti@llissement de la population observés dans
les pays développés, 'ampleur des MNDs ne cesBamgmenter au cours des prochaines décennies.
En effet, le nombre de personne touchées par ogbléis neurologigues augmente de maniere
inévitable avec I'accroissement de I'espéranceieeGes maladies contribuent de facon considérable
au handicap et a l'altération de la qualité de dés malades et de leur entourage. La maladie
d’Alzheimer, suivie par la maladie de Parkinson|&tsclérose en plaques sont les maladies
neurodégénératives les plus répandues. Bien qataffe un nombre plus restreint d'individus, la
maladie de Charcot et la chorée de Huntington réste pas moins dévastatrices.

Aujourd’hui avec plus de 35,6 millions de cas plaumaladie d’Alzheimer et 2,5 millions de cas
pour la sclérose en plaques a travers le mondemetsdies représentent un enjeu majeur de santé

publique.

Les récepteurs; correspondent a une classe unique de réceptanssrtembranaires du réticulum
endoplasmique. Exprimés dans le systéme nerveuraten plus particulierement dans les neurones
et les oligodendrocytes, ces récepteurs sont copous étre impliqués dans la régulation de
nombreux neurotransmetteurs. Initialement consedédmme une protéine énigmatique, la protéine
o, est maintenant reconnue comme une protéine chapedont I'activité est régulée par des ligands.
Depuis sa découverte, elle a été impliquée darerghg pathologies et notamment dans des troubles
neurologiques. Ainsi, les ligands présenteraient des effets dans plusieurs dom#igeapeutiques
tels que les troubles mnésiques, I'addiction awgdes, I'épilepsie, I'anxiété, la sclérose en péqu
ou encore la douleur. Certains ligands ont montré des propriétés anti-inflammatoires et
neuroprotectrices élevées. Plusieurs composéfaibritobjet d'études cliniques mais aucun ligand

sélectif de ces récepteurs n'a jusqu’ici été corsinbise.
Par conséquent, il existe un intérét particulieabder de nouveaux ligands des récepteuyrafin

de développer de nouvelles thérapeutiques poun#adies neurodégénératives, notamment pour la

maladie d’Alzheimer et la sclérose en plaques. llagep de thése qui m’'a été proposé s'inscrit donc
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dans ce contexte. Il a pour objectif de concedsrsynthétiser et d’évaluer de nouveaux ligands de
protéines; pour une utilisation en neuroprotection.

Le premier chapitre de ce manuscrit, divisé eis fparties, resumera les données bibliographiques
concernant les MNDs et la protéiae Dans un premier temps, il traitera des différenécanismes
impligués dans la mort neuronale et apportera weeergption des deux pathologies d'intérét : la
maladie d’Alzheimer et la sclérose en plaques.dezsc autres parties traiteront de la proteipet de
son role en tant que cible thérapeutique.

Le reste de ce manuscrit présentera les résoli¢sius au cours de ces travaux de thése. Apres
avoir fait un état de l'art sur la conception dgahdsc; dans le chapitre 2, la synthése et les

évaluations pharmacologiques des composés prometeront exposées dans les chapitres 3 et 4.
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CHAPITRE 1 :
Des maladies neurodégénératives aux agonistes sigfna

guelles perspectives thérapeutiques ?
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|.  Les maladies neurodégénératives

1. Généralités

Les maladies neurodégénératives (MNDs) constituangroupe de pathologies qui affectent le
fonctionnement du cerveau et plus généralementsi&isie nerveux de fagon progressive au cours de
leur évolution. Elles sont caractérisées par ung prématurée des cellules nerveuses spécifijues.
On distingue les maladies touchant le systeme ngrgentral (SNC) de celles atteignant le systeme
nerveux périphérique, voire le systéme nerveuxrate. Ainsi, en fonction des structures cérébrales
atteintes, les troubles peuvent affecter le langd@eperception, la cognition, la motricité et la
mémoire. Parmi ces maladies, on trouve entre datmaladie d’Alzheimer (MA), I'épilepsie, la
maladie de Parkinson (MP), la sclérose latérale caroghique (SLA) plus couramment appelée
maladie de Charcot, la sclérose en plaques (SHR)#torée de Huntington.

Pour certaines de ces maladies, des facteursigdegiont été mis en cause (formes héréditaires),
mais la plupart surviennent de maniere isolée (Esrisporadiques), ce qui n'exclut pas I'implication
de facteurs génétiques. Leurs étiologies et leésamismes physiopathologiques sont tres variables e
trés certainement plurifactoriels allant de I'anéimgénétique aux facteurs environnementaux. Des
facteurs de vulnérabilité individuels seraient égaint impliqué$.De plus, I'age serait un facteur
capital. Méme si certaines de ces maladies surgr@nquelquefois au cours du développement chez
I'enfant ou le jeune adulte comme I'épilepsie eSEP, la majorité des cas se rencontre apres 65 ans
En effet, les MNDs touchent environ 5% de la popoitaa partir de 65 ans et au moins 30 % des
personnes agées de plus de 85°ans.

Enfin, ces maladies contribuent de fagon considérau handicap et a I'altération de la qualité de
vie des malades et de leur entourage. Dans la pldpa cas, il n'existe pas de prévention, ni de

traitement curatif ou qui puisse stopper I'évolotie la maladie.

2. Meécanismes impliqués

Les mécanismes impligués dans la mort neuronadz ¢bs patients atteints de MNDs sont
complexes, multiples et encore imparfaitement centis peuvent étre différents et multiples pour
une méme maladie. Toutefois, depuis quelques andéasombreuses études pointent vers quelques
éléments clairement identifiés comme susceptiblggedvenir, a un niveau ou un autre, comme
acteurs de la cascade d’événements aboutissannartaneuronalé.En effet, un certain nombre de

meécanismes communs ont émergé dans diverses nsateliendégénératives telles que la SEP, la MP

1 M. B. Graebeket al, Brain Pathol, 2002 12, 385-390

2D. B. Teplow,Molecular biology of neurodegenerative diseaggisevier, 2012

*V. IbanezMed. Nucl, 2005 29, 213-219

* 0. HardimanNeurodegenerative disorders: a clinical gui@pringer London Ltd2011
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ou la MA. Ces mécanismes impliquent l'accumulatiotra et/ou extra cellulaire de protéines
anormales, la participation de phénoménes inflaroimest ou encore la production de radicaux libres
cyto et neurotoxiques. Tous ces processus fornrenercle vicieux et sont capables d’induire la mort
neuronale chez des patients atteints de MNDs (€iddr En effet, les protéines anormales sont
généralement éliminées par les protéasomes. Unewdion de l'activité des protéasomes par
présence de stress oxydant entraine une accunnutigi@rotéines altérées. Cette accumulation sera
alors a l'origine d’une réponse inflammatoire etla@roduction de nouvelles espéeces oxydantes. Ces
espéces oxydantes vont a leur tour induire unens®aonflammatoire et diminuer l'activité des
protéasomes... A chaque étape du processus, dexsé&@umages sont infligés aux cellules

neuronales.

PROTEINES
[ INFLAMMATION ] [ STRESSOXYDANT] [ ANORMALES ]

l l

N Activité

—_— protéasome
- / l
Activation P Agrégats
cellules gliales - protéiques
\ J

l

[ NEURODEGENERESCENCE ]

Figure 1 : Mécanismes impliqués dans la mort neuronale.

2.1 Agrégats protéiques

Une des caractéristiques communes aux differéiid3s est I'existence dans le systeme nerveux
d’'agrégats fibrillaires de protéines « mal repligegonstituants des dép6ts amyloides (ou plaques
amyloides) dans les cellules nerveuses ou danssfesces extracellulaires. Alors que les protéines
impliquées différent par leur structure et leurdiion, les structures des agrégats sont trés iasla
avec une conformation en feuillefs qui leur confére un caractére d'insolubifitdour chaque

pathologie, une ou plusieurs protéines peuventi@péquées (Tableau 1).

5 C. M. DobsonNature 2003 426, 884-890
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Tableau 1 :Maladies neurodégénératives associées aux proiéipéguées:

MNDs Protéines impliqguées  Lieu de dépot
Ap Extracellulaire (plaques amyloides)
Maladie d’Alzheimer - Intracellulaire (filaments hélicoidaux
appariés)
Maladie de Parkinson  a-sinucléine Intracellulaire (corps de Lewy)
Maladie de Charcot Ubiquitine TDP43 Inclusions gy&smiques
Maladie de Huntington Huntingtine Noyau et incluscytoplasmiques

Le mécanisme par lequel la production de protémesstructures altérées entraine la maladie est
de plus en plus caractérisé et implique non seulemee perte de fonctions physiologiques vitales
mais aussi l'acquisition de propriétés toxiquess @eotéines anormales sont produites par un
processus de repliement incorrect qui conduit afdamation d'une protéine possédant une
conformation différente de celle de la protéinévedt Ce mauvais repliement des protéines peut avoir
lieu pour plusieurs raisons telles que :

- Une mutation dans la séquence du géne conduisami gorotéine incapable d’adopter la

conformation de la protéine native ;

- Des erreurs sur le processus de transcription ¢eerttua la production de protéines modifiées

qui ne peuvent pas se plier correctement ;

- Des modifications structurelles produites par éesgurs environnementaux.

Ces protéines anormales possedent plus de propeass’agréger et sont donc graduellement
converties en oligomeres puis en fibrilles insabgbpar un mécanisme auto-catalytique. Des études
ont montré que ces polymeres filamenteux possédaien structure en feuillef$ stabilisée par la
présence de liaisons hydrogéne entre les chaimeiglipees (Figure 2).La mise en place de modeéle
d’agrégationin vitro a permis de mettre en évidence une concentratibque a partir de laquelle le
phénoméne d’agrégation débltees interactions défavorables entre les mononégminent une
phase lente, appelée phase de latence au couexjdellé les oligomeres sont formés. Dans une
seconde phase, ces oligoméres vont jouer le rofgedees et permettre ainsi la croissance rapide des
polyméres jusqu'a I'obtention des fibrilles insdad5 °

En général, les agrégats protéiques ne s’accumpbsn dans un systeme nerveux sain et non

stressé. En effet, les cellules ont mis en placesysteme sophistiqué de contrble-qualité qui les

®]. Moreno-Gonzaleet al, Semin. Cell Dev. Bigl2011, 22, 482-487
' C. Sotoet al, Arch. Neurol, 2008 65, 184-189

8 C. Sotoet al, Trends Biochem. ScR006 31, 150-155

J. T. Jarretet al, Cell, 1993 73, 1055-1058

Confidentiel 28



Chapitre 1 : Des maladies neurodégénératives awnisges sigma-1 : quelles perspectives thérapeesqu

protége contre 'accumulation des protéines abtgsa(Figure 2§° Des chaperons moléculaires tels
gue les « heat shock protein » (Hsp) permettentiefaau bon repliement des polypeptides ayant une
structure altérét. Quand les chaperons moléculaires sont dans l'awtpde réparer la structure
aberrante, les protéines sont tagugda$'addition de chaines polyubiquitinés afin d’étiégradées par
les protéasomes. Enfin, les protéines anormalet &gaement prises en charge par le systeme
phagosome-lysosome qui permet leur clairance etgéainsi leur agrégation.

Facteurs . \ i
génétiques ou

environnementau; Ly a5 .
oy, £ o B 3 g 1
G A7 ¢ o aad
a0 . — 2 T N — ),
o . i __bgf = \
Py s = "--g: h Inclusions
=4 Chaperons ™ v .
.. ! A » - . _— nucléaires
Protéines moléculaires  Protéines « mal Oligoméres Fibrilles
natives repliées » Feuillets g Feuillets g %\ \

N/

Phagosomes et Protéasomes

Lysosomes ' J,}' -
= Y : N )
,?DC} .x 3 , g v | ; Inclusions

cytoplasmiques

1 o A
L -
r 1 -
T
Dépots
\ Autophagie Peptidesj k extracellulaires J
DEGRADATION AGREGATION

Figure 2 : Mécanisme d’accumulation des protéines anormales lés cellules nerveus¥s’

Toutefois, la capacité des cellules a activer yst&ne de contr6le-qualité des protéines est
fortement réduite avec I'adge. En effet, des étuaeamontré une diminution de I'activité protéasome
et de l'efficacité des chaperons moléculaires dimsscellules agéédAinsi, les cellules peuvent avoir
des difficultés & maintenir la conformation dest@irees natives et a éliminer les protéines alté@es
si I'efficacité de ces mécanismes de protectiondestnuée, la probabilité de déclencher la maladie
est alors augmentée. Dans des conditions pathoiegjides différents systémes de surveillance sont
dépassés, ce qui aboutit a l'accroissement de tececdration des protéines anormales et par
conséguent a une accumulation plus importante lge® des sujets sains.

Les protéines altérées présentes chez des patiteists de MNDs, existent sous forme d'un

ensemble hétérogene de polyméres de tailles ditiEsequi sont habituellement classés en grandes

19T, Nakamuraet al, Apoptosis2009 14, 455-468

1F. U. Hartlet al, Science2002 295, 1852-1858

12| M. Shawet al, Nat. Rev. Drug Discoy2007, 6, 295-303
¥ M. S. Formaret al, Nat. Med, 2004 10, 1055-1063

14 A. Naeemet al, Cell Biochem. Biophys2011, 61, 237-250

Confidentiel 29



Chapitre 1 : Des maladies neurodégénératives awnesges sigma-1 : quelles perspectives thérapeesqu

catégories dont les oligoméres, les protofibrikgsles fibrilles™> Les oligoméres sont de petits
assemblages de protéines altérées qui sont prétergda fraction soluble de tampon extrait deusiss
et comprennent des structures de taille allantio@rés a 24-meres. '’ Des résultats provenant de
plusieurs études indépendantes de différentesipesté&emblent indiquer les oligoméres comme les
espéces les plus toxiques dans le mécanisme dagmed™’ En effet, des oligoméres synthétiques
mais également naturels sont capables d’induirpoptose dans des cultures cellulaires a des
concentrations trés faibfés® et de nuire a la plasticité synaptique et a la oiéerchez I'animaf®?*
Les protofibrilles également toxiques sont des gapeplus grands (d = 4-11 nm, L < 200 nm) dont la
taille augmente en fonction du temps et de la aunagon en protéines altérées. Enfin les fibrilles
possédent des structures longues et non ramifiéesitbn 10 nm de diametre et plusieurs pm de
longueur® Les fibrilles sont aussi capables d’induire unddité dans des cultures cellulaires mais a
des concentrations beaucoup plus élevées que légomeires et les protofibrilles.
Enfin, le lieu de dépbt des agrégats protéiqueie e fonction des maladies (Figure 3). Il peut
s'agir soit de dépot intracellulaire comme les satlp Lewy dans la MP soit de dépot extracellulaire
comme les plaques séniles dans la MA. Les dépbiacellulaires peuvent également étre de deux
types : cytoplasmiques ou nucléaires. Dans tousdssces agrégats protéiques sont impliqués dans |

phénoméne de dégénérescence neuronale.

Figure 3: Agrégats protéiques dans les différentes maladiesrodégénératives(a) Plaques séniles
extracellulaires dans la MAb) Dégénérescences neurofibrillaires intracelluladlass la MA.(c) Corps de
Lewy dans la MP(d) Inclusion nucléaire de polyglutamine dans la maadé Huntington(e) Inclusion

cytoplasmique d’ubiquitine dans la SEA.

5B, Caugheyet al, Annu. Rev. NeurosgR003 31, 267-298

16 C. G. GlabeNeurobiol. aging2006 27, 570-575

D. M. Walshet al, J. Neurochem,.2007, 101, 1172-1184

18 A. Demuroet al, J. Biol. Chem.2005 280, 17294-17300

19 M. Bucciantiniet al, J. Biol. Chem.2004 279, 31374-31382
20 3. P. Cleanget al, Nat. Neuroscj.2005 8, 79-84

21 G. M. Shankaet al, Nat. Med, 2008 14, 837-842

22 R. Nelsoret al, Nature 2005 435, 773-778
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2.2 Neuroinflammation

La neuroinflammation est une forme particulierénfthmmation touchant le systéme nerveux
central, cerveau et moelle épiniere, ainsi que \istésne nerveux périphérique. Il s’agit d'un
meécanisme de défense ayant pour but de protégeystéme nerveux contre les infections et les
lésions. Dans la plupart des cas, elle constitupronessus bénéfique qui cesse une fois la menace
éliminée et 'homéostasie restauf@&€ependant, il a été démontré que ce processusaipdive a
I'origine d’un dysfonctionnement ou d’une perte rale chez des patients atteints de MRDs.

D’un point de vue immunitaire, le cerveau est ittadnellement considéré comme un organe
privilégié en raison de sa séparation avec le mystéanguin périphérique. Cette séparation est
possible grace a la présence de la barriere héematphalique (BHE), une structure membranaire
capable de restreindre le passage des cellules mbrdbreuses substances du sang vers le céfveau.
Toutefois, un grand nombre de MNDs sont caractsis®n seulement par une inflammation locale
provenant des cellules gliales résidant au niveaucerveau, mais aussi par une infiltration de
leucocytes périphériqué&Bien que linfiltration de cellules immunitaire€gphériques puisse étre
toxique pour les neurorfés linfiltration de leucocytes n'est pas toujourssponsable d’une
neurotoxicité®*? indiquant donc un réle important des celluleslgtiadans la réponse inflammatoire
associée a la neurodégénérescence.

La neuroinflammation est caractérisée principalenpar ['activation des cellules gliales et plus
particulierement des microglies. Ces dernieres tdarst les composants principaux de la réponse
immunitaire intrinséque dans le SNC. Elles repriesgnenviron 15 % de I'ensemble des cellules
résidant dans le cerveau et correspondent a un dgfhelaire unique se différenciant des autres
cellules gliales et des neurones par leur morpli@f8dans des conditions physiologiques normales,
les microglies sont présentes dans un état de {gposture ramifiée) qui est associé a la producti
de facteurs neurotrophiques et anti-inflammatoiteSensibles aux plus petites perturbations, elles
s’activent facilement en présence de pathogenebri¢déagrégats protéiques...) ou de lésions
tissulaires. Une fois activée, les microglies memntrune série de changements que ce soit dans leur
structure, leur nombre (augmentation de la pratién) et leur fonction (phagocytose et production
de molécules bioactives). Ainsi activées elles smpiables de produire et sécréter une variété de
médiateurs inflammatoires tels que des cytokiness dhemokines, des radicaux libres et des

protéase$®?°Ces médiateurs inflammatoires peuvent non seulemedtler I'action immunitaire et

B C. K. Glas=t al, Cell, 2010 140, 918-934

243, Amoret al, Immunology201Q 129, 154-169

M. J. Carsoret al, Immunol. Rey2006 213, 48-65
%M. L. Block et al, Progress Neurobio] 2005 76, 77-98
273, Freudeet al, J. Virol., 2002 76, 12223-12232

2 K. Boztuget al, J. Immunol, 2002 169, 1505-1515
M. J. Trifilo et al, J. Neurovirol, 2003 9, 315-324

%0 G. W. KreutzbergTrends Neurosc1996 19, 312-318
3Lw. J. StreitGlia, 2002 40, 133-139
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initier la réparation tissulaire mais aussi agir l&s neurones en altérant leur fonctiofEn effet, si
cette réponse microgliale est non contrdlée ouopg#e, ces agents inflammatoires contribuent a
I'élaboration d’'un cycle neurotoxique auto-entreteui implique I'activation de plus de microglies,

la sécrétion de plus de médiateurs inflammatoitgmeconséquent la perte de neurones environnants
(Figure 4). En raison de leur incapacité a se éivet a récupérer d'une blessure, les neurones sont

extrémement vulnérables aux processus immunitetreglammatoires.
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Figure 4 : Mécanisme de l'inflammation associé a la dégéwméree neuronal€.Les fléches noires mettent en
évidence les relations entre cellules tandis queefliches bleues indiquent les conversions cethdail)
Activation de la microglie en présence de débriagrégats protéiques. 2) Phagocytose des débséceaition
de médiateurs pro-inflammatoires (IL-1, T&NAL-6) et des espéces réactives de I'oxygéne (RASPerte de
neurones environnants lors d'une réponse non déetrd) Infiltration de monocyte afin de controleréaction
inflammatoire locale. 5) Différenciation des montasyen macrophages qui vont engloutir les débrssatter
des facteurs de croissances et des cytokinesrdlatiimatoires. 6) Désactivation des microglies.

Dans des conditions physiologiques normalesge ceiponse microgliale est contr6lée par de
nombreux mécanismes de contact entre les neurones eellules gliales tels que la voie CD200R-
CD200 ou encore l'activité électrique neuroridlea présence de certains neurotransmetteurs et
interleukines permet également de désactiver lesoglies et de stopper la réaction inflammatdire.
En effet, lorsqu’il devient essentiel de contrdlénflammation locale, I'assistance du systéme

immunitaire systémique est réclamée (Figure 4). Democytes infiltrent alors la BHE et se

32H.-M. Gaoet al, Trends Immunol, 2008 29, 357-365
33 M. Schwartzet al, Nat. Rev. Neural201Q 6, 405-410
¥ R. M. Ransohofét al, Nature 201Q 468, 253-262

% R. Weiet al, J. Neuroimmung1999 95, 8-18
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différencient localement en macrophages. Ces dsmant permettre non seulement I'élimination des
débris ou agrégats protéiques responsables de detia® inflammatoire mais également la
désactivation des cellules gliales par sécrétioaytiskine anti-inflammatoire (IL-10%

Malgré la mise en place de ces mécanismes deatémyl il a été démontré qu’'une réponse
inflammatoire aberrante jouait un role importanhsl@le nombreuses maladies neurodégénératives
telles que la MA ou la MP. Cette fonction destrnetdes microglies activées semble résulter d’'une
sénescence microglialeEn effet, le vieilissement des cellules glialesraine des anomalies dans la
fonction mais aussi un défaut de réponse inflamimeatba premiére caractéristique identifiée deecett
sénescence microgliale est l'altération morphologigiécrite comme dystrophieLes microglies
dystrophigues posséedent des anomalies dans lestwst telles qu'une absence de ramification, une
atrophie ou encore une fragmentationCes différents changements seraient a l'origine de
modifications fonctionnelles des cellules gliales par conséquent a l'origine d'une réponse
inflammatoire aberrant&. De plus, de nombreuses études ont montré que aelifications
fonctionnelles seraient également dues a des factatrinséques tels que des neurotransmetteurs, un
stress oxydant, des hormones ou encore des factpathologiques présents dans le
microenvironnement des microgli&sParmi ces facteurs pathologiques, les agrégatéigues ont
largement été impliqués puisqu’ils semblent aceéliér sénescence microgliale.

Ainsi, en d'autres mots, la sénescence microgl@aplée a des facteurs extrinseques serait
responsable des altérations fonctionnelles et @édanse déréglée des microglies et par conséquent

entrainerait la perte neuronale chez des pati¢eists de MNDs.

2.3 Stress oxydant

Les besoins en oxygéne des différents tissus dépénde leurs besoins métaboliques. Les
neurones et les astrocytes, les deux types ceéislanajeurs du systéme nerveux central, sont
largement responsables de la consommation massigerdeau en oxygene et en glucose. En effet, le
cerveau humain ne représente que 2% du poidsdotabrps et est pourtant responsable de plus de
20% de la consommation globale en oxyg&ne.

L’oxygéne est un élément essentiel pour la vigg@méral et pour I'exercice des fonctions de tout
organisme eucaryote en particulier. Son réle darmssivie est étroitement lié & son potentiel réglax
fait de cet élément un excellent agent oxydant ldepd'accepter facilement des électrons provenant
de substrats réduits. Mais ces propriétés sonteggalt responsables de dommages oxydatifs

aboutissant a une neurotoxicité. En effet, les &xnpartiellement réduites de I'oxygéne sont

% X. G. Luoet al, Mol. Neurodegener201Q 5, 12-20
37W. J. StreitTrends Neurosc2006 29, 506-510
3. J. Streitet al, Glia, 2004 45, 208-212

39 A. Sierraet al, Glia, 2007, 55, 412-424

40 B. Halliwell, J. Neurochem2006 97, 1634-1658
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hautement réactives puisque les radicaux libres dem espéces tres instables qui acceptent ou
donnent facilement des électrdfigl existe de nombreuses variétés d’espéces réactie I'oxygéne
(ERO) dont I'ion superoxydeO} ), le peroxyde d’hydrogéne §8,), le radical hydroxyleHO") ou
encore I'oxyde nitriqueNO°) et I'ion peroxynitrite QNOO~) (Figure 5)!' Toutes ces espéces actives
sont capables d’interagir avec les composantslailts tels que les protéines, les lipides et I'ADN
Ces interactions peuvent étre a I'origine de nommbiehangements dans les fonctions des cellules et

ainsi provoquer la mort cellulaifé.
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Figure 5 : Les différentes espéces réactives de I'oxygéteueimode de productiot.

Il existe de nombreuses voies par lesquelles ganisme peut étre exposé aux effets des espéces
réactives de I'oxygeéne. Les radicaux libres soontlpits par de multiples processus chimiques que ce
soit au sein méme de I'organisme ou a I'extériemr effet, dans des tissus sains, la principalecgour
de radicaux libres est la mitochondrie. Cette oefjarest responsable de 90% de la consommation
cellulaire en oxygene et le métabolisme de ce demst a 'origine des ERO. Les enzymes peuvent
également générer des especes réactives au colesirdecycles catalytiques. Enfin, des facteurs
environnementaux dont la pollution de I'air comriazdne, la fumée de cigarette, les pesticides, les
solvants, les hydrocarbones aromatiques sont égaledes sources dER®.Ces agents polluants
sont soient constitués de radicaux libres, soransformés en espéces réactives grace au métabolism
cellulaire et au processus de détoxification. Dieglés ont montré que la pollution & 'ozone causait

d’'importants dégats sur la santé humdth€e gaz permet de produire des ERO dans I'organisme

*1J. K. AnderseniNat. Rev. Neuros¢i2004 8, 18-25

“2\W. Droge,Physiol. Rey.2002 82, 47-95

43 3. Rivas-Arancibizet al, Chapter 3: Oxidative stress and neurodégénérdiaaase. IfNeurodegenerative
diseases - Process, Prevention, Protection and ¥ang, 2011

“D. I. Cretuet al, Rom. J. Morphol. Embrygl201Q 51, 701-706
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causant ainsi une augmentation d’especes oxydanpes conséquent un stress oxydant qui contribue
au développement des maladies neurodégénéréatifes.

En présence de ces différentes especes, l'organsmléveloppé des mécanismes afin de se
protéger. Les antioxydants sont des substancesgimoles capables d’entrer en compétition avec les
substrats oxydables (protéines, ADN, lipides...) petamt ainsi d’'inhiber I'oxydation et d’éliminer
les ERO" Les systémes antioxydants peuvent étre diviséeer catégories : les enzymatiques et les
non enzymatique¥. Parmi les systémes enzymatiques, la superoxyaeutise (SOD) va convertir
I'ion superoxyde0,~ en oxygéne et en peroxyde d’hydrogén®HCe dernier est pris en charge par
les catalases ou la glutathion peroxydase pourti@énsformé en eau (Figure B)Les systémes non
enzymatiques sont composés essentiellement deingam, E et C, de protéines et d’acides aminés,
des agents réducteurs capables de donner un élgeits oxyder des especes tels que les radicaux
libres et ainsi inhiber leur potentiel destructeDes systemes sont beaucoup moins réactifs que les
systémes enzymatiques mais sont présents en plndag concentrations.

Glutathione peroxidase

H.0, 2 GSH

2H*

Catalase

Figure 6 : Systémes enzymatiques antioxydafits.

Le stress oxydant est défini comme un déséquildmtre la production d’ERO et le niveau
d’antioxydants présent dans I'organisfieCe déséquilibre est caractérisé par une concimirat
importante d'especes réactives de l'oxygene quit @#te causé par une production excessive
d’especes oxydantes ou au contraire par un déficgystéme antioxydant. Un taux de stress oxydant
trop important peut étre a l'origine de dommagdhilegres irréversibles comme des nécroses ou des

“SD. SchwelaRev. Environ. Healt200Q 15, 13-42

“°B. Halliwell et al, Lancet 1984 323, 1396-1397

7 A. Somogyiet al, Physiol. Meas.2007, 28, 41-55

8 A. Melo et al, Oxid. Med. Cell. Longey2011, 2011, 1-14
493, Gandhkt al, Oxid. Med. Cell. Longey2012 2012, 1-11

Confidentiel 35



Chapitre 1 : Des maladies neurodégénératives awnesges sigma-1 : quelles perspectives thérapeesqu

déficits en ATP et allant méme dans certain caguj@sprovoquer I'apoptose des cellul®Or le
systéme nerveux central est trés vulnérable auxrayas oxydatifs. En effet, bien que le cerveau ait
un grand besoin d’oxygéne, il est relativement aiéfit en systemes enzymatiques permettant la
métabolisation des ER® Bien au contraire, il est enrichi en acides gralyipsaturés (constituants
membranaires des neurones) qui s'oxydent facileraenprésence de radicaux libréDe plus, la
présence de la BHE permettant la protection dueeervempéche les systemes non enzymatiques
comme la vitamine E de pénétrer. Ces deux facte@unsis font des cellules neuronales, des cibles
susceptibles d’étre endommagées plus facilement lg@rERO que toutes autres cellules de
'organisme. Enfin, des études ont montré qu’'unposition aigue ou prolongée a des espéces
oxydantes provoque des altérations dans la plastieiuronale qui se manifestent par un déficit dans
le processus d’apprentissage, de mémoire et dansvité motrice’® Une exposition & des doses
faibles mais sur une longue période entraine égaieome dégénérescence neuronale progredsive.

Avec I'age, le stress oxydant au niveau du cenamamente et les cellules neuronales pourraient
étre particulierement endommagées. Par ailleusscdpacités cellulaires a répondre aux dommages
oxydatifs infligés aux protéines diminuent égaletrearec I'age, aboutissant ainsi a une augmentation
de 'accumulation de protéines altérébk’association de ces deux phénoménes dans degtiooad
pathologiques, entrainerait une neurodégénérescence

Finalement, méme si le stress oxydant a été impliglans les différentes maladies
neurodégénératives telles que la MA, la MP et Skefuis de nhombreuses années, il n'a pas encore

établi s’il s'agissait de I'élément déclencheur dathologies ou seulement d’une conséquence.

2.4 Autres mécanismes

Bien que I'ensemble des mécanismes décrits prauédat soit largement impliqués dans la
cascade d’événements aboutissant a la mort neeracglne sont cependant pas les seuls. En effet,
depuis quelques années, un intérét croissant abSgrvé pour des mécanismes de second ordre
impliguant notamment la mitochondrie et le rétienlandoplasmique.

En tant qu’organelle indispensable a la survie a@kiiles par son implication dans I'apport en
énergie, dans la modulation de 'homéostasie deiwal et des radicaux libres, et dans I'apoptose, la
mitochondrie joue un réle essentiel dans les @dl@ucaryotes y compris les neurones. Ainsi, le
systeme nerveux central dépend de l'efficacité fdestions mitochondriales. Il n'est donc pas
surprenant qu’un défaut de ces fonctions soit igugidans le processus de neurodégénérestebee.

plus, le vieillissement physiologique ainsi que hesladies liées a I'adge sont de plus en plus sduven

0 M. F. Beal,An. Neurol, 2005 58, 495-505

L A. Nunomuraet al, J. Biomed. Biotechngl2006 2006, 1-6

2 G. Perryet al, Free Radic. Biol. Med2002, 33, 1475-1479

3 C. Dorado-Martineet al, Int. J. Neuroscj.2001, 108, 149-161
> N. Pereyra-Mufioet al, J. Chem. Neuroana2006 31, 114-123
> A. Federicoet al, J. Neurol. S¢j.2012 322, 254-262
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associés a une diminution d’efficacité des mitochi®s>°® Les dysfonctionnements majeurs impliqués
dans les MNDs comprennent les mutations de I'’ADNoationdrial, une faible production d’ATP,
I'altération de 'homéostasie calcique, un stresgdant important et un défaut dans la perméabilité
membranaire de cette organelle. L'ensemble de oesnaies est impliqué dans I'apoptose des
cellules?’

Le réticulum endoplasmique (RE) orchestre le®diffits processus par lesquels les protéines sont
synthétisées, correctement repliées, modifiéesragtsportées vers leur destination firdleDes
perturbations dans la fonction ou une perte d'intégdu RE entrainent un stress de celui-ci qui
contribue a la mort neuronateDe nombreux facteurs peuvent conduire & un dysiftomeement du
RE tels que l'dge, des anomalies génétiques ourendans des conditions pathologiques,
I'accumulation d’agrégats protéiques et des peatizhs de 'homéostasie calciqié® Méme si les
mécanismes sont encore imparfaitement connug, dleeplus en plus admis qu’un stress du réticulum

endoplasmique soit impliqué dans les processulogfiques des différentes MNDs.

3. Pathologies et traitements

Méme si les processus pathologiques sont de plydus caractérisés, il n’existe aucun traitement
curatif ou qui puisse stopper I'évolution des MNDa.maladie d’Alzheimer, suivie par la maladie de
Parkinson et la sclérose en plaques sont les realadturodégénératives les plus répandues. Bien
gu’affectant un nombre plus restreint d’individies,maladie de Charcot et la chorée de Huntington
n'en restent pas moins dévastatrices. Dans ce tprojeus nous sommes intéressés plus

particuliérement a la MA et a la SEP, deux MNDsmgpirésentent en enjeu majeur de santé publique.

3.1 La maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer (MA) a été décrite pourpi@miére fois en 1906 par Alois Alzheinfér.
Ce neuro-pathologiste allemand avait reporté ledoase femme de 51 ans présentant un délire de
jalousie suivi d’'une désintégration des fonctiomellectuelle$? Ce n'est que quelques années plus
tard que I'appellation « maladie d’Alzheimer » & dbnnée a un type de démence survenant chez un
sujet relativement jeurfé.

Aujourd’hui, selon une définition de I'OrganisatioMondiale de la Santé, la démence se

caractérise par une altération progressive de Iaagité et des autres capacités cognitives, apparue

5 M. Karbowskiet al, Act. Neuropatho).2012, 123, 157-171

>"H. Duet al, Int. J. Biochem. Cell Bigl201Q 42, 560-572

8 \W. Paschemt al, J. Neurochem2001, 79, 719-725

*9D. Lindholmet al, Cell Death Differ, 2006 13, 385-392

®0R. V. Raoet al, Curr. Opin.Cell Biol, 2004 16, 653-662

1 M.-F. Chesseletolecular mechanism of neurodegenerative disedsenana Pres€001
2 K. Maureret al, Lancef 1997, 349, 1546-1549

83 3. Touchoret al, La maladie d'AlzheimeElsevier Massor2004
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depuis au moins six mois et suffisamment marquéer gwmndicaper les activités de la vie
quotidienne€>®* Il existe différents types de démences caractrisd@ des symptémes et des

anomalies cérébrales bien distincts.

3.1.1 Epidémiologie

En 2010, le nombre de personnes atteintes de démémait estimé a 35,6 millions dans le monde.
Il est prévu que ce chiffre double tous les 20 aassant a 65,7 millions en 2030 et & 115,4 mdlion
d’ici 2050. La MA est la forme la plus répanduediEmence avec environ 25 millions de personnes
atteintes”

La prévalence de la maladie a I'échelle mondiad¢éaestimée a 4,7% pour les personnes agées de
plus de 60 ans et I'incidence est chiffrée & 19@8sonnes en Europe® De plus, I'affection touche
plus de femmes que d’hommes puisqu’au-dela de 85 laa proportions sont de 13,2% pour les
hommes contre 20,5% pour les femmes.

Enfin, une disparité géographique est observée des taux Iégérement moins élevés dans les
pays en développement qu'en Europe ou en Amériqudatd. Une inversion de cette tendance est
prévue au cours des 30 prochaines années. Enik#st,estimé qu'en 2050, plus de sept personnes

sur dix souffrant de la MA ou de maladie apparenté®nt dans des pays en développenient.
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Figure 7 : Prévalence par age de la maladie d’Alzheimer &tsales continents et les pays.

3.1.2 Aspects cliniques et diagnostic
La maladie d’Alzheimer n’est diagnostiquée emEeaque chez 50% des personnes atteintes. Elle
débute d’'une maniére générale par des troublea deémoire et des difficultés d’apprentissage puis

évolue vers des problemes d’équilibre et de la h&ar€ette évolution s’accompagne fréquemment de

% Alzheimer's Disease Research, American Healthsteasie Foundation. http://www.ahaf.org
% World Alzheimer Report 201201Q
% C. Qiuet al, Dialogues Clin. Neurosgi2009 11, 111-128
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complications non cognitives comme des symptomgshasogiques et comportementaux. Ainsi, le
désordre clinique observé chez les patients es&blarmais se caractérise, toutefois, par 3 phases
aboutissant généralement au décés. La progressitanrdaladie étant lente, il est souvent difficie
reconnaitre la transition d’une phase a l'altfé.

La phase initialerévéle des troubles mnésiques souvent imputégdlisgement et donc rarement
remarqués par I'entourage. Différentes études amitré@ qu’il pouvait exister un délai de 3 ans en
moyenne entre I'apparition des premiers symptorhés moment du diagnostié.Ces troubles de la
meémoire sont accompagnés d’ordinaire par des @mudd de communication comme trouver le mot
juste ou suivre une conversation, et par des lggetdémes de coordination.

Au cours de Igphase intermédiaire on constate une aggravation des pertes de méeiiree
détérioration plus importante des capacités mentaiephysiques. Le patient n'est plus capable de
reconnaitre les membres de son entourage (amasndtd). Il en oublie progressivement son passé et
perd I'orientation dans le temps et I'espace. Aghjoute I'apparition d’états dépressifs, anxietix
des sautes d’humeur. Les capacités physiques gal@néent amoindries ce qui conduit peu a peu a
une perte d’autonomie.

Enfin, dans lgphase avancéege malade n’est plus en mesure de se souvengpmenuniquer, ou
de prendre soin de lui. Il a perdu toute autonoidi&volution irrémédiable de la maladie le conduit
vers un état grabataire. Par ailleurs, sa fradiiépose a de nombreuses infections. Cette phase s

termine par le décés de la personne suite a deglications secondaires (infections ou pneumonie).

3.1.3 Physiopathologie

L’étude du processus pathologique de la maladietraau’elle résulte de mécanismes complexes.
L’affection est caractérisée par la présence dex désions principales dans le cerveau: les
dégénérescences neurofibrillaires neuronales (Dbb¥tenant une protéine Tau anormalement
phosphorylée et les plaques séniles extracellslaiRS) comprenant des agrégats de pepqiide
amyloide®® Les neurones touchés se situent principalemerst aippocampe et le néocortex, deux
zones impliquées dans le processus d'apprentistage mémoire. A ces anomalies s’associent une

baisse de la densité synaptique et une perte redaroonduisant a des déficits biochimiques.

La dégénérescence neurofibrillaire (DNF) corresp@n une accumulation intraneuronale de
fibrilles de protéine Tau hyperphosphorylée. Cpti®éine anormalement phosphorylée ne peut plus
assurer son rble physiologique de polymérisatiqpubignérisation et de stabilisation des

microtubules.

57 M. Sotoet al, La Presse Médica@007, 36, 1491-1499
% D. Knopmaret al, J. Am. Geriatr. Sog200Q 48, 300-304
%S, Fredst al, J.Gerontol, 1992 47, 177-182
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Les microtubules sont des filaments du cytosdqieele

constitués de plusieurs protofilaments de tubuliseservent

a transporter I'ensemble des nutriments et auti&@sehts
essentiels a la survie des neurotesprotéine Tau interagit
avec les microtubulesvia des domaines de liaison:
spécifiques afin d'assurer I'assemblage et la Et@biles
filaments’® L'interaction protéine Tau/tubuline est régulé

microtubule —

par le stade de phosphorylation de Tau.

En effet, la protéine Tau est une phosphoproté&ue contient normalement 1-3 moles de
phosphates par mole de protéine. Suivant les sites nombre de phosphorylation, les microtubules
se stabilisent ou au contraire dépolymérisent assuainsi un équilibre dynamiqi.Dans des
conditions pathologiques, cet équilibre est affgaéla présence sur la protéine de 3 a 4 fois qidus
groupements phosphates. Ce phénomeéne peut éilbeié@toit a I'activité accrue des kinases assurant
la phosphorylation, soit & la diminution de cellesdhosphatases, qui ont I'effet invefs8.Les
protéines anormalement phosphorylées ne se liestgix microtubules mais s'agrégent entre elles.

Ce phénomeéne perturbe fortement le transport axarenduit a la mort neuronale (Figure 8).

Parties de microtubules

en disagrégation
Amas de

protéine Tau

Microtubule en
. désintégration
Neurens malade

Microtubule an
désintégration

Amas de
protéine Tau

Figure 8 : Implication de la protéine Tau dans la maladielzt¥imer.

Les plagues séniles (PS) résultent de I'agrégatitracellulaire de peptidesBAun métabolite de
I'APP. L’Amyloid Protein Precursor ou APP est unretpine transmembranaire de 695 a 770 acides
aminés, localisée principalement au niveau de fmpse des neuron€sSes fonctions au sein du

systéme nerveux ne sont pas encore bien connuetefdis, il a été établi qu’elle intervenait daas |

OB, L. Goodeet al, Mol. Biol. Cell 1997, 8, 353-365

"L L. Buéeet al, Psychol. neuropsychiatr. VieiR00§ 4, 1-12

2 M. Takedaet al, Molecular neurobiology of Alzheimer disease anated disorderKarger Publisher£004
3 D. Dawbarret al, Neurobiology of Alzheimer's Diseag@xford University Pres€007
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croissance et la survie des cellules neuronalesj gue dans la plasticité neuronale et la réparati
des synapses aprés 1ésiéhs.

L’APP peut étre métabolisée selon deux voies géatmtervention de sécrétases (Figure 9). La
premiére voie, non amyloidogénique, résulte detibacde laa-sécrétase et libére un peptide aux
propriétés neurotrophiques : le sAPR.a seconde voie, amyloidogénique, est responsddléa
libération du peptide B aprés lintervention de$- (BACE) puis y-sécrétases. La-sécrétase
conditionne la nature du peptide} Aonstitué alors de 38 a 43 acides amifés’’ Il existe deux
formes prédominantes de ce peptide correspondatgsarésidus de 40 ou de 42 acides aminés
(ABad/AP4y). Le peptide R4, est beaucoup plus hydrophobe, et possede donalplysopension a
s’agréger que la formef#y.

Par nature, la voie amyloidogénique n’est pasoggthe mais c’est son déréglement qui conduit a
la pathologie. Ce déréglement peut se traduire yrer surproduction du peptideBA ou une
modification des proportionsfiy AB4.. Dans des conditions normales, la fornfAeprésente une
proportion importante (supérieure a 90%) deltatal produit par les cellules, alors que la forifi,
ne représente qu'une fraction mineure (moins de.8%B)gans tous les cas, ce déréglement serait

responsable de I'agrégation du peptide qui comstés plagues séniles.
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Figure 9 : Les différentes voies de clivage de la protéine APP
Il semblerait que la partie postsynaptique desysyes soit la cible principale des plaques séniles.

Plusieurs récepteurs postsynaptiques seraient iahpigjués et parmi eux le récepteur au glutamate

NMDA. L'excitotoxicité qui en résulterait, c'esteire I'nyperexcitation des récepteurs NMDA, serait

" E. Checler)). Neurochem1995 65, 1431-1444

*S. S. Sisodiat al, FASEB J.1995 9, 366-370

8 F. Checlefet al, Méd. Sci.2002 18, 717-724

"D. Burdicket al, J. Biol. Chem.1992 267, 546-546

83, Gandy,). Clin. Invest.2005 115, 1121-1129

" H. W. Querfurthet al, New Eng. J. Med201Q 362, 329-344

Confidentiel 41



Chapitre 1 : Des maladies neurodégénératives awnesges sigma-1 : quelles perspectives thérapeesqu

a lorigine de la mort neuronaf®.Enfin, les PS envahissent notamment les airesicatms
associatives. Ce sont sans doute ces atteinteonditionnent I'apparition des premiers symptémes,

en général des plaintes mnésiques.

Bien que le peptide R\et la protéine Tau aient été largement étudiéwithekllement en ce qui
concerne surtout leur mode de toxicité, ce n’esttgis récemment que leurs possibles interactions e
les effets de synergie dans la maladie d’Alzheiomrété mis en évidence (Figure 10).

Tout d’abord, plusieurs étud@s vitro et in vivo montrent que le peptidepAinduit la pathologie
Tau. Ainsi, la formation de peptide pAchez des souris transgéniques APP conduit a une
hyperphosphorylation de la protéine Tau tandis dee souris transgéniques Tau ne manifestent
aucune pathologie " De plus, une immunisation contre le peptidg ¢hez des souris triples
transgéniques qui présentent a la fois des plagéeses et une dégénérescence neurofibrillaire,
entraine aussi bien une réduction des dépéts amegaxtracellulaires qu’une diminution du taux de
protéine Tau hyper-phosphoryl&e.

Il a ensuite été démontré que la protéine Tau ifiaiplla toxicité du peptide A. En effet, des
études ont montré que les neurones déficientsa@gipes Tau sont protégés de la toxicité induite pa
le peptide B.2° Par conséquent, la toxicité neuronale du peptigeendrait de facon critique de la
présence de la protéine Tau.

Enfin, il existerait une synergie de leurs effietsiques. La protéine Tau et le peptidp dgiraient
chacun sur des organites différents ce qui ammifideurs effets toxiques. Par exemple, au niveau
mitochondrial, le peptide R\atteint préférentiellement le complexe IV de laicke respiratoire tandis
gue la protéine Tau blogue le complexe I. Cela aoai & une détérioration amplifiée des fonctions

mitochondriale?

T B B Tau %%
Mediated
Tau % P by tau

Toxicity Toxicity Toxicity

Mitochondria

Figure 10 : Modes d'interaction possibles entre &t Tau.a) AB entraine I'hyper-phosphorylation de la
protéine Taub) Tau amplifie la toxicité de f\ c) Ap et Tau agissent en synergie.

80 L. M. Ittneret al, Nature Rev. Neurosci201Q 12, 67-72

81 ). Gotzet al, Mol. Psy, 2004 9, 664-683

83, Oddcet al, Neuron, 2004 43, 321-332

8 M. Rapoportet al, Proceedings Nat. Acad. S&002 99, 6364-6369
8 V. Rheinet al, Proceedings Nat. Acad. S&@009 106, 20057-20062
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Pour finir, en paralléle de I'apparition des PSietDNF, on peut observer d’autres modifications
cérébrales comme l'altération des microvaisseauxetconcentration importante de cellules gliates e
microgliales qui participent a la réaction inflanioiee présente autour des plaques séniles. Il a
également été montré que les Iésions cérébralda A s’accompagnaient de perturbations des
différents systémes de neurotransmission. En dféteration de la neurotransmission cholinergique
constitue la principale voie impliquée dans la pbyathologie des troubles cognitifs et non cogsitif
de la maladie. L’hypothese cholinergique résultd’daservation d’une diminution d’acétylcholine
dans les tissus cérébraux de patients atteints Ale @étte diminution serait corrélée a un déclin

cognitif et & certains désordres non cognitifstaxischez les maladés.

3.1.4 Les traitements

Bien qu'il nexiste actuellement aucun traitementatif de la maladie ou qui puisse stopper son
évolution, certains médicaments sont prescrits @iténuer les pertes de mémoire ainsi que les
problemes de raisonnement et de langage. Toutefesstraitements ne sont pas efficaces sur
'ensemble des patients et surtout leurs effetddument qu’'un certain temps. Ainsi, il existe une

nécessité certaine de trouver de nouveaux traitesmen

La mise en place deaitements médicamenteuxcontre la MA remonte a une vingtaine d’années.
La premiere molécule, la tacrine (Figure 11) amige sur le marché en 1994. Bien qu’ayant prouvé
son efficacité en tant qu’inhibiteur de cholineag, elle n’est plus commercialisée depuis 2004 en

raison de sa toxicité avérée pour le foie.

NH,
X

—

N

Tacrine
Cogne®

Figure 11 :La tacrine : § inhibiteur de cholinestérase.

Depuis, des médicaments de deuxieme génératiodt@mtéveloppés. Il existe actuellement quatre
molécules sur le marché appartenant a deux fanliiéérentes : les anticholinestérasiques et les
antiglutamates. Toutes sont utilisées dans lesingints symptomatiques de la maladie.

Les anticholinestérasiques sont indiqués dansfdeses légéres a modérément sévéteis
permettent d’augmenter le taux d’acétylcholine di@nserveau, neurotransmetteur qui joue un réle

dans le processus de mémoire et d’apprentissagentilainsi prouvé leur efficacité dans les dongine

8 P, T. Francit al, J. Neurol. Neurosurg. Psyctii999 66, 137-147
8 C. M. VanDenBergt al, Drugs & Aging 200Q 16, 123-138
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de la cognition. Cette famille regroupe trois malés différentes mais de méme efficacité : le
donépézil, la galantamine et la rivastigmine (Fégur)®"%®®° lls présentent toutefois des effets

indésirables fréquents au niveau digestif (naugsete d'appétit, diarrhée).

0
\O ~ N O\n/ N~
O o
Donepeézil Galantamine Rivastigmine
Aricept® Réminyf Exelon®

Figure 12 : Inhibiteurs de cholinestérase actuellement usld#@ns le traitement de la MA.

La classe thérapeutique des antiglutamates ndenbré ce jour qu'une seule molécule: la
mémantine (Figure 13). Cet antagoniste non conifpdéts récepteurs NMDA est indiqué chez les
patients plus avancés, des stades modérément sévéséveres de la maladieElle permet de
moduler I'affinité des récepteurs NMDA envers letgmate, molécule responsable d’'une excitation
toxique du systeme nerveux. Ainsi, elle contribugaentissement des pertes de fonctions cognitives
allant parfois jusqu'a les améliorer chez certpatients. La mémantine est par ailleurs bien teléré

par les malades.

NH,

Mémantine
Axura®

Figure 13 :La mémantine (Axurd, seul représentant des antiglutamates

D’autre part, la MA peut s'accompagner de troubjes/cho-comportementaux comme des
manifestations dépressives, d'anxiété, des trouthllesommeil. Ces symptémes varient en fonction
des individus mais s’aggravent au cours de la nmlddorsque les troubles du comportement
persistent malgré la prise d’anticholinestérasigdes médicaments stabilisateurs de 'humeur comme
les inhibiteurs de la recapture de la sérotoninevemt étre utiliséd Les benzodiazépines sont
utilisées dans le traitement de I'anxiété, de tagin, des troubles du sommeil et de la déamlmulati

nocturne. Dans les cas extrémes, c'est-a-dire gearntdoubles du comportement s’accompagnent de

87S. L. Roger=t al, Eur. Neuropsychopharmac®00Q 10, 195-203
8 J. Marcussoet al, Alzheimers Dis. Assoc. Disor@003 17 86-91
% M. Rosleret al, BMJ, 1999 318, 633-640

% C. G. Parsonst al, Neuropharmaco).1999 38, 735-767

%1 C. G. Lyketso®t al, Am. J. Psychiatry200Q 157, 1686-1689
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symptémes psychotiques (délires, hallucinatiores) ,Heuroleptiques a faibles doses en cure de courte

durée peuvent s'avérer nécessére.

Enfin, le traitement de la MA ne repose pas seetdraur les médicaments. La prise en charge des
malades passe aussi partiestements non médicamenteux® Ces derniers ont pour but de retarder
l'institutionnalisation des patients. lls consigtem un soutien psychologique de I'entourage et une
aide au malade. En effet, établir et maintenir cov@amunication avec le patient et avec son entourage
est I'un des points clés du traitement. Les équipgslicales et I'entourage du malade doivent
s’efforcer non seulement de maintenir son autoaahises liens sociaux mais aussi d’optimiser ses
capacités mnésiques résiduelles.

La thérapeutique non médicamenteuse fait ainsiuré@ux différents programmes de rééducation
et de réhabilitation cognitive qui ont pour objéde retarder au maximum la perte d’autonomie. Ces
programmes sont composés essentiellement d’atetiéraoire, de thérapeutiques par évocation du

passé et de rééducations de I'orientation.

3.2 La sclérose en plaques

La sclérose en plaques (SEP) est connue depuéblet du XIX siéclé! Toutefois, il faudra
attendre 1868 et le docteur Jean-Martin Charcot peoir une description précise et claire des hé&sio
observées dans la patholodieCent cinquante ans plus tard, et malgré d'innobiesarecherches,
cette maladie neurodégénérative souléve encorembreuses questions quant & son origine et a son

traitement.

3.2.1 Epidémiologie

En 2008, le nombre de personnes atteintes de 8ftPeétimé & 1,3 millions dans le morife.
Aujourd’hui, en considérant les pays ne délivraad g'informations sur cette pathologie et le nombre
de patients non diagnostiqués par faute de moyeasdiers ou technologiques, ce chiffre est esimé
2,5 millions. En France, on récence 80 000 malate4000 nouveaux cas sont déclarés chaque
année’

La prévalence de la maladie a I'échelle mondiaédéaestimée a 30 pour 100 000 personnes avec
une disparité Nord/Sud (Figure 14). En effet, démsmisphere Sud, les cas de SEP sont beaucoup
plus rares voire inexistants comparés a certaing e I'hémisphére Nord tels que les pays

scandinaves, le Royaume-Unis ou I'Ecosse. Le méméagmeéne a été observé en France avec une

92 Lebertet al, Rev. Neuro|.2003 159, 825-830

% Recommandations professionnelles. " Diagnostiquerise en charge de la maladie d'Alzheimer et des
maladies apparentées.”. www.has-sante.fr

% W. F. Hickey,J. Neuroimmun1999 98, 37-44

% J.-M. CharcotGaz. Hop. De Parisl868 41, 554-566

% Atlas: Multiple sclerosis ressources in the wa2D8

97 Association Francaise des Scléroses en Plaqups!/rafsep.org/ (2013)
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plus grande fréquence de la maladie dans les rediumd et Est. De plus il est montré que des
individus de morphotype caucasien sont plus suddeptde développer la maladie que ceux de
morphotype africain ou asiatiqd®.

Enfin, la sclérose en plaques est plus fréquerge es femmes que chez les hommes avec un ratio
moyen de 2 :1. Elle apparait typiquement entret2Zens, avec un age moyen de survenue se situant
autour de 29 ans. Dans 3% des cas, la maladiespaléclarer pendant I'enfance. Par ailleurs, gtexi
également des formes tardives qui peuvent débptés &0 ans.

Figure 14 : Prévalence de la sclérose en plaques a traverside (pour 100 000 habitant§).

3.2.2 Aspects cliniques et diagnostic

La SEP se caractérise par une grande diversggrdptdmes et signes cliniques qui peuvent varier
considérablement d’'un patient a I'autre. Ces sigiiegques surviennent le plus souvent sans facteur
déclenchant, et s’installent en quelques heura® wpielques jours pour diminuer progressivement en
guelgues semaines. S'ils durent au moins 24 heairssrviennent en I'absence de fievre ou d’effort
physique, ils constituent alors ce qu’on appelle poussé&’

La variabilité des symptémes dépend de la zonsydteme nerveux central ou une plague s’est
formée?® Une lésion au niveau des nerfs optiques peut ieetrales troubles visuels alors qu’une
Iésion au niveau de la moelle épiniére peut aussi imduire des troubles sensitifs que des troubles
moteurs (Figure 15). Dans un tiers des cas, laslies visuels sont révélateurs de la maladie. llIs
s’expriment par une baisse de l'acuité visuelleoequagnée de douleurs. Les troubles moteurs sont
généralement fréquents au début de la maladie reespmndent le plus souvent a une faiblesse
musculaire. Enfin, les troubles sensitifs corresigm trés souvent a des engourdissements ou a des

% 3. C. Oualleet al, Neurol, 2004 1, 415-457
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douleurs. Ces signes neurologiques s’accompagranidmment de signes généraux, hotamment une

fatigue importante qui peut étre invalidante.

— (A POaren s
/j’r | \A\ Hémisphéres cérébraux
f — 77N\ s
=\ "] e e
L\ i aile, 3 \=. " Incoordination

== (==t Ataxis

’ i NSy Diyzphenie
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o “| Fzibleszs
| =, | Paralyzis
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l Incontimencarétention
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® Fone de démyélinisation
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Figure 15 : Les atteintes de la sclérose en plaques.

La diversité des symptbmes observés dans la neatadd le diagnostic difficile. Actuellement, il
peut prendre plusieurs mois et est établi si seeerdeux éléments sont réunis : la dissémination
spatiale et la dissémination temporelle. En d'autmnets, le diagnostic est posé seulement si pligsieu
zones du SNC sont atteintes et si les pousséamseugcédées au fil du temps. Ce diagnostic repose
sur une série de critéres dont des criteres clddles signes de la maladie), des éléments fopanis
un IRM et parfois des éléments biologiques (pomstiombaires§?

Enfin, I'évolution de la SEP est tres variablerdindividu a un autre. Il est donc impossible de
prédire au début de la maladie la fréquence eedgédde récupération aprés chacune des pousseées. Il
faut attendre plusieurs mois, parfois de nombreaseses avant de pouvoir apprécier la forme
évolutive. C’est la succession dans le temps désghénes de poussées qui définit les différentes
formes cliniques de la maladie appelées rémittentprogressive ( Figure 16). Dans 85% des cas, le
début de la SEP se fait sous forme rémittente (R&i-BVec le plus souvent récupération totale de
'état neurologique. Apres quelques années, lsg@mamittente se transforme en phase chronique

progressive. On parle alors de la forme secondameprogressive (SP-MS). Enfin, dans 15% des cas

% Multiple Sclerosis International Federation (MSIRp://www.msif.org/ (2013)
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et surtout quand le début de la maladie se déafanés 40 ans, les premiers symptémes s’instalkent d

fagcon progressive sans poussée. Il s'agit alorsedforme d’emblée progressive sans phénoméne de

poussée.
Forme rémittente Forme secondairement
Handicap Récupération compléte Handicap progressive
Temps ' : Temps
. Forme rémittente . Forme d’emblée
Han(.jlcap Récupération incompléte Hanfilcap progressive
Temps | Temps

Figure 16 : Evolution possible de la sclérose en plaques.

3.2.3 Physiopathologie
La SEP est définie comme une maladie auto-immuhétérogene qui affecte a la fois le cerveau
et la moelle épiniére. Elle est caractérisée parlésgions multiples démyélinisantes au niveau de la

substance blanche et dont I'évolution ultime estdperdition axonale et neuronde.

La gaine de myéline est la principale cible ducpssus pathologique de la SEP. Sa destruction a
différents endroits du SNC, I'empéche d’assurerrééss physiologiques de conduction de l'influx

nerveux et de protection de I'axotfé.

Le systéme nerveux est le centre d’intégratiodestraitement La gaine de myéline
des données. Il remplit trois fonctions liées ardaeption, au T
s : . . e AWV L Corps
transport et a lintégration de linformation pdaintermédiaire & Wy ‘;’,’5—/ REREN
d'influx nerveux. Les neurones constitués d’un socpllulaire et = -4 Kiegia
d'un prolongement axonal sont responsables dedation et du r‘{ /
transport de cet influx nerved: Afin de faciliter et de maximiser = J P iﬂi

la communication entre les neurones, les axone$ sotOurés
Influx

HErenx

d’'une gaine de myeéline, une lipoprotéine peu cotrihgc produite
par les oligodendrocytes. Cette gaine est intertem@ des
intervalles réguliers (les nceuds de Ranvier) cepguinet une conduction rapide de I'influx le lorey d

la fibre nerveusevia un phénomene « saltatoire » (I'influx saute d'uceud de Ranvier a un

108, Garbayet al, Progress Neurobiol200Q 61, 267-304
191 N. Baumanret al, Physiol. Rey.2001, 81, 871-927
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autre)!®?%| a destruction de la segmentation de I'axone etmp@ette conduction saltatoire ce qui a
pour résultat de ralentir voire méme d’interromfareonduction nerveuse. Les différents symptomes

de la maladie apparaissent alors.

Le systeme immunitaire joue un role important dargestruction de la gaine de myéline. En effet,
I'origine auto-immune de la maladie met en jeuly@sphocytes T ciblant des antigenes de la myéline
tels que la MOG (Myelin Oligodendrocyte Glycoprofeou la MBP (Myelin Basic Protein). Il est
généralement admis que la SEP débute par uneatibth de lymphocytes activés au niveau de la
BHE induisant ainsi une réponse inflammatoire démsSNC (Figure 179%* Ce phénoméne
inflammatoire conjugué a une augmentation de lenpabilité de la BHE est observé au stade précoce
de la démyélinisation chez des personnes atteailet&EP.

Les lymphocytes T auto-réactifs ainsi infiltréeconnaissentia leur récepteur TCR I'antigéne
myeélinique présenté par la molécule du CMH (Complstajeur d’Histocompatibilité) exprimée a la
surface des CPA (Cellules Présentant I'Antigenkgdeaque les microglies et les macrophages. Il en
résulte la sécrétion de médiateurs pro-inflammeso(tL-23, IFNy, TNF, OPN) et I'activation des

macrophages qui attaquent alors la myéifne.

Adndsionat | TN A e

\‘/.Uarr hage

b i

Figure 17 : Attaque immunitaire de la gaine de myélifié.

192G, R. W. Mooreet al, Diagn. Histopathol.2011, 17, 225-231

1938, D. Trappet al, Structure of myelinated axon. Myelin biology and disorder£004
194 Steinmaret al, Nat. Rev. Immunql2003 3, 483-492

%D, ChabasRev. Neuro|.2005 162, 162-173
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D’autre part, les lymphocytes B activés se diffiéient en plasmocytes qui sécrétent des anticorps
spécifiques (IgG). Ces anticorps se fixent supleséines exprimées a la surface des oligodendrscyt
et des neurones et induisent ainsi la phagocytaskee macrophages.

La question du ou des antigene(s) spécifique(sette réponse immune n’a pas encore trouvé de
réponse méme s'il est clairement admis qu’une esjwa excessive de certains antigénes du soi serait
impliguée dans l'activation des lymphocytes T. blisfuement, les protéines myeéliniques telles que la
MOG ou la MBP étaient considérées comme les cibl@gues du processus pathologique de la
maladie. Cependant, des études récentes ont mguéréd’autres composants du SNC, comme la
crystallineaB**’ou la neurofascirt& pouvaient également étre des cibles. Les Iésiéhatdraient par
des foyers locaux d’inflammation dans le SNC, cquimeraient naissances par la suite a des plaques

de démyélinisation progressant a travers la substalanché?®

L'évolution de la maladie se fait généralement paussées séparées par des périodes de
rémissions. Ces dernieres sont le reflet d’'un miéo@n au cours duquel la gaine de myéline est
reformée et la conduction saltatoire restauréephémomeéne est appelé remyélinisation (Figure’48).

Il se traduit par I'apparition de plaques « inagsivou cicatricielles » en opposition aux plaquéives

lieu de démyélinisation. Enfin, la démyélinisatipeut également s'aggraver conduisant a une
perturbation et un ralentissement de la condua®hinflux nerveux. Au fil de temps, une atteirge
une destruction de I'axone peuvent se produireigught les séquelles aprés les poussées.

I Dty Blinization | [2.
legére '

|
' 3. Démyélinisation | 4. Atteinte de

Faxo

plas

Figure 18 : Mécanismes physiopathologiques de la SEP.

198 B, Hemmeret al, Nat. Clin. Pract. Neurg 2006 2, 201-211
1973 s, Ousmast al, Nature 2007, 448, 474-479

18 E K. Matheyet al, J. Exp. Med.2007, 204, 2363-2372

19 A, Kutzelnigget al, Brain, 2005 128, 2705-2712

HOR. J. M. Frankliret al, Nat. Rev. Neurosgi2008 9, 839-855
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3.2.4 Traitements

Avant 1995, aucune molécule navait recu d’acdedidin pour le traitement de la SEP.
L’autorisation de mise sur le marché (AMM) de lamprére molécule eut un impact significatif sur le
patient et sa qualité de vie.

Actuellement, il n’existe toujours pas de traitemeapable de stopper la maladie. Le handicap est
précoce et la moitié de la maladie se déroule darétat de dépendance. Traiter un malade atteint de
SEP signifie lui apporter des soins pour améligeesituation et ralentir la progression du procgssu
pathologique. Une stratégie thérapeutique en quattes composée a la fois de mesures

Panya

médicamenteuses et non médicamenteuses a aidgv&tiéppée (Figure 19).

MESURES NON MEDICAMENTEUSES |

Kinésithérapie
TRAITEMENTS DE LA
SCLEROSE EN FLAQUES
.--/ J, -
TRAITEMENTS TRAITEMENTS TRAITEMENTS
SYMPTOMAITQUES DES POUSSEES DE FOND
Fatigue Corticothérapie Immunemudulztaurs
Spasticit i Immunosuppresseurs
Douleurs il “
Déprezzion "
M otricits * Fréquence ot durde des
poussées y Fréquence des poussées
4 Progression

Figure 19 : Stratégies thérapeutiques utilisées dans la SEP.

Parmi lesmesures médicamenteused faut distinguer le traitement des symptdmestgbuant
au handicap, le traitement des poussées permelgadiminuer leur fréquence et leur durée, et le
traitement de fond visant a ralentir la progressieria maladie.

La fatigue, la spasticité, les douleurs muscutailes tremblements sont autant de symptémes qui
participent au handicap d’une personne atteint8EfR-"> Une spasticité importante peut entrainer une
incapacité motrice et étre responsable de douleude perte d’autonomie. Elle est généralement
traitée par des médicaments antispastiques ddradeféne (Liorés&) et le dantroléne (Dantriutn

M1 A. Compstoret al, Lancet 2008 372, 1502-1517
H2gclérose en plaques: évaluations et recommanda2i@®il. www.has-sante. fr
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lls doivent étre prescrits progressivement afimegas aggraver le handicap par une baisse de tonus
Le diazépam (Valiuff) peut également étre indiqué mais plus en tantsgdatif'® La fatigue est un
symptdme trés fréquent que ce soit pendant mas anse les poussées. En dehors des poussées, la
fatigue chronique sera traitée en premiére intargiar I'amantadine (Mantadix Plusieurs études ont
montré un bénéfice net chez les patients attemtSEP, mais les effets secondaires sont fréquents e
importants:™ La 3,4-diaminopyridine, un bloqueur des canauxgsitjues, sera prescrite en deuxiéme
intention uniguement en milieu hospitalier. Enfaour les tremblements et les mouvements anormaux
de nombreux traitements ont été proposés. La n@jest utilisée hors AMM pour la SEP dont le

clonazépam (Rivotrfl), I'isoniazide a trés haute dose et le propan@diloquant):*?

/
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Figure 20 : Arsenal thérapeutique utilisé dans le traitemestdifférents symptémes de la SEP.

Comme les poussées correspondent a des périadtiandmation aigle, leur traitement est fondé
essentiellement sur une thérapeutique anti-inflatoimeaet plus particulierement sur les corticoides.
De fortes doses sont administrées par voie intn@usie pendant quelques jours en milieu hospitalier.
En général, il s’agit de méthylprednisolone (Soldro€) a raison de 1g par jour pendant trois & cing
jours (Figure 21}*?Cette corticothérapie va permettre de combattnéldinmation et de raccourcir la
durée des poussées. Elle n'a toutefois aucunenastio la prévention de nouvelles poussées ni sur

I’évolution de la maladie.

13 M. Kita, Treatment of spasticity. Multiple sclerosis therapeutic$4999
14|, B. Krupp, Treatment of fatigue. Multiple sclerosis therapeutic$999
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Méthylprednisolone
Solumédrof

Figure 21 : Anti-inflammatoire stéroidien utilisé dans le teanent des poussées.

Enfin, les traitements de fond visent a contrééeprocessus pathologique en agissant soit sur
différentes étapes de la réponse immunitaire, esoita diminuant. Contrairement au traitement des
poussées, ils vont étre prescrits en continu denfag diminuer la fréquence des phénoménes
inflammatoires et a ralentir la progression de EPSActuellement, six agents appartenant & deux
familles différentes, les immunomodulateurs etitesiunosuppresseurs, sont utilisés dans les formes
RR-MS et SP-MS de la maladie.

Les immunomodulateurs sont les traitements de &pphrus en premier sur le marché. lls visent
essentiellement a réduire les poussées en agmsacertaines étapes de la réponse immunitdire.
Cette famille est composée des interférons etat®tate de glatiramére. Les interférons (IFN) sont
des cytokines naturellement présentes dans najeisme. lls sont classés suivant leur activité pro
ou anti-inflammatoire. L'INFB, le plus étudié dans le cas de la sclérose erugdagossede une
activité anti-inflammatoire. Il est responsablerdwariété d’effets immunologiques dont I'inhibitio
de l'activation des lymphocytes T, une modulatias aytokines pro-et anti-inflammatoires et une
diminution de la migration des lymphocyted't*®1l existe sous 3 formulations différentes : I'|BHF
1b & injecter sous-cutané (Bétaféfpr’INF B-1a & injecter soit en intramusculaire (Avofjesoit en
sous-cutané (Relfif. Méme si les interférons ont prouvé leur effitaaans les formes RR-MS en
diminuant de 30% la fréquence des poussées, Gedistdeaucoup moins évidente dans les formes
SP-MS. L'acétate de glatiramére (GA) (Copaxtneest un polypeptide synthétique constitué
aléatoirement de quatre acides aminés (alaninimelyglutamate, tyrosine) présents dans la protéine
basique de la myéline (MBP). Il va agir sur la éiénciation des lymphocytes T en favorisant un
profil T Helper 2 (Th2) anti-inflammatoire® D’autre part, concu pour mimer la MBP, l'acétate d
glatiramére va entrer en compétition avec cellgecir la fixation au CMH a la surface des CPA. Cette
compétition a pour conséquence d’empécher I'adtimades lymphocytes auto-réactifs spécifiques de

la MPB° Il est ainsi indiqué pour réduire la fréquence peassées. Toutefois, il est réservé aux

M5E Luesskt al, Expert Rev. Neurother2012 12, 1061-1077

18| J. Barteret al, Drug. Des. Devel. Ther201Q 4, 343-66

17y, W. Yong,Neurol, 2002 59, 802-808

H8B, C. Kieseret al, Exp. Neurol, 2007, 203, 1-4

19R. Arnonet al, Proc. Natl. Acad. Sci. USR004 101, 14593-14598
1208 Granet al, Neurol, 200Q 55, 1704-1714
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patients présentant une inefficacité ou une indolée majeure & I'INB-'*2 Il s’administre par voie
sous-cutanée avec une nécessité d’alterner lesdSitgection pour éviter les réactions locales.

Les immunosuppresseurs sont des traitements ghaessifs qui sont réservés aux formes les plus
graves avec des poussées trés fréquentes en cquelgie et laissant des séquelles. lls vont agir
directement sur les cellules immunitaires entrdi@émsi une modification ou une suppression de la
réponse immune. Cette famille regroupe quatre cgégpola mitoxantrone, le cyclophosphamide, le

natalizumab et le fingolimod (Figure 22).

H
N
OH O HN">"~"oH

Cl
O\I/? /\/ W
=N
|
O‘O (/NH e HO

NH,
OH O HN._~~~_OH
H
Mitoxantrone Cyclophosphamide Fingolimod
Novatroné® Endoxar® Gylenid®

Figure 22 :Immunosuppresseurs utilisés dans les formes aaés SEP.

La mitoxantrone (Novatrofig est un dérivé de I'anthracycline qui s'insére I#ADN par des
liaisons hydrogenes, ce qui a pour conséquencesriuire a des repliements et a des cassures de
I'ADN. Elle est capable d'inhiber la maturation desllules dendritiques et la prolifération des
lymphocytes activés en induisant un mécanisme gtmse'** La mitoxantrone permet de diminuer
significativement le nombre de poussées, le nivdminandicap résiduel et le nombre de léstéhs.
Toutefois, son utilisation est limitée par sa tdgic notamment cardiaque et hématologique. Le
cyclophosphamide (Endox&n un agent alkylant et cytostatique, va agir contanmitoxantrone, sur
la multiplication et la fonction des lymphocytes T. permet non seulement de freiner
significativement la progression de la maladie naaissi dans certains cas de récupérer partiellement
des derniers déficits apparus. Prescrit a des dogestantes, il est toutefois responsable d'umdra
nombre d’effets secondaires tels que des troubtgstifs, des infections urinaires et des problémes
hématologique&’ Le natalizumab (Tysalfij fait parti de ces nouveaux traitements utiliséasdla
SEP qui ont une action tres spécifique. Il s’agindanticorps monoclonal recombinant humanisé
dirigé contre une intégrine4p1) présente a la surface des lymphocyt&Bar inhibition sélective de
la reconnaissance entre I'intégrine et ses ligathels molécules d’adhésion, le natalizumab va bloque

124
E:

la migration des lymphocytes du sang périphéricgers le SNCGvia la BH Ce traitement, indiqué

dans les formes tres actives de SEP, semble &itazeenent bien toléré puisque chez la majorité des

121 0. Ncuhauet al, J. Neuroimmung2005 168, 128-137
1224 p. Hartunget al, Lancet 2002 360, 2018-2025
12p 3. Rommeet al, J. Neurol, 2008 255, 28-35

1240, stiiveet al, J. Neurol, 2008 255, 58-65
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patients peu d’effets indésirables sont observése four, il s’agit d’'un des traitements de fond le
plus puissants qui permet de réduire significatieeita fréquence des poussées et de ralentir da fag
importante la progression de la maladie. Enfinfifgjolimod (Gyleni&) est le plus récent des
immunosuppresseurs et le plus innovant de par & d/administrationper 0s'*® Il s’agit d’un
agoniste du récepteur a la sphingosine-1-phosi{8ate) exprimé a la surface des lymphocytes. Le
récepteur S1P permet en interagissant avec la ggiite-1-phosphate, la sortie des lymphocytes
activés des tissus lymphoides secondaffedne interaction entre le fingolimod et ce réceptea
permettre de bloquer les lymphocytes dans lesstidgmphoides et prévenir ainsi toute réaction
délétére au niveau du SNC. Méme si son efficacétalémontrée au cours des différentes phases du
processus de validation, un traitement par le fingml s'accompagne de nombreux effets

indésirables notamment cardiaqt&s.

Pour finir, le traitement de la SEP ne reposeymaguement sur I'ensemble de ces thérapeutiques
médicamenteuses. La prise en charge des malades® paglement par uneééducation
neurologique® Cette rééducation doit étre pluridisciplinaire centrée sur la qualité de vie des
patients. Elle va permettre non seulement de préséindépendance de la marche et des activités
guotidiennes le plus longtemps possibles mais ggalede prévenir et traiter certaines complications
telles que la spasticité qui apparaissent au adeidla maladie. Enfin, une aide psychosociale et une
prise en charge par ergothérapie permettra auxdeslde s’adapter a leur environnement tout au long

de I'évolution de leur handicdp®

125y, Brinkmannet al, Nat. Rev. Drug Discoy201Q 9, 883-897
126 3. G. CysterAnnu. Rev. ImmunoR005 23, 127-159

127.C. Gasperinet al, Ther. Clin. Risk Manag2013 9, 73-82
1283 A. Freemaset al, Ann. Neurol, 1997, 42, 236-244
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Il. La protéine sigma

1. Historique

La protéine sigmao) a été décrite pour la premiére fois par Magtiml*° en 1976. La dénomination
o provient de la premiere lettre « s » de SKF-10,@47ligand non sélectif du site. En effet, suite a
une étude des effets psychomimétiques induits ga¥-allyinormétazocine (SKF-10,047) chez le
chien, les récepteurs sigma ont été présentés cammesous classe des récepteurs opioides. Un
mélange racémique composé a la fois de I'isoforfhet(de I'isoforme (+) du SKF-10,047 utilisé au
cours de cette étude sera a l'origine de cetteustmi. Il sera montré, par la suite, que le (-)-SKF
10,047 agit sur les récepteurs opioides |k,etontrairement a l'isomere (+) qui agit sur uresit
différent avec une trés forte affinité (Figure 23)De plus, le fait que ni les effeits vivo, ni les effets
in vitro des ligandss ne soient bloqués par des antagonistes opiacgsiquas™, a laissé le doute

guant a la vrai nature du site de liaison

o
N/\/

SKF 10,047

/ N/\/ NNF
(-)-SKF 10,047 (+)-SKF 10,047
Récepteurs opiodesetk Site de la PCP sur Récepteurc
le récepteur NMDA Agoniste

|C50 =97 nM

Figure 23 : Site de liaison du ligand SKF 10,047.

En 1984, le site est identifié comme étant le site de liaison gauphencyclidine (PCP) associé
aux récepteurs au glutamate de type NMiBAce qui sera démenti par la suite. Quelques arpiéss
tard, les sites de liaisan sont finalement reclassés comme n’étant ni desptéars opioides ni des

sites de la PCP, mais des sites de liaison bidimctis™>

129\, R. Martinet al, J. Pharmacol. Exp. Therl976 197, 517-532
130K, T. Bradyet al, Science1982 215, 178-180

131D, B. Vaupel Eur. J. Pharmac.1983 92, 269-274

1325 R. Zukinet al, Brain Res, 1984 233, 597-602

133R. Quirionet al, Trends Pharmacol. S¢i1992 13, 85-86
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2. Sous-type et structure

Les différentes études biochimiques et pharmaaples réalisées sur les récepteurs sigma ont
montré I'existence de deux sous types communénmelésc; etc,.** Ces sous types différent par
leur distribution tissulaire, leur localisation lcghire et leur poids moléculaire mais aussi par le
sélectivité vis-a-vis des ligands. En effet,possede une forte affinité et une stéréoséleetarivers
les isoformes (+) de la pentazocine, de la cyciaeoet du SKF-10,047 (Figure 24) alors gue

présente une plus forte affinité pour les isoforfRpde ces mémes moléculés.

N HO
\N‘\‘< HO x NNF

(+)-Pentazocine (+)-Cyclozacine (+)-SKF 10,047
Agoniste gy Agoniste gy Agoniste g,
|C50=7nM |C50=97 nM

Figure 24 : Ligands sélectifs des réceptetis

2.1 La protéine o,

La protéines; correspond a la protéine la plus caractérisée twndle. En effet, elle a été clonée
a de nombreuses reprises a partir de différergastisiont le foie de cochon d'ifde des cellules
nerveuses humaing§ le cerveau de raf et de souris®.

Il s’agit d'une protéine de 223 acides aminést 8kDa (Figure 25) qui ne présente aucune
homologie de structure avec les récepteurs opigitdascune autre protéine de mammiféfé€lle
posséde, toutefois, de fortes homologies de ségqadnter-tissus et inter-espéces avec plus de 90%
d’identité entre les différentes protéinesde mammiféres. De plus, la protéiage partage 30,3%
d’identité et 66,4% d’homologie avec la stérol-igoase C8-C72°Une importante partie (75%) des
acides aminés du domaine hydrophobe situé au caatie protéine; est identique a la séquence du
site de liaison des stérols de la stérol-isomé@8eC7. Cependant, la protéimg ne posséde pas
d'activité enzymatique de stérol-isomérase et sactire est totalement différente de celle de

I'enzyme de mammifér&!

1343, B. Hellewellet al, Brain Res, 199Q 527, 244-253

1355, B. Hellewellet al, Eur. J. Pharmaco. Mol. Pharmac. Sed994 268, 9-18
136 M. Hanneret al, Proceedings Nat. Acad. Sci. USI®96 93, 8072-8072
137p_ D. Prasaét al, J. Neurochem1998 70, 443-451

138 p_ Sethet al, J. Neurochem1998 70, 922-931

139y, X. Panet al, J. Neurochem1998 70, 2279-2285

140 3. Meiet al, Biochem. Pharmacp2001, 62, 349-355

1417 Hayashiet al, Life Sci, 2005 77, 1612-1624
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™ I
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mSigma,

E
E
gpSigma R
hSigma,R
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mSigma,R iﬂiﬁﬁﬁ?ﬁ.ﬁéhéﬁiﬁﬁf&éﬂa 93.3% identity i223)
gpSigma,R YT;RVYARALQLﬁﬂff?Lf;ééé 83.7% identity (223
hSigma R !ﬂ"l‘_‘H'u'YJ’nHGLHL-J-[ l‘:’L-l"GQDP 96.0% identity [223)

Figure 25 : Structure primaire de la protéimg.'*° La séquence d’acides aminés de la protéinehez le rat
(rS1R) est présentée en alignement avec celle dinrfmS1R), du cochon d’inde (gpS1R) et de 'homme
(hS1R). TM | et TM Il représentent les séquencessitbes des domaines transmembranaires.

La structure tertiaire de la protéine n'a pas emadé élucidée et plusieurs modeles ont déja été
décrits. Dans un premier temps, Maii al*’ ont proposé une structure ne comportant qu’un seul
domaine transmembranaire. Cependant en 2002, déssétomparant I’'homologie entre ce domaine
transmembranaire potentiel et les segments de demdiansmembranaires connus ont donné des
résultats différents. Effectivement, cette étudggsue la présence de 2 domaines transmembranaires
avec une boucle extracellulaire d’environ 50 acal®meés et une extrémité C-terminale intracellelair
d’environ 125 acides aminés. D’apres ce modeletrBamité N-terminale est tres courte et serait
localisée du coté intracellulait& Ces deux modéles proposés pour la protéinéFigure 26)
suggeérent une structure tertiaire différente dstilacture des récepteurs couplés aux protéinesiG qu

comportent sept domaines transmembranaires.

142E. Aydaret al, Neuron, 2002, 34, 399-410

Confidentiel 58



Chapitre 1 : Des maladies neurodégénératives awnisges sigma-1 : quelles perspectives thérapeesqu

NH) f Vi
X
e-mx ipang ,’;p"!c % }
lwmcll‘“ j 3 ,(d‘
50 narea ST %
I\mm,mnmm"’” } {;, Extracellular
v-& T‘J%‘% *ﬁ&,.;‘
¢ %WZ;‘; @f e, ““1 Intracellular
W«’% NH, "1 Mlmmwm
Y T, ) g
el
- &
HOOC ol E‘wﬂ'ﬂmﬂ
HOOC

Figure 26 : Modéles structuraux proposés pour la protéin&? A) Modéle & un domaine transmembranaire
(Mei et al). B) Modéle a deux domaines transmembranairesdénet al).

Plus récemment, Pat al** ont proposé qu’en plus de la région hydrophobe oguistitue le
premier domaine transmembranaire (TM 1), il exa@teen fait deux segments hydrophobes
additionnels qui correspondraient a des domainefag®n de type stérol (SBDL 1 et SBDL 2)
(Figure 27):* Le premier domaine serait constitué des acidesiésn®1 a 109 de la protéine et
chevaucherait partiellement le domaine transmenalmaTM 1. SBDL 2 serait composé des acides
aminés 176 a 194. Des études, notamment par maqimghotoaffinité, ont permis également
d’identifier le site de liaison de la protéine.allété démontré que les domaines SBDL 1 et SBDL 2

ainsi que le domaine N-terminal TM lconstituaiempartie ce site de liaison et que I'acide aspaetiq
146,147

D188 jouait un réle important dans la liaison alecligandss;.

cmm
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Figure 27 : Modele structural et site de liaison de la protéin&™ A) Les fleches indiquent les acides aminés
impliqués dans le site de liaison. B) La zone tdipe représente le site de liaison.

143 X. Guitartet al, Psychopharmacql2004 174,

144 A Palet al, Mol. Pharmacol.2007, 72, 921-933

145E. J. Coboet al, Curr. Neuropharmaco) 2008 6, 344-344
148 T _p. Suet al, Trends Pharmacol. S¢201Q 31, 557-566
147D. Fontanillaet al, Biochem, 2008 47, 7205-7217
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2.2 La protéineo;

La protéines, est bien moins caractérisée que la protéindl s’agit d'une protéine bien plus
petite dont le poids moléculaire avoisine les 1&Ra**'*Le géne de cette protéine n’a pas encore
été cloné ni complétement caractérisé a ce jole.fgolurrait correspondre en fait a une famille itee s

différente*®

3. Distribution anatomique
La distribution anatomique de la protéinea longuement été étudiée et, est aujourd’hui bien
caractérisée. Il a ainsi été montré que les réuepteétaient aussi bien présents au niveau du systéme

nerveux central qu'au niveau périphérique.

3.1 Localisation centrale

Dans un premier temps, les réceptesirent été marqués et visualisés grace a I'utilisatie
radioligands tels quéH] (+)-3-PPP, {H]-SKF 10,047, {H]-DTG ou encore3H]NE-100*">°**'Ces
différentes études ont montré une concentrationréespteurss au niveau des structures limbiques,
des aires du cerveau antérieur, du noyau parawelaire de I'hnypothalamus, du noyau accumbens et
du noyau thalamique antériodorsal.

Plus récemment, des études plus approfondiesautildes techniques comme I'hybridatiorsitu
ou I'immunohistochimie ont permis de différencies Irécepteurs; des récepteurs, et ont ainsi
montré une localisation différente au sein du syst@erveux centraf>*>*En effet, la protéine; est
concentrée au niveau des aires limbiques, des eswslipérieures du cortex, de I'hypothalamus, du
noyau thalamique, du septum, du raphé, de la sutestaoire, du locus coeruleus et du cervelet. Des
études récentes ont méme confirmé la présence derdi&ine o; dans les neurones, les
oligodendrocytes et dans les cellules de Schwirn revanche, peu de régions du cerveau semblent
enrichies enoc,. Seules les aires qui contrdlent la posture em@ivement (striatum et cortex)

exprimeraient la protéine..

18T Mauriceet al, Brain Res, 2001, 37, 116-132

19N. N. Samovilovaet al, Eur. J. Pharmacq1988 147, 259-264
1%0B, L. Largentet al, J. Pharmacol. Exp. Therl986 238, 739-748
1513, Okuyameet al, Life Sci, 1995 57, 333-337

152G, Alonsoet al, Neurosci, 2000 97, 155-170

153D, Zamanilloet al, Neurosci. Lett.200Q 282, 169-172

154 G. Palacio®t al, Brain Res.2004 1007, 65-70
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Figure 28 : Micrographies au microscope optique du récepteummunomarqué dans le striatum (A) et le
septum (B)}>?A) Immunomarquage faible dans le striatum d aséatze de récepteuwss B) Immunomarquage
intense résultant d’'une concentration élevée deptéarss; dans le septum.

3.2 Localisation périphérique

En plus du systéme nerveux central, les réceptglasnt aussi largement distribués au niveau des
organes periphériques. Effectivement, on les re&alans le foie, les reins, les intestins, le ceeles
organes sexuels. De méme que psyies récepteurs, sont présents dans de nombreux organes et

notamment avec une forte densité au niveau dwefaies reins*

3.3 Localisation cellulaire

Au niveau cellulaire, la protéine; est exprimée non seulement sur le réticulum erdophue
(RE) mais aussi sur la membrane cellulaire et miadriale!® Cette localisation suggére donc la
translocation possible de la protéine du RE verméanbrane cellulaire ou mitochondriale suite a
I'activation par un ligand>®

Différentes études ont suggéré que la protéipeurrait également étre une protéine intracellalair

située au niveau de la membrane mitochondrialel &&>’

4. Mode de transduction

Beaucoup de récepteurs aux neurotransmetteursceaptés a des protéines G. Ces protéines
jouent un réle important dans la modulation du aige transduction.

Les premiéres études sur les récepteumht suggéré 'existence d’un couplage aux prog®E®
Cependant, leur structure a seulement deux domaraasmembranaires differe totalement de la
structure a sept domaines transmembranaires panp@gdes RCPG. D’autres études ont donc montré

que les récepteurs; n'étaient pas directement couplés aux protéinesuGlors de maniere tres

1555 W. Mc Lean, E Neurosci., 1988 25, 259-269

1% T Hayashiet al, Science2001, 98, 491-491

157w. D. BowenPharmaceut. Acta Hely200Q 74, 211-218

158 3. H. Conniclet al, Br. J. Clin. Pharmaco).1992 107, 726-731
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particuliére®™® Ainsi, pour exercer leurs fonctions physiologiqués utiliseraient un mode de

transduction unique.

Les récepteurs; sont des protéines dynamiques identifiées commsectiaperons moléculaires
dont l'activité est régulée par des ligands. lisssent en tant que modulateurs de la signalisation
intracellulaire encourus lors de I'activation deigéurs récepteurs, canaux ionigues, transporegurs
enzymes, et sont ainsi impliqués dans la modulatedifférentes fonctions physiologiqué$*°En
tant que protéines chaperonnes, leur activité nabdcd exercée sur les protéines cibles peut étre
améliorée ou inhibée par l'action d’agonistes oanthgonistes (Figure 28)- Dans des conditions
physiologiques normales, la majorité des protéaileles n'est pas affectée. L’assistance de la preté
o; est réclamée uniguement dans des conditions alesma de stress.

Cytoplasm & Agonist
Sig-1R (+) pentazocine
Fluvoxamine
DHEAS

r

Cholesteroliceramide-
containing lipid

a

microdomains Antagonist
ER lumen NE-100 e
Haloperidal ?]ISEIT";-‘G'W
Progesterone A

Figure 29 : Régulation de I'activité chaperonne par les liganel$a protéine,.'®*

Au niveau cellulaire, les récepteuwsrésident essentiellement au niveau de la membvekd
(Mitochondrion-Associated ER Membranentre le RE et la mitochondrie, ou ils réguleat |
signalisation calcique entre les deux organellases récepteurs a I'inositol triphosphatesjIfFigure
29 et Figure 30% En effet, les récepteurs, forment un complexe avec une autre protéine
chaperonne, la protéine Bip (ou GRP78). A des aunatons physiologiques en calcium@5 mM),
le complexes;-Bip se trouve a I'état de repos ce qui minimisetivité chaperonne de la protéing
et de Bip. A la suite d’'un stress ou dans des itiond pathologiques, la concentration erf'Cau
niveau du RE chute considérablement, et la protiise dissocie alors de la protéine Bip pour aller
s'associer aux récepteurs &.lEes récepteurs sont des protéines tres instghiesont facilement

dégradées par les protéasomes. Une associatioteguertéines; permet leur stabilisation sur MAM.

19W. Honget al, Eur. J. Pharmacg200Q 408, 117-125

10T Mauriceet al, Pharmacol. Therap2009 124, 195-206
1817, Hayashiet al, Expert Opin. Ther. Targetg011, 15, 557-577
82T Hayashiet al, Cell, 2007, 131, 596-610
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Ceci a pour effet de prolonger le signal calcigaasdla mitochondrie et de contréler ’lhoméostasie

calcique.
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Figure 30 : Activité chaperonne de la protéing™*®

De plus, en présence d’agoniste ou lors d'un stpeslongé du RE, les récepteurspeuvent se
délocaliser au niveau de la membranaire cellulairéls vont interagir avec de nombreux canaux
ioniques (K, Na’, C&")* des récepteurs (NMDA, D1R, GPCR)®* ou des kinases (SrC).
Toutefois, il est important de préciser que si $emble de ces composants cellulaires sont
conformationellement stables, l'interaction avecplatéineo; n’affecte pas leur fonctionnement
normal. En effet, la protéine n’exercerait son\digtichaperonne qu’'en présence de protéines cibles
anormaleg?®

Enfin, il a également été démontré que les réoepte protégent les cellules contre le stress
oxydant en contrélant le niveau d’espéces réactied®xygene (ERO). En effet, ils sont capables de
diminuer la concentration d’'ERO grace a une régnapositive des genes antioxydants comme
SOD1 et NQOlvia I'activation d’éléments de réponses antioxydafit€ette diminution d’espéces
oxydantes entraine, non seulement une augmentiitmtranscription du géne anti-apoptotique Bcl2

183 M. Martinaet al, J. Physiol, 2007, 578, 143-157
184y, Fuet al, Biochim. Biophys. Acta01Q 1803, 1396-1408
185 A Palet al, Eur. J. Pharmac2012 682, 12-20
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par I'activation du facteur nucléaire NB'®° ; mais également une augmentation de la voie -
qui permet de contrdler I'arborisation dendritigles neuronée¥.

En résumé, la protéing contrdle non seulement la libération de calciunmiareau du récepteur a
I'lP 3 mais aussi la communication calcique entre lachibodrie et le RE. Enfin, elle modifie le trafic
intracellulaire et module les différents systémesndurotransmission tout en protégeant les cellules
contre le stress oxydant.

5. Ligands endogénes

Un grand nombre de molécules dont les benzomogshala PCP et ses dérivés, la cocaine,
I'amphétamine et certains neuroleptiques sont dapale se lier aux récepteurs®® De nombreuses
études ont été réalisées sur la capacité dinteragiec le site de liaisors de divers
neurotransmetteul® (sérotonine, dopamine, histamine et noradrénalamjles aminé®’ (glutamate,
glycine, aspartate et cystéine) et pepfifes(endorphine, dynorphine et enképhaline).
Malheureusement, aucune de ces molécules n'a ddeneésultats concluants. D’autre part, une
attention toute particuliére a été portée aux geptiiés au neuropeptide Y, au calcitonin-gendedla
peptide (CGRP) et a la substance P qui montraieirderactionsn vivo.'**Cependant, les affinités
n'étaient pas assez élevées pour que ces molé&nikrd considérées comme des ligands endogénes
du site de liaisow..

Les stéroides ont aussi été considérés commetigtddigands endogenes. En effet, de nombreux
stéroides neuroactifs interagissent avec les deédgisonss;. Les agonistes et antagonistes les plus
importants sont respectivement, la DHEA et la psté@ne (Figure 31)! Toutefois, des études ont
montré qu’un grand nombre de ligansisdont I'halopéridol et (+)-3-PPP étaient capabléshiber
linteraction entre la progestérone et la protéint™ Ces résultats ont donc remis en question le role

de ligand endogéne des stéroides envers le sii@snc.

o}
0
HO o
DHEA Progestérone
Agoniste Ki =268 nM

Antagoniste

Figure 31 : Les principaux agonistes et antagonistede types stéroides.

166 3. Meunieret al, J. Pharmacol. Exp. Ther201Q 332, 388-397

1875 Y. Tsaiet al, Proc. Natl. Acad. Sci. USR009 106, 22468-22473
188 E Weberet al, Proceedings Nat. Acad. Sci986 83, 8784-8788

%9 M. D. Klein et al, J. Pharmacol. Exp. Therl989 251, 207-215
19D, L. DeHaven-Hudkinst al, Life Sci, 1992 50, 65-70

Y1E P. Monnett al, J. Pharmacol. S¢i2006 100, 93-118

172 C. Meyeret al, Eur. J. Pharmac.1998 347, 293-299
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Finalement, malgré les avancées considérablestadies dans I'étude des récepteiliaux cours
des dernieres années, aucun ligand endogene gpécife ce site de liaison n'a encore été identifié.
Or, lidentification d’un ligand endogéne de la f@ioec permettrait de mieux comprendre le r6le de

cette derniére dans les fonctions physiologiqu@hgsiopathologiques du cerveau.
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lll. Perspectives thérapeutiques

De part sa localisation dans le systéme nerveaiale la protéines; serait impliquée dans la
modulation des différents systemes de neurotrassonis Par conséquent, elle affecterait certaines
fonctions comme la nociception, la mémoire, la dogm et serait impliqguée dans de nombreux

désordres neurologiques comme la schizophréngedsgression (Figure 32).

[ Meumdegenera‘tmn Cancer Douleur Inflammation ]

e —

Dﬂpamine MMDA Serotonine Acétylcholine H Opiacés
L | }

ey,

[ Schizophrénie | Deépression Dépendances Epile psie Troubles Mociception l
mnésiaues

aux drogues

Figure 32 : Rdle et potentiel thérapeutique de la protéine

En 2010, Fet af'®* ont démontré que les réceptearsamplifiaient la signalisation des récepteurs
dopaminergiques présynaptiques dans le cortexgmtélt En effet, I'activation des récepteurs
entrainerait la modulation des taux de dopamins dargrand nombre de régions du cer/éaainsi
la protéinec serait une nouvelle cible thérapeutique dans ieeldppement de traitement pour la
schizophrénie, la dépression ou encore I'addidmndrogues.

Parmi les effets modulateurs de la protéinsur les systémes de neurotransmission, la modnlati
du systeme glutamatergique par I'intermédiaire rdegpteurs NMDA est a ce jour la mieux décrite
dans la littérature. En effet, il a été reporté pserécepteurs; pouvaient augmenter spontanément la
libération de glutamate dans I'hippocampe, potéiséiala libération de glutamate induite par les
facteurs neurotrophiques ainsi que l'augmentatienlad concentration en calcium induite par le

glutamate dans les neurones pyramiddtiRe plus, des études ont montré que les réceptaurs

%D, T. Aultet al, Eur. J. Pharmaco).1999 386, 145-153
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pouvaient moduler les autres systemes de neuratission par lintermédiaire des récepteurs
NMDA.

Ainsi, la protéines; modulerait de nombreux systemes de neurotransmigkint les systémes
cholinergique, sérotoninergique et dopaminergieiel semblerait que la modulation de la réponse
NMDA par cette protéine jouerait un role centrahsiéa modulation des autres systémes. La protéine
o, Serait ainsi associée a certaines fonctions oubkes dont l'origine est une dérégulation des
neurotransmetteurs et par conséquent impliquée wagsand nombre de désordres neurologiques et
psychiatriques. De plus, elle serait surexpriméesdas cellules tumorales, résultant une implicatio
possible dans le traitement du cancer. Le potetitérapeutique de la protéisg dans chacune des

pathologies sera expliqué plus en détails dangdesgraphes suivants.

La protéinec, serait impliquée dans la régulation de la pradifién cellulaire. Elle serait ainsi
capable d’induire une voie apoptotique sur destgnde cellules cancéreuses. Les ligands de ce site

auraient donc une application dans le traitementathaer-

1. Les troubles psychiatriques

Les troubles psychiatriques regroupent un vastemhble de pathologies dont les symptémes
different. lls se caractérisent généralement pae¢ wombinaison de pensées, d'émotions, de
comportements et de rapports avec autrui anorm@es. troubles comprennent entre autres la

schizophrénie, les états dépressifs et d’anxiéteé.

1.1 La schizophrénie

La schizophrénie est une maladie caractériséaipaerieux désordre du SNC : perturbation de
’humeur, des pensées, du comportement, de la iemtsc de soi et des relations avec le monde
extérieurs. Dans cette maladie, on distingue lespsymes positifs tels que les hallucinations, les
psychoses, la paranoia et les troubles du compenterdes symptémes négatifs tels que la perte
d’énergie, d'initiative et la désociabilisation.

Les antipsychotiques usuellement utilisés danstrétement de la schizophrénie agissent
principalement sur les récepteurs dopaminergiqugeslLBs antagonistes de ces récepteurs sont
efficaces dans I'amélioration des symptdomes pgsitiéis ne le sont toutefois pas suffisamment dans
'amélioration des symptdémes négatifs. De plus,ifiduisent des effets extrapyramidaux qui se
manifestent par des contractions involontaires rdescles, entrainant une raideur et une position
crispée. Dans le but d'éviter ces effets indésambdt d’améliorer les effets sur les symptémes
négatifs, de nouveaux composés agissant sur difféigystemes de neurotransmission en plus du

systéme dopaminergique ont été développés. Pamsnpatentiels agents antipsychotiques, certains
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posseédent une affinité pour les récepteyrsomme le rimcazoté*'’> le BMY-148027° et le NE-
100" (Figure 33).

O NN | @Nj./H@ \/\N/\/©izj\/©
O KrNH FL:\Nr ﬁ

Rimcazole BMY-14802 NE-100
Antagoniste g, Antagoniste g, Antagonisteg;
IC50=520 nM IC50 =66 NM IC50=1,6 "M

Figure 33 : Potentiel agents antipsychotiques possédant fiagés ;.

Le rimcazole (BM234U) est le premier ligang a étre proposé dans le traitement de la
schizophrénie. Toutefois, des études cliniquesmantré par la suite qu'il s'agissait d'un agent
antipsychotique inefficace sur cette pathologies Bsultats identiques ont été obtenus lors dedé&t
du BMY-14802, un antagoniste, possédant une forte affinité pour les réceptedt¥, %t D,.'"°
Aucune donnée n’'a actuellement été publiée surBelBD et son potentiel thérapeutique dans le
traitement de la schizophrénie.

Compte tenu de ces résultats, aucun antagompista’a encore démontré un réel potentiel
thérapeutique pour le traitement de la schizopbrémoutefois, d’apres I'ensemble des données
précliniques, les récepteuss seraient efficaces sur les symptdmes négatiferetsar les symptomes
positifs. Des agents mixegautre récepteur seraient peut étre la solution paiter 'ensemble des

symptémes de cette pathologie.

1.2 La dépression

L’hypothése d'utiliser des ligands dans le traitement de la dépression provient dugfdune
substance capable de réduire la neurotransmisgioivaau du systeme NMDA peut représenter une
nouvelle classe d’antidépressetifs.

De nombreux agonistes de structure diverses dont la (+)-pentazocingimésine et le PRE-084
(Figure 34) ont démontré de bonnes propriétés @massives dans des modéles animaux comme la
nage forcée et la queue en suspentioii’Ces effets étaient bloqués par des antagonistes que le
NE-100 ou le BD-1047. L'igmésine fut le premier agbec; a faire I'objet d’essais cliniques pour le

traitement des troubles dépressifs majeurs. Caetegtant démontré une amélioration significative

74 R. M. Ferriset al, Life sci, 1986 38, 2329-2337

5D, L. Gilmoreet al, CNS Drug Rey2004 10, 1-22

178G, R. Gewirtzet al, Neuropsycho. Pharmacell994 10, 37-40
73, Ogaweet al, Eur. J. Pharmacg.1994 263, 9-15

18R, Trullaset al, Eur. J. Pharmaco).199Q 185, 1-10

179 M. Ukai et al, Pharmacol. Biochem. Behat998 61, 247-252
180 A, Uraniet al, J. Pharmacol. Exp. Ther2001, 298, 1269-1279

Confidentiel 68



Chapitre 1 : Des maladies neurodégénératives awnesges sigma-1 : quelles perspectives thérapeesqu

chez des patients séverement dépressifs. Malgre aetivité, ce composé a été arrété en phase Il

pour des raisons économiques et par manque déatéstoncluants’

O QQ(O\/\N
SRy

(+)-Pentazocine Igmésine PRE-084
Agoniste g, Agoniste g, Agoniste g
IC5=7nM IC50=39 NM IC 50 =44 nM

Figure 34 : Ligandsc; possédant des propriétés antidépressives.

Les mécanismes d’action des agonistesdans la dépression commencent seulement a étre
caractérisés. Comme décrit précédemmentest une protéine dynamique qui régule le tauxaet |
mobilisation calcique dans la cellule. Les effatsid®presseurs induits par les agonisteseraient
liés & cette mobilisation calciqd®.En effet, il semblerait qu’en créant une hyperisiisation du
signal de transduction, la protéiagproduit une rapide modulation du systeme sérotgigue dans
le noyau raphé dorsal et du systéme glutamatergigas I'hippocamp&3#+!%Ces deux structures
sont importantes dans la physiopathologie de lae$éjon.

Ainsi, pour toutes ces raisons, il semblerait das agonistess; possédent un potentiel

thérapeutique intéressant pour le traitement dépaession.

2. La dépendance aux drogues

La dépendance aux drogues est a I'heure actuelinportant probléme économique et social a
travers le monde. Beaucoup de drogues n'ont pabhétapie adéquate visant a traiter a la fois la
dépendance et les complications associées a lagoonation.

De nombreuses études vivo ont montré que les récepteurs étaient capables d’améliorer des
effets motivationnels et comportementaux de nongmewdrogues dont la cocaine, 'amphétamine,

|*¥%ont montré que les effets motivationnels de I'alcowsurés

I'alcool et la nicotine®® Mauriceet a
chez les souris par conditionnement préférentiel ptice (CPP) et par mesure de I'activité
locomotrice, sont régulés par les ligardsEn effet, I'agonistes; PRE-084 (Figure 34) potentialise,

tandis que I'antagoniste BD-1047 inhibe les diffésecomportements induits par une administration

accrue d’alcool. Ainsi, il semblerait que I'activat des récepteurs; soit un élément nécessaire des

1814, P. Volzet al, Pharmacopsychiatry2004 37, 214-220

1827 Hayashiet al, J. Pharmacol. Exp. Ther200Q 293, 788-798

183 3. E. Bermaclet al, Br. J. Pharmaco|.2001, 134, 691-699

184 3. E. Bermaclet al, Synapsg2005 55, 37-44

185 3. E. Bermaclet al, J. Pharmacol. Sgi2005 97, 317-336

186 M. J. Robsoret al, Curr. Pharm. Des.2012 18, 902-919

187 T C. Maurice, Met al, Pharmacol. Biochem. Beha2003 74, 869-876
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effets motivationnels induits par I'alcool. D'autpart, les effets induits par la cocaine semblent
également dépendre de l'activation des récepteurdes antagonistes; tels que BD-1047 ou
BD1008 bloqueraient I'hyperactivité et le CPP indupar la drogué®'® tandis que des agonistes
comme I'ALL127 potentialiseraient ces efféis.

L’ensemble de ces données semblent indiquer legptéurs c; comme nouvelle cible

pharmacologique pour le traitement de la dépendanxe&rogues.

3. Le cancer

La protéines est surexprimée dans les cellules tumorales, deébreux tissus humains dont les
carcinomes de poumons, de rein, de colon, les ttsndu cerveau, du sein et de la prostdte.
Différentes études ont montré qu’une modulationdisx sous-types; etc, entrainait une inhibition
de la prolifération cellulaire de carcinomes enttdanomes ainsi qu’une induction de I'apoptose dans
des lignées cellulaires de cancer du sein et can¢ti

Les récepteurs; joueraient également un role dans les proprié&astasiques sur des lignées de
cellules cancéreuses. En effet, le 4-IBP (Figuie 3% agoniste;, permet non seulement de diminuer
la migration in vitro de cellules cancéreuses humaines dont les gliobl@es mais aussi des
sensibiliser ces cellules aux dommages cytotoxigquégés par les médicaments pro-apoptotiques ou
pro-autophagiques® De plus, le SR31747A (Figure 35), un autre agerséiectifs; possédant une
activité d'immunorégulation et d’inhibition de laghifération cellulaire, a été évalué en essaisiglie
de phase Il dans le cancer de la prosfitactuellement, aucun résultat n'a été publié sitecétude

et le composé n'a pas été engagé dans des esgdiasielll.

AP E 000

4-1BP SR31747A
Agonisteo; Agonisteo;
|C50 =3.3nM

Figure 35 : Agonistess; possédant des propriétés anticancéreuses.

188 K. A. McCrackeret al, Eur. J. Pharmac.1999 365, 35-38

189K, A. McCrackeret al, Eur. J. Pharmac.1999 370, 225-232

199 M. Toussainet al, Eur. Neuropsychopharmacp2009 19, 504-515

1E. Aydaret al, Cancer Res2004 64, 5029-5035

192B. A. Spruceet al, Cancer Res2004 64, 4875-4886

193V, Megalizziet al, Neoplasia 2007, 9, 358-369

194 Evaluation of SR31747A versus placebo in andrdgdependant non metastatic prostate Cancer
(ODYSSEY). http://clinicaltrials.gov
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Enfin, la capacité des ligands, & induire I'apoptose ayant également été démdritréa
conception de nouvelles molécules possédant uneit@finixte o; et o, a été suggérée pour le

traitement de certains types de caricer.

4. La douleur

La douleur est I'une des plaintes cliniques lass glourantes, mais en dépit de sa prévalence de
nombreuses personnes souffrent toujours de dontgusoulagée ou non traitée. Malgré de nombreux
efforts, aucune innovation thérapeutique n’est apau cours des derniéres années et la gestian de
douleur demeure un réel défi clinique.

Les récepteurs; pourraient représenter une nouvelle cible thérigeel dans le traitement de la
douleur’® En effet, ils sont capables non seulement de meodla réponse analgésique des
opioides®® mais aussi de jouer un réle dans la modulatiodaddouleur en leur absere De
nombreuses études ont montré que les antagonistéegimentaient les effets analgésiques induits par
la morphine et d’autres agonistes des récepteugideg® **"; contrairement aux agonistes qui
réduiraient ces effet®. Il est également important de préciser que geitentialisation des effets des
opioides serait limitée aux effets analgésiqueseetoucherait pas les effets secondaires tels que
l'inhibition du transit gastro-intestinal. D’autpart, les récepteuts semblent également jouer un role
important dans la sensibilisation centrale et lémngensibilité a la douleur, ainsi que dans la
modulation de la nociception en absence d’analgésid” ** Ces effets résulteraient d’une
modulation des cascades intracellulaires calciupedédantes et de I'augmentation de la réponse
NMDA.

L’inhibition des récepteurs; semblent étre une condition suffisante afin d'obiteun effet
thérapeutique sur une douleur persistante. Le BB28igure 36), un antagoniste sélectif
développé par Esteve, est actuellement en esa#judi de phase Il dans le traitement de la douleur
neuropathique. Au cours des phases préliminaites, démontré une bonne tolérabilité, une non
toxicité et un profil pharmacocinétique compatiblec une administratiqrer 0s?%* 2%

Ainsi, compte tenu de tous ces résultats, legganiates des récepteurssemblent possédaient un

potentiel thérapeutique intéressant pour le traterde la douleur persistante.

195 K. W. Crawfordet al, Cancer Res2002 62, 313-322

19 A van Waardet al, Curr. Pharm. Des.201Q 16, 3519-3537

197D, Zamanilloet al, Eur. J. Pharmaco}.2013 In press,

1% ¢, C. Chieret al, Eur. J. Pharmaco}.1993 250, 7-8

1997, L. Diazet al, Cent. Nerv. Syst. Agents Med. Chetf09 9, 172-183
20¢ C. Chieret al, J. Pharmacol. Exp. Therl994 271, 1583-1590

201 M. King et al, Eur. J. Pharmaco}.1997, 331, 5-6

22 Drewset al, Pain, 2009 145, 269-270

203| Romeroet al, Br. J. Pharmaco|.2012 166, 2289-2306

204 M. Abadiaset al, Br. J. Clin. Pharmaco).2013 75, 103-117
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Figure 36 : E-52862, antagoniste évalué en essais clinique de phase Il dans kertnant de la douleur.

5. Les troubles neurologiques

Les troubles neurologiques correspondent a dasaies structurales, biochimiques ou électriques
au niveau SNC. lls sont caractérisés par une egadiétsymptomes dont des paralysies, des faiblesses
musculaires, des pertes de sensation, des dodedes convulsions. Il existe de nombreux troubles
neurologiques, communs ou beaucoup plus rares, eofem migraines, l'ischémie cérébrale (ou

AVC) et I'épilepsie.

5.1 L’ischémie

L’ischémie cérébrale ou AVC correspond a une pefede de la fonction cérébrale due a une
perturbation dans I'approvisionnement en sang dueeel. Ce phénomene conduit a des lésions
cérébrales plus ou moins sévéres qui pourraierdiert des incapacités motrices, visuelles ou Bées
la parole. La récupération est généralement lariteemplete.

Méme si les mécanismes pathologiques ne sontrmasestous élucidés, il a été démontré que les
Iésions provoquées par une ischémie seraient edgament causées par un stress oxydant, une
inflammation et une accumulation excessive de glata dans les espaces extracellulaires. C'est
pourquoi les ligands des réceptedispourraient étre utilisés dans le traitement dectiémie pour
leurs propriétés neuroprotectrices.

Le 4-PPBP (Figure 37), un agonisig a été étudié dans un modele d’'occlusion de frarté
cérébrale moyenne chez le rat (OACM). Administré paie intraveineuse pendant 24 heures, il
permet de réduire significativement le volume dimfdrctus dans le corté¥> Ses propriétés
neuroprotectrices seraient corrélées a la diminudmla production d’acide nitrique et par consétjue
du stress oxydant dans le cerveau. D’'autre paet,autre étude menée par Yaetqal?*® a également
démontré que l'action neuroprotectrice de ce ligatdadt liée a la préservation de la protéine anti-
apoptotique Bcl-2.

Ces propriétés neuroprotectrices ont aussi étésmn évidence dans un modéle OACM avec un

ligand non sélecti6,/ o,, le DTG (Figure 37). Administré sous-cutané 24raswapres I'occlusion, le

205| 'Harukuniet al, Stroke 200Q 31, 976-982
283 Yanget al, Anesth. Analg2007, 104, 1179-1184
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DTG permet de réduire de 80% linfarctus au nivede@s deux régions corticale/striatale et
corticale/hyppocampiquié! Son efficacité résulterait de la diminution derégponse inflammatoire
dans le cerveau. Des résultats similaires ont @tésbservés avec le dimemorphan (Figure 37) et le
PRE-084 (Figure 34) qui permettent d’améliorer eetpement de 70% et 50% le volume de
linfarctus?®® Ces ligands seraient responsables de la dimindéoaccumulation de glutamate dans

les espaces extracellulaires et par conséqueatréelliction de I'exotoxicité qui en résulte.

H H
N\n/N
©/\/\/N NH
4-PPBP Dimemorphan DTG
Agonistea; Agonistea; Agonisted;

Figure 37 : Agonistess; possédant des propriétés anti-ischémiques.

Enfin, l'activation des récepteurs; stimulerait également la récupération aprés un A&C
améliorant le transport cellulaire des biomoléculésessaires a la réparation du cer?&aainsi, en
plus de leurs propriétés neuroprotectrices, leantigo; offrent de nouvelles possibilités pour le

traitement des ischémies cérébrales.

5.2 L'épilepsie

L’épilepsie est I'expression d'un fonctionnemenbamal de l'activité électrique du cerveau et se
manifeste par des crises imprévisibles, soudaiheswevent trés bréves qui prennent des formes trés
diverses.

Les agonistes; ont longtemps été considérés comme des agentstiptianent anticonvulsivants
pouvant étre utilisés dans le traitement de I'sile?’® En effet, le dextromethorphane par sa liaison
aux récepteurs; empécherait les convulsions induites par le tiiylétain®! Toutefois, aucune
nouvelle donnée concernant le potentiel thérapeeitides récepteurs; pour le traitement de

I'épilepsie n'a été publiée au cours de ces degriannées.

5.3 L’apprentissage et la mémoire
Les systémes centraux cholinergiques et glutagigtees jouent un rble important dans

I'apprentissage et la mémorisation. La fonctionlicteogique est perturbée dans certaines pathologies

207C. T. Aimoet al, Curr. Neurovasc. Re2006 3, 89-98
208y _C. Sheret al, J. Neurochem2008 104, 558-572
29K, Ruscheet al, Brain, 2011, 134, 732-746

#0 A, Meurset al, Eur. J. Neuroscj.2007, 26, 3079-3092
211 E _J. Shiret al, Neurochem. Int2007, 50, 791-799
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de la mémoire comme I'amnésie et la maladie d'Alziee pour lesquelles des déficits de I'activité
cholinergique corticale ont été observés. De plaes, récepteurs NMDA sont impliqués dans
'induction des différentes formes de plasticiténagtigue qui sont présumées étre le substrat
synaptique des processus d’apprentissage et de nisation.

Les récepteurs; augmentent la libération d’acétylcholine non sedet dans I'hippocampe mais
aussi dans le cortex fronfaf. Ainsi, ils auraient des effets bénéfiques dansambreux modeles
d'amnésie. En effet, des études ont montré quainsrtigandss; empéchaient ou s’opposaient aux
effets amnésiants induits par la scopolamine cheaat et la souri§® Le SA-4503 (Figure 38), un
ligand hautement sélectif des réceptesirsest capable de reverser ces effets ainsi quééaiar
I'altération de l'apprentissage chez I'animal préaet un dysfonctionnement cholinergiddéDe
plus, il montrerait aussi des effets anti-amnésianbvoqués par un blocage des récepteurs NMDA. I
atténuerait, effectivement, les altérations de &mwmire de référence induites par la dizocilpine, un

antagoniste des récepteurs NMB/A.

SRR
o
SO

SA-4503
Agoniste gy
|C50 =17 nM

Figure 38 : SA-4503, agoniste sélectif possédant des propriétés anti-amnésiques.

Enfin, les stéroides neuroactifs joueraient aussible dans la modulation de la mémoire par les
récepteurs;. En effet, comme cela a été développé dans legy@gphes précédents, ils sont capables
d’interagir avec la protéine; et peuvent aussi moduler les récepteurs GABAeegiqpi NMDA. La
prégnénolone et la DHEA, deux ligands des récepieyront montré la capacité d’augmenter les

propriétés de rétention de la mémoire chez dessspassédant une altération de I'apprentis$¥ge.

6. Les maladies neurodégénératives

De part sa localisation au niveau du systéme ogrgentral et son implication dans la modulation
des différents systémes de neurotransmission, déipe o; présente un potentiel thérapeutique
important pour le traitement des MNDs. Au courscds derniéres années, de nombreuses études ont

montré I'engagement des réceptesrsdans des pathologies comme la maladie de Parkistm

22K Matsunoet al, J. Pharmacol. Exp. Therl993 265, 851-859

23B. Earleyet al, Brain Res,. 1991, 546, 282-286

24T Sendeaet al, Pharmacol. Biochem. Behat998 59, 129-134

215 B. Zouet al, Neuropharmaco).200Q 39, 1617-1627

28T Mauriceet al, Progress Neuro-Psychopharmacol. Biol. P4997 21, 69-102
27T, Mori et al, J. Pharmacol. Exp. Ther2012, 341, 663-671
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maladie de CharcBf?* ou encore la maladie d’Alzheimer et la sclérosepkmues. Seules les
perspectives thérapeutiques de la protéine datmitement de ces deux derniéres maladies seront

développées dans les paragraphes suivants.

6.1 La maladie d’Alzheimer

Comme cela a été développé dans la partie | dbaytre, la MA est un désordre neurodégénératif
progressif et fatal qui se manifeste principalenpartune détérioration de la mémoire et des cagsacit
cognitives. Les différentes recherches ont révakélg MA résultait principalement de la présence de
deux lésions : la dégénérescence neurofibrillditessplaques séniles.

Les ligandso; ayant montré une efficacité dans le traitementtdmsbles de la mémoire et des
épisodes dépressifs, ont donc été testés daraitlentent de la MA. Des ligands sélectifscomme
SA-4503 (Figure 38), ou PRE-084 (Figure 34) sopibdes d’'atténuer les déficits de mémoire induits
par une pathologie ;\**° Les premiéres preuves d’une activité neuroprdtecties ligands; contre
la toxicité induite par le peptidepAont été mises en évidence par des étudesdvo menées par

1222 en 2005. En effet, dans une culture de neuronesdex, la mort neuronale induite

Marrazzoet a
par la toxicité du peptide Aest bloquée par le ligand PRE-084. Cet effet rmotecteur est
contrecarré par un antagoniste De plus, quand des composés séleetiftel que PRE-084 ou non
sélectif mais agissant comme agonisteel que le donépézil sont co-administrés aveelgige A3
chez la souris, ils sont capables non seulemehladgier la toxicité A dans I'hippocampe mais aussi
d’'atténuer les déficits d’apprentissage et de meéanélar conséquent, les agonistepourraient étre
efficaces dans le traitement de la maladie d’Alatezi puisqu’ils permettent a la fois d’atténuer les
déficits cognitifs observés chez des malades etdigre les dommages neuronaux.

Le donépézil (Figure 39), utilisé dans le traitemde la MA et commercialisé sous le nom
d’Aricept® aurait aussi une action anti-amnésiapee a sa liaison avee.?’> **’En effet, méme s'il
est utilisé dans le traitement de la MA pour sotiviié anticholinestérasique, il s’agit aussi d’'un
agonistes; de bonne affinité (I = 14,6 nM). Les effets anti-amnésiants produitslpadonépézil
contre l'altération de I'apprentissage induit pardizocilpine ou le peptide fAsont blogués par
'administration d’'un antagoniste;, le BD-1047. De plus, I'administration du donépéaprés
'administration du peptide f\chez la souris induit une neuroprotection complEte comparaison,
les autres inhibiteurs de cholinestérase ne madntgere des effets partiels dans les mémes

conditions?®® Ces résultats suggérent qu’une partie des efaiéflques du donépézil se produisent

218 o Al-Saif et al, Ann. Neurol, 2011, 70, 913-919

29T A, Mavlyutovet al, Neurosci, 2013 240, 129-134

20T Mauriceet al, Neurosci, 1997, 83, 413-428

221 A Marrazzoet al, Neuroreport 2005 16, 1223-1226

22T Mauriceet al, J. Pharmacol. Exp. Ther2006 317, 606-614
223 3, Meunieret al, Br. J. Clin. Pharmaco).2006 149, 998-1012
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via les récepteurs; et que la neuroprotection conférée par une prérasimation de donépézil peut

conduire & des moyens de prévention de la MA.

O]
_O
o
N
Donépézil :
Agonisteg;
IC50=14.6 "M

Figure 39 : Donépézil, agoniste; utilisé dans le traitement de la MA.

Enfin, 'anavex 2-73, un agoniste mixte des réeefsic; et muscarinigue M1 et un antagoniste des
récepteurs M2 et M3, est actuellement évalué eaisesbniques de phaset. Il permet de réduire les
troubles de I'apprentissage et de la mémoire gpaagssent au cours de la maladieCet agent
neuroprotecteur a montré un mode d’action innoeentiminuant non seulement le stress oxydant
présent au niveau du SNC mais aussi le stress detREe la mitochondrie, différents éléments
impliqgués dans la physiopathologie de la maladie été établi que ce composé était capable de
bloguer I'apparition de protéine Tau hyperphospliaet de peptide [#, dans un modélim vivo de

MA. 226
\

C N~ Hei
('
Anavex 2-73
Agoniste g,

IC50= 860 NM

Figure 40 : Anavex 2-73, agoniste, en essais clinique de phase Il dans le traiteaerd MA.

Les agonistes; peuvent ainsi fournir un traitement alternatif wenles déficits cognitifs de la

maladie tout en ralentissant sa physiopathologie.

6.2 La sclérose en plaques
Comme cela a été développé dans la partie | dhaygitre, la sclérose en plaques est une maladie
inflammatoire démyélinisante et dégénérative du SNEs infiltrats de cellules inflammatoires sont

impliqués a tous les stades de la maladie. Laikatain de la protéine; dans le SNC, nhotamment au

224 http://anavex.com (May 2013)
222y Villard et al, J. Psychopharmacl2011, 25, 1101-17
226y Lahmyet al, NeuropsychopharmacoR013 In press
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niveau des neurones, des oligodendrocytes et dasgties, en fait une cible thérapeutique pour le
traitement de la SEP.

Des études réalisées sur des modéles cellulaiemaontré qu’une activation des réceptesys
pouvait stimuler la myélinisation. En effet, I'élgdil (Figure 41), un ligand non sélect, est
capable de multiplier par 5 la myélinisation detunds cellulaires dans des conditions défavoradales
phénoméné?’ D’autre part, de nombreuses études tendent & emogtre la protéine pourrait étre
impliguée dans la réponse immunitaire et/ou inflatuine. Le SR-31747 (Figure 41), un agoniste
sélectif 5;, a été évalué dans des modélesvitro et in vivo afin de déterminer ces propriétés
immunosuppressiveéd® #° Ce composé est capable d’inhibéa I'activation des récepteurs;, la
réponse immune a certaines concentrations sanstaffa viabilité cellulaire. D’autre part, ses
propriétés anti-inflammatoires ont également étaatérées et le SR-31747 inhibe la production de
cytokine pro-inflammatoire comme I'lL-1 et I'IL-8% %! Malgré ces résultats et son potentiel
thérapeutique pour le traitement de SEP, ce comptsgamais fait 'objet d’'un développement

clinique.

OH O/\@\ . { N
/©)\/N F N
S )
Eliprodil SR31747
Agoniste oy Agoniste oy

Figure 41 : Ligandso; évalués dans des modélewitro pour le traitement de la SEP.

Il est bien décrit que l'activation de la protéiae conduit a des mécanismes myélinisants et
neuroprotecteurs. Cependant, les études concesmentmplication dans la réponse immunitaire
restent peu nombreuses. Le peu de recherchesuéifsctians ce domaine font de cette protéine une

cible thérapeutique innovante pour le traitemenadElérose en plagues.

221 c. Demerenst al, Neurol, 1999 52, 346-350

228 R. Paulet al, J. Neuroimmuno).1994 52, 183-192
229p_Casellast al, J. Neuroimmuno).1994 52, 193-203

230 3. M. Deroccet al, J. Pharmacol. Exp. Therl995 272, 224-230
#1B Bourrieet al, Eur. J. Immuno|.1995 25, 2882-2887
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Les liens établis entre les réceptesiret les différents systémes de neurotransmissiosi, gue le
réle fondamental de ces systémes dans le procdsdascognition, ont permis d’impliquer la protéine
o, dans le processus normal de la mémoire et soindé&hutre part, la protéine a également été
impliguée dans des phénoménes inflammatoires etyééinisation. Par conséquent, les récepteurs
représentent une cible intéressante dans le déetmgnt de nouvelles molécules pour le traitement
des maladies neurodégénératives, notamment deldalima’Alzheimer et de la sclérose en plaques.

Ce chapitre présente la conception de nouveawandsgo; ainsi que I'ensemble des travaux

antérieurs réalisés au laboratoire.

1. Pharmacophores et ligands synthétiques

Les études biochimiques et pharmacologiques amipale mettre en évidence un grand nombre
de ligands synthétiques de la protéimeDe nombreuses familles de molécules et une digede
structures chimiques semblent se lier avec unedaffinité a ce site de liaison. Parmi les difféesn
familles, on retrouve de nombreux agents antipsyghes (les butyrophénones, les phénothiazines et
les thioxanthénes), des anxiolytiques, des antadeurs tricycliques, des anticholinergiques,
certaines drogues comme la cocaine et la métampim&ades hormones stéroidiennes dont la

progestérone et la DHEA, et enfin la PCP.

1.1 Pharmacophore de Gilligan

Comme les récepteusssont capables de se lier & des composés de sasichimiques totalement
différentes, il a été supposé dans un premier teqafls pouvaient avoir une flexibilité au niveau d
site actif ou alors que tous les ligands possétalem caractéristiques communes. Cette derniére
hypothése semble étre la plus probable. En effsgmblerait que la présence d’'un atome d’'azote

protonable soit un élément pharmacophorique comamumgrand nombre de liganes(Figure 42).

H H \—\ OH .
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Figure 42 : Ligands sélectifs du site de liaisen

Ainsi, suite & des études d’optimisation de stmes, Gilliganet al*

ont proposé un modéle
triangulaire avec aux sommets un atome d'azoteopadtle, et deux groupements hydrophobes dont
'un est aromatique. De plus, un groupement accept liaison hydrogene sépare le noyau

aromatique de I'atome d'azote (Figure 43).

azote basigue

N

accepteurde

IiaisonH/éd .k‘&
“r
@ s N (]
N N

groupe groupe
hydrophobe hydrophobe
aromatique

Figure 43 : Pharmacophore d’aprés Gilligahal?*?

Z2p . Gilligaret al, J. Med. Chem 1992, 35, 4344-4361
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1.2 Pharmacophore de Glennon et Ablordeppey

Basé sur les études de Gilligan, un pharmacophAo¥-N a été développé par Ablordeppey,
Glennon et al?®*® quelques années plus tard. Ce pharmacophore estitaé de deux sites
hydrophobes séparés par une amine. Le linker Xgraéple premier groupe hydrophobe aromatique
de I'amine, peut étre linéaire ou branché avec siegtures insaturées ou cycliques. Il peut aussi
accueillir des fonctions comme un ester, une cémnene amine. Sa longueur dépend de la taille
spécifique du groupement hydrophobe ainsi que deléance a I'encombrement du récepteur
L'amine peut étre secondaire ou tertiaire et uroseécsite hydrophobe assez encombrant peut étre
tolére.

Plus récemment, Glennon a précisé son modéle plaphoriqué®* Ses études sont basées sur
une approche appelée « déconstruction-construétadyeration ». En effet, a partir de liganddgéja
connus (benzomorphanes, halopéridol, PCP...), possééa affinités plus ou moins importantes, il
procede dabord a une simplification de la struetysour pouvoir identifier les éléments
pharmacophoriques essentiels. Il s’agit de la pllasdéconstruction. Puis, il ajoute ou modifie des
groupements afin d’améliorer les affinités (phadesconstruction et d’élaboration). Grace a cette
approche, il montrera que la longueur optimaleikel X serait une chaine pentyle. L'atome d'azote
protonable serait nécessaire a la liaison aux téuego et pourrait étre intégré dans une structure
cyclique telle qu’une pyrrolidine, une pipéridina one pipérazine. Le second site hydrophobe serait
un peu plus petit que le site principal et accerlt de maniére optimale une chaine de trois atome
de carbones. Enfin, les deux sites hydrophobegetutléassez bien I'encombrement. Un modéle

pharmacophorique plus général a ainsi été redgfigure 44).

Site protonable
2.5-39A _l‘ 6-10 A

(distance optimale: 8.3 A)

o<

Région tolérant que des

Région tolérant un Région tolérant un

encombrement
stérique

encombrement
stérigque

substituants de petite taille
H ou CH;
Région Région
hydrophobe hydrophobe
secondaire principale

Figure 44 : Modéle pharmacophorique d’aprés Glennon et Ablopeg®3*

L’application de cette approche « déconstructionstruction-élaboration » aura permis de mettre

en évidence les différentes caractéristiques stralets qui contribuent a la liaison aux récepteyrs

2333 Y. Ablordeppet al, Bioorg. Med. Chem200Q 8, 2105-2111
#4R. A. GlennonMini Rev. Med. Chem2005 5, 927-940
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Cependant, méme si de nombreux ligands possédaritasihaute affinité ont ainsi été identifiés, des
études supplémentaires sont nécessaires afin dex rdiéinir ce pharmacophore et développer un

modele en 3D fiable.

1.3 Pharmacophore 3D

Comparé a d’autres outils de découverte de médistanune approche par pharmacophore 3D a
'avantage non négligeable de permettre une piédiale l'activité d’'un assez grand nombre de
molécules dans un temps relativement court.

En 2009, Zampieret al®° ont présenté un premier modéle pharmacophoriqu8leasé sur
I'étude in silico d’'une trentaine de ligands;. Ce modéle a permis de prédire raisonnablement
'affinité des molécules testées avec un coefficiel® corrélation de 0,896. Toutefois, ce
pharmacophore 3D nécessitait une validation avecsdees de molécules plus importantes et plus
diversifiées. Ainsi, afin d’en confirmer la fiali#i en tant que plateforme pour la conception de
nouveaux ligands; une nouvelle étude menée par la méme équipe @aiéée sur une trentaine de
nouvelles molécule$? L’'ensemble des composés a été classé selon faitéapour les récepteurs
a laide de calculs de I'énergie libre par simuatide dynamique moléculaire et les résidus
peptidiques impliqgués dans la liaison ont été agydans un modéle par homologie (Figure 45).
Enfin, les différents ligands ont ensuite été sgtidés puis leurs affinités testérsitro. L'ensemble

des résultats expérimentaux obtenus était compatibbbc les prédictions réalisées a partir de la

procédurdn silico.

T T —

- AT PRy
_—N el Q
i E"*‘*\i;;. e ;

A s\

Figure 45 : Validation du modele pharmacophorique 3D. A) Magpi les éléments pharmacophoriques
importants sont représentés par des sphéres (H¥arophobe aromatique ; HBA : accepteur liaisonsHy :
hydrophobe ; PI : site protonable). B) Modéle pamblogie : les résidus protéiques importants im@&jdans
les interactions sont en couleurs (Arg119 (roug&yrl120 (bleu clair) ; Trp121 (cyan); Vall7l (og=) ;
Glul72 (jaune) ; lle128 (vert) ; Asp126 (bleu) yI¥3 (magenta)).

25D, Zampieriet al, J. Med. Chem2009 52, 5380-5393
B8 E Lauriniet al, Mol. Pharmaceutics2012 9, 3107-3126
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Ainsi, il semblerait que ce pharmacophore 3D diweé par Zampierét al. soit un modele 3D
fiable, utilisable dans la conception et I'optiniisa de nouveaux ligands.

Cependant, il est important de préciser que qeslqunes des caractéristigues structurales
contribuant a la liaison aux récepteurs contribuent également a la liaison aux récepteurs
Plusieurs pharmacophores sont actuellement a I'étude. Ainsi, il est néceesd’identifier de
nouveaux agents possédant une meilleure sélectiyitd afin de mieux investiguer la pharmacologie

de la protéine.

2. Les dérivés Tic-hydantoines

A partir des éléments pharmacophoriques importapet été mis en valeur par les différents
modéeles, de nouveaux ligangsavaient été concus au laboratoire. Une optimisgiar le modéle de
Glennon et Ablordeppey de la nouvelle structure tradmte, suivie par de nombreuses
pharmacomodulations ont permis de mettre en évaleles dérivés Tic-hydantoines aux propriétés

pharmacologiques intéressantes.

2.1 Elaboration d’'une structure contrainte

Les dérivés des hydantoines ont largement éiéégtilors de criblages biologiques, ce qui a donné
lieu & de nombreuses applications thérapeutiquesffet, le noyau hydantoine (ou imidazolidine-2,4-
one), un cycle a cing chainons usuel contenanfamaion urée réactive, est présent dans une large
gamme de composés biologiguement actifs incluastasgiconvulsivants, des antiarythmiques, des
anticancéreux et des anxiolytiqués 2% 2%

La stratégie du laboratoire a donc été d'élabdeemouveaux hétérocycles contenant le noyau
hydantoine pour une application en neuroprotectiBaur cela, le noyau hydantoihe été fusionné
par ses positionss&t Ny avec un autre cycle afin d’obtenir une nouvellgesde produits possédant
une structure plus contrainte : les Tic-hydanto@¢sour Tétrahydroquinoléine Hydantoine) (Figure
46). Lors d'un criblage de chimiothéque, le noyétrathydroisoquinoléine (Tic) avait été identifié

comme une structure sélectiveale

0 6]
5
R\’//< 4 N
N—R" N—-R'
N ('3
R’ ;\< R
(0]
1 2

Figure 46 : Elaboration de la structure contrainte des Ticamidines.

%7 M. L. Lopez-Rodrigueet al, J. Med. Chem1996 39, 4439-4450
8\, J. Brouilletteet al, J. Med. Chem1994 37, 3289-3293
29\ J. Brouilletteet al, J. Pharm. Scj.199Q 79, 871-874
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Parmi les différents composés intéressants séhaes, le composé AFigure 47) s’est révélé étre
un ligand trés sélectif de la protéimede cochon d’'inde avec unesi@e 16 nME*° L'affinité de cette
molécule pours; pourrait s’expliquer par la présence d’'une part@retique et d’un atome d’azote
protonable. En effet, la spécificité enverspour ce genre de structure a été décrite danartzep
précédente de ce chapitre. Par conséquent, le rfidgewdantoine a été choisi comme groupement

pharmacophorique pour la conception de nouveaaxndigs;.

MNIND

Ay
Agoniste oy
|C50 =16 nM

Figure 47 : Dérivé Tic-hydantoind; : ligand sélectif de la protéinrg.

2.2 Optimisation par application du modele de Glenan et Ablordeppey
Comme cela a été décrit précédemment, I'atomeotiase trouve au centre des différents modeles

pharmacophoriques de. L'optimisation du composé ;Aa donc été réalisée par I'application du

modeéle de Glennon et Ablordepp&y**? qui décrit la longueur optimale entre 'atomezbte et les

deux régions hydrophobes. La premiere génératidigded a ainsi été congue en ajoutant un second
centre hydrophobe et en faisant varier la longueuta chaine de part et d’autre de I'atome d’azote
(Figure 48).

Site protonable

6-10 A l 25-39A
e | —

! %
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©
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Figure 48 : Optimisation du composé;Al'aprés le modéle de Glennon et Ablordeppey.

2403, Chartoret al, Bioorg. Med. Chem. Lef2005 15, 4833-4837
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L'ensemble des ligands synthétisés (n = 3-6 et m = 0-5) montrent desid comprises entre 3
nM et 30 nM2** Il semblerait que pour ce motif Tic-hydantoifsg la longueur de la chaine de part et
d’'autre de I'atome d’azote ne posséde pas d’inflaegignificative sur I'affinité. Seule la dispaoiti
de I'atome d’azote protonable sur la chaine la¢éealtraine une perte totale d'affinité (n = 3, r,=
ICs0> 100 nM).

Au cours de cette étude, des tests de toxicit@&galement été réalisés sur les composés possédant
une IG, entre 3 et 15 nM. D’apres les résultats présefaés le Tableau 2, tous les composés testés
présentent une faible cytotoxicité, avec des valsupérieures & 100 pM pour les composeés posséedant
une amine tertiaire. Les index de sélectivité (ap G, sur 1Gg) sont trés bons, tous supérieurs ou
égaux 10000. Cependant, le remplacement de I'ataitiaire par une amine secondalg provoque

non seulement une baisse de I'affinité mais aussiawgmentation de la cytotoxicité.

Tableau 2 : Affinité (ICsg), cytotoxicité (CGg) et index de sélectivité (IS) des ligangsle premiére génération.

IC 50 (NM)
Cochon d’inde

o /\/\Q
A, N 10,5+0,1 31+1 2950

o]
ye
As OCQN/\/N 45+0,1 107 £ 4 23770
[ l\/\/@
As ©Cd<</\/ 13,6+ 1,9 136+ 7 10000

Composé Structure CCs (UM) IS

(o)
[¢]
As MNMT© 39+0,1 196 + 11 50260
[e]
i |
As OCN{((N/\/\/“V\O 9,9+0,1 106 + 3 10710
(0]
()

A, | \<N/\/\/\T/\© 50+0,1 101 + 20 20200
o

Ainsi, les études biochimiques et pharmacologiquasrévélé que le composé Arésentait le
meilleur compromis entre affinité, sélectivité sttatoxicité en comparaison aux autres composés

obtenus. En effet, le dérivéspossede une bonne affinité envers la protéinale cochon d’inde

241 p C. Gassioktt al, Bioorg. Med. Chem. Lef2005 15, 4828-4832
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(ICs0 = 3,9 NnM), une sélectivité envess (ICso > 500 nM), et une tres faible cytotoxicité ce fui
confere un index de sélectivité (ratio &CCs) trés important, supérieur a 50 000. Par conségiien

été choisi comme chef de file et a fait I'objetmiuétude des relations structure-activité.

2.3 Relations structure-activité des dérivés Tic-hjantoines

De nombreuses pharmacomodulations ont été effextadr le composésAafin d’améliorer son
activité et sa sélectivité vis-a-vis des réceptemr$™ 2** Parmi ces modulations, on retrouve
notamment des modifications du noyau Tic-hydantoétedu second centre hydrophobe, la
rigidification de la chaine latérale et I'inverside la stéréochimie (Figure 49). Ces études omhiger
de mettre en évidence la nécessité de certainseaténpharmacophoriques. En effet, il a ainsi été
établi 'importance de la présence d’'un secondreemydrophobe en plus du noyau Tic-hydantoine.
Comme décrit dans les différents modeéles, I'atoraeade protonable est nécessaire et ne tolére des
substituants que de petite taille (méthyle ou éhyEnfin, le motif Tic-hydantoine semble étre un
élément clé pour 'affinité; puisque toutes modifications entrainent une pEakinité.

Eemplacement par une
Inversion stéréochimie thichydantoine Rigidification

\ / / dela chame
Remplacement par W Remplacement par une
une tétraline — pipérazine/pipéridine

/ /\

Ouverture du Substitution par une Substitution par un
cvele chaine aliphatique plus groupement aromatique
longue

==y Favorable
mmmle- Défavorable

Figure 49 : Relations structure-activité autour du compasé

Finalement, I'ensemble des études de relationgtsire-activité n'aura pas vraiment mis en
évidence de nouveau motif favorable par rappora &ttucture du compos@s. Les propriétés
pharmacologiques ainsi que le potentiel thérapeetipans différentes pathologies de ce composé ont

donc été évalués.

242 M. Toussainet al, Eur. J. Med. Chem201Q 45, 256-263
243 M. Toussaint. Synthése et évaluation de dérivitatygdroisoquinoléine-hydantoine comme ligandscsiése
des récepteurs sigma 1. Université Lille 2, LiR608
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2.4 Evaluations pharmacologiques

Les évaluations pharmacologiques ont été réalisées seulement sur le composg, mais
également sur I'énantiomére R possédant des ptépiiéologiques identiques @& 13,7 nM).

Evalué dans un modéle d'ischémie cérébrale, 'tomére S du compos®s a permis de diminuer
de 57% le volume de linfarctus aprés perfusiotragtement (2.p/j, 2,5 mg/kg)*** L’énantiomére R a
montré une efficacité importante dans des modétekiittion & la cocain€” **°En effet, ce composé
a montré un profil agoniste permettant de potestiala réponse hyperlocomotrice de la cocaine des
la dose unique de 1 mg/kg. Il bloque aussi les®fippétants de la cocaine dans un modéele de CPP
des la dose de 0,1 mg/kg. Enfin, également évalaés un modele EAE (Encéphalomyélite Auto-
immune Expérimentale), ces composés conduisenteelabpement d’'une pathologie moins sévéere
(publication soumise). Ces résultats prometteurarrp@nt s’expliquer par une activité anti-
inflammatoire associée a une action neuroprotecttés ligands.

Toutefois, pour pouvoir étre envisagé comme unicaéaent pour le traitement d’'une pathologie,
une molécule doit présenter un certain nombre dpri@tés physicochimiques. Un profil représentatif
des propriétés d’Absorption, Distribution, Métakation, Elimination (ADME) est réalisé afin de
connaitre le potentiel d’'une molécule en tant querfmédicament. Ces études ADME ont été menées
sur les composés les plus prometteurs de la farfilehydantoine. Les paramétres de solubilité,
biodisponibilité, passage de la barriere intestinalu hématoencéphalique étaient favorables.
Malheureusement, malgré leur stabilité chimiques dérivés présentaient une faible stabilité
métabolique. En effet, aprés une heure d'incubai@v°C en présence de microsomes hépatiques
humain, seulement 15% de produit est retrouvé. édedes complémentaires ont été réalisées afin
d’identifier les différents métabolites. La struetude deux métabolites a ainsi pu étre déterminée
(Figure 50). Le premier, retrouvé a hauteur de 9d8dvient de la débenzylation du compdselLe
second, présent en plus faible quantité (4,9%)jsest de la déméthylation du composé parent. Les
autres métabolites non identifiés (86%) provierarade la métabolisation du noyau Tic-hydantoine.
Il semble donc que la métabolisation rapide dedetaposés serait due a I'instabilité du groupement

hydantoine en présence de microsomes hépatiques.

o) /
/\/\
N—( H Nﬁ/\/\|

A8 A9
4.9 % 9.1%

Figure 50 : Identification des métabolites du compdsg

244\/ R. Vennaet al, Fund. Clin. Pharmaco|2008 22,
245 M. Toussainet al, Med. Chem.201Q 6, 355-373
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3. But du projet

Les résultats des différentes évaluations pharlogicues ainsi que les propriétés ADME des
dérivés Tic-hydantoines, nous ont incités a appdifol’étude des ligands;. Par conséquent, de
nombreuses pharmacomodulations ont été envisagéesde pallier au probléme de stabilité
métabolique de cette premiére génération de ligatest pourquoi une série de composeé a été congue

a partir de modulations réalisées sur le compedé&igure 51).

C) Rigidification de la chaine latérale

LAeYe
U0 Uy

Ag
A) Medification du neyau Tic-hydantoine : EB) Modificationde la chaine latérale

i x—"?D ’\/@

XJLN-‘E X N ;-T

oG WY 0]
! it ER B
u - i i

]
EY
Sy Oy

x T

Figure 51: Pharmacomodulations autour du chef de file.

Dans un premier temps de nombreux hétérocycledyanophiles et plus ou moins encombrés ont
été introduits sur la chaine latérale a la placenalyau Tic-hydantoine (Modulation A, Figure 51).
Aprés une étude de la littérature, notre choix tsjearté sur des hétérocycles bicycligues ou
tricycliques. Ainsi, des structures benzoxazolirrienzothiazolinonef-carbolinesy-carbolines et
des structures analogues ont été sélectionnéeglude une simplification extréme du noyau Tic-
hydantoine a également été envisagée afin d’amélier stabilité métabolique des dérivés. Des
monocycles tels que des benzamides ont été intsodwir la chaine latérale. Des structures
apparentées sont présentes sur des ligandis bonne affinité tel que le 4-IPB (Chapitre ufe 35).

L'ensemble de ces composés a été fonctionnalisé seattement avec un ou plusieurs atomes
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d’halogénes mais aussi avec un groupement méth@es pharmacomodulations permettent
d’augmenter I'hydrophobie de la région encombréecjpale.

D’autre part, des modulations ont également decefées sur la chaine latérale afin de bloquer la
déméthylation et la débenzylation observées lorsadeétabolisation des dérivés Tic-hydantoines
(Modulation B, Figure 51). En effet, une cyclisatiade la partie latérale a été réalisée et les
groupements isoindoliques et pyrrolidiniques omdt gtlectionnés. Précédemment introduite sur des
dérivés Tic-hydantoines, lisoindoline permettag¢ donserver une bonne activité et le caractere
agoniste des composés. De plud\iméthylIN-phényléthylamine a également été utilisée. Deseétud
précédentes ont montré que l'augmentation d’'un arebla chaine latérale, ne modifiait pas le
caractere agoniste et I'affinité des composés.eCetbdulation permettrait de stabiliser la chaine
latérale et d'éviter la perte du benzyle lors dmé&tabolisation.

Pour certains dérivés, une rigidification de laicke latérale a été envisagée afin d'en étudier
impact sur I'affinité o,. Pour cela, 'atome d'azote protonable a été ¢htitbdans des structures
cycliques telles que la pipérazine et 'homopipér@aZModulation C, Figure 51).

Finalement, I'objectif de ces modulations est diatir & des composés agonistes envers la protéine
o1, Sélectifso, et aux propriétés ADME compatibles avec un dévsopent thérapeutique. Apres
sélection des meilleurs composés, des étiilegtro et in vivo seront réalisées sur des modéles
Alzheimer et SEP. Enfin, I'obtention de structuceiginales permettra de valoriser plus aisément les

résultats biologiques obtenus.
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CHAPITRE 3 :

Syntheses de ligands sigma-1 : résultats et discuss

Confidentiel 103



Chapitre 3 : Syntheses de ligands sigmaékultats et discussion

De nombreuses stratégies de syntheses ont éwdrédabau laboratoire ces dernieres années afin
d’obtenir divers ligands;. Ces ligands ont fait I'objet d’un grand nombrétddes pharmacologiques
et biologiques qui ont permis de mieux compren@féinité ;. Basées sur ces travaux, de nouvelles
stratégies de synthéses ont été mises au poinbans de ce projet, afin d’obtenir de nouveaux
ligands. Ces nouvelles stratégies et les résuleg£tudem vitro (affinité, sélectivité et cytotoxicite)
seront présentés dans ce chapitre.

L'ensemble des composés synthétisés a été divisitois familles suivant la nature du centre
hydrophobe principal : bicyclique, tricyclique ownocyclique. Les modulations réalisées ont été
orientées par les résultats des étudegtro obtenus tout au long du projet. Pour chaque famidls
synthéses des nouveaux dérivés seront dans ungpreamps décrites puis suivies par les résultats

d’affinité, de sélectivité et de cytotoxicité.

1. Famille des dérivés bicycliques

En 2009, Zampiériet al?*® ont montré que des molécules contenant une benain@ze
possédaient une bonne affinité et une bonne sétéatinvers les réceptews C’est pourquoi I'étude
de dérivés bicycliques fonctionnalisés a été egéisaUne série d'une vingtaine de composés a donc

été synthétisée a partir de structures bicycligueles que les benzoxazolinones, les

benzothiazolinones, les benzimidazolinones etdezimidazoles (Figure 52).

N

KR OIETeD
e

X=H,Br,ClF

N

Figure 52 : Famille des dérivés bicycliques.

1.1 Synthéses des bicycles
La majeure partie des hétérocycles utilisés ausode cette étude était accessible au laborataire o

dans le commerce.

248D, zampieriet al, Eur. J. Med. Chem2009 44, 124-130
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Les dérivés benzothiazolinones et benzoxazolintmemés en position 6 étaient accessibles au

laboratoire et avaient été préparés par bromatms ¢e chloroforme en présence de dibrome (Figure

53).
N crel N
Br, -CH
Clpe —2e L=
X Br X

Tamb

O 5 X=0 84%
S 6 X=S 97%

3 X
4 X

Figure 53 : Syntheses des benzoxazolinone et benzothiazolimmmeées en position 6.

La position 5 n'étant pas un site électrophile tirement a la position 6, il n'avait pas été
possible de préparer les dérivés bromés en pos#iopar simple bromation. Ainsi, la 5-
bromobenzothiazolinon® avait été préparée selon une synthése en deugsétierite par Piradt
al.**(Figure 54).

\C[ Na28 EtOH Br NO2 _@Zn-AOH \@E \
0
SH b) (CI3C0),CO
8 83% 9 68%

Figure 54 : Synthése de la 5-bromobenzothiazolinne

La 6-bromobenzothiazinonk? avait été préparée selon une synthése en deugsétiurite par
Badgeret al. (Figure 55). Dans un premier temps, le dérivé bmitm® avait été mis en réaction avec
I'acide mercaptoacétique en présence de carbomasmdium pour donner le compakg Puis une

cyclisation en milieu ammoniaque avait été réaliz@er donner le composé déslig

Br NO, oH NaHCOj; - EtOH Br NO, NHs H,S
+ HS/\n/ E—— OH
Br O S/\ﬂ/

7 10 1 © 12 65%
Figure 55 : Synthése de la 6-bromobenzothiazintge

Dans le but d’avoir une étude des relations sfreeactivité compléte, il a été nécessaire de
synthétiser un certain nombre de nouveaux dérivégcligues au cours de ce projet. La 6-
bromobenzoxazinone a été obtenue grace a une sgnéme3 étapes (Figure 56). Dans un premier
temps, le dérivé nitrophénolique a été synthétseénsune réaction décrite par Nugelal®*® Le 4-
bromophénol a été mis en présence de silice impeégracide nitrique dans du dichlorométhane.

Aprés 20 minutes d’agitation a 0°C, une colorajemme du milieu réactionnel indiquait la formation

247 C, piratet al, Synthesis2011, 3, 480-484
28D, A. Nugielet al, J. Med. Chem1997, 40, 1465-1474
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du composé nitré. Une purification par colonne ofatmgraphique a permis de séparer le 4-bromo-2-
nitrophénoll14 (91%) du 4-bromo-2,6-dinitrophénol (3%).

La fonction nitro a ensuite été réduite en présede dichlorure d'étain dans un mélange
méthanol : HGL,**® Aprés précipitation et filtration des sels d'étda 2-amino-4-bromophénds a
été obtenu sans purification avec un rendemen®6ée L’hétérocycle est formé par réaction entre le
2-amino-4-bromophéndl5 et le bromoacétate d'éthyle dans le DMSO. La 6Gvimoenzoxazinon&6

est finalement isolée par filtration.

0
(@]
Br /_<
HO CHCl HO  NO, SnCl HO  NH, o O NH
HNOj - SO, HCI - CH5OH EtONa
0°C - 20 min 0°C— Tamb DMSO - 16h
Br Br 24h Br Br
13 14 91% 15 76% 16 30%

Figure 56 : Synthése de la 6-bromobenzoxazindfe

Pour la 5-bromobenzoxazolinone, deux stratégiesydtehese ont été envisagées impliquant soit
I'utilisation de triphosgene ou de carbonyldiimidez (CDI) en tant que donneur de CO soit
directement du CQ, dans une réaction de carbonylation catalytique.

Dans un premier tempdes essais de réaction de carbonylation catalytquété réalisés au sein
de I'équipe de carbonylation de I'Unité de Catalgs€himie du Solide de Lille 1. Afin de valider la
procédure de Gabrieket al?*®, les essais ont tout d’abord été effectués sdétevé non bromé. Un
autoclave est chargé avec le 2-aminophdblle catalyseur Pdlet le solvant (Figure 57). Il est
ensuite pressurisé avec 4 bars d'un mélange d’'ai bars de monoxyde de carbone. Aprés 12 heures
de réaction, la benzoxazolinod8 est isolée par colonne chromatographique avec nuereent de
42%. Ce rendement peut s’expliquer par la formatdion produit secondaire, isolé et identifi€ comme

étant la 2-aminophénoxazin-3-oh@>>°

o)
HO  NH, CO-0, O)LNH Na NH,
@ DME -Pdl, @ ' Qo:@o
100°C - 12H
17 18 42% 19 23%

Figure 57 : Synthése de la benzoxazolindk&epar carbonylation catalytique.

La procédure ayant ainsi été validée, des esgaiété réalisés dans les mémes conditions avec le
2-amino-4-bromophéndl5 (Figure 58). Cependant, la 5-bromobenzoxazolirkihe'a pu étre obtenu
par cette voie. En effet, un empoisonnement dulysstar a été observé lors de cette réaction. Ces

résultats s’expliquent par le fait que le catalysgilisé Pd} est un précurseur de Pd(ll). Or en milieu

249 M. von Wantoch Rekowskit al, Bioorg. Med. Chem201Q 18, 1288-1296
0B, Gabrieleet al, J. Organomet. Che2003 687, 219-228
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réducteur tel qu’'un milieu contenant du CO, Pd¢r)réduit trés facilement en Pd(0). L’halogénure
d’'aryle présent sur le dérividb va alors pouvoir réaliser facilement une additi@gdante sur ce Pd(0)
formé. Cette réaction d’addition oxydante conduitaaformation d’un complexe inactif pour la

réaction de carbonylation.

X

HO  NH, C0-0;

DME -Pdl,

100°C - 12h

Br
15 20 66%
CO
DMF - Et5N - Se
Tamb - 2h

Figure 58 : Synthése de la 5-bromobenzoxazolin@fgar carbonylation catalytique.

Ces résultats nous ont incités a changer de satalyet notamment a envisager une catalyse au
sélénium afin d’éviter une addition oxydante. Ap2&sa température ambiante en présence de CO et
de sélénium, une purification par colonne chromaplgique a permis disoler la 5-
bromobenzoxazolinor20 avec un bon rendement (66%) (Figure 885>

Les premieres études mécanistiques réaliséegsurarbonylations catalytiques au sélénium ont
montré que la réaction implique un séléniure dbaayle, qui en réagissant avec une amine permet la
formation d’'un premier intermédiaire carbamoselémda (Figure 59). Une addition nucléophile
intramoléculaire du groupement hydroxyle sur ldboayle de I'intermédiairé aboutit a la formation
d'un second intermédiaird qui se dissocie pour donner I'hnétérocycle souhaitédu séléniure
d’hydrogéne. Finalement, ce dernier réagit avegytgne pour régénérer le sélénium qui sera de

nouveau engagé dans le systeme réactionnel.

X
cO + Se — > O=C=Se

H
4 RO @5
+
o) [ EtzNH
'TL/_\ . o )
Br NH Br NH I
+ EN ———— \©:
OH OH \

© H

+ EI3NH \C[ >:O - BI’\@ENXOH + {EtsNH

O Se
O,
- Et3N I

H,0 + Se

{SeH }@

Figure 59 : Mécanisme réactionnel de carbonylation catalytigué&élénium.

1N, Sonodaet al, Tetrahedron Lett.1975 24, 1969-1972
27T Kihlberget al, J. Org. Chem.2002 67, 3687-3692
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En parallele, la 5-bromobenzoxazolin@tea également été synthétisée par réaction du 2eadnin
bromophénoll5 avec le triphosgéne en présence de carbonatetasspon dans du DMF (Figure 60).

Apres 12 heures de réaction a 70°C, le dérivé bipye a été isolé avec un bon rendement de 80%.

0
HO  NH, O O K,CO3 - DMF O NH
c o e -

Cl 0 cl 70°C - 12h

Cl Cl
Br Br
15 21 20 80%

Figure 60 : Synthése de la 5-bromobenzoxazolingfe

Enfin, la 1-méthylbenzimidazolinone a été prépaen une synthése en trois étapes (Figure 61).
La benzimidazolinone a tout d’abord été monopratépgéar un groupemeriert-butoxycarbonyle
(Boc)®® Le dérivé23 résultant de cette protection a ensuite été éngags une méthylation en
présence d’iodométhane dans du THF. Une purifioagar colonne chromatographique a permis
d’isoler le composé méthyld4 avec un rendement de 48%. Enfin, une réaction éotection
réalisée dans une solution de dioxane saturée em 82 a permis dobtenir la 1-

méthylbenzimidazolinon&5 sous forme chlorhydrate.

O O O O
1 Boc,0 ) CHgl J§ J
-Boc ~ -Boc i _Hcl ~N~ "NH
HN  NH NaH - DMF HN N NaH - THF N N Dioxane - HClgy,,
> - > E—— HCI
@ Tamb - 12h @ 0°C— Tamb - 12h @ Tamb - 48 h @
22 23 84% 24 48% 25 quant

Figure 61 : Synthése de la 1-méthylbenzimidazolin@3e

1.2 Synthése des dérivés de la benzylméthylamine

L'introduction de la chain&l-benzylN-méthylpropylamine sur les différents hétérocyceste
réalisée grace a une synthese en deux étapesdF@)r Dans un premier temps, le 1-bromo-3-
chloropropane et I&N-méthylbenzylamine sont engagés dans une substitutiicléophile réalisée
dans le DMF en présence de carbonate de potaddinemurification par colonne chromatographique
a permis d’'isoler le dérivé chloropropy28 avec un excellent rendement (95%). Afin de coresedes
quantités importantes sans risque de dégradawosgll de chlorhydrate a été réalisé. Le dérivé
chlorhydraté a ensuite été engagé dans une sesahdttution nucléophile en présence des différents
hétérocycles. Les composés fina2& a 42 ont été obtenus apres 24 a 72 heures de réactioes.
purification par chromatographie sur couche épaisseolonne chromatographique a été nécessaire a

I'obtention des composés purs.

3E. Badaratet al, Bioorg. Med. Chem. Let2009 19, 1600-1603
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K,COj - DMF AN K2CO3 -DMF
HN 23 Cl N
>+ | | /\© Het N
Tamb - 24h 70°C - t |

26 27 28 95% 29442

Figure 62 : Synthése des composés finaux bicycliques avecaimeN-benzylN-méthylpropylamine.

Les conditions expérimentales ainsi que les reeddsnde réactions pour chacun des hétérocycles

sont présentés dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Conditions expérimentales et rendements de syrghdse composés finaux bicycliques avec la
chaineN-benzylN-méthylpropylamine.

Réf. Het t (h) Rdt Réf. Het t (h) Rdt
O S
29 )=0 24 79% 36 =0 48 91%
N c N
o o Y°
N.
30 B/@N\FO 48 57% 37 @( ¢ 72 62%
r \
‘ Br
0]
Br le) S N
31 \©EN/EO 24 95% 38 ©/ & a8 47%
‘ Br
O N
2 Jo 2 23% 39 @:N\% 24 64%

S F N
33 @[N\FO 48 54% 40 :©EN\> 72 65%*
Cl b

S Cl N
34 =0 g 88% 41 j@[ ) 24 -
Br N cl N

Br: S
35 N>=O 48 86% 42 /@EN\> 24 8506*
. al N

* Mélange des deux isoméres de positions non sBlesra

D’aprés ce tableau, certains composés ont étdqabtavec des rendements moyens voir faibles.

Ceci peut étre expliqué de plusieurs facons etrmmient par le fait que des études biologiques étant
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envisagees sur 'ensemble des composes, la plgieX 96%) des produits a donc été privilégiée a
la quantité. D'autre part, en ce qui concerne lesdutations des benzoxazolinones et des
benzothiazolinones, les temps de réactions etleditions de purification ont été optimisées, ceagu
permis d'améliorer les rendements de 23 a 95%.duigenentation du rendement a été observée avec
la diminution du temps de réaction pour les dérivészoxazolinone29, 30, 31 et 32). Il est donc
possible qu'un temps de réaction trop long entrddndégradation des composés. Pour les dérivés
benzothiazolinones halogéné®,(35 et 36), un temps de réaction de 48h permettait d’obthysr
produits finaux avec de bons rendements (86-91#)l & composé non halogéBad, a été obtenu
avec un rendement plus faible dans les mémes camslit

Pour les dérivés benzoxazinong® et benzothiazinone88, les réactions ont également été
réalisées dans le DMF en présence de carbonatetalespum. Toutefois, une réaction dans le THF en
présence d’hydrure de sodium aurait probablememntipa&l’améliorer les rendements (respectivement
62% et 47%). Les quantités de compa3é®t 38 obtenues étant suffisantes, les réactions n’osit pa
été renouvelées dans ces conditions.

Le composé&l0 a été obtenu dans un mélange 1:1 de deux isordérpssitions. La formation de
ces deux isomeéres peut étre expliquée par le nmsrnanieprésenté dans la Figure 63. Les composés
40a et 40b n'ont pas pu étre séparés quelques soient lesonethutilisées. Les propriétés
électroniques des deux halogenes étant tres prodhesaction ne peut étre orientée vers I'obtenti
de I'un ou l'autre des isoméres. Il a donc été saye de synthétiser les composer finaux a partir

d’hétérocycles symétriques afin d'éviter ce protdédiisomere de position.

D

f co R—/EI R—ClI
F 40a
N/\,\yH N NQ) S) N/\N /

Figure 63 : Mécanisme de formation des deux isomeres de positi composéO.

s741 2

Le 5,6-dichlorobenzimidazole commercial a doncsé&iectionné et introduit sur la chaine latérale
(Figure 64). La réaction a été realisée dans l@éses conditions que pour les autres hétérocycles

mais n’a pas abouti a I'obtention du compd&é
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N7 NH K,CO3-DMF N N ’l\'/\©
+ C|/\/\,|\l/\©

70°C - 24h

cl Cl cl Cl

43 28 41

Figure 64 : Synthése du dérivé benzimidazdle

Une purification par colonne chromatographiqueeamis d’isoler non pas un produit comme
attendu, mais un mélange 1:2 de deux composésariadgses LCMS et HPLC ont mis en évidence la
présence de deux dérivés dichlorés de masses raitésudentiques. Afin d’élucider la structure de
chacun des dérivés, différentes analyses RMN (ZIDgbnt été réalisées sur le mélange. Une analyse
RMN NOESY a notamment mis en évidence des cdiwékaindiquant la présence des atomes de
chlore en position 4/6 ou 5/7 (Figure 65). Aingis composéd2a et 42b ont identifié comme étant
respectivement le 1-[NbenzylN-méthylamino)propyl)]-5,7-dichlorobenzimidazole let 1-[3-(N-
benzylN-méthylamino)propyl)]-4,6-dichlorobenzimidazole. Céeux isomeres de position n‘ont pas
pu étre séparés quelques soient les méthodesesli€n effet, une séparation a été observée en

HPLC analytique, mais n'a pas été possible en Hpléparative.

1\ ra
2 a 2 a
OO YYD
4 gja )QD
H» |
. g
i 5 l
&la ) 42 Ha
T Jis=18 H=z Jz7=1.7 Hz
H; H- =1
A Ha
§ i Lh
42a & 42b
I i 4 il i1a
EEEE———— T —— = S —— __:I.,E__ e
|| 42b
al' T T T T ; T T T T E' T T T T EI T T T T '1 [ppml

Figure 65 : Analyses RMN {H et NOESY) réalisées sur le mélarie Les fléches vertes et rouges représentent
les corrélations observées en NOESY.

Des analyses RMN ont par la suite été réaliséela suatiere premiére commerciale afin de mieux
comprendre la formation des dérivé®a et 42b. Les résultats obtenus ne correspondaient pas aux
données décrites dans la littérattifeDe plus, le spectre RMN proton ne présentait s |
caractéristiques d’'une molécule symétrique maischactéristiques d'un benzimidazole possédant

deux atomes de chlores en position 4/6 ou 5/7 (Ei§6). Ainsi, le composé livré ne correspondait

%47, Valdezet al, Bioorg. Med. Chem. Let2002 12, 2221-2224
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pas au 5,6-dichlorobenzimidazole commandé. Le fesenr n’étant pas en mesure de nous fournir le

5,6-dichlorobenzimidazole, aucune réaction n'atpel €alisée avec cet hétérocycle symétrique.

7.9(s) 2

W NH 11.2 {br} e NH
& 7.7 (8 7 58 23
- 1.7 {s} | @ & X
= 2 - et i B ¢
w i = 5 U - =

L | L}
| Theorigue — 1 BEE

ey
= [0 =T o
e [T =

L) = =
2 & 3|
&| i 3|
ol St .
| | | | | 1
T T I T T T T ! T T T T I L] T 1
8.5 8.0 75 [ppm]

Figure 66 : Spectre RMNH de la matiére premiére et données théorfglies

Finalement, les étudé@s vitro ont été réalisées sur le mélange des compiisast42b.

Enfin, afin de compléter les relations structuctv@té, deux derniers hétérocycles ont été
sélectionnés pour cette famille : la benzimidazoim22 et la 1-méthylbenzimidazolinon25. Dans
un premier temps, les réactions ont été réalisars & DMF en présence de carbonate de potassium
comme pour les dérivés précédents (Figure 67).d0aditions ont permis d’isoler uniquement le

Y

composé4s. En effet, la benzimidazolinon22 possede deux sites réactifs, ce qui a conduit & un

mélange complexe composé d’hétérocycles monosubstitisubstitué et non substitué, non

séparables.
o} 0
R\N)\\NH >N _ KeCOs-DMF R\N)\\N/\/\TAQ
@ ' @ 70°C - 24h
22 R=H 28 44 R=H
25 R=CHs 45 R=CHs 22%

Figure 67 : Synthése des dérivés de la benzimidazolirhet 45.

Par conséquent, afin d'éviter la disubstitutias tonditions expérimentales ont été modifiées. Le
dérivé chloré28 a notamment été introduit en défaut goutte a goddins le milieu réactionnel. La
température et le temps de réaction ont égalemeéntigminués. Ces modifications n’ont entrainé
aucune amélioration puisque le méme mélange compmlexcomposés a été obtenu. Finalement, une
nouvelle stratégie de synthése a été envisagéerargpant un des sites réactionnels par un
groupementert-butoxycarbonyle (Figure 68). L’hétérocycle prot&fea donc été engagé dans une

substitution nucléophile avec le dérivé chloropté®8 en présence d’hydrure de sodium dans le
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THF. Ces conditions avaient été utilisées pour kthylation de I'hétérocycle?2 (Figure 61).
Toutefois, malgré I'ensemble des précautions pris@s mélange complexe de dérivés mono- et
disubstitués a été obtenu. En effet, au cours ifigsahts essais réalisés, une déprotection eremili
basique du groupement Boc conduit a la formatiosaaposé disubstitué€7. Ainsi, aucune solution
n'a pu étre trouvée pour éviter la formation du poseé disubstitué et obtenir en quantité suffisente

composé monosubstit4é.

1 N N
Boc~N NH CI/\/\N/\© NaH - THF HN N/\/\,‘\I/\© Boc—n N/\/\"\‘/\©
+ —_— +
@7 | Tamb - 24h @7
23 28 44 46
/\/\N N/\/\

dT

Figure 68 : Deuxieme stratégie de synthése pour le dérivé bedazolinone44

e

O
N
a7

1.3 Synthése des dérivés de I'isoindoline

Des études sur la premiere génération de ligapdsaient démontré que le remplacement du motif
benzylméthylamine par un motif isoindoline influaitgpeu l'affinité des ligands et permettait méme
de conserver le caractére agoniste des moléttil®s.une cyclisation de la chaine latérale permiettra
d’empécher la perte du benzyle et du méthyle oléseau cours de la métabolisation.

La chaine propylisoindoline a donc été introdsite 7 dérivés bicycliques halogénés ou non selon
la méme stratégie que précédemment. Dans un premneps, le 1-bromo-3-chloropropane et
l'isoindoline sont engagés dans une substitutiosléuphile dans I'acétonitrile en présence de
carbonate de potassium. L’isoindoline étant un camsépsensible qui se dégrade facilement,
I'utilisation d’acétonitrile a la place de DMF peeitait d’obtenir une réaction plus propre. Une
purification par colonne chromatographique a pemfisoler le dérivé chloropropyld9 avec un bon
rendement (77%). Afin de conserver des quantitgmitantes sans risque de dégradation, le sel de
chlorhydrate a été réalisé. Le dérivé chlorhydeatnsuite été engagé dans une seconde substitution
nucléophile avec les différents bicycles sélectemprés 24 a 72 heures de réaction, les désivas

56 ont été purifiés par chromatographie sur couclagsép ou colonne chromatographique.
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K,COjz - CHsCN

Cl/\/\Br + HNC@

26 48

Tamb - 24h

c” "N

49 7%

K,COj3 - DMF

70°C -t

Het N Z
50 a 56

Figure 69 : Synthése des composés finaux bicycliques avecaimelpropylisoindoline.

Les conditions expérimentales ainsi que les reeddsnde réactions pour chacun des hétérocycles

sont présentés dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Conditions expérimentales et rendements de syrghdse composés finaux bicycliques avec la

chaine propylisoindoline.
=

Réf. Het t () Rdt Réf. Het t (h) Rdt
O
0 Q I
50 @EN\FO 24 70% 54 @( & 72 66%
I Br
B o cl
51 \©[N/EO 24 65% 55 @[% 24 87%*
il cl N
s N/
52 @[N/EO 48 52% 56 =0 72 69%**
\ N

64%

Br S
53 \©EN>=O 48

*Mélange des deux isoméres de positions non sélearab
** Réaction réalisée a 50°C.

L’ensemble des dérivés ainsi synthétisés ont léti&nas avec des rendements corrects (52-87%) et
des puretés HPLC supérieures a 96%. Les conditptisisées lors de la synthése des dérivés
précédents ont été utilisées pour les compbBéabH4.

Comme pour son analogd, le composé&5 a été obtenu en mélange 1:2 de deux isoméres de
positions. Les différentes analyses réaliséesymotnt de RMN 1D et 2D, ont permis d'identifier ces
deux isoméeres comme respectivement le 1-[3-(isdimdsyl)propyl]-5,7-dichlorobenzimidazolé5a
et le1-[3-(isoindolin-2-yl)propyl]-4,6-dichlorobeimidazole55b. Ces deux isomeres de position n'ont
pas pu étre séparés quelques soient les méthaliliest Les études biologiques ont donc été menées

sur le mélange.
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Enfin, pour le dérivé de la 1-méthylbenzimidazofie 56, une optimisation des conditions
expérimentales a été réalisée. En effet, son anakfyavait été obtenu aprés 24h de réaction a 70°C
dans le DMF avec un faible rendement de 22%. Desiggments de solvant (DMF, acétonitrile,
THF), de base (KCOs;, NaH), de température et de temps de réactiogtenopérés. Le compoSé a
finalement été obtenu aprés 72 heures de réacting i@ DMF a 50°C avec un rendement de 62%.
Ces conditions permettaient non seulement de faisseéaction assez longtemps pour avoir le
composé en assez grande quantité mais aussi d'ésitie dégradation du groupement isoindolique

liée & une température trop élevée et un tempéaigion trop long.

1.4 Synthése des dérivés de la phényléthylamine
Les études antérieures réalisées sur la premégr&ration de ligands, avaient également montrés

241 Il a

que la longueur de la chaine latérale influencait paffinité des ligands pour la protéioe.
donc été envisagé d’augmenter d’un carbone cetiimetafin de limiter la métabolisation et bloqueer |
perte du benzyle.

La chaineN-méthylN-phényléthylpropylamine a ainsi été introduite daux bicycles bromés. Ces
deux hétérocycles ont été choisis non seulement |gau originalité structurale mais aussi afin
d’'observer I'impact de la longueur de la chaine dirtelles structures comparé a leurs analogues
benzylaminé35 et 37. Une synthése en deux étapes a été réalisée ptamiroles dérivé$9 et 60.

Dans un premier temps, le 1-bromo-3-chloropropana d-méthylN-phényléthylamine sont engagés
dans une substitution nucléophile réalisée dam¥Mé& en présence de carbonate de potassium. Une
purification par colonne chromatographique permétot® le dérivé chloropropylé8 avec un
rendement correct (65%). Ce dérivé est ensuitegéndans une seconde substitution nucléophile avec
les deux hétérocycles. Les composés firs@irt 60 ont été obtenus aprés 48 a 72 heures de réaction.

Une purification par colonne chromatographiquet ét@cessaire a I'obtention des composés purs.
I

|
AN HN\/\@ K2CO3 - DMF Cl\/\/N\/\© K,CO3 - DMF Het 'l\l
Cl Br *
Tamb - 24h 70°C -t \/\©

26 57 58 65% 59 et 60

Figure 70 : Synthése des composés finaux bicycliques avetdmeN-méthyl-N-phényléthylpropylamine.

Les conditions expérimentales ainsi que les reedésnde réactions pour les deux hétérocycles

sont présentés dans le Tableau 5.
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Tableau 5 : Conditions expérimentales et rendements de syrghdse composés finaux bicycliques avec la
chaineN-méthyl-N-phényléthylpropylamine.

G
\//\I::j

Réf. Het t (h) Rdt

Br S
59 \©[ =0 48 57%
N
O/YO
N

0 @

Br

72 62%

Les mémes conditions expérimentales que pour Bnakgues précédents ont été utilisées pour la
synthése des compos&® et 60. lls ont ainsi été obtenus avec des rendementeeatsr de

respectivement 57% et 62%, ainsi que des pureté€dBpérieures a 98%.

1.5 Etudes des propriétés biologiques

Afin de valider I'ensemble des pharmacomodulatio@alisées au sein de cette famille de
composes, les propriétés biologiques ont été éealuiinsi, des études d’affinit®, de sélectivité
enverso, et de cytotoxicité sur des cellules neuronalesép@tréalisées au niveau de la Faculté de
Pharmacie de Lille ou par la société CEREP.

Il est important de préciser que I'ensemble deacedyses n’'a pas été effectué sur les bases libres
des composés mais sur les sels de chlorhydratesspondants. En effet, la majorité des dérivés
synthétisés étant sous forme d’huile, les selshilerttydrate (largement utilisés dans la littérature
permettent de conserver les produits sans risquidedation et d’assurer une meilleure solubilité

aqueuse.

1.5.1 Affinité et sélectivité
L'évaluation des affinités, et o, a été réalisée par la société CEREP, d'aprés umtgure

décrite par Ganapatlet al.?*®

(Partie expérimentale)

Cette étude a été menée en duplicate avec moidf%ede déviation sur des membranes Jurkat
(cellules lymphocytaires humaines). Les membranasiacubées en présence d’'un ligand spécifique
ou non et d'une gamme de concentration des compestEs. La radioactivité est ensuite déterminée
par scintillation. Pour les études d’affinitg, la [PH](+)pentazocine (concentration de 15 nM) est

utilisée comme radioligand de référence et I'halimfmd (concentration 1@M) comme ligand non

5 M. E. Ganapathgt al, J. Pharmacol. Exp. Therl999 289, 251-260
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spécifique. Dans le cas de la protéingle [H’] DTG (concentration de 25 nM) est utilisé comme
radioligand de référence et I'hnalopéridol (concatn 10pM) comme ligand non specifique.

Les constantes d’affinité; (K;) ont été déterminées a partir des valeurs sg'tforrespondantes
pour chacun des composés final2&a 60. Pour les composés présentant une forte affinitda

sélectivité envers, a également été déterminée.

D’apres les résultats rassemblés dans le Tablelurémplacement du noyau Tic-hydantoine par
différents hétérocycles bicycliques semble affeébetement I'affinité envers les récepteurs En
effet, méme si certaines modulations entrainent peke dramatique de laffinité comparé au
composeé de référenée, une affinité importante est maintenue voire digativement améliorée pour
certains dérivés (Figure 71).

En ce qui concerne la nature de I'hétérocycle,infigence de I'hétéroatome sur I'affinité peuteétr
observée pour les dérivés non-halogénés. Le diemgothiazolinon83 (K; = 10,3 nM) s’est montré
5 fois plus affin que ses analogues oxyg2@éK; > 50 nM), azot&l5 (K; = 65,4 nM) et méme que le
dérivé benzimidazold9 (K; > 50 nM). D’autre part, si la taille de I'nétératy est augmentée de5a 6
atomes, la présence d'oxygéne provoque une peaffinité (37, K; > 50 nM). En comparaison,
I'analogue soufr&8 conserve une bonne affinité avec une constante2oel2

Les différents modeles pharmacophoriques des digan mettent en évidence I'importance du
caractére hydrophobe des deux régions encombréeda @résence d’atomes d’halogéne sur des
molécules permet d’augmenter ce caractére hydraphbbexistait donc un intérét particulier a
introduire de tels atomes sur nos structures. Betie étude, des atomes de brome, de chlore et de
fluor ont été introduits sur la partie hétérocysbqdes composés. Pour la majorité des dérivés
halogénés, une amélioration significative de ItEfé est observée comparé aux analogues non
halogénés. Dans le cas de I'hétérocycle benzotimarne 33-36), les composés halogénés présentent
une affinité 2 a 10 fois plus importante. Pourdésivés benzoxazolinone29-32, 'amélioration est
encore plus importante (> 50). Pour ces deux famjilquelque soit la nature de I'hétérocycle, les
dérivés halogénés présentent des affinitéses intéressantes avec des constantes infériaufesVl.

De plus, la nature de I'halogéne semble influertdfinité envers les récepteurs; puisque les
composés bromé30 et 34 présentent des constantes au minimum 2 fois phpertantes que leurs
analogues chloré32 et 36. Au contraire, la position de I'halogéne ne senpde moduler I'affinité.
En effet, les dérivés 5-bron80 et 34, et les dérivés 6-bromdl et 35 possédent tous des constantes
comprises entre 1 et 3 nM.

La modification de la chaine aminée latérale aypremiere génération de ligands avait montré un
intérét pour la stabilité métabolique sans engendee diminution significative de [l'affinité des
ligands. Des résultats identiques ont été obtenudes dérivés bicycliques lorsque la chaine a été
augmentée d'un carbone. Ainsi, le dérb@ présente une constante d’affinité du méme ordre de

grandeur que son analogb (respectivement K= 1,4 nM et K = 0,6 nM). Toutefois, le
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remplacement de la méthylbenzylamine par l'isoimioprovoque une nette diminution de I'affinité.
En effet, en comparaison aux dérivés méthylbenzyla®il et 42 qui possedent de bonnes affinités
(respectivement K= 0,9 nM et K= 5,1 nM), les analogues isoindoligugs et 55 présentent des

constantes supérieure a 50 nM. A part les compei3és52, I'ensemble des dérivés isoindoliques se
sont avérés peu affins envers les récepteurBour ces deux composés, la présence d’'un siargtitu
bromé est a noter. Enfin, des études complémestp@enettront de préciser les constantes d’affinité

pour tous les composés présentant des constapi@sesures a 50 nM.
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Figure 71 : Relations structure-activité de la famille desivis bicycliques.

Enfin, en plus de I'étude de I'affinitg;, la sélectivité envers la protéing des meilleurs ligands a

également été examinée. Les résultats, présemésleld ableau 6, montrent clairement une affinité

pour le récepteus; plus faible (15,9 nM < K< 165,4 nM) que pour le récepteyr ce qui indique une

certaine sélectivité des composés bicycliquesertiderait que les dérivés benzothiazolinoB4s36

présentent une meilleure sélectivité, avec dessati o, respectivement de 35, 48 et 35, que leurs

analogues oxygené0-32 (ratioso,/ o, de 13, 37 et 16). Dans le cas des hétérocyclesésola

modification de la taille de I’hétérocycle ne seenphs influencer la sélectivieg/ o;.

Confidentiel

118



Chapitre 3 : Synthéses de ligands sigmaékultats et discussion

1.5.2 Cytotoxicité

L’évaluation de la cytotoxicité des composés arétdisée par le Dr Delphine LE BROC, au sein
de la plateforme de binding de la Faculté de Phaiege Lille (Partie expérimentale).

La mesure de la prolifération cellulaire s'effectuia I'activité enzymatique de la succinyl
déshydrogénase mitochondriale. Cette enzyme, addine les cellules vivantes est capable de chver |
MTT ou bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2liphényltétrazolium. En effet, le MTT est un
tétrazole de couleur jaune qui est réduit en déaudazan de couleur violette dans les mitochosdrie
des cellules vivantes. Il est important de notex gette réduction s’effectue uniqguement lorsque les
réductases sont actives, et par conséquent, agiteersion est liee au nombre de cellules vivantes.
L’apparition du MTT-formazan est suivie par spectédrie, en mesurant I'absorbance a 570 nm avec
une correction a 630 nm. Ainsi, 'augmentation @bdorbance est le marqueur de la prolifération
cellulaire. En effet, plus il reste de cellulesantes, plus il se forme de dérivés formazan deecoul
violette.

Cette étude a été réalisée en triplicate avecsraenl0% de déviation sur une lignée cellulaire de
neuroblastome humain SY5Y. Les constantes d'inbibitde la prolifération cellulaire ont été

déterminées pour tous les composés firz@x 60.

D’aprés les résultats présentés dans le Tabld&néemble des composés montre une cytotoxicité
modérée voire faible. En général, les dérivés ssyiossedent des effets cytotoxiques plus impartant
gue leurs analogues oxygénés et azotés. De plabalae propylisoindoline entraine une diminution
de la cytotoxicité en comparaison a la chaiAgenzylN-méthylpropylamine. Sept compose$,(32,

50, 51, 52, 54 et56) présentent des kg supérieure a 100 uM. Les autres dérivés montrentetfets
cytotoxiques plus modérés mais toujours raisonisablec des I§g comprises entre 10 uM et 60 uM.
Enfin, parmi ces 23 nouveaux ligansls les composé80-32(ICso = 14,2 uM, 58,8 uM et 13,2 uM)
présentent des résultats trés intéressants aveidies de sélectivité (IS = K (SY5Y)/K; (c1))
supérieurs a 10 000. Les meilleurs comp@&Est 35 possedent des IS de respectivement 63 291 et
23 250.

Pour conclure, plusieurs ligands avec une affimitportante, une bonne sélectivité et une faible
cytotoxicité ont été identifiés dans cette famile composés. La présence d’halogene comme le
brome ou le chlore sur la partie bicyclique perafiaméliorer significativement I'affinité envers les
récepteurs; dans la majorité des cas. Ce résultat souligneceard avec la littérature, I'importance
de la présence de tels atomes sur les structuedigdandsc;. Enfin, en considérant l'originalité
structurale, les meilleurs résultats ont été oldesnec la 3-[3N-benzylN-méthylamino)propyl]-6-
bromobenzothiazolin-2-on&5 qui s’est montré trés affin envess (K; = 0,6 nM), sélectif envers,
(ratio o,/ o1 de 48) et peu toxique (IS = 23 250).
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bicycliques.
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2. Famille des dérivés tricycliques

La premiére génération de ligansisconcue au laboratoire possédait une structurgctiguie : le
noyau Tic-hydantoine. D’autre part, certains ligang bien connu comme le rimcazole possédent
également des hétérocycles de structure tricycliest pourquoi il a été envisagé de remplacer le
noyau Tic-hydantoine par d’autres structures ttiques originales telles que I@sety-carbolines ou
encore les phénoxazines et phénothiazines. Le imetifoxazolinone ayant montré des résultats tres
intéressants dans la famille précédente, des dérikiéycles de ce motif ont également été
sélectionnés. Afin d’étudier 'encombrement stéeigqlu centre hydrophobe principal des ligaagds
deux modes de liaisons de la chaine latérale Isétéfocycle ont été envisagés pour cette familee:
liaison sur le cycle latéral et une liaison sucyele central (Figure 72).

~ “
Y D

l Linison cycle central

(o= A -
T Qo o @

0 %=0,%
=

Figure 72 : Famille des dérivés tricycliques : deux modesiaiedn.

2.1 Synthese des tricycles
Méme si un certain nombre d’hétérocycles utili@éscours de cette étude étaient accessibles dans

le commerce ou au laboratoire, les autres ont'édifet d’'une synthése au cours de ce projet.
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Les dérivés benzoxazolinones ayant montré deftatstrés intéressant soif, ce motif bicyclique
a été sélectionné et fonctionnalisé avec un cyghplémentaire afin d’obtenir des dérivés tricycligu
et d'explorer 'encombrement stérique toléré mamptotéine. Si cette famille montre des résultats
intéressants, des modulations supplémentaires @uuétre envisagées grace a la présence d'une
fonction cétone notamment. Ces composés tricydigdérivés de la benzoxazolinone étaient
accessibles au laboratoire et avaient été prépalés une synthése en trois étapes décrite pat Etelo
al.®® (Figure 73). Une acylation de la benzoxazolin@fgar le chlorure d’éthanoyle dans le DMF en
présence de chlorure d'aluminium avait permis dabt le composé6l La seconde étape
correspondait & une réaction de crotonisation eletreomposé6l et les dérivés benzaldéhydes
commerciaux correspondants. Les compdBEst 65 ainsi obtenus avaient été ensuite cyclisés dans

I'acide polyphosphorique pour donner les dérivieyttiques66 et 67.

H H R
N CH,COCI N
=0 =0
o AICl; - DMF o R
: g
20 61 75%  KOH - EtoH

H PPA % H
Soss epus

o] o]

64 R=H 85% 66 R=H 70%

65 R=Cl 85% 67 R=Cl 30%

Figure 73 : Synthése des dérivés tricycliquaiet67.

La 1-phénylB-carboline69 avait été préparée par une réaction de Pictetghgen’ La tryptamine
68 avait été mise en réaction avec le benzaldéhyde da mélange de dichlorométhane et d’acide
trifluoroacétique pour donner le composé dé&ige(Figure 74). Les hétérocycleds, 67 et 69
présentent un carbone asymétrique et ont été abtus forme racémique. Une résolution possible

par HPLC chirale ou par synthése énantiosélectxe anvisagée par la suite si nécessaire.

NH,

\ . @_//0 TFA - CH,Cl,

N
H
68 62

Figure 74 : Synthése de la 1-phénfdearboline69.

Cette famille de tricycles a été complétée paylahése de deux nouveaux hétérocycles. Dans un

premier temps, lg-carboline72 a été préparée selon une réaction de Fischer elant Bridouxet

2% M. Delotet al, Synthesis2009 2009, 3819-3822
#7E, Hadjazet al, Tetrahedron2008 64, 10004-10008
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al.?*® en 2006 (Figure 75). Un mélange équimolairdNdghénylhydrazine et de 4-pipéridone dans de

I'éthanol anhydre est chauffé a reflux sous atméspimerte. Le compos& a ainsi été obtenu apres
précipitation dans I'éthanol a température ambiaviec un rendement de 64%. Afin d’améliorer le
rendement de réaction, des essais de purificattwncplonne chromatographique ont été réalisés.

Cependant, une importante dégradation du compada salonne n’a pas permis d’'obtenir un résultat

satisfaisant.
HCI H,0. HCI NH
©\ Q _ EtOHamh. anh. @E\Q}
Nk Reﬂux N HCI
H H
70 71 72 64%

Figure 75 : Synthése de lgcarboline72.

Le dérivé benzofuropyriding6 a été obtenu grace a une synthése en deux ékgaese(76). Une

Y

réaction de Fisher par catalyse acide a permisodmefr I'hétérocycle a partir d'un mélange
équimolaire deD-phénylhydroxylamine et de 4-pipéridone protégéecbmposé’s a été isolé aprés
purification par colonne chromatographique avedon rendement de 84%. Cette étape a été suivie
par une étape de déprotection en milieu basique gamner le composé tricyclique dési@¢avec un
rendement de 94%. Cette voie de synthése en daprstta été privilégiée a la précédente pour des

raisons de purification. En effet, le compo&gest stable sur silice contrairement a son analogue

déprotégé’6.
o
HCI fe)
+
o NHz 4 T Rtk EtOH-H,0
73 74 75 84% 76 94%

Figure 76 : Synthése de la 1,2,3,4-tétrahydrobenzofurof$pgridine 76.

2.2 Synthese des dérivés de la benzylméthylamine

Dans un premier temps, les dérivés issus de laoamolinone ainsi que les dérivps et y-
carbolines substitués sur I'atome d’azote latéral &é synthétisés. Une stratégie, identique & cell
utilisée pour les dérivés bicycliques, a été emfpbogour I'obtention des composésa82. Le dérivé
chloropropylé28, précédemment synthétisé, a été engagé dans hstitigion nucléophile avec les
différents hétérocycles. Une purification par chatographie sur couche épaisse ou par colonne

chromatographique a été nécessaire a l'obtentisrwal@posés finaux purs.

28 A Bridouxet al, J. Heterocyclic Chen2006 43, 571-578
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CI/\/\ /\@ Base - solv. -/\/\

77482

Figure 77 : Synthése des composés finaux tricycliques avebdieN-benzylN-méthylpropylamine.

Pour certains composés, une optimisation des tonsliexpérimentales était indispensable pour
éviter la dégradation du milieu réactionnel qui yait se produire. Ces conditions ainsi que les

rendements de réactions pour chacun des hétéresaié présentés dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Conditions expérimentales et rendements de syrihdse composés finaux tricycliques avec la
chaineN-benzylN-méthylpropylamine.

Lre ™0

Réf. Het Base Solvant T (°C) t (h) Rdt

77 i Y K.CO;s DMF 70 24 39%
(AL
78 "o K,COs DMF 70 24 27%

79 N K,COs CH:,CN 70 48 47%

80 K,COs CH:,CN 70 96 35%

81

N
82 Q@ K,CO; CH.CN 70 48 57%

K.CGO; CH:CN 70 72 3%

L’ensemble des composés a été obtenu avec degpHELC supérieures a 96%. Les composés
tricycligues dérivés de la benzoxazolinonget 78 ont été synthétisés dans les mémes conditions
expérimentales que les dérivés bicycliques. Maldes faibles rendements de réactions

(respectivement 39% et 27%), les composés finatéténobtenus dans des quantités suffisantes pour
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les études biologiques. Les résultats de ces desni&ant peu concluants, aucune optimisation de
réaction n'a été réalisée sur ces dérivés et aacalogue synthétise.

D’autre part, pour les dérivés d@s et y-carbolines, des problémes de dégradation du milieu
réactionnel ainsi que du composé lors de la patific ont été observés. Il semblerait qu’'un tengs d
réaction supérieur a 48 heures et un solvant tel lGacétonitrile ne soient pas des conditions
optimales. Les substitutions nucléophiles danaul'é@nt de plus en plus décrites en chimie ¥&rte
260, 261 1o remplacement de I'acétonitrile par I'eau a d@té envisagé. Une étude des conditions
expérimentales par suivi HPLC a été réalisée afiméerminer le temps de réaction, la température
ainsi que la base a utiliser (Figure 78). Cesexuzht montré une dégradation plus importante dans
'acétonitrile que dans lI'eau des 24 heures detigacToutefois, afin d’assurer la solubilité de
I'hétérocycle dans le milieu réactionnel, une mgéarau/acétonitrile (2 :1, v/v) sera privilégiéngi
il a été établi que les meilleures conditions peette réaction sont un mélange eau/acétonitrilen
que solvant, la soude comme base et une tempéagusd°C. Ces conditions ont donc été utilisées

pour les réactions suivantes engageamdarboline comme hétérocycle.

72 81 72 Tz 72,
i 2 -
8§14
28 282
2 .
28; g |12 -
¥ Lyt =+ L4 L - ; , - X
Témoin H;O H,0/NaOH H,0/ K;CO; CH;CN/ K, CO;5

L=

HH
~rg Qoo
28

81

2

Figure 78 : Etude HPLC des conditions expérimentales de Iatgubon nucléophile dans différents milieux.
Représentation des profils HPLC obtenus apres 24féaction a 50°C en présence de différentes lfHs€EO;
ou NaOH) dans différents solvants,(Hou CHCN). Chaque produit est identifié par sa référesae les
chromatogrammes.

D’autre part, dans le but d’étudier I'encombrenm&gtique toléré par le premier centre hydrophobe
des ligands, il a été envisagé de substituer la chaine laéal 'atome d’azote indolique du dérive
y-carboline. Pour cela, une synthése en trois &agté réalisée (Figure 79). Une réaction de Figher
permis de former I'hétérocycle a partir d’'un mélangquimolaire de phénylhydrazine et de
4-pipéridone protégée. Le composet a ainsi été isolé aprés purification par colonne

chromatographique avec un rendement de 45%. Cédfge éa €té suivie par une substitution

29p G, Cozzet al, Angew. Chem. Int. EQR008 47, 4162-4166
20y, K. Tandonet al, Tet. Lett, 2009 50, 5896-5902
%13, Lietal, Eur. J. Org. Chem2011, 2011, 229-233
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nucléophile réalisée dans le THF en présence dingdde sodium. Les conditions précédemment
décrites ne permettent pas de substituer l'atonzzote indolique. Une base forte a donc été
nécessaire pour arracher ce proton faiblement acaldérivé8s a été obtenu aprés purification avec
un rendement de 30%. La derniére étape est une dwmpéprotection en milieu basique qui permet

d’obtenir le composé tricyclique désiBé avec un rendement de 82%.

o o
HCI fe}
NJ\O EtOH NaH - THF N
+
NNz Reflux Reflux - 48h N
H
83 74 84  45% 85 30%
\N

HN
Y N/\/\ N/\© KOH
-
! EtOH-H,O

86 82%

Figure 79 : Synthese du dériv@8 : substitution nucléophile sur I'atome d’azote ihgige de lay-carboline.

Cette série de composés substitués sur le cymirat a été complétée par des dérivés de
phénothiazine et phénoxazine. Dans la littératie® substitutions nucléophiles sur de tels tricycle
sont décrites généralement dans le THF en présihgdrure de sodium a reflX? Ces conditions
appliquées dans un premier temps, ont permis dlides composé89 et 90 avec des rendements
faibles d’environ 40%. Des modifications des candi expérimentales telles que I'abaissement de la
température ou le changement de solvant ont pedfistenir des réactions plus propres et par
conséquent plus facile a purifier. Ainsi, une rigactdans le DMF en présence d’hydrure de sodium a
température ambiante a permis d’isoler les comp83é&$90 avec des rendements améliorés de 66%
et 58% respectivement. Ces conditions ont étésééfi par la suite pour la synthese des dérivés

impliguant la phénoxazine ou la phénothiazine ehda’hétérocycle.

O, . o e Gy
X\@ /\© Tamp- 48h X\©

=S 28 89 X=S 66%
88 X=0 90 X=0 58%

Figure 80 : Synthese des dérivés phénothiazine et phénoxazine.

#2p_J. Deusst al, Angew. Chem. Int. EQR01Q 49, 5315-5317
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2.3 Synthese des dérivés de Iisoindoline et dedhényléthylamine

Les chaines propylisoindoline lgtméthylN-phényléthylpropylamine ont également été intraahuit
sur ces dérivés tricycliqgues. Pour cela, une gimtéentigue a celle employée pour les dérivés
bicycliques a été utilisée. Les dérivés chloroplépy9 et 58, précédemment synthétisés, ont été
engagés dans une substitution nucléophile avecdifférents hétérocycles. Seuls les dérivés
tricycliques de la benzoxazolinobé et 67 n'ont pas été utilisés dans cette série de partrésultats
biologiques préliminaires peu concluants. Une paifon par chromatographie sur couche épaisse ou

par colonne chromatographique a été nécessaiobt@tion des composés finaux purs.

CI/\/\N Base - Solv.
Het N
T-t
91 296

49
I

cl N } I
~ N \/\© Base - solv. Het N
- \/\©

58 97 4102

Figure 81 : Synthése des composeés finaux tricycliques avechiates propylisoindolin®@{ a 96) et N-méthyl-
N-phényléthylpropylamined( a 102).

Pour I'ensemble des composés synthétisés, les snéomditions expérimentales que pour les
analogues précédents ont été utilisées. Ces comslifiinsi que les rendements de réactions pour

'ensemble des hétérocycles sont présentés dahsatad.

Tableau 8 : Conditions expérimentales et rendements de syeshéss composés finaux tricycliques avec les
chaines propylisoindolin®{ a 96) et N-méthylN-phényléthylpropylaminedy a 102).

% \/\/NV\Q

Het Base Solvant T (°C) t (h)

Réf. Rdt Réf. Rdt

O \ N4

N K,COs CH,.CN 70 96 91 59% 97 38%

H

Q;Q\N?“ K.COs CHCN 70 96 92 36% 98 51%

H
N“*H.
Q_\Q) NaOH H,O:CHCN 50 48 93 26% 99 15%
N
H
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Het N >\: \/\/l‘\l A~ :
Het Base Solvant T (°C) t (h)
Réf. Rdt Réf. Rdt
N?-;
% K,COs CH,CN 70 48 04 58% 100 60%
O
@“D NaH DMF Tamb 48 95 56% 101 40%
S
@[N]@ NaH DMF Tamb 24 96 83% 102 51%
(6]

L'ensemble des dérivés a été obtenu avec desmamde corrects (40-83%) et des puretés HPLC
supérieures a 96%. Encore une fois, les renderfendus faibles ont été obtenus pour les dérieés d
la y-carboline (26% et 15%). Un suivi HPLC a été effiécet il a été démontré qu’'au-dela de 48
heures, le milieu réactionnel commencait a se diégrpour ces hétérocycles. La réaction a donc été
stoppée apres 48 heures malgré une conversion pietnMéEme si aucune solution acceptable n'a
été trouvée afin d’optimiser cette réaction, leslifications des conditions expérimentales ont it
méme permis de limiter la dégradation et d’obtetes réactions beaucoup plus propres et par
conséquent plus facile & purifier.

D’autre part, les dérivés phénothiazi®® et 101 ainsi que le dérivé phénoxazii®?2 ont été
obtenus avec des rendements plus faibles que dgma®6. Malgré les modifications des conditions
de purification effectuées, une impureté n’a pe &tparée des composés. Ainsi, afin de garantir la
pureté nécessaire aux tests biologiques, seuladidn la plus pure a été conservée pour ces trois

composés au détriment du rendement de réaction.

2.4 Synthese des dérivés de la pyrrolidine

Enfin, une derniére modification de la chainerkléa été envisagée pour cette famille afin diavoi
une étude des relations structure-activité compl@i@si, le motif N-méthylN-benzylamine a
également été remplacé par un motif pyrrolidin@l@gue de l'isoindoline.

De la méme facon que pour les séries précédaemesiérivés ont été obtenus grace a une synthése
en deux étapes (Figure 82). Dans un premier telmdshbromo-3-chloropropane et la pyrrolidine sont
engagés dans une substitution nucléophile réalisdes le DMF en présence de carbonate de
potassium. Le dérivé chloropropylE04 isolé est ensuite engagé dans une seconde stibstitu
nucléophile en présence des hétérocycles. Uneiqatidin par colonne chromatographique a permis

d’isoler les composés finaux purs.
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K2C03 - DMF N CH3CN - K2C03
o "+ HN<:| c '\D Het I\D
Tamb - 24h 70°C - 96h

26 103 104 30% 105 et 106

Figure 82: Synthése des composés finaux tricycliques avehdine propylpyrrolidine.

Les composé405 et 106 ont été obtenus avec des rendements respectivataeth?% et 20%
(Tableau 9). Ces faibles rendements s’expliquentlefment par une dégradation du dérivé
chloropropylé104 dans les conditions de réaction,@¥Os;, CH;CN). Toutefois, les composés finaux
ont été obtenus dans des quantités suffisanteslggmanalyses biologiques. Les résultats d'affiaité
obtenus pour ces dérivés étant peu concluantsérie & été arrétée. Par conséquent, aucune
optimisation de réaction n'a été effectuée afinmBhorer les rendements de synthéese et limiter la

dégradation.

Tableau 9 :Rendements de synthése pour les dérivés tricydiguec la chaine propylpyrrolidine.
G ™

Réf. Het Rdt

s

105 N 12%

106 Qﬁ“f\ 20%

N
H

2.5 Etude des propriétés biologiques

De méme que pour la famille de composés bicyctigles propriétés biologiques de I'ensemble
des dérivés tricycliques synthétisés ont été éealwdin d'étudier les relations structure-activité.
Ainsi, des études d’affinitg;, de sélectivité enveks, pour les meilleurs composés et de cytotoxicité
sur des cellules neuronales ont été réaliséesiaudeela Faculté de Pharmacie de Lille ou par la
société CEREP. Il est important de préciser gueséeble de ces analyses n'a pas été effectuéssur le

bases libres des composés mais sur les sels dbyaates correspondants.

2.5.1 Affinité et sélectivité
Comme précédemment, I'évaluation des affindgeet 6, a été réalisée par la société CEREP,

d’aprés une procédure décrite par Ganapetta?>°®
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Cette étude a été menée en duplicate avec moidf%ede déviation sur des membranes Jurkat
(cellules lymphocytaires humaines). Les constadtafinité ¢, (K;) ont été déterminées a partir des
valeurs d'IG, correspondantes pour chacun des composés finduxa 106 Des études
complémentaires seront réalisées afin de précisercbnstantes d'affinité pour les composés
présentant des constantes supérieures a 50 nM. IPswomposés possédant une bonne affinjtia

sélectivité envers, a également été déterminée ou est en cours denilgd&on.

D’aprés les résultats présentés dans le Tableale X8mplacement du noyau Tic-hydantoine par
des hétérocycles tricycligues semblent affectdfiiée envers la protéine;. En effet, méme si un
ensemble de modulations entraine une perte d&foamparé au composé de référefigecertaines
ont permis de maintenir des valeurs déo) intéressantes (Figure 83).

Le pharmacophore de Glennon et Ablordeppey déerientre hydrophobe principal comme un
groupement aromatique tolérant bien I'encombremsgtique. Toutefois, une influence de cet
encombrement et du positionnement de I'hétérocpele rapport a la chaine propylaminée a été
observée pour les dérivés tricycliques. En efteisties dérivés substitués sur le cycle centralgeé
les composég?7, 78, 85, 89 et 90 présentent une faible affinité envers la proteiné; > 50 nM). En
comparaison, une bonne affinité a été maintenue lesudérivés’9, 80 et 82 substitués sur le cycle
latéral comme le composé de référerge Seul le composé-carboline81 montre une constante
d’affinité faible (K= 70,2 nM).

En ce qui concerne la nature de I'hétérocycle,diféérences d’affinité ont été observées pour les
dérivés benzofuropyridinep- et y-carbolines. La position de l'atome d'azote fnou y de
I'hétérocycle semble influencer I'affinité des ligts. En effet, le dérivg-carboline80 (K; = 5,8 nM)
s'est montré 12 fois plus affin que son analogtearboline81 (K; = 70,2 nM). L'amélioration est
méme 20 fois plus importante lorsque le dérpséarboline est substitué en position 1 par un
groupement phénylg9, K; = 3,4 nM). D’autre part, la nature de I'hétéroatoi@e ) sur le cycle a 5
central module également l'affinitd. Le dérivé oxygén82 présente une trés bonne affinité avec une
constante de 2,3 nM contrairement a son analoguté 8% (K; = 70,2 nM).

Comme pour la premiere génération de ligasgsla modification de la chaine latérale sur la
famille de dérivés tricycligues n’a provoqué aucumedification significative de I'affinité dans la
majeure partie des cas. Ainsi, les dériv@scarbolines avec les chaineBl-benzylN-
méthylpropylamine 79 et 80), propylisoindoline 91 et 92), et N-méthyl-N-phényléthylpropylamine
(97 et 98) ont tous montré des constantes d’affinité iniéneés & 11 nM. Toutefois, une diminution
d’affinité a été observée lorsque NaméthylN-benzylamine a été remplacée par la pyrrolidine. En
comparaison aux deériv&® et 80 présentant des bonnes affinités, les dérives limes 105 et 106
possédent des constantes supérieures a 50 nMeég&dsats montrent I'importance du second centre
hydrophobe pour I'affinités;, ce qui est en accord avec le modele pharmacapleode Glennon et

Ablordeppey.
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Figure 83 : Relations structure-activité de la famille des @ésitricycliques.

Enfin, en plus de I'étude de I'affinitg, la sélectivité envers la protéing des meilleurs ligands a
également été examinée ou est en cours déternmin&iaprés les résultats préliminaires obtenus,
cette famille de composés présente des affiritéglus faibles (20,8 nM < K< 100 nM), ce qui
indique une certaine sélectivité des dérivés tligyes (Tableau 10). Il semblerait que la chaine
propylisoindoline soit plus favorable a la séleitéivque la chain&l-benzylN-méthylpropylamine. En
effet, alors que les dériv&9 et 80 présentent une faible sélectivité avec des ratifes respectifs de 6
et 5, le dérivé isoindoliqu@l possédent une constante d'affinitéde 100 nM, ce qui lui confére un
ratio oo/c; de 11. Ces résultats préliminaires sont a confiravec les sélectivités de I'ensemble des
dérivés tricycliques.

2.5.2 Cytotoxicité

Comme précédemment, I'évaluation de la cytoto&iaks composés a été réalisée par le Dr
Delphine LE BROC, au sein de la plateforme de bbigdie la Faculté de Pharmacie de Lille.

La mesure de la prolifération cellulaire s'effectuia I'activité enzymatique de la succinyl

déshydrogénase mitochondriale (Test au MTT). GHtide a été réalisée en triplicate avec moins de
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10% de déviation sur une lignée cellulaire de niglagiome humain SY5Y. Les constantes

d’inhibition de la prolifération cellulaire ont éti&terminées pour tous les composés finatx 106

D'aprés les résultats présentés dans le Tablegul'dflsemble des composés tricycliqgues
synthétisés présentent une cytotoxicité modéréee Vaible. Quatre composé82( 93, 94 et 95)
montrent des 16 supérieures a 50 uM. Les autres dérivés posseélmneffets cytotoxiques plus
modérés mais toujours raisonnables, avec des obestaomprises entre 10 uM et 50 uM. Seul le
composé/8 montre une cytotoxicité un peu plus importante k5,0 uM).

De plus, on remarque que le passage du dérivé 8xq1Cs, = 16,9 uM) au dérivé oxygérg
(ICs0 = 68,9 uM) est favorable pour la toxicité puisgp&rmet de diminuer cette derniére d’'un facteur
4. En ce qui concerne la chaine latérale, la chpfopylpyrridine entraine une diminution de la
cytotoxicité des dérivés carboline$05 et 106 en comparaison a la chaind-benzylN-
méthylpropylamine. Pour les chaines propylisoimioliet N-méthylN-phényléthylpropylamine
aucune amelioration n'a été observée.

Enfin, parmi ces 23 nouveaux ligangisle compos@2 (ICs, = 68,9 M) montre des résultats tres
intéressants avec un index de sélectivité (IS s (€Y5Y)/K; (o)) de 30 339. En comparaison, les

meilleurs composés bicycliquda et35 possédent des IS de respectivement 63 291 et®3 25

Pour conclure, plusieurs ligands avec une affimtéressante ont été identifiés dans cette famille
de composés. La sélectivité envegsde certaines molécules reste encore a déterniinatefois, il
semblerait qu’'un encombrement trop important dutreehydrophobe principal soit défavorable a
I'affinité o,, a la sélectivité et a la cytotoxicité. De plus €galement été démontré que la présence du
second centre hydrophobe était importante poufidied, ce qui est en accord avec le modéle de
Glennon et Ablordeppey. Enfin, en considérant ¢jovalité structurale, les meilleurs résultats aét é
obtenus pour les compogggarboliness9 et 80, ainsi que le composé benzofuropyrridBz Méme
si des analyses complémentaires sont actuellenrembers, ces composés ont montré de bonnes

affinités ainsi qu’une sélectivité et cytotoxic#téceptable.
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Tableau 10 :Constante d’affinités; et 1Go(SY5Y) pour les dérivés tricycliques.
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3. Famille des dérivés monocycliques

De nombreux ligands; présentent des structures peu contraintes etrg#es cycles aromatiques
en tant que centres hydrophobes (Figure 42, Cleap)trD’autre part, le premier pharmacophere
présenté par Gilligan, décrivait la présence d'crepteur de liaison hydrogene entre I'atome d’azote
protonable et le centre hydrophobe principal. @eepteur de liaison hydrogene est d'ailleurs présen
sur un grand nombre de liganslsconnus tel que I'halopéridol. Tenant compte deé&éments, une
nouvelle famille de molécules monocycliques a étg;ae. Une simplification extréme du motif Tic-
hydantoine a ainsi été envisagée et le noyau bedeasélectionné (Figure 84). Ce noyau, présent sur
le 4-IPB, est connu comme favorable a I'affirité Le centre hydrophobe principal a été substitué pa
difféerents groupements que ce soient des halogemes un groupement méthoxy. Des
pharmacomodulations au niveau de la chaine latétalde la fonction amide ont également été
envisagées. Ainsi une rigidification a été assysée I'introduction de groupement pipérazine ou

homopipérazine.

O
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2 )
(/- o . D\\E’P%\ ;HMT
= N e TN
IQ)L x@r " -E-Nﬁhl%—

H
U YT -
U T PP AN omg
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Figure 84 : Famille des dérives monocycliques.

3.1 Stratégies de synthése

Deux stratégies de synthése ont été envisagéesdaitenir les nouveaux dérivés suivant la
position de la fonction amide sur la chaine lag(gigure 85).

La stratégie A est une synthese linéaire qui pediretroduire le groupement fonctionnel lors de
la derniére étape. Ainsi la fonction amide est f&engrace a une réaction de Schotten-Baumann entre
la N-benzylN-méthylpropanediamine et des dérivés carbonyléstituds L'intermédiaire diaminé
provient d’'une substitution nucléophile entre lardmopropanamine et M:-benzylN-méthylamine.

La stratégie B a été envisagée afin de faire vdaigosition de la fonction amide sur la chaine

latérale et d’obtenir les composés rétro-amides Bynthése en deux étapes permet d’obtenir les
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composés finaux. Une substitution nucléophile enine dérivé amide chloré et In-benzylN-
méthylamine permet d’obtenir les composés dédirésiérivé amide chloré est précédemment formé
par une réaction de Schotten-Baumann entre uné&anminé aromatique et un chlorure d’acide.

Les composés obtenus par chacune de ces stratégi#sjue les optimisations des conditions

expérimentales sont présentés dans les paragrsipiasts.

Stratégie A Stratégie B

e
| X N/\/\N | SN N)LK\’];\N
o ! ) H I
X X
0 ﬂ e ﬂ
D HzN/\/\l?l B ”J\H:\CI . HN
IF F
Y=0HouCl ﬂ ﬂ
0
m
2 + )J\H/\

HN">"Npr + HT@ @/HNHZ cl i

A

X

m=0oul
n=1ou?2

Figure 85 : Schéma rétro-synthétique des stratégies A et B.

3.2 Etude de la stratégie A

La synthese du dérivé-benzylN-méthylpropane-1,3-diaminkl3 avait précédemment été décrite
par le laboratoire (Figure 86, bl€lij. Toutefois, cette synthése présentait une étapitalite en
termes de temps de réaction et de rendement guespamdait a la substitution du dérivé mésylate
109 Une modification de cette voie de synthése a dddaéalisée afin de s’affranchir de cette étape.
Ainsi, la N-benzylN-méthylpropane-1,3-diaminkl3a été obtenue grace a une synthése optimisée en
trois étapes (Figure 86, noir). La 3-bromopropylenhydrobromide a tout d’abord été protégee a
l'aide d’'un groupementert-butoxycarbonyle (Boc). Le Boc est un des groupémernotecteurs les
plus utilisés en chimie organique qui s'introduitse clive sans grande difficulté. Le dérivél
résultant de cette protection a ensuite été endagg une substitution nucléophile avedNianéthyl-
N-benzylamine. Une purification par colonne chrorgeaphique a permis d’isoler le compak¥2
avec un rendement de 74%. Finalement, une réagéateprotection réalisée dans le dioxane saturé
en HCI gaz a permis d'obtenir le composé déklrgsous forme de chlorhydrate et suffisamment pur

pour étre utiliser sans purification.

263 3. Chartoret al, Tetrahedron Lett.2004 45, 7081-7085
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Figure 86 : Synthéses de laN-benzylN-méthylpropane-1,3-diamine dihydrochloridé3 En bleu : ancienne
voie de synthése. En noir : voie de synthése opéiai

Le premier composé de la série a été obtenu graice réaction de Schotten-Baumann entre le 4-
chlorobenzoyl chloride et le dérivé diamih&3 (Figure 87). Afin d’avoir une bonne réactivité dase
du composé diaminé a éliéérée en présence de triéthylamine avant I'aphwtchlorure d’acide.
Réalisée en milieu anhydre, cette réaction periheftzbtenir le composé chlorobenzamitie5 avec
un rendement de 65%.

2 HCI o}

(@]
ST N0 282 T
cl 0°C— Tamb 12h cl

114 115 65%
Figure 87: Synthese diN-[3-(N-benzylN-méthylamino)propyl]-4-chlorobenzamidd 5

Afin d’étudier I'influence du groupement en pasiti4, une série d’analogue du compdib a été
synthétisée. Une diversité d’acides carboxyliquaestéaccessible au laboratoire, une amidification a
donc été envisagé afin d’obtenir les composB® a 127. Cette stratégie permettait d’obtenir les
composés finaux en une étape de synthese sang passies chlorures d’'acides correspondants.
D’autre part, le composél13 étant un sel de chlorhydrate trés hygroscopique, amidification
permettait de s’affranchir du milieu anhydre quit&Vhydrolyse du chlorure d’acide dans la réattio
de Schotten-Baumann. Les acides carboxyliques amnt été mis réaction avec la diamib&3 en
présence d’agents de couplages (HOBt et HBtu) ¢ @#EA dans du dichlorométhane (Figure 88).
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Apreés 12 heures de réaction, une purification mdorme chromatographique a permis d’isoler les
différents dérivés avec de bons rendements et uleségs HPLC supérieures a 98%. Seuls les dérivés

dichlorésl24et1250nt été obtenus avec des rendements plus faibles.

o) 2 HClI HOBt -HBtu 0
CH,CI, - DIEA

T T SRR T

L = =
R Tamb 12h R/
116 R=4-Br 122 R=4-Br 67%
117 R=4-F 123 R=4-F 58%
118 R =3,4-Cl 124 R =3,4-Cl 31%
119 R=3,5-Cl 125 R =3,5-Cl 34%
120 R =4-OCHj3 126 R =4-OCHj; 73%
121 R=H 127 R=H 75%

Figure 88 : Synthése des dérivés du benzamidga 127 par amidification.

Des études biologiques préliminaires menées sudédves ont permis de mettre en évidence le
composé chlorobenzamidd5 comme bon ligand des réceptedis Par conséquent, 'ensemble des
modulations envisagées par la suite sur cette liamigté réalisé a partir de ce dérivé chloré.

L'influence de la rigidification de la chainedatle a été étudiée en insérant des motifs cydique
tels que la pipérazine, ’homopipérazine et la pgie. Ces groupements, présents sur de nombreux
ligands o; dont le BMY-14802°, le SA-4503" et le 4-IPB* (Chapitre 1), sont décrits comme
éléments pharmacophoriquesdans le modéle de Glennon et Ablordeppey. Les osépfinauxi31
a 133 ont été obtenus a partir du 4-chlorobenzoyl cheoret des dérivées aminés cycliques
correspondantgia une réaction de Schotten-Baumann (Figure 89). teduits ont été isolés avec de

trés bons rendements et des puretés HPLC supéria@&%b.

o)
/©)‘\CI . H[I\]’A\n\/© CH2C|2 EtsN /@)‘\ \/@
1
cl S~ _-N Tamb 12h
128 HNﬁ\\/© 131 ‘%‘Nr\\/© 80%
N _N

129 HUQ 132 ﬁ“@jw@ 83%
HZN\G\‘ Q 133 %H\G\l Q 84%

Figure 89 : Synthése des dérivés chlorobenzamide avec uneeclag@nale cyclique.

3.3 Etude de la stratégie B

Afin d’étudier l'influence de la fonction amide rstiaffinité des ligands, deux composés rétro-
amides ont été congus et obtenus grace a une sgrehedeux étapes.

Dans un premier temps, la fonction amide a éthéergrace a une réaction de Schotten-Baumann

(Figure 90). Le dérivé chlor&38 a ainsi été obtenu a partir de la 4-chloroanilir8 et du 4-
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chlorobutyryl chloridel36 avec un trés bon rendement de 87%. Il a ensuiteeégjagé dans une
substitution nucléophile avec M-méthyl-N-benzylamine. Cette étape a nécessité une optionsat
afin d’obtenir le composé désirg4l En effet, dans des conditions normales de subetit
nucléophile (KCO;, DMF, 70°C), une réaction intramoléculaire a digayvée et le dérivé cyclidd0

a été isolé. Le solvant et la base ont donc étéfidsat notamment remplacés par I'acétonitriléaet
triéthylamine. La température de réaction a égattnm@ée abaissée a 50°C ou a 25°C. Ces
modifications n’ont apporté aucune ameéliorationsgue le méme composé cyclisé a été obtenu.
Finalement, l'utilisation de I&-méthyl-N-benzylamine comme base, solvant et réactif a [edai
limiter la réaction intramoléculaire et ainsi obitde composé désiré41 avec bon rendement (70%)
et une pureté HPLC supérieure a 98%

La fonction amide a ensuite été déplacée d'unorebsur la chaine latérale afin d’obtenir le
composel42 La méme stratégie de synthése en deux étapes adéptée (Figure 90). Le dérivé
chloré139a donc été obtenu a partir de la 4-chlorobenzylarairdu 3-chloropropionyl chloride avec
un rendement de 60%. Il est ensuite engagé danstanton de substitution nucléophile en présence
de N-méthylN-benzylamine pour donner le composé dés#2avec un bon rendement (67%) et une

pureté HPLC supérieure a 98%.
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Figure 90: Synthése des dérivés rétro-amiddg et 142

3.4 Autres modulations

Une série de modulation autour de la fonctiondamet de la chaine latérale a également été
envisagée afin de compléter les relations struetatwité de cette famille. Ainsi, la fonction araic
été remplacée par une fonction sulfonamide ou bigstituée par un groupement méthyle. D’autre
part, le groupemerniti-benzytN-méthylamine terminal a été remplacé par I'isoingliLes synthéses

de ces différents dérivés sont présentées darsragrpphe.
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Le dérivé sulfonamid@44 a été synthétisé selon la méme stratégie quersdagauell5 (Figure
91). La base correspondante du composé diatriiBé étélibérée en présence de triéthylamine avant
I'ajout du 4-chlorobenzosulfonamide chloride. Apdésheures de réaction, le dérilé4 a été isolé

par chromatographie sur couche épaisse avec uarmamd de 60%.

0. O 2 HCI
\\S’/ \\S//
/@/ ~cl . HZN/\/\ | /\© CHZCIZ EtsN /@/ \H/\/\ll\l/\©
cl 0°C— Tamb 12h
143 144 60%

Figure 91 : Synthése du dérivé sulfonamitié4.

La méthylation de la fonction amide a, dans unmpee temps, été réalisée directement sur le
composélls5 (Figure 92). Un exces d’hydrure de sodium et ddiodthane a été utilisé afin de réaliser
cette substitution. Toutefois, dans ces conditione double substitution conduisant a 'ammonium
quaternairel45 a été observée. Une modification des conditionsementales, notamment de la

température de réaction et du nombre d’équivalestréactifs a été effectuée sans succes.

CHl

(@]
H
Cl O°C>Tamb - 12h

115 145 80%

Figure 92 : Synthése du composé di-méthylé : formation defemium quaternair&45s.

Finalement, afin de s’affranchir de la formatioe ammonium quaternaire, il a été envisagé
d’introduire le groupement méthyle lors de la systhde la chaine latérale diaminée Nebenzyl-3-
chloroN-méthylpropylamine 28, précédemment synthétisée (Partie 1.2, Figure é2)la N-
méthylamine ont donc été mises en réaction danétbaitrile pour donner le composé diamiis.
Cet intermédiairel46, isolé avec un bon rendement (88%), est ensujagindans une réaction de

Schotten-Baumann avec le chlorure d’'acidd. Cette derniére étape est actuellement en cours.

CH3NH, o)

80°C - 12h | | o cl | !
28 146 88% /[j)L cl 147
cl

Figure 93 : Seconde stratégie de synthése du composé di-mdthylé

La derniére modulation envisagée sur cette famitlecernait le motilN-benzytN-méthylamine
terminal et notamment son remplacement. La stmatdgi synthése adoptée permettait d’obtenir les

composeés finaux en introduisant la modulation é@da derniere étape. Dans un premier temps, cette

Confidentiel 140



Chapitre 3 : Synthéses de ligands sigmaékultats et discussion

stratégie a été appliquée a la synthése du conghtsebbenzamide avec la chaine propylisoindoline
150 (Figure 94). Une réaction de Schotten-Baumannrmiped’obtenir I'intermédiairel48 avec un
bon rendement. Cet intermédiaire a ensuite étégéngkns une substitution nucléophile avec
l'isoindoline. Une purification par colonne chromgtaphique a permis d’isoler un composé ne
correspondant pas au déri¢80 attendu. Différentes analyses ont été réalisfiasd&lucider la
structure de ce dérivé. La masse obtenue par &n&lgdS indiquait un composé de structure
C,0H1CINO assez proche de la matiere premigt@ Les analyses RMN du dériveé isolé ont donc été
comparées aux analyses RMN de la matiere premigy®.spectres protons se sont avérés assez
proches avec des signaux identiques dans la zaa@rdéons aromatiques. Au niveau des protons
aliphatiques, il a été observé I'absence du praiamide ainsi que la présence de deux signaux
déblindés par la présence d’hétéroatomes pourrigédisolé contre seulement un pour la matiére
premiére. De plus, 'analyse RMNC a montré la disparition du signal du carbonytE6@ ppm au
profil d’un signal aux alentours de 155 ppm coroggfant a un carbone quaternaire. L'ensemble de
ces résultats a permis d’identifier le dérivE9 dont les analyses sont en accord avec la littér&ttr
La formation de ce dérivé oxazine peut s’explicqo@r une réaction intramoléculaire correspondant a
I'attaque nucléophile de I'oxygene sur le carbogrentnal conduisant a la formation d’'un cycle a 6
favorable.

Comme précédemment, l'utilisation de lisoindolicemme solvant, base et réactif a permis
d’éviter cette réaction intramoléculaire. Toutefdigst trés difficile d’éliminer ce réactif intdait en
fort exces a cause de sa faible stabilité. En,affet forte dégradation de l'isoindoline a été olise
au cours des différents essais de purificationfdraation du composd50 a été confirmée par
analyse LC-MS, mais aucune condition de purificativa permis jusqu’a maintenant d'isoler le
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Figure 94 : Synthese du dérivé chlorobenzamide avec la chatylsoindoline.

24 A R. Katritzkyet al, J. Org. Chem.2004 69, 811-814
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3.5 Etude des propriétés biologiques

De méme que pour les familles précédentes, lgwiptés biologiques de I'ensemble des dérivés
monocycliques synthétisés ont été évaluées afitudigr les relations structure-activité. Ainsi, des
études d'affinitéo;, de sélectivité envers, pour les meilleurs composés et de cytotoxicité drs
cellules neuronales ont été réalisées au sein dadalté de Pharmacie de Lille ou par la société
CEREP. Il est important de préciser que I'enserdelees analyses n'a pas été effectué sur les bases

libres des composés mais sur les sels de chlotiegdcarrespondants.

3.4.1 Affinité et sélectivité

Comme précédemment, I'évaluation des affinitgété réalisée par la société CEREP, d’apres une
procédure décrite par Ganapatityal>>® Cette étude a été menée en duplicate avec moih§%ede
déviation sur des membranes Jurkat (cellules lyroytiaores humaines).

Les constantes d'affinité; (K;) ont été déterminées a partir des valeurs «d'tl@rrespondantes.
Pour certains composeés, les évaluations biologigaesencore en cours, c'est pourquoi les résultats
sont présentés sous forme de pourcentages dlioimbé 100 nM (Tableau 11). Des études

complémentaires seront réalisées par la suitegeéerminer la sélectivité des meilleurs composés.

D’aprés les premiers résultats rassemblés dafaldeau 11, la simplification du noyau Tic-
hydantoine par un simple cycle permet de consemerbonne affinité envers la protéimepour un
certain nombre de dérivés.

En ce qui concerne la substitution du noyau berdgen position 4, il semblerait que la présence
d’'un halogéne soit favorable a I'affinité. En efflts dérivés chlorél15 (K; = 4.6 nM) et bromé. 22
(Ki = 3,8 nM) présentent des constantes 12 foisipipsrtantes que leur analogue non substi2ié
(Ki = 50 nM). Toutefois, la nature de I'halogene saméfalement étre importante. Une chute de
I'affinité est observée si I'halogene est un atode fluor (23 %inh (100nM) = 56 %). En
comparaison, les analogues chlotdJ K; = 4,6 nM), bromé 122, K; = 3,8 nM) présentent une
affinité 25 fois plus importante. La présence datome d’'iode semble également favorable puisque le
4-1PB (Figure 35, p70) présente une tres bonnaitdfo, (K; = 3,3 nM). La présence de deux
halogenes a également été étudiée et les évalsidtiolngiques sur les composEa4 et 125 sont en
cours. Les résultats préliminaires semblent indidg@enaintient d’'une bonne affinité. D'autre pdat,
présence d’'un groupement méthoxy en positioh24 (%inh (100 nM) = 34%) ne serait pas favorable
et entrainerait une diminution de l'affinité com@au composé non substitli27 et halogénés 15 et
122

Le modéle pharmacophorique de Glennon et Ablorgepgécrit 'atome d'azote protonable
comme un élément important pour I'affinitd. Cet €lément peut étre intégré dans des structures

cycliques telles que des pipérazines et des pipésd Toutefois, une influence de tels groupements
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cycligues a été observée pour les dérivés monamiedi En effet, tandis que des groupements
pipéridine (33 %inh (100 nM) = 86%) et homopipéraziris], %inh (100 nM) = 76%) permettrait
de maintenir une bonne affinité, la cyclisationpgmérazine de la chaine latérale entrainerait @ne p
importante d'affinité {32 %inh (100 nM) = 0%). Des études complémentaifiesde déterminer les
constantes d’affinités de ces composés permettmobnfirmer ou non ces résultats.

De plus, d’aprés les résultats préliminaires aldemnine modification de la fonction amide aurait
peu d'influence sur l'affinités;. En effet, les dérivés sulfonamidd4 (%inh (100 nM) = 73%) et
rétro-amidel141 et 142 (%inh (100 nM) = 76% et %inh (100 nM) = 79%) palesdt de bons
pourcentages d’inhibition a 100 nM. Des études démpntaires afin de déterminer les constantes

d’affinités de ces composés permettront égalemecbdfirmer ou non ces premiers résultats.

Enfin, la sélectivité envers la protéisga été déterminée seulement pour le comfi@éSéCelui-ci
a montré une affinité plus faible pour le récepeuiK; = 100 nM) que pour le réceptesir (K; = 4.3
nM), ce qui indique une certaine sélectivité (ratibo; = 21). Des études de binding sont en cours sur

les autres composés de cette famille afin de déterrteur sélectivité.

3.4.2 Cytotoxicité

Comme précédemment, I'évaluation de la cytoto&iakes composés a été réalisée par le Dr
Delphine LE BROC, au sein de la plateforme de Inigdie la Faculté de Pharmacie de Lille.

La mesure de la prolifération cellulaire s'effertuia I'activité enzymatique de la succinyl
déshydrogénase mitochondriale (Test au MTT). GH#tide a été réalisée en triplicate avec moins de
10% de déviation sur une lignée cellulaire de nglastome humain SY5Y. Les constantes

d’inhibition de la prolifération cellulaire ont éti&terminées pour tous les composeés firldlba 145

D’aprés les résultats présentés dans le Tableaul'disemble des dérivés monocycliques
synthétisés présente une faible cytotoxicité. Toomisposés 24, 125 et 145 présentent des effets
cytotoxiqgues modérés mais toujours raisonnables des |G, de respectivement 56 uM, 60 uM et 10
pUM. Les autres dérivés montrent tous deg $0périeures a 100 puM.

De plus, la présence d'un halogene en positionud ls noyau benzamide ne semble pas
grandement affecter la cytotoxicité. En effet, érivés 115 122 et 123 présentent des g
supérieures a 100 uM. Cependant, on remarque gdeition d’un chlore en position 3 entraine une
petite augmentation des effets cytotoxiquEa4( ICso = 56 UM, etl25: ICso= 60 uM). En ce qui
concerne la chaine latérale, une faible cytotoXiaieté conservée aprés cyclisatib®l(132et 133:
IC50> 100 uM). Enfin, parmi ces 14 nouveaux ligangsles composés chlorobenzamitis (ICs, >
100 uM) et bromobenzamide?2 (ICsq = 60,2 M) montrent des résultats trés intéressaras des

index de sélectivité supérieurs a 15 000.
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Pour conclure, plusieurs ligandsavec de bonnes affinités ont été identifiés datie damille. La
sélectivité vis-a-vis du récepteuss reste encore a déterminer pour I'ensemble des as@sp La
présence d'un atome de chlore ou de brome en @odltisemble plus favorable a l'affinité que la
présence d'un atome de fluor ou un groupement mgthbes résultats préliminaires semblent
également indiquer la conservation d’'une bonnieitdfaprés modulation de la chaine latérale. Méme
si des analyses complémentaires sont actuellenmeabws, cette famille de composés présente des

résultats intéressants avec de bonnes affinitésectaible cytotoxicité.
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Tableau 11 :Constante d’affinités; et 1G,(SY5Y) pour les dérivémonocycliques.

2 K (nM) IC 50 (LM)
Réf. Compounds o SY5Y IS
0]
115 /[::T)LN/\“/\N 46 2806+ > 20000
PORAAR®
0]
122 /[:IJLN”\/\N 38 60,2 15783
POR R A®
(@]
123 Ji:j)L“/\v/\“ 569+ 3006+ ;
BORRAR®
(o]
124 “:I:j)knﬂx/\N 8996+ 56,6 -
BORRAA®
(0]
Cl AN
125 \[;])kﬁ T/\[:] ; 60.0 )
Cl
(o]
126 J::j)LH/\V/\N/\T::] 349%* 100,0 ]
o
(o]
127 [:j)kmf\/\N/\[:j 50 3006+ > 2000
(@]
N 0% _
131 m/[:j)k(::} 76% 100,0
(o]
132 QA v 0%+ 230+ :
BOASYe
i OO
133 /j::j)kﬂ 86%* 10%** ;
Cl
H
141 /©/NTO(\/\"\|/\© 76%* *kk _
Cl
1.
142 NN 79%* - -
H |
NOA R
o, .0
\\S/( AN
144 NN 73%* 4696+ ]
T e
o] |@
145 J::Tkw/\/\ﬁ 0%* 13,4 -
e

* 9% inh o, 2 100 nM
** 0% inh de la prolifération cellulaire a 100 uM
*** Evaluation en cours

4. Conclusion

Ainsi, trois nouvelles familles de ligands ont été congues et synthétisées au cours de . pro

Pour la majorité des composés, les modulationsrattibnnalisations ont été introduites lors de la
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derniere étape de synthese. Une optimisation deditems expérimentales et de purification a permis
de minimiser la dégradation ou les réactions seqiogsl observées pour certaines séries. Au total, un
ensemble de 65 composés finaux a été obtenu dansgjudmtités suffisantes et avec une pureté
satisfaisante.

Des études des propriétés biologiques ont étésééal sur chacun des dérivés ou sont en cours de
réalisation. L'affinité envers les réceptediet o, ainsi que la cytotoxicité sur cellules neuronaes
été déterminées. En général, la majorité des cadspdans chacune des séries possede une affinité
envers la protéine;. En comparaison au dérivé Tic-hydantoine de raé&réds, une bonne affinité a
été maintenue pour une vingtaine de composeés fiflgux 10 nM). Les différents résultats obtenus
ont permis de mettre en évidence des éléments plbaphoriques importants. Ainsi, il semblerait que
la présence d’'un atome d’halogene sur le centreopybe principal soit favorable. Par contre, un
encombrement stérique trop important ou la perteselcond centre hydrophobe entrainerait une
diminution de I'affinité. En ce qui concerne laes#lvité envers la protéing, les premiers résultats
semblent indiquer une sélectivité modérée compawvéeérivé Tic-hydantoinds. Enfin, 'ensemble
des nouveaux ligands synthétisés au cours de ce projet présente untogidité modérée voir faible
(ICs0> 10 uM).

Finalement, tenant compte de la totalité des t&sulbiologiques obtenus et de l'originalité
structurale, quatre dérivé88 79, 80 et 115 appartenant aux trois familles ont été sélectisnet

engageés dans des études pharmacologiques afinestenohéer leur potentiel thérapeutique.

Tableau 12 :Propriétés biologiques des meilleurs compo#es38, 79, 80 et115).

Ki (nM) Ki(o)/  ICs0 (UM)
o1 G2 Ki (o) SY5Y

o]
As @CQM‘”“@ 4,5 496+ 110 > 100 > 20000

IS

Réf. Structure

/\/\
38 “ O 2,2 477 22 18.7 8631

79 /\C 3,4 20,8 6 9.3 2730
w!/\/\

80 @ﬁw‘“@ 5,8 27,1 5 19.7 3378
(0]
A~ 4.6 100 21 >100 > 20000
us | oD

* Etude réalisée sur des membranes de cellulesriexade rat
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Pour pouvoir étre envisagée comme médicament f@t@our le traitement d'une pathologie, une
molécule doit présenter un certain nombre de pétgsi Différentes évaluations ont donc été réaisée
sur les quatre ligands, sélectionnés précédemment. Ainsi des études ADNEpermis d’évaluer
leur potentiel pharmacologique en comparaison awosé Tic-hydantoine de référenfee Le profil
agoniste ou antagoniste a également été déternanédes tests comportementaux. Enfin, les
composeés les plus prometteurs ont été évaluésuhamodelan vitro de la MA et dans un modéile

vivode la SEP. L’ensemble des résultats obtenus &stiééans ce chapitre.

1. Activité anti-Alzheimer

La protéinec; représente une cible thérapeutique innovante pouraitement des maladies
neurodégénératives et notamment la maladie d’Atzbei C'est pourquoi les quatre composés
sélectionnés précédemmeB8,(79, 80 et 115 ont dans un premier temps été testés dans unleiade
vitro de la maladie d'Alzheimer en comparaison avecitahydantoineAs (cellules SY5Y APPwt).
L’évaluation de 'activité anti-Alzheimer a été liéée par Sabiha Eddarkaoui au sein de l'unité UMR
837-1 a Lille.

1.1 Principe de I'étude

Le but de cette étude est de connaitre I'impaatedecomposés sur la production des peptides A
d’'une part et sur la production de fragments AIGDC&Fa (carboxy-terminal fragment de typg
d’autre part. En effet, le peptidg3Aissu du catabolisme de la protéine APP (Figude €8 au centre
de la pathologie Alzheimer (Chapitre 1). Beaucowp rdcherches thérapeutiques sur la MA se
focalisent sur la diminution de sa production, nmotaent via l'inhibition des deux sécrétases
essentielles a la production de ces peptides. désesttatégies serait d’orienter la production des
fragments CTE, AICD et SAPP connus pour avoir des propriétégomotectrices et défavoriser la
production des peptides3ss (le plus agrégeant et donc le plus toxique) bA

Un bon composé anti-Alzheimer serait donc un ca@papable d’augmenter la production des
fragments neuroprotecteurs tout en diminuant ledyction des peptides pA Nous avons donc
compare les différents composés évalués en détanirigur influence sur la production de chacun des
métabolites de I'APP.
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Figure 95 : Représentation de différentes voies de clivagibAdRP.

Des cellules SY5Y-APPwt sont incubées 24 heuresp@sence des composés évalués aux
différentes concentrations (de 0,5 uM a 10 pM). Wse des cellules est ensuite réalisée et les
métabolites de '’APP sont analysés par immuno-eimigreLa chloroquine (Figure 96) a été utilisée
comme composé de référence puisque des étudeseargéravaient montré son efficacité sur la
régulation de la production de peptidef. et 'augmentation des fragments AICD et GTFF° Elle

permet notamment de diviser par deux la produ@iopeptide B4, & une concentration de 5 uM.

Iy

oo
Cl N

Figure 96 : Chloroquine : composé de référence utilisé danaluation de I'activité anti-Alzheimer.

1.2 Reésultats et discussion

Les résultats de cette étude sont rassemblédatafgyure 97 et Figure 98. Il a ainsi été démontré
que le dérivé Tic-hydantoins ne possédait aucun impact sur la production dé&reints fragments
étudiés (Figure 97). Des résultats peu encourageamtégalement été observés pour le comp8sée
(Figure 98). Aucune activité n'a été mesurée susderétion de peptidepA De plus, une activité
inverse a été observée sur la sécrétion des fragmearoprotecteurs (CuFet AICD). En effet, a 10
UM, le compose8 est capable de multiplier par deux la concentnagio AICD alors gu'’il engendre

une diminution de 40% de la concentration en &TF

25y, Vingtdeuxet al, Neurobiol. Dis, 2007, 25, 686-696
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Toutefois, des résultats intéressants ont été nobtepour les composég9, 80 et 115
Effectivement, une diminution d’un facteur 2 dectancentration en peptidepss a été observée pour
les composég9et80a 10 pM. A cette méme concentration, la sécré®peptide f40 ne diminue
que de 25% pour le compog8 et n'est pas affectée par le comp88€De plus, ces deux composés
influent également sur la sécrétion des fragmeetsraprotecteurs allant jusqu’a multiplier d'un
facteur 4 la concentration en AICD (comp@&§210 pM) et d’un facteur 2 la concentration en @TF

Aucune activité sur les peptidegpet ARy, n'a été observée pour le compdss Il permettrait
cependant, d’augmenter d’'un facteur 2 la conceatran AICD et de 30% la concentration en GTF
a 10uM.

Finalement, ces études ont mis en évidence 1@htdes composé&d et 80 qui sont capables a la
fois d’augmenter la concentration en AICD et GTgt de diminuer la concentration efi,A L'impact
de ces composeés sur la production des différentabmlites de I'APP est proche de celui de la

chloroquine, composé de référence.
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Figure 97 :Impact du composé Tic-hydantoiAg sur la production de fragments GI,FAICD, A4 et ABa..
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2. ADME : études des propriétés physico-chimiques
Afin d’évaluer le potentiel comme médicament demposés les plus prometteuBs,(79, 80 et
115, un profil préliminaire représentatif de leurs opriétés d’Absorption, Distribution,
Métabolisation et Elimination a été réalisé pasdaiété CEREP.
Cette étude a été divisée en trois parties :
- Analyse des propriétés en solution aqueuse : sivdylmoefficient de partition, liaison aux
protéines plasmatiques
- Analyse des propriétés d’absorption intestinalerngabilité

- Analyse du métabolisme : stabilité métabolique

2.1 Propriétés en solution aqueuse

Les propriétés en solution aqueuse permettentétiirp la bonne biodisponibilité d’une molécule.
La solubilité des différents composés a été détaenpar HPLC en comparant les aires sous pic du
composé étudié dans un mélange méthanol/eau (20@®udans une solution tampon. Sur les quatre
composeés testés, les déridiset 115 ont montré une bonne solubilité aqueuse=161,3 UM et 5
= 173,4 uM). Ces résultats sont assez prochesuwkeoteenus pour le composé de référefg€s,s=
198 uM). Les deux autres composés ont montré dekiit&s moyennes voir faibles pour le composé
79 (S79 = 37,8 uM).

D’autre part, le coefficient de partition perméesdimer la distribution d’'un médicament dans
I'organisme en renseignant sur le degré de lipagHécteur clé pour déterminer le comporteniant
vivo de la substance. Il représente le ratio de laemttnation du produit entre deux solvants non
miscibles : le premier hydrophobe, généralementtdiool et I'autre hydrophile, le PB%.L’octanol
est utilisé pour ses propriétés assez proches ltgs aes couches lipidiques des membranes. Ce
processus simulerait ainsi I'habilité de diffuséotravers les membranes. Une valeur expérimentale d
log D comprise entre 2 et 2,5 peut étre considéodeme optimale pour le passage de la barriére
hématoencéphalique. Ainsi sur les quatre compdsé@s, les dérive80 et 1150nt montré un log D
tres intéressant de I'ordre de 2,5 (Tableau 13).

Enfin, I'étude des liaisons aux protéines plasquess permet de déterminer la distribution et
l'activité du produit. Seules les molécules faibénliées aux protéines plasmatiques auront une
activité sur la cible. Ce taux de liaison est méspar une technique de dialyse équiliffédJne
solution de plasma plus les composeés testés esalnton de tampon sont placées de part et d’'autre
d’'une membrane de dialyse. Une fois I'équilibreiatt les deux compartiments sont analysés par LC-
MS pour déterminer la quantité de produit libreslahaque compartiment. Pour les quatre composés

testés, le taux de liaison aux protéines plasmesigast supérieur a 90% (Tableau 13). Ce taux assez

2% 3 sangsteQctanol-water partition coefficients: Fundamentatsd physical chemistryViley, 1997
7M. J. Bankeet al, J. Pharm. Scj.2003 92, 967-974
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élevé indique le faible volume de distribution quent les différents dérivés dans I'organisme.
Toutefois, la validité du test doit étre confirmgar le taux de récupération du produit (% réc.). Ce
chiffre indique I'erreur causée par I'absorptiors d®mposés sur la membrane ce qui interfere dans
'analyse. Plus le pourcentage de récupératioglese, plus le taux d’erreur est faible rendartest

plus représentatif. Dans le cadre de cette étedgydurcentages de récupération sont moyens pour le
composeés38, 79 et 80. Ceci indique une certaine absorption de ces [odur la membrane de

dialyse. Pour le compodd5 la moyenne de produit récupéré est de 75% cealjdee le test.

Tableau 13 :Etude des propriétés en solution aqueuse.

Propriétés en solution aqueuse, C = TM

i Liaison protéines plasmatiques
Réf. Structure Solul\t;lmte Log D
(uM) % lié % réc.

[o]
As @C@(NMN“Q 198 2,12 72 78
o

HLN/\/\N
38 s ! 93,2 3,43 99 50

79 N mM“@ 37,8 > 4,7 > 99 48

N N
80 @D O 161,3 2,60 96 61
115 /@*uww 173,4 2,51 94 75
Cl

2.2 Propriétés d’absorption intestinale

La perméabilité de la membrane intestinale enmesscomposes a ensuite été étudiée. Ce critére
informe du taux d’absorption de la substance, reritdfectant ainsi la biodisponibilité d’un candida
medicament.

Afin de déterminer ce paramétre, un mod#levitro d’absorption sur des cellules Caco-2
(Adénocarcinome coliqgue humain) a été utifféLes composés, en solution dans un tampon
pH = 6,5, sont ajoutés du coté apical des celldaso-2. Un tampon pH = 7,4 est placé du coété
basolatéral. Le coté apical représente le lumesstimal tandis que le coté basolatéral le sang. La

perméabilité A-B (de I'apical vers le basolatéraBt ensuite mesurée. Les concentrations des

28| J. Hildalgoet al, Gastroenterology1989 96, 736-749
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composés de chaque cdté sont déterminées par L@-MS 0 min et a t = 60 min. Ces valeurs
permettent ensuite de calculer la perméabilité mupe en 18 cm.s".
La société CEREP a établi une classification dgdeméabilité pour leur test par I'étude de
plusieurs composés de référence (colchicine, ladepaopranolol, ranitidine) :
- Perméabilité faible : P < 2.f@m/s
- Perméabilité moyenne : 2:4@m/s < P < 20.10cm/s
- Bonne perméabilité : 20.P@m/s < P
D'aprés cette classification, les compos@® (P = 2,1.16¢ cm/s) et80 (P = 11,9.18 cm/s)
montrent une perméabilité moyenne alors que lesposés38 (P = 24,0.18 cm/s) et115 (P =
52,3.10° cm/s) montrent une bonne perméabilité. Toutefeis,pourcentages de récupération étant
tres faibles pour les composéset 80 (Tableau 14), il se peut que des interactions &vewembrane
interferent dans I'analyse. Pour le déris, une forte récupération est observée (79%) edealonc
I'analyse. Ainsi, comme le dérivé Tic-hydantoineré&rences (P = 45,7.16 cm/s), le composgl15

posséde une perméabilité tres élevée ce qui senatidgier un bon passage de la barriére intestinale.

Tableau 14 :Etude des propriétés d’absorption intestinale

Perméabilité A-B (Caco-2, pH 6,5/7,4), C = 1M

Réf. Structure P (10° cm.s?) % réc.

o]

o

N/\/\N
38 @ 24,0 48

79 N 2,1 13
N /\/\’T‘/\© ,

N N
80 @D O 11,9 25
(0]
] N f@ 52,3 79

2.3 Métabolisme
La stabilité métabolique est le dernier paramétralué au cours de cette étude. Les composés

étudiés sont placés en présence de microsomesdugzahumains pendant 1 heure. L'évolution est
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suivie par HPLC-MS/MS et le pourcentage apparentasulé grace a la comparaison entre les aires
sous pic & la fin du temps d’incubation t = 60 milimu départ & t = 0 mif’

L’ensemble des dérivés étudiés (salif) a montré une faible stabilité métabolique, dedfe de
celle obtenu pour le dérivé Tic-hydantoiAe (Tableau 15). Ainsi, le remplacement du noyau Tic-
hydantoine par des bi- ou tricycles, n‘aura pasnged’améliorer ce paramétre. Toutefois, il est
intéressant de remarquer que pour le comfdd$g la stabilité métabolique a été multipliée par un
facteur 5. En effet, aprés une heure, 77% du coénpasentl15a été détecté. Il semblerait donc que
le meilleur motif pour remplacer le noyau Tic-hytiEine afin d’améliorer la stabilité métaboliquetsoi

un simple cycle tel gu'un chlorobenzamide.

Tableau 15 :Etude de la stabilité métabolique.

Stabilité métabolique (microsomes hépatiques humas), C = 10°M

Réf. Structure Moyenne apparente (%)
o
A NN
5 N\\g | 15
o
HLN/\/\N
38

"
79 N‘ N/\A,(\@ 13

.
N AN
B0 | LT 10
115 /@*um‘w 77
Cl

Afin de mieux connaitre le métabolisme du compddé, une étude de la cinétique de
métabolisation a été réalisée au laboratoire dmiehanalytique de la Faculté de Pharmacie de Lille
par le Dr Emmanuelle Lipka.

Les mémes conditions que CEREP, précédemmenttelicdnt été utilisées. Dans un premier
temps, la méthode par simple suivi HPLC a été galigur des microsomes hépatiques humain. Puis
une étude de la cinétique a été réalisée non sentesnr des microsomes hépatiques humains mais
également sur des microsomes hépatiques muringréF8P). Une métabolisation plus importante et
plus rapide a été observée chez la souris par ragpbomme. En effet, aprés une heure d’inculmatio
en présence des microsomes hépatiques, il ne qaestd5% de composELS chez la souris contre

74% chez ’hnomme.

29 R, S. Obactet al, J. Pharmacol. Exp. Therl997, 283, 46-58
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Concentration (mol/L)

a) Microsomes humains b) Microsomes murins
1,0E-05 = 1,0E-05 -
>
o 06 -
9,0E-06 é 8,0E-06 V'S y = 7,57E-06e2/75E-02
S 6,06-06 - R%=0,991
8,0E-06 'g
y = 9,50E-06e-4116:03x g 40806 1
7,0E-06 , g
R2=0,924 g 20606 -
T S
0 T T T T 0 : . .
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Temps (min) Temps (min)

Figure 99 : Cinétique de métabolisation du compddé. a) Etude réalisée sur microsomes hépatiques nsmai
b) Etude réalisée sur microsomes hépatiques murins.

La cinétiqgue de métabolisation observée au coarsdatte étude correspond a une cinétique du
premier ordre. Par conséquent, les difféerentectaistiques de métabolisation peuvent étre cadsulé

par les équations suivantes :

C (t) = Co_e_kmétab-t et t1/2 = In2
kmétab
Ou C(t) = concentration €l5a un instant t kiap= constante de métabolisation
C, = concentration ehl5at = 0 min 1> = temps de demi-vie du compdkEs

Les propriétés de métabolisation du compbikgainsi déterminée sont présentées dans le Tableau
16. D’apres les résultats obtenus, le composélestvite métabolisé chez la souris.{l= 2,7.10°
min™) que chez 'homme (kw, = 4,1.1C° min™). Il en résulte un temps de demi-vie 7 fois plus
important chez I'hnomme. Ces résultats peuvent sigxer par une différence de composition des
microsomes avec notamment la présence de plus tdehcgme P450 chez la souris. Des études
complémentaires par LCMS/MS seront prochainemenhée® afin d'identifier les différents

métabolites formés au cours des deux expériendesogomes humains et de souris).

Tableau 16 :Propriétés de métabolisation du compbsBchez I'homme et chez la souris.

Humain Souris

Kmeatab (MIiN™) 4,1.10° 2,7.10°

t12(min) 168,6 25,2

Cline (UL.mint.mg™) 28,8 242
Stabilité métabolique (60 min) 74,2% 14,5%
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Finalement, cette étude préliminaire des promid®ME a montré que les composEset 79 ne
présentaient pas un profil idéal pour un développenthérapeutique. Méme si leur faible solubilité
aqueuse peut étre contournée, leur faible stali#tabolique pose un réel probléme. Seuls les deux
autres composés ont montré des résultats intétessan effet, les dérivég-carboline 80 et
benzamidel 15 présentent un profil similaire au dérivé Tic-hyttdne de référencas. Toutefois, les
meilleurs résultats ont été obtenus avec le comfi@&epuisqu’en plus des bonnes propriétés en

solution aqueuse et une bonne perméabilité, ce asénpossede une excellente stabilité.

3. Etude comportementale : agoniste ou antagoniste ?

En parallele des études ADME, une évaluation dfdilgagoniste ou antagoniste a été réalisée par
la société Amylgen sur les dériv88s, 79 et 115 Ces composés, appartenant chacun a une famille
différente, ont été sélectionnés pour leurs bormepriétés biologiques (affinité, sélectivité et
cytotoxicité).

L’activité des trois dérivés a été évaluée par leapacité a renverser ou non les déficits
d’apprentissage induits par la dizocilpine. En teffen composé agoniste des récepteyrserait
capable de renverser ces déficits. Cet effet sdlaué par un antagoniste de référence (NE-
100)?"°?* Au contraire, un composé antagoniste des réceptgiserait inefficace sur ces déficits
mais serait capable de bloquer les effets d’un iatwnde référence (PRE-0843. Des tests

d'alternance spontanée et d'évitement passif @éntilisés pour cette étude.

3.1 Test d’alternance spontanée

Le test d’alternance spontanée permet de mesareolbnté des souris a explorer de nouveaux
environnements. En effet, les rongeurs préféremégdement examiner un nouveau bras du
labyrinthe plutét que de retourner dans celui qurécédemment été visité. Ainsi, I'apprentissage
spatial et la mémoire de I'animal sont évalués.

Les souris sont placées dans un labyrinthe enefaden Y (Figure 100) pour une durée de 8
minutes. Elles sont alors autorisées a exploreenilent les trois branches. Au cours de I'exploratio
les souris doivent montrer une tendance a entnes da bras visité moins récemment. Toutes les
entrées de bras sont successivement marquéedegwete nombre total d’entrées dans les branches,
ainsi que la séquence des entrées sont enregistigesionnées sont analysées pour déterminer le
nombre d'entrées dans les branches sans répétitiontaux d’alternance élevé indique que les

animaux se rappellent quel bras a été exploré emetde

2197 Mauriceet al, Brain Res, 1994 647, 44-56
2117 Mauriceet al, Eur. J. Pharmaco).1997 328, 9-18
22T Mauriceet al, Pharmacol. Biochemi. Beha1994 49, 859-869
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Figure 100 :Labyrinthe en forme de Y utilisé pour le test daftance spontanée.

3.2 Test d’évitement passif

Le test d’évitement passif est utilisé pour évalliapprentissage et la mémoire basé sur
I'association d'un stimulus aversif (un choc autgs) avec un contexte environnemental spécifique.
Les expériences sont menées dans une boite a deysaiments, I'un bien éclairé et 'autre sombre
(Figure 101). Dans ce dispositif, I'animal appreadrefreiner son envie naturelle de passer du
compartiment lumineux vers le compartiment somkiia de sy réfugier (photophobie). Ainsi,
pendant la phase d’entrainement, les souris sanées dans le compartiment lumineux, et recoivent
un choc électrigue doux aux pattes des leur enlaés le compartiment sombre. Aprés un jour, les
animaux subissent un test de rétention. Ills sonbuveaux placés dans le compartiment éclairé et le
temps de latence pour entrer dans le compartim@nbie associé a la punition est mesuré. Plus
'animal met du temps a entrer dans le compartinsentbre, plus le temps de latence mesuré sera
long et permettra d’extrapoler quant a la capatétd’animal a se souvenir qu’il a déja recu un choc
électrique lors d’'un précédent essai.

Figure 101 :Boite a deux compartiments utilisée pour le tegtitement passif.

3.3 Plan de I'étude

L'étude s’est déroulée sur trois jours dont lenpee était consacré au test d’alternance spontanée
et les deux derniers au test d’évitement passifir Bbaque test, les compos#; 79 et 115 étaient
administrés emp a différentes concentrations (0,1 ; 0,5 ; 1 ; %Gtng/kg) 30 minutes avant le début
de la session. La dizocilpine (0,15 mg/kg) ou lhiedle étaient ensuite administrée égalemeritpen
20 minutes avant le début de la session lors des jb et 2. Lors de la phase de rétention du test

d’évitement passif (Jour 3), les souris ne recenajee les composés étudiés (Figure 102).
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Jour 1 Jour 2 Jour 3
l l l C Composé étudié
D Dizocilpine
Alternance Evitement passif| Evitement passif| Vv Véhicule
spontanée Entrainement Rétention © Test
0 10 30 0 10 30 0 30
L | 1 L | 1 L | 1
C DNV ® C DNV ©® C )

Figure 102 : Déroulement de I'étude comportementale.

3.4 Reésultats et discussion

L’ensemble des résultats obtenus pour les traisposés au cours de cette étude sont présentés
dans les Figure 103 et Figure 104.

Un pourcentage d'alternance élevé lors du tesliedisnce spontanée traduit la capacité de
'animal a se rappeler quelle branche du labyrindh@été explorée en dernier. Ainsi, lorsque la
dizocilpine est administrée aux souris, on obsame diminution des performances d’'alternance
comparé au groupe témoin (Figure 103, témoins anchis dizocilpine en rouge). Cette diminution
traduit les déficits d'apprentissage et de mémioideit par la drogue. Aucune diminution significati
de ces déficits n'a été observée lorsque les codsp®8 et 79 ont été co-administrés avec la
dizocilpine a différentes concentrations (Figure3,1@ et b). Dans les deux cas, une légére
augmentation des performances d’'alternance a éstatée a 0,1 mg/kg et 0,5 mg/kg. Toutefois, cet
effet n'est pas assez significatif pour étre coéi®id comme une amélioration des déficits
d’'apprentissage et de mémoire. Par contre, un stfetes déficits induits par la dizocilpine a été
constaté pour le dérivEl5a 0,5 mg/kg (Figure 103, c). En effet, une augnemtssignificative des

performances d’alternance a été observée a cettectvation pour ce cCompose.

a C
T5 4 75 o
o4 th 5 = 7l h NN
z g N
cl
65 | g B 54 115
m
G0 4 E B0 4 E &0 E"
55 1 § 55 . c 56 4 .
50 1 E 50 4 3 E 50 1
45 1 % a5 Z a5
40 s 40 40 : =
W Dizociipine W —— Dizocilping v — Dizocliping
W W 0.1 L] 1 5 W v 0.1 o3 1 5 v W 01 05 1 5

Figure 103 : Effets des composéd3, 79et 115 sur les déficits d’apprentissage induit par la dipine : test
d’alternance spontanée. * p < 0.05, ** p < Ou&roupe traité par (véhicule + véhicule). # p <GQ## p < 0.01
vsgroupe traité (dizocilpine + véhicule).
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D’autre part, un temps de latence important olisery cours du test d’'évitement passif traduit la
capacité de I'animal a se rappeler qu’'une punitibrest infligée quand il entre dans le compartimen
sombre. Ainsi, lorsque la dizocilpine est admiréistaux souris, une diminution de ce temps de latenc
est observée comparé au groupe témoin (Figureté6¥in en blanws dizocilpine en rouge). Cette
diminution traduit, |& encore, les déficits d’apmissage et de mémoire induit par la drogue. Aucun
effet significatif sur ces déficits n'a été obsetwésque le compos88 a été co-administré avec la
dizocilpine a différentes concentrations (Figurd,1&). Pour le dérivé9, une légere augmentation de
ce temps de latence a été constatée a 0,1 mg/yaréFi04, b). Toutefois, cette augmentation n’est
pas assez significative pour étre considérée coomeréversion des déficits d’apprentissage et de
meémoire induit par la drogue. En conclusion, seutlérivé115 s’est avéré efficace puis qu'il est
capable d’améliorer le temps de latence signifieatient & des concentrations de 0,1 mg/kg et de
0,5 mg/kg (Figure 104, c). Ce composé permet deingédies déficits d’apprentissage et de mémoire

induits par la dizocilpine.

a b C
0
300 B 300 300 o
NN
S ‘/\© NN
240 - w240 A = 240 N H \
B 38 g ) 115
180 4 g 180 + * ﬁ 180 4
= ] = & o )
120 e E 120 4 - g 120 - . .
2 I
] g i 2
Eﬂ R - o G0 D @ g0 .
- = O 1 = ' =
W Dizocilpine v —— Dilzociping W —— Dizocilpine
v W 0y 0% 1 5 W L' 01 3 1 5 v Vo011 0b 1 5

Figure 104 : Effets des composé&8, 79et 115 sur les déficits d’apprentissage induit par la dipine : test
d’évitement passif. * p < 0.05, ** p < 0.0k groupe traité par (véhicule + véhicule). # p <B4 p < 0.0s
groupe traité (dizocilpine + véhicule).

Afin de confirmer le profil du composEL5 une seconde analyse a été réalisée en présance d’
antagoniste de référence, le NE-100. Le but dee ¢ititde est de confirmer que les effets anti-
amnésiques observés a 0,5 mg/kg sont bien blocarékirgection d'un antagoniste du récepteur en
guantité suffisante pour saturer les sites d'irttiiwa. Les deux tests comportementaux ont étésesali
dans les mémes conditions que celles précédemnderited. Lorsque les souris sont traitées par la
dizocilpine, une diminution des performances dialéece et du temps de latence est observée par
comparaison avec le groupe témoin (Figure 105). @ssltats sont également constatés lorsque
I'antagoniste NE-100 est co-administré avec ladipme, ce qui prouve que ce composé ne possede
aucun effet sur les déficits induit par la dizoigp Ces déficits sont renversés par I'adminigiratiu

composéll5a 0,5 mg/kg de maniére significative. Enfin, sinfagoniste NE-100 est co-administré
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avec le composél5 et la dizocilpine, une diminution des performand&dternance et du temps de
latence est & nouveau constatée. Ces résultatsembnn effet spécifigue du compo$#5 sur les

récepteurs;, et une action agoniste du composeé.
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Figure 105 : Validation des effets anti-amnésiques du comdddgpar 'action de I'antagoniste de référence
NE-100. a) test d'alternance spontanée. b) testitdident passif. p < 0.05, ** p < 0.04s groupe traité par
(véhicule + véhicule). # p < 0.0& groupe traité (dizocilpine + véhicule). oo p <D\ groupe traité par
(dizocilpine +115).

Ainsi, cette étude a montré que sur les trois am@p testés, deux composé8 ¢t 79) n'ont pas
d'effets significatifs sur les déficits d’appresiége et de mémoire induits par la dizocilpine. Ces
composes ne présentent donc pas un profil agoajseux concentrations testées. Toutefois, ces
résultats ne permettent pas de conclure quant \entéel profil antagoniste qu’ils pourraient
présenter. En effet, des tests complémentaireanmeént en présence d’un agoniste de référence, sont
nécessaires. Finalement, seul le dérivé benzadi@eprésente un profil agonisie,. En effet, ce
composé permet de réduire significativement legcii€fd’apprentissage et de mémoire induit par la
dizocilpine dans les deux tests comportementaudisééa Ce processus, observé pour des

concentrations de 0,1 mg/kg et de 0,5 mg/kg, dsibénpar I'administration d’'un antagoniste de
référence, le NE-100.

4. Sclérose en plagues

Les différentes études menées sur ces nouveaamdbg; ont mis en évidence un composé
possédant des propriétés biologiques et pharmadqales compatibles avec un développement
thérapeutique. En effet, le dérivé benzamid® présente non seulement une bonne affisjtéune
sélectivité et une faible toxicité mais égalemees gropriétés ADME tres intéressantes avec une
stabilité métabolique améliorée de facon trés igue par rapport au compo&é. Ce compos@u
profil agoniste a donc naturellement été sélectgmour des étudés vivo sur un modéle de sclérose
en plaques.
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Cette étude a été réalisée en collaboration awdabloratoire d'immunologie de la Faculté de
Médecine (EA 2686, Lille) par le Dr Bénédicte Oxaevanteghem.

4.1 Modele EAE

L’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (AAEE est une pathologie du SNC induite
expérimentalement. Cette pathologie auto-immuneléehyélinisante constitue un modeéle animal
validé pour la SEP.

L’EAE présente des similitudes importantes avexdaladies humaines démyélinisantes telle que
la SEP2" En effet, elle est caractérisée non seulemenlapaestruction de la gaine de myéline et la
présence d’antigene dans le tissu cérébral efjugdi cérébrospinal des animaux, mais également par
la présence de lésions multiples au sein du SNfiérBnts éléments du systéme nerveux peuvent étre
impliqués dans l'induction d'une EAE. Toutefois, grand intérét a été porté sur la myéline dans la
mesure ol la démyélinisation représente la caistitgre principale de la maladi&. Ainsi, une
immunisation avec des extraits de myéline purifiésnet de multiplié par 5 I'incidence de la maladie
chez les animaux. Par la suite, il a été démontidng immunisation des animaux directement avec la
MBP était plus efficace que lors de I'utilisatiore da myéline complét€”® D’autres protéines
composant la myéline ont également été identif@mame encéphalitogénes telles que la MOG ou
encore la protéine protéolipidique de la myélineR*"® 2"

De nombreux modéles EAE ont été développés afimideer les divers aspects de la SEP. Le
modéele le plus couramment utilisé est un modelarm@hez la souris, I'induction d’une EAE est un
protocole standardisé consistant en une injection peptide encéphalitogéne (MBP, MOG, ou PLP)
en émulsion dans du CFA (Adjuvant Complet de Freg@msdocié a une ou deux injections de toxine
pertussique. L'utilisation d’'un adjuvant permetfdeiliter I'induction de la pathologie. D’autre par
'administration de toxine pertussique permet dfaegter la perméabilité de la BHE et par
conséquent d’améliorer I'efficience de l'inductidriévolution de la pathologie varie en fonctionlde
souche de souris et du peptide utilisé. En généralpremiéres manifestations cliniques vont se
traduire par une perte de poids puis par l'apmaritd’'une paralysie. Cette paralysie peut
progressivement se transformer en une tétraplégie.

Au laboratoire d'immunologie (EA 2686), deux magemurins ont été développés impliquant des
peptides de la MOG ou de la PLP. Le modéle MOG gmt&sune évolution clinique chronique,

progressive et non rémittente. Au contraire, le @®dPLP présente une évolution clinique de type

23 A Wolf et al, J. Neuropathol. Exp. Neuroll947 6, 333-357
27"E . A. Kabatet al, J. Exp. Med.1947, 85, 117-130

2R, H. Laatsctet al, J. Exp. Med.1962 115, 777-788

28 . L. Brunner, Het al, J. Neurochem1989 52, 296-304
277 J. Folchet al, J. Biol. Chem.1951, 191, 807-817
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RR-MS. La premiére poussée apparait 12 a 14 joumassd’'immunisation. Elle est suivie par des
épisodes récurrents plus modérés dans la maje#téas.

Dans le cadre de cette étude, le modele PLP asééktionné pour ses similitudes avec la
pathologie humaine. En effet, comme cela a ététd#ams le chapitre 1, 85% des cas de SEP débutent

par une forme RR-MS.

4.2 Preuve de concept

L’évaluation des ligands, dans des modeél@s vivo de SEP a démarré avec des études antérieures
réalisées au laboratoire sur un agonisteEn effet, I'action du dérivé Tic-hydantoine ééérenceAs
a été évaluée lors de linitiation d’'une EAE a pses Des souris femelles de souche SJL/J ont été
activement immunisées par une injection sous-cetai® peptide encéphalitogene de la protéine
protéolipidique, PLR39.15: Les animaux ont regu une seule injection du ca®pg a 1 ou 5mg/kg au
moment de cette immunisation. L'évolution clinigge la pathologie a été appréciée durant 35 jours.
D’aprés les résultats présentés dans la Figure 1&86souris (EAE + PBS) ont montré des scores
cliniques plus élevés que les souris traitées (EAE) tout au long de I'étude. Il a ainsi été déterminé

gue le composAs permettait de réduire la sévérité de 'EAE a desed de 1 et 5 mg/kg.

- PBS
31 = A1 molka
44 —— A; 5 ma'kg

Score clinique

I I I I I I
oo D3 D10 D15 D20 D23 D30 D35

Jour aprés immunisation

Figure 106 :Réduction de 'EAE chez la souris par administratiol composé\s (agonistes,). Score clinique :

0 = aucun symptéme ; 0,5 = Iégére hypotonie deukug ; 1 = hypotonie modérée de la queue ; 1,5versé
hypotonie de la queue ; 2 = atonie de la queueu edlemarche maladroite ; 2,5 = parésie des membres
postérieurs modérée ; 3 = parésie des membresriposés sévere ; 3,5 = paralysie d’'un des membres
postérieurs ; 4 = paraplégie ; 4,5 = paralysie deeBnbres ; 5 = tétraplégie. Représentation de iané du
score obtenu en fonction des jours.

D’autre part, il a également été démontré queteposéAs permettait de réduire significativement
I'incidence de la pathologie et de retarder soraappn (Figure 107). En effet, 95% des souris (EAE
+ PBS) ont atteint un score clinique de 2 (atorgelal queue et/ou démarche maladroite) pendant

I'étude contre seulement 80% pour les souris (EA&sH De plus, 50% des souris (EAE + PBS) ont
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atteint ce score a partir du®f jour de I'étude, alors que seulement 20% des SAEAE +As)

présentaient des symptomes significatifs & ce méomaent.

100 -
= 80 - .
[ak]
= 60 4
k]
=
240 - —& PBES
% - A 1 malkg
w20 - —— A; 5 ma/kg

0 - T 1 T T

T 1
oo L] 10 015 D20 D25 D30 D35

Jour aprés immunisation

Figure 107 :Réduction de l'incidence de 'EAE chez la souris @dministration du compogg; (agonistes,).

De plus, il semblerait qu’une seule injection dmPoséAs soit suffisante pour réduire la mortalité
des souris (Tableau 17). En effet, une mortalité2# a été observée dans le groupe de souris témoin
(EAE + PBS) contre seulement 10% et 16% dans mspgs de souris (EAE As). L'évaluation de la
poussée a également révélé une réduction sigicde l'intensité et de la durée chez les souris

traitées par le dérivé Tic-hydantoiAe

Tableau 17 :Effets du composAs sur le développement de 'EAE.

EAE + As EAE + As

EAE + PBS 1 mg/kg 5 mg/kg p*

Mortalité 42% 10% 16% 0,0020
Intensité de la
poussée

Durée de la
poussée (jour)

45 (+1,5)/J13 (+8)| 3,5 (£2,5)/J16 (+7)| 3,0(x2,0)/J15(x4)  0,0234

21 (+17) 11 (+16) 8 (+15) 0.0123

* groupe traité (EAE + PBS)sgroupe traité (EAE + A.
Intensité : médiane score clinique maximal / méelidn premier jour au score maximal
Durée : médiane du nombre de jour avec un scanggk> 2

Enfin, il était important de savoir si la diminoni de la sévérité de I'EAE observée lors de I'étude
clinique se traduisait bien par une diminution dd#trats cellulaires et de la démyélinisation. En
effet, ces deux phénoménes sont caractéristiquéEAE. Ainsi des analyses histologiques ont été
réalisées a des moments critiques tels que l'a@mé gremiere poussée (14 + 1 jour) sur des souris
témoins (EAE + PBS) et des souris traitées (EAE:}t En général, il a été observé une diminution de

l'infiltration de cellules mononuclées dans le SKEOrps calleux/striatum, cervelet/tronc cérébral et
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moelle épiniére) chez les souris traitées en coamam aux souris témoins. De méme, une
démyélinisation principalement dans la moelle &pimia été confirmée chez les souris (EAE + PBS)

alors que les souris (EAEAz) n'ont présenté aucune démyélinisation (Figure).108

EAE + PBS EAE + A,

E ;

4 B C e
E: “E -:I | J
ﬁug.i i [ ?q-‘:fhﬁ {j
EE|§ = | o - o
11k
€2])

iG H |

EE?
1k =
L = = =
%;;% J K L
i ~§ 2

R g = -

Figure 108 :Réduction de l'infiltration cellulaire et de la dgéiinisation chez la souris EAE par administration
du composéAs (agonistes;). Images par microscopie optique de sections dpscealleux (A-C, G-I) ou de
moelle épiniere (D-F, J-L) colorés avec H&E ou LAE&rre d’échelle = 100 um ; grossissement = 10x.

Ainsi, il a été démontré par cette étude que tepmsé de référends; permettait non seulement de
diminuer la sévérité de 'EAE mais aussi les lésian niveau du SNC. Il semblerait donc que les
agonistess; possedent des propriétés neuroprotectrices einflatinmatoires intéressantes pour le
traitement de la sclérose en plaques.

Suite a ces résultats prometteurs, I'évaluatiors geopriétés neuroprotectrices et anti-

inflammatoires du dérivé benzamiti#5a donc été envisagée

4.3 Plan de I'étude

L’étude s’est déroulée sur 70 jours durant lesjliélolution de 'EAE a été déterminée (Figure
109). Une immunisation active des souris a étéséala JO par une injection sous cutanée d’'une
émulsion de peptide PLRB.s; et de CFA. Afin d’augmenter la perméabilité de BRE, deux
injections eni.p de toxine pertussique ont été effectuées a JOJ&t &nfin, le composé&l5 a été
administré en.p a JO a deux concentrations (0,5 mg/kg et 1 mglked.souris témoins ont recu une

injection de solution saline e a la place du composé étudié.
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Figure 109 : Déroulement de I'étude EAE.

Au cours de I'étude, les animaux avaient accésrilent a de la nourriture et de I'eau. Une pesée a
été réalisée tous les jours afin de s’assurerxjg’dlimentaient correctement. Enfin, I'évolutioa d
I'état cliniqgue des souris a été déterminée toutbag de I'étude par une évaluation a I'aveuglend’u

score clinique selon I'échelle suivante :

0 = aucun symptéme 3 = parésie des membres pasgsévere
0,5 = hypotonie Iégere de la queue 3,5 = paratysie des membres postérieurs
1 = hypotonie modérée de la queue 4 = paraplégie

1,5 = hypotonie sévere de la queue 4.5 = paratiesi® membres

2 = atonie de la queue et/ou démarche maladroite = téfraplégie

2,5 = parésie des membres postérieurs modérée

4.4 Reésultats et discussion

L'étude a été divisée en deux parties. Dans umigretemps, I'évolution de I'état clinique sur la
premiéere poussée (JO a J35) a été déterminée’poselnble des animaux. Dans un deuxiéme temps,
les résultats obtenus pour le groupe de souriggémiavec 1 mg/kg de compo#s étant peu
concluants, I'évolution de I'état clinique sur l@uXiemes poussée (J35 a J70) a été déterminée
uniquement pour les groupes (EAE + PBS) et (EAE1S; 0,5 mg/kg). L'ensemble des résultats
obtenus sont présentés dans la Figure 110 et ledtath8.

Les observations cliniques réalisées au cours geemiére poussée montrent que les souris (EAE
+ PBS) présentent un début de poussée, c'est-andigies atteignent un score de 2, ad™ipur de
I'étude (Figure 110). L’effet maximal est obserw& alentours du 8°jour avec un score médian de
3. Des résultats similaires sont obtenus avecdesss(EAE +115; 1 mg/kg). Pour les souris (EAE +
115; 0,5 mg/kg), le début de la poussé est constat8alijour avec un score médian maximal de 2
conserve tout au long de la poussée. En ce quecoada deuxieme poussee, les souris (EAE + PBS)
présentent un score médian maximal de 3,5 en#8°7E et le 52™ jour de I'étude. Sur cette méme

période, les souris traitées par le compdd® présentent un effet maximal de seulement 2.
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Globalement, une légére aggravation de I'état auliei des souris (EAE + PBS) est naturellement
observée entre les deux poussées. L'état cliniggesduris traitées (EAE #15; 0,5 mg/kg), est par
contre resté stable tout au long de I'étude ne sb&d jamais un score médian de 2. Ainsi une
diminution de la sévérité de I'EAE, plus marquée lsudeuxiéme poussée que sur la premiére, est
observée lorsqu’une unigue injection du compos&édmidel115a 0,5 mg/kg est réalisée le jour de
limmunisation des animaux. L’administration du quusé & une concentration de 1 mg/kg n’entraine

aucun effet significatif comparé au groupe tém&AK + PBS) sur la premiére poussée.

5,00 ~
—e— PBS
—s— 115 0,5 mg/kg
4,00 1 —— 115 1 mg/kg
o
>
g 3,00 -
=
©
o
S 2,00 -
0
1,00 -
1% poussée 2°™ poussée
0,00 ] T ] T L] T ] T L] T L] T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Jour aprés immunisation

Figure 110 : Réduction de 'EAE chez la souris par administratiblu composél15 (agonistec;). Score
clinique : 0 = aucun symptome ; 0,5 = Iégére hypietale la queue ; 1 = hypotonie modérée de la quiie=
sévere hypotonie de la queue ; 2 = atonie de laegje¥/ou démarche maladroite ; 2,5 = parésie desbnes
postérieurs modérée ; 3 = parésie des membresriposés sévere ; 3,5 = paralysie d’'un des membres
postérieurs ; 4 = paraplégie ; 4,5 = paralysie deeBnbres ; 5 = tétraplégie. Représentation de iané du
score obtenu en fonction des jours.

Toutefois, le composé benzamidd5 ne semble pas avoir d'influence sur l'incidence lde
pathologie quelque soit la concentration d’admiaitn, contrairement au composé Tic-hydantoine
de référencé\s. En effet, 'ensemble des souris, témoins etéesit a atteint en score clinique de 2 au
cours de I'étude (Figure 111). Ce score a éténatpair 50% des souris (EAE + PBS) et (EAELD;

0,5 mg/kg) & partir du £2°jour de I'étude. Au méme moment, 80% des soursE(EE 115; 1 mg/kg)

présentaient déja ce score.
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Figure 111 :Incidence de 'EAE chez la souris aprés administnadu composé 15 (agonistes,).

Enfin, il semblerait gu'une seule injection du qmwaél15 soit suffisante pour réduire la mortalité
des souris (Tableau 18). En effet, une mortalite@ a été observée dans le groupe de souris témoin
(EAE + PBS) contre seulement 13% et 0% dans lagpgiode souris (EAE £15). L'évaluation de la
premiere pousséee a révélé une réduction de ISitteet de la durée chez les souris traitées (EAE +
115; 0,5 mg/kg). Cet effet est encore plus signiffcatir la deuxieme poussée puisque les souris
traitées présentent une intensité maximale médiarg75 contre 4,5 chez les souris (EAE + PBS), et
une durée de seulement 3 jours contre 12 pouplessgEAE + PBS). Aucun effet significatif n'a été
observé sur l'intensité ou la durée de la prempassée pour les souris (EAE115; 1 mg/kg)

comparées aux souris témoins.

Tableau 18 :Effets du compos#&15sur le développement de 'EAE.

EAE + 115 EAE + 115 .
EAE + PBS 0,5 mg/kg 1 mg/kg p
Mortalité 20% 13% 0% 0,3146
(]
. B Intensité 3,5(+1,5)/J15 (#5)| 2,5(x25)/J14 (+§) 4302)/J13 (+3)| 0,4531
E
(@] 2 .
2 | Durée (jour) 16 (£7) 13 (¢10) 17 (¥10) 0.1498
(]
. B Intensité 4,5 (x2) /343 (£22)| 2,75 (+ 2) / 340 (x1]) nd 430
w3 "
& | Durée (jour) 12 (+5) 3 (29) nd 0,0076

p* : groupe traité (EAE + PBSj)sgroupe traité (EAE 415; 0,5 mg/kg)vsgroupe traité (EAE 415; 1 mg/kg)
Intensité : médiane du score clinique maximal /méeidu premier jour au score maximal

Durée : médiane du nombre de jour avec un scangok> 2

nd: non déterminé
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L'ensemble des résultats montre que le compdshe semble pas avoir d’effet sur I'incidence de
'EAE quelque soit la concentration d’administratid outefois, une seule injection de ce composé au
profil agoniste a une concentration de 0,5 mg/l&sente un effet inhibiteur sur le développement de
'EAE. La diminution de la sévérité a été obsermém seulement lors de la premiére poussée mais
également lors de la deuxiéme poussée.

Il est envisagé, par la suite, d’effectuer dedyaes histologiques afin de savoir si ces résultats
cliniques se traduisent bien par une diminutionlalelémyélinisation et des infiltrats cellulaires
comme cela avait été observé pour le dérivé TiahtaineAs. D’autre part, la démyélinisation étant
un phénomeéne caractéristique de I'EAE et de la $BPnodéle murin de démyélinisation toxique par
la cuprizone pourra également étre utilisé. Entefée cuprizone induit une démyélinisation chez
I'animal se caractérisant par une dégénéresceigmehdrocytaire plutbt qu’'une attaque directeade |
myéline®’® Ce modéle permet une étude des lésions du SNCpsamabilisation de la BHE, avec
une inflammation trés restreinte comparé aux mad@&AE. Il pourra plus particulierement étre
associé aux techniques d'imagerie IRM chez le @iinal qui permettront un suivi longitudinal des
animaux.

Enfin, le composant15 ayant montré des résultats intéressants sur &xigg&de I'EAE lors de la
deuxieme poussée, une étude curative est actuelleanecours. Ainsi, les souris ne recevront pas le
composélls en préventif a JO comme précédemment mais unetimjejournaliere au moment ou
apparaitront les premiers signes cliniques anntais de la premiére poussée (Score 2) et ce pendan
20 jours. Les résultats de cette étude permetttemtéterminer le potentiel thérapeutique du composeé
115dans le traitement de la SEP.

278 M. Kipp et al, Acta Neuropatho}.2009 118, 723-736
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Depuis sa découverte la protéinea été impliguée dans de nombreuses pathologisst@anment
dans les maladies neurodégénératives. Ces trombleslogiques touchent des millions de personnes
a travers le monde et ne présentent a I'heure lecaugcun traitement curatif. Ainsi, il existe uriérét
particulier & étudier cette protéine et a concewdarnouveaux ligands; afin de développer de
nouvelles thérapeutiques pour ces maladies.

Des études antérieures réalisées au laboratoarrdvpermis d’identifier la famille des Tic-
hydantoines comme tres affine et sélective eneepsdtéines;. Le composé\s, chef de file de cette
famille, présente une affinité nanomolaire, unern@osélectivité et une faible cytotoxicité. Evalans
différents modeéles dont un modela vivo de SEP, ce composé a montré des propriétés
neuroprotectrices et anti-inflammatoires trés edéantes. Toutefois, méme si une efficacité et une
affinité importantes sont des prérequis essenpiels un candidat médicament, le profil ADME est
également important dans la perspective d’'un dépelment thérapeutique. Le compdésgprésente
toutes les propriétés ADME compatibles avec un ld@gpement a I'exception d’'une faible stabilité
métabolique. Une étude de la métabolisation a gedaimettre en évidence les différents éléments de

la molécule susceptibles d’étre métabolisés.

Le projet consistait donc a concevoir, synthétetegvaluer de nouveaux ligangsafin de pallier
ce probleme de stabilité métabolique des dérivéshyilantoines. Trois familles de molécules ont été
concues par modification de deux éléments du coépgs le motif hétérocyclique et la chaine
latérale. Différentes stratégies de synthese antméses au point et optimisées pour conduire a la
préparation de 65 nouveaux composeés. Les produitété obtenus dans des quantités suffisantes et
des puretés satisfaisantes pour les évaluatiohsgimoes.

L'affinité envers la protéine; a été déterminée pour I'ensemble des composésefi@ss de
pharmacomodulations ont permis de mettre en évaelecnouveaux ligands, avec des affinités
nanomolaires voire subnanomolaires. Comparé auéeic-hydantoine de référenég, I'affinité o,

a été conservée ou améliorég £K10 nM) pour une vingtaine de composés. La séibetdy a été
déterminée et les nouveaux ligands se sont momiodss sélectifs que le dériv&s. Toutefois, les
dérivés évalués présentent quand méme une boneetigé. La cytotoxicité sur des cellules
neuronales a également été déterminée. L'ensereklea@mposés présente une cytotoxicité modérée
voire faible (IGy> 10 pM).

L’évaluation des propriétés biologiques a perngsmettre en évidence 4 composgs, 79, 80 et
115 possédant une bonne affiniég¢, une bonne sélectivité, une faible cytotoxicitéuae bonne
diversité structurale représentative des compogéghétisés au cours de ce projet. Des études
pharmacologiques complémentaires ont donc étésééalisur ces composés afin de déterminer leur
potentiel en tant que médicament. Dans un preramps, I'activité anti-Alzheimer a été évaluée dans
un testin vitro dont le but était de connaitre I'impact des comdpasur la production des peptides A

d'une part et des fragments neuroprotecteurs (ABECCTRy) d'autre part. Cette étude a mis en
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évidence les composés tricycliquiset 80 qui sont capables a la fois d’augmenter la comatah en
facteur neurotrophiques (AICD et Cd)ret de diminuer la concentration en peptide pneégatif
AB4,. L'impact de ces composés sur la production diérdnts métabolites de 'APP est proche de
celui de la chloroquine, un composé de référence.

Une évaluation préliminaire du profii ADME a égaident été effectuée afin de connaitre les
propriétés pharmacologiques des 4 composés séleétoll a ainsi été démontré que les comp88és
et 79 ne présentaient pas un profil idéal pour un dépmment thérapeutique. Par contre, les dérivés
80 et 115 possedent un profil similaire au dérivé Tic-hyadné de référencéds. Les meilleurs
résultats ont été obtenus avec le compbs® puisqu’en plus des bonnes propriétés en solution
aqueuse et une bonne perméabilité, ce composédeosse bonne stabilité métabolique. Ainsi, les
efforts de pharmacomodulations réalisés sur le dhdifle auront permis de conserver I'ensemble des
propriétés biologiques tout en améliorant la sit#bihétabolique pour un composé. L'évaluation des
propriétés biologigues des analogues du compdSést en cours.

En parallele de cette étude ADME, une évaluatiompbfil agoniste ou antagoniste a été réalisée
sur un représentant de chaque famiBg,:79 et 115 Les résultats ont montré que les comp@8ist
79 ne présentaient pas un profil agoniste aux conationis testées. Toutefois, des études
complémentaires sont nécessaires afin de confiomneron leur profil antagoniste. Finalement, seul le
composéll5présente bien un profil agonistg a faible dose. En effet, il est capable de remrdes
déficits d’apprentissage et de mémoire induit paditocilpine dans des tests comportementaux a des
doses de 0,5 mg/kg et 1 mg/kg. Ces effets sonuBlgar un antagoniste de référence (NE-100).

Les premieres évaluations pharmacologiques étantueageantes, le potentiel thérapeutique des
nouveaux ligandss; a été évalué sur une seconde pathologie d’intdeétsclérose en plaques.
L’ensemble des résultats ADME et agoniste/antag@ngs orienté la sélection du composeé testé. Le
dérivé chlorobenzamidil5, seul composé présentant un profil agoniste pesmuelques composeés
évalués, a donc été évalué dans un modéle EAErésedtats ont montré qu’une seule injection du
compose a 0,5 mg/kg permettait d’'inhiber le dévedwpent de 'EAE chez la souris. La diminution de
la sévérité a été observée non seulement lors geelmiére poussée mais également lors de la

deuxieme pousseée.

En conclusion, ce projet a permis de mettre edeéwie deux familles nouvelles de ligands
possédant un intérét dans le traitement des malagierodégénératives dont notamment la MA et la
SEP. Les résultats prometteurs obtenus incitenbrdimtier les investigations sur ces nouveaux
dérivés. Des analyses complémentaires sont en efiarsle déterminer et préciser I'ensemble des
constantes d'affinité; eto..

D’autre part, la détermination du profil agoniatgagoniste n’est actuellement possible que par des

testsin vivo. Un testin vitro va donc étre mis au point dans les prochains rfrisde faciliter la
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détermination du profil d’activité des moléculenthétisées. Ce test sera basé sur la dissociation d
complexe Bips; provoquée par I'action d’un ligand agoniste.

La famille des dérivés tricycliques ayant montré intérét dans le traitement de la MA, une
fonctionnalisation des hétérocycles ainsi qu'unengxification de la famille sont donc envisagées.
Les propriétés biologiques et thérapeutiques sed@ierminées pour les composés les plus
prometteurs.

Les résultats obtenus avec le dérivé du benzarbide incitent également a continuer les
recherches sur cette famille des dérivés monoayetiqque ce soit d’'un point de vue chimique que
biologique. Ainsi, de nouvelles pharmacomodulationsété envisagées afin d’exemplifier la famille.
De nouveaux composes sont en cours de synthéselevegodifications sur la nature des substituants
et leur position sur le noyau benzamide ainsi queature de la chaine latérale. Le comdddgayant
montré des effets intéressants sur la sévéritéedd=l chez la souris apres une seule injection, une
étude curative est actuellement en cours sur le and@mdele. Les propriétés en tant que potentiel
médicament pour la sclérose en plaques seront @@tsiminées. Des études complémentaires seront
également réalisées par la suite telles que ddgsasahistologiques et une étude de démyélinisation
dans un modéle murin de démyélinisation toxiquegauprizone.

Ces deux familles de nouveaux ligandsfont I'objet d’'un projet de valorisation par la A

Nord de France qui devrait aboutir au dép6t d'uplogieurs brevets.
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Abbreviations

CDCl4 Deuterated chloroform

CD;0D Deuterated methanol

br Broad

CycloHex  Cyclohexane

d Doublet

dd Doublet of doublet

DCM Dichloromethane

DIEA N,N-Diisopropylethylamine

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMF Dimethylformamide

DMSO Dimethylsulfoxide

DMSO-ds  Deuterated dimethylsulfoxide

eq Equivalent

ESI Electrospray mass analysis

EtOAc Ethyle acetate

HBtu O-benzotriazoldN,N,N',N-tetramethyl-uronium-hexafluoro-phosphate
HOBt N-hydroxybenzotriazole

HPLC High Performance Liquid Chromatography
HRMS High Resolution Mass Spectrometry
LCMS Liguid Chromatography Mass Spectrometry
m Multiplet

MeOH(NH 3) Methanol saturated with Nfgas)

NMR Nuclear Magnetic Resonance

MTT 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétraiaoh
p Pentet

PE Petroleum Ether

Pupic Purity determined by HPLC

ppm Parts per million

o} Quartet

Rf Retention factor

S Singlet

t Triplet

TLC Thin Layer Chromatography

tr HPLC retention time
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|.  Chemical synthesis

1. Material and instrumentation

Chemicals and solvents were obtained from commkersources, and used without further
purification unless otherwise noted. Reactions weoaitored by TLC performed on Macherey-Nagel
Alugram® Sil 60/U\s, sheets (thickness 0.2mm).

Purification of products was carried out by eithmslumn chromatography or thick layer
chromatography. Column chromatography was carrigdoa using Macherey-Nagel silica gel (230-
400 mesh). Thick layer chromatography was performedjlass plates coated with Macherey-Nagel
Sil/UV 54 (thickness 2 mm), from which the pure compoundsewextracted with the following
solvent system: DCM/MeOH(N§) 9:1.

NMR spectra were recorded on a Bruker DRX 300tspewter (operating at 300 MHz f&d and
75 MHz for*3C). Chemical shifts are expressed in ppm relativeither tetramethylsilane (TMS) or to
residual proton signal in deuterated solvents. Gbtanshifts are reported as positiod i ppm),
multiplicity (s = singlet, d = doublet, t = tripleq) = quartet, p = pentet, dd = doublet of douliet:
broad and m = multiplet), coupling constaidt i Hz), relative integral and assignment. The
attributions of protons and carbons were achiewedralysis of 1D and 2D experimentsi(*°C,
COSY, HSQC and HMBC).

Mass spectra were recorded on a Varian triple mpade 1200W mass spectrometer equipped
with a non-polar C18 TSK-gel Super ODS (4.6 x 50)repiumn, using electrospray ionization and a
UV detector (diode array).

The purity of final compounds was verified by tiypes of high pressure liquid chromatography
(HPLC) columns: C18 Interchrom UPTISPHERE and Cterbthrom UPTISPHERE. Analytical
HPLC was performed on a Shimadzu LC-2010AHT systgipped with a UV detector set at 254
nm and 215 nm. Compounds were dissolved in 50 pthanel and 950 pL buffer A, and injected into
the system. The following eluent systems were ubedfer A (HLO/TFA, 100:0.1) and buffer B
(CHsCN/H,O/TFA, 80:20:0.1). HPLC retention times (HPLg tvere obtained at a flow rate of 0.2
mL/min for 35 min using the following conditions:gaadient run from 100% of buffer A overl min,
then to 100% of buffer B over the next 30 min.

The melting point analyses were performed on Beats Electrothermal Melting Point Series

I1A9200 and are uncorrected.

2. General procedure
Many reactions were performed using similar proces. These procedures are described as

general procedures in this part.
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2.1 Procedure A

One equivalent of appropriate heterocyclic densatvas dissolved in appropriate solvent (DMF,
acetonitrile). Three equivalents of potassium caat® and 1.2 equivalents of appropriate 3-
chloropropan-1-amine hydrochloride derivative wadeled. The resulting mixture was heated at 70°C
until the disappearance of starting material. T¢action was monitored by TLC. After 24 to 96 hours,
the solvent was removed under reduced pressur@ &¥mL amount of water added to the residue.
The crude product was extracted with dichloromethdime combined organic fractions were washed
with water and dried over magnesium sulphate. Ratibn by thick layer chromatography or column

chromatography was performed.

2.2 Procedure B

One equivalent of appropriate heterocyclic deisatand 1.2 equivalents of appropriate 3-
chloropropan-1-amine hydrochloride derivative wedissolved in a mixture of water:acetonitrile (2:1,
viv). Three equivalents of sodium hydroxide werdextl The resulting mixture was heated at 50°C
until the disappearance of starting material. Tdaetion was monitored by TLC. After 24 to 48 hours,
the product was extracted with ethyl acetate. Tdmhined organic fractions were washed with water
and dried over magnesium sulphate. Purification thick layer chromatography or column

chromatography was performed.

2.3 Procedure C

One equivalent of appropriate heterocyclic deiweatwas dissolved in acetonitrile. Three
equivalents of potassium carbonate, 5 equivaldntsadium iodide and 1.2 equivalents of appropriate
3-chloropropan-1-amine hydrochloride derivative evadded. The resulting mixture was heated at
70°C until the disappearance of starting matefiaé reaction was monitored by TLC. After 24 to 48
hours, the solvent was removed under reduced peessud a 20 mL amount of water added to the
residue. The crude product was extracted with droimhethane. The combined organic fractions were
washed with water and dried over magnesium sulpRatefication by thick layer chromatography or

column chromatography was performed.

2.4 Procedure D

Reaction was carried out under nitrogen atmosph@&me equivalent of benzoic acid, 1.2
equivalents of HOBt and 1.2 equivalents of HBtueavstirred at room temperature for 10 minutes in
dichloromethane. A solution of one equivalent &-benzylN-methylpropan-1,3-diamine
dihydrochloride and 15 equivalents of DIEA in dimtdmethane was added to the reacting mixture.

After stirring at room temperature for 24 hoursg #olvent was removed under reduced pressure and
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dichloromethane was added to the residue. Thei@olutas washed with a solution of NaHEB%)
then saturated NaCl solution. The organic layer evésd over magnesium sulfate. The crude product

was purified by thick layer chromatography or cotuatmromatography.

2.5 Procedure E

Reaction was carried out under nitrogen atmospl@ne equivalent of 4-chlorobenzoylchloride
was added to a solution of amine (1 eq), triethyt@n{2.5 eq) and DMSO (cat) in anhydrous DMF.
The resulting mixture was stirred at room tempesatar 12 hours. Then the solution was diluted with
DCM and washed successively with HCI (2M) solutiovaHCQ saturated solution and NaCl
solution. The organic layer was dried over magmassulfate and evaporated. The crude product was

purified by column chromatography.

2.6 Procedure F

The reaction was carried out under a nitrogen spimere. One equivalent of appropriate
heterocyclic derivative was dissolved in anhydr@MF. Four equivalents of sodium hydride were
added carefully and the resulting mixture was etirat room temperature for 30 minutes. Then 1.2
equivalents of appropriate 3-chloropropan-1-amiydrdchloride derivative were added. The reacting
mixture was stirred at room temperature until tlegpearance of starting material. The reaction was
monitored by TLC. The reaction was quenched withmOof water and the crude product extracted
with ethyl acetate. The combined organic fractimese washed with water and dried over magnesium

sulfate. Purification by column chromatographyhick layer chromatography was performed.

3. Synthesis of bicyclic derivatives

3.1 Heterocycles

3.1.1 4-bromo-2-nitrophenol (14

A suspended solution of Macherey-Nagel silica i@ 1L of nitric acid
3 (69%) was stirred at room temperature for 2 holie mixture was then

BfGOH filtered and dried on a Buchner funnel. The soligsvieft to air dry in a
5 6 14 | crystallizing dish for 3 days. The loading levelsadetermined by titration

with sodium hydroxide solution (0.1 M) to be 4.3%noi.g" nitric acid.

CeH4BrNO; C L .
M = 218.07g.mo"™ This nitric acid impregnated silica gel (34.68 mpb5 g) was suspended

in 50 mL of dichloromethane and cooled to 0°C. Buspension was
treated with 4-bromophenol (17.3 mmol, 3g) in sal@ortions. After 20 minutes, the mixture was

filtered, and the silica gel cake was washed withldromethane. The solvent was removed under
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reduced pressure. Purification by filtration oricsilgel (DCM:petroleum ether, 8:2, viv, + 0.1 %
MeOH(NH;)) was performed.

Aspect:Yellow solid. Yield: 3.5 g (91%)

TLC (DCM:PE, 8:2, v/v):Rf = 0.8

Melting point: 88°C

LCMS (ESI"): Calc. for [M-H]: 215.9; 217.9; Found: 216.0; 218.0

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 10.50 (s, br, 1H, OH); 8.28 (tlls.5 = 2 Hz, 1H, H); 7.69 (dd,
3)5.6= 9 Hz,"J55= 2 Hz, 1H, H); 7.11 (d.3Jss = 9 Hz, 1H, H).

3.1.2 2-amino-4-bromophenol (15

A mixture of stannous chloride dihydrate (36.7 mmdlg) and
3 S concentrated hydrochloric acid (30 mL) in metha(@®00 mL) was
BrGOH cooled to 0°C. A 2 g (9.17 mmol) amount of 4-bro&zaitrophenoll4
5 6 15 was added in one portion. After the complete adijtthe cooling bath
was removed and the reaction was allowed to stio@tn temperature
M =Clﬁi|3_|86%r2Ng(]).mo’r overnight. The resulting mixture was diluted witiy¢ acetate and the

pH adjusted at 7 with saturated sodium bicarborabation. The white
precipitate was filtered and washed with ethyl aiget The organic layer was collected and the
aqueous layer extracted with ethyl acetate. The bowed organic fractions were dried over
magnesium sulphate and concentrated to give theedgsroduct of sufficient purity for use without

purification in the next step.

Aspect:Brown solid.Yield: 1.3 g (76%)

TLC (DCM:MeOH(NH5), 85:15, v/iv):Rf = 0.7

Melting point: 130°C

LCMS (ESI"): Calc. for [M-H]: 185.9; 187.9; Found: 186.0; 188.0

'H NMR (300MHz, DMSO-@), 6(ppm): 9.24 (br s, 1H, OH); 6.70 (&Js.5 = 2 Hz, 1H, H); 6.55 (d,
3365 = 9 Hz, 1H, H); 6.48 (dd3Js.c = 9 Hz,*Js.5 = 2 Hz, 1H, H); 4.77 (br s, 2H, Nb).
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3.1.3 6-bromobenzoxazin-3-one (16)

The reaction was performed under nitrogen atmogpher500 mg (2.65

O/YO mmol) amount of 2-amino-4-bromophent® was dissolved in 10 mL of
8 NH DMSO. After successive addition of potassuim ettlexf2.65 mmol, 223
7 5 mg) and ethylbromoacetate (2.65 mmol, 295 pL) réselting mixture was
B 16 stirred at room temperature for 16 hours. The swlutvas poured into an
ice-water mixture. The product precipitated outtle¢ solution and was

CsHeBrNO,

isolated by filtration. The desired product waslexied as beige solid of

M = 228.04 g.mot

sufficient purity for use without purification imé next step.

Aspect:beige solidYield: 177 mg (30%)

TLC (DCM:MeOH(NHy), 9:1, v/v):Rf = 0.5

Melting Point: 219°C

LCMS (ESI"): Calc. for [M-H]: 225.9; 227.9; Found: 226.0; 228.0

'H NMR (300MHz, DMSO-§), (ppm): 10.79 (br s, 1H, NH); 7.07 (ddll;.s = 9 Hz,*J;.= 2 Hz, 1H,
H,); 7.01 (d,Js.7= 2 Hz, 1H, H); 6.90 (d*Js.7= 9 Hz, 1H, H); 4.58 (s, 2H, H).

*C NMR (75MHz, DMSO-g), d(ppm): 164.6 (CO); 142.6 (&); 129.0 (G.); 125.3 (G.); 118.0
(Car); 113.2 (Gro); 66.6 (G).

3.1.4 Benzoxazolin-2-one (18)°

Oxydative carbonylation reaction was performed #0anL stainless steel

autoclave with magnetic stirring. The autoclave wadmarged in the

4y

5 N
C[ >=o presence of air with Pg{0.004 mmol, 1.65 mg) and a solution of 2-amino-
6 7 © 18 4-bromophenoll5 (9.17 mmol, 1g) in 5 mL of DME. The autoclave was

pressurized at room temperature with stirring v@t@ (20 bar), and air (4
C7H5N02

M = 135.12 g.mot bar) and then heated at 100°C overnight. Afteringplthe autoclave was

slowly degassed and the solvent removed under eeldymressure.
Compoundsl8 and19 was separated by flash chromatography (petrolgher:eethyl acetate, 7:3 to
1:1 (viv)).

Aspect:Orange solidYield: 520 mg (42%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 7:3, viv)Rf = 0.4

Melting point: 138°C

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 136.0; Found: 136.0.

'H NMR (300MHz, CHOD), é(ppm): 7.20-7.03 (m, 4H, K); 5.11 (br s, 1H, NH).
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3.1.5 2-aminophenoxazin-3-one (18f

This compound was obtained as secondary produprenfious

8 N NH, reaction.
©i :CE Aspect:Brown solid.Yield: 447 mg (23%)
7 o o

TLC (CycloHex:EtOAc, 7:3, viv)Rf = 0.3
Melting point: 255°C
CraHsN20; LCMS (ESI™*): Calc. for [M+H]: 213.0; Found: 213.0
M = 212.20 g.mot : - S g
'H NMR (300MHz, DMSO-g), 6(ppm): 7.74-7.70 (m, 1H, K);
7.56-7.38 (M, 3H, K); 6.85 (br s, 2H, Nb); 6.36 (s, 1H, H); 6.35 (s, 1H, H).

3.1.6 5-bromobenzoxazolin-2-one (20)

A 150 mg (0.80 mmol) amount of 2-amino-4-bromophehb was
4
Br § dissolved in 5 mL of dimethylformamide. After addit of triphosgene
ECEO/EO (0.96 mmol, 284 mg) and potassium carbonate (11801221 mg), the
7 2C

resulting mixture was heated at 70°C for 12 hotifeen, the solvent

was removed under reduced pressure and 15 mL ef wets added to
C7H4BrN02 P

M = 214.02 g.mot the residue. The product was extracted with 3 xnBOof ethyl acetate.

The combined organic fractions were dried over dnbiys sodium
sulphate. After evaporation, purification by coluiiromatography (cyclohexane: ethyl acetate, 1:1
(v/v) + 0.1 % MeOH(NH)) was performed.

Aspect:Orange solidYield: 134 mg (80%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 1:1, viv)Rf = 0.4

Melting point: 146°C

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 213.95; 215.95; Found: 214.85; B%

'H NMR (300MHz, DMSO-g), (ppm): 8.29 (br s, 1H, NH): 7.50 ()46 = 2 Hz, 1H, H); 7.22 (dd,
%Js.7= 9 Hz,J64= 2 Hz, 1H, H); 6.89 (d,*J;.c = 9 Hz, 1H, H).
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3.1.7 Tert-butyl-2-oxo-2,3dihydrobenzimidazole-1-carboaig (235>
The reaction was performed under nitrogen atmosphfrl.00 g (7.5

J\ O mmol) amount of benzimidazolone was dissolved inmd0 of DMF.
aN Nl/[(o/% After addition of sodium hydride (8.2 mmol, 328 mdfe resulting
.

mixture was stirred at room temperature for onerhdbten, a 1.64 g

4
E 6 »3 (7.5 mmol) amount of diert-butyl dicarbonate was added to the
reacting mixture. The reacting mixture was stiratdoom temperature
C1oH14N2O5 for 24 hours. The solvent was removed under redpcesisure and the

M = 234.26 g.mot

residue was hydrolysed with 30 mL of saturatedtsmiuof NH,CI. The

product was extracted with 3 x 30 mL ethyl acetdtee combined organic fractions were washed with
water and dried over magnesium sulfate. The solwest evaporated under reduced pressure and the
crude product was collected as brown oil. Purifarat by column chromatography (DCM:
MeOH(NH;s), 97:3, v/iv) was performed.

Aspect:Pale yellow solidYield: 1.48 g (84%)

TLC (PE:EtOAc, 1:1, viv)Rf = 0.7

Melting point: > 250°C

LCMS (ESI7): Calc. for [M+H]: 235.1; Found: 235.0; 178.0 [MertBut+ H]

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 9.94 (br s, 1H, NH); 7.78-7.09 (m, 4Hq&t 1.72 (s, 9H,
C(CHg)a).

C NMR (75MHz, CDCJ), d(ppm): 153.2 (CO); 148.6 (CO); 127.7 4); 126.9 (Gio); 124.2 (Go);
122.2 (Gro); 114.6 (Gro); 109.9 (Gro); 85.1 (GCHs)3); 28.1 (C(CH3)3).

3.1.8 Tert-butyl-3-methyl-2-oxo-benzimidazole-1doaxylate (24)

The reaction was performed under nitrogen atmogph#r200 mg

o}
R ak /z (0.86 mmol) amount of tert-butyl 2-oxo-benzimidazole-1-
~
3N N1 O/% carboxylate23 and 103 mg (4.3 mmol) of sodium hydride were
4< > 7

5 0 24

dissolved in 15 mL of THF. The solution was cooled’C with an
ice bath. A 266.L (4.3 mmol) of iodomethane was added and the
resulting mixture was stirred at room temperatore2é hours. Then
C1H1N;0, . the reaction was quenched with 20ml of water arel phoduct
M = 248.28 g.mot _ _ _ _
extracted with 3 x 20 mL of DCM. The combined origafnactions

were washed with water and dried over magnesiufatsulThe solvent was evaporated under reduced

pressure and the crude product was collected asnbod. Purification by column chromatography
(DCM:MeOH(NH), 97:3, viv) was performed.

Aspect:Pale green solidrield: 102 mg (48%)
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TLC (DCM:MeOH(NH3), 9:1, viv):Rf = 0.8

Melting point: > 250°C

LCMS (ESI"): Calc. for [M+H]: 249.1; Found: 249.0; 193.0 [MertBut+ H]

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.86-6.92 (m, 4H, Kb); 3.38 (s, 3H, B; 1.68 (s, 9H, C(Ch)»).
%C NMR (75MHz, CDC}J), 6(ppm): 151.3 (CO); 148.9 (CO); 130.1 4); 126.2 (G,); 123.9 (Gro);
122.2 (Gro); 114.4 (Gro); 107.4 (Gro); 84.6 (GCHa)3); 28.1 (C(GH3)3); 27.0 (G).

3.1.9 3-methylbenzimidazol-2-one hydrochloride (25)
A 286 mg (1.15 mmol) amount of tert-butyl 3-metlybxo-

o)
HCI aj\ benzimidazole-1-carboxylatd4 was dissolved in a mixture of 1,4-
a~
3 NT dioxane:HCl.s (3M, 11.5 mL). The resulting mixture was stirred at
4<i> . room temperature for 48 hours. Then the solventevaporated under
e reduced pressure and the product was collectedlagyllow oil.
25
CsHgNO.HCI Aspect:Pale yellow oil.Yield: 212 mg (quant)
M = 184.62 g.mot
TLC (DCM:MeOH(NH?5), 97:3, v/v):Rf = 0.2

LCMS (ESI"): Calc. for [M+H] free base: 149.0; Found: 149.0

'H NMR (300MHz, MeOD) #(ppm): 7.19-7.02 (m, 4H, K); 3.37 (s, 3H, B.

*C NMR (75MHz, MeOD) (ppm): 151.5 (CO); 130.8 (&); 128.0 (Gy); 121.4 (Gro); 121.1 (Gro);
108.9 (Gro); 107.6 (Go); 25.6 (G).

3.2 Benzylmethylamine derivatives
3.2.1 N-benzyl-3-chloro-N-methylpropan-1-amine {28

A 2.00 g (16.9 mmol) amount di-methylbenzylamine was

NN dissolved in 50 mL DMF. After addition of potassiwarbonate
b /\Q (4.56 g, 33 mmol), the resulting mixture was heaaed’0°C.
28

After 30 minutes, the solution was allowed to ctool room

C1H16CIN temperature. A 4.9 mL (49.5 mmol) amount of 1-brero
M = 197.71 g.mot

chloropropane was added and the reacting mixtusestiaed at

room temperature for 24 hours. Then the excessgiara carbonate was filtered off and the solvent
removed under reduced pressure. Purification bynaolchromatography (DCM) was performed and

enabled collection of the product as a colourléiss o

Aspect:Colourless oilYield: 3.17g (95%)
TLC (DCM:MeOH(NHy), 99:1, viv):Rf = 0.4

29R. J. Altenbaclet al, J. Med. Chem201Q 53, 7869-7873
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LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 198.09; 200.09; Found: 198.01; 198®
'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.40 -7.22 (m, 5H, Kb); 3.65 (t,°J = 7Hz, 2H, H); 3.52 (s, 2H,
He); 2.55 (1,°J = 7Hz, 2H, H); 2.21 (s, 3H, i); 1.98 (p,2J = 7 Hz, 2H, H)).

3.2.2  3-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]benzoxiine2-one (29)
Procedure A (DMF):

o a c e A 200 mg (1.48 mmol) amount of benzoxazolinone, #id
)LN/\/\N (2.77 mmol) of N-benzyl-3-chloroN-methylpropan-1-amine
o b | . y ylprop
d hydrochloride 28, 613 mg (4.44 mmol) of potassium
carbonate and 15 mL of DMF were used. After 24 air

reaction, purification by column  chromatography
(cyclohexane: ethyl acetate, 3:2 (v/v) + 0.1 % M&OHs))

was performed.

ClBHZONZOZ
M = 296.36 g.mot

Aspect:yellowish oil.Yield: 346 mg (79%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 1:1, viv)Rf = 0.4

LCMS (ESI7): Calc. for [M+H]: 297.1; Found: 297.0

HPLC (C4, 35 min):tg = 9.6 min; Rp.c > 99%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 17.1 min; Bp.c > 99%

'H NMR (300MHz, CDCY}), d(ppm): 7.40-7.25 (m, 5H, K); 7.23-6.98 (m, 4H, K); 3.93 (1) =7
Hz, 2H, H); 3.51 (s, 2H, B); 2.50 (t,3) = 7 Hz, 2H, H); 2.22 (s, 3H, k; 2.00 (p;*J = 7 Hz, 2H, H).
*C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 154.6 (CO); 142.7 (&); 138.9 (G.); 131.4 (G.); 129.0 (2
Carg); 128.3 (2 Go); 127.1 (Gro); 123.8 (Gro); 122.2 (Gro); 110.0 (Gro); 108.4 (Gro); 62.3 (Q); 54.2
(Co); 42.1 (Q); 40.3 (Q); 25.6 (G).

3.2.3  3-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-5-bromebzoxazolin-2-one (30)
Procedure A (DMF):

o
a Cc e _ .

)kN/\/\N A 150 mg (0.70 mmol) amount of 5-bromobenzoxazaiao
o b 20, 200 mg (0.84 mmol) of N-benzyl-3-chloroN-

d

7 4 methylpropan-1-amine hydrochlorid28, 290 mg (2.10
6 B 30 mmol) of potassium carbonate and 15 mL of DMF wesed.
After 48 hours of reaction, purification by thiclayer

Ci1gH19BrN,O, chromatography (cyclohexane: ethyl acetate, 1:) (¥/0.1

M = 37526 g.mol™

% MeOH(NH)) was performed.

Aspect:Brown oil. Yield: 150 mg (57%)
TLC (CycloHex:EtOAc, 1:1, viv)Rf = 0.4
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LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 375.1; 377.1; Found: 375.2; 377.2.

HPLC (C,, 35 min):tg = 13.9 min; Rp.c = 96%

HPLC (Cys, 35 min):tg = 17.5 min; Rp.c = 98%

'H NMR (300MHz, CDC}), 8(ppm): 7.35-7.19 (m, 6H, Ky and H); 7.16 (ddJs.; = 9 Hz,"Js.4 = 2
Hz, 1H, H); 6.76 (d,2J;.6 = 9 Hz, 1H, H); 4.08 (t,*J = 7 Hz, 2H, H); 3.55 (s, 2H, i); 2.57 (t3)=7
Hz, 2H, H); 2.29 (s, 3H, i; 1.96 (p,2J = 7 Hz, 2H, H).

%C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 153.9 (CO); 146.3 (&); 138.9 (G.o); 131.7 (Gy); 129.2 (2
Ca); 128.2 (2 Go); 127.4 (Go); 126.7 (Gro); 114.2 (Gro); 113.6 (Gr); 112.2 (Go); 62.4 (G); 53.6
(Co); 42.4 (Q); 42.0 (Q); 26.8 (G).

3.2.4  3-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-6-bromebzoxazolin-2-one (31)
Procedure A (DMF):

0
O)kN/a\/C\N/e\Q A 300 mg (1.40 mmol) amount of 6-bromobenzoxazaimmo
b
4 d

401 mg (1.68 mmol) oN-benzyl-3-chloroN-methylpropan-
7 1-amine hydrochlorid@8, 580 mg (4.20 mmol) of potassium

5 carbonate and 30 mL of DMF were used. After 24 bamfr
Br 31

reaction, purification by column  chromatography

Ci18H19BrN,O; (cyclohexane: ethyl acetate, 1:1 (v/v) + 0.1 % M¢OHy))
M = 37526 g.mol™

was performed.

Aspect:Yellow oil. Yield: 500 mg (95%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 1:1, viv)Rf = 0.5

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 375.1; 377.1; Found: 375.1; 377.0

HPLC (C,4, 35 min):tg = 20.5 min; Bp.c = 96%

HPLC (Cyig, 35 min):tg = 20.2 min; Bp.c = 96%

'H NMR (300MHz, CDC}), d(ppm): 7.37-7.17 (m, 7H, K H; and H,y); 6.88 (d,%J,5 = 8 Hz, 1H,
H.); 3.89 (1,3 = 7 Hz, 2H, H); 3.48 (s, 2H, B); 2.45 (1,3 = 7 Hz, 2H, H); 2.19 (s, 3H, i; 1.96 (p,
3) =7 Hz, 2H, H).

3C NMR (75MHz, CDC}), (ppm): 154.0 (CO); 143.1 (&); 138.9 (Gr); 130.6 (G.); 128.9 (Go);
128.4 (2 Gy); 127.1 (2 Go); 126.7 (Gro); 114.4 (Gyo); 113.5 (Gro); 109.4 (Go); 62.4 (Q); 54.1 (Q);
42.1 (GQ); 40.5 (Q); 25.6 (G).
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3.2.5 3-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-5-chldbenzoxazolin-2-one (32)
Procedure A (DMF):

0
)\\N/a\/C\N/e\O A 300 mg (1.8 mmol) amount of chloroxazone, 490 ([@gd.0
o)

mmol) of N-benzyl-3-chloroN-methylpropan-1-amine
7 hydrochloride28, 730 mg (5.31 mmol) of potassium carbonate
and 30 mL of DMF were used. After 72 hours of resmxt

purification by column chromatography (petroleurnest ethyl
C1gH1oCIN,O
M :1536982 5%0-1 acetate, 7:3 (v/v) + 0.1 % MeOH(NH was performed.

Aspect:Colourless oilYield: 130 mg (23%)

TLC (PE:EtOAc, 7:3, viV)Rf = 0.3

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 331.12; 333.12; Found: 330.94: 331

HRMS (CigH14CIN,O,): Calc. for [M+H]: 331.1208; 333.1153. Found: 331.6193.1165

HPLC (C4, 35 min):tg = 21.0 min; Re.c > 99%

HPLC (Cys, 35 min):tg = 19.5 min; Rp.c > 99%

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.37-7.20 (m, 5H, kb); 7.17-6.98 (m, 3H, K); 3.88 (1) =7
Hz, 2H, H); 3.50 (s, 2H, B); 2.47 (t2J = 7 Hz, 2H, H); 2.20 (s, 3H, b); 1.97 (p.2J = 7 Hz, 2H, H).
*C NMR (75MHz, CDC}), 6(ppm): 154.4 (CO); 141.1 (&); 138.7 (Gio); 132.4 (Gro); 129.3 (Gro);
129.0 (2 Go); 128.3 (2 Go); 127.1 (Go); 122.1 (Gro); 110.8 (Gro); 109.0 (Gro); 62.4 (Q); 54.0 (Q);
42.0 (G); 40.5 (Q); 25.5 (G).

3.2.6  3-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]benzothizin-2-one (33)
Procedure A (DMF) :

Sk a c e A 200 mg (1.32 mmol) amount of benzothiazolinor@) #ng
NN .

S b | (2.60 mmol) of N-benzyl-3-chloroN-methylpropan-1-amine
d hydrochloride 28, 550 mg (3.98 mmol) of potassium
33 | carbonate and 15 mL of DMF were used. After 48 bair

reaction, purification by column  chromatography

M = 312.43 g.mc} (cyclohexane: ethyl acetate, 3:2 (v/v) + 0.1 % M&¢®Hs))

was performed.

Aspect:yellowish oil.Yield: 223 mg (54%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 1:1, viv)Rf = 0.7

LCMS (ESI"): Calc. for [M+H]: 313.1; Found: 313.0

HPLC (C,, 35 min):tg = 10.3 min; Bp.c = 98%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 18.3 min; Bpic > 99%

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.46-7.10 (m, 9H, kb); 4.03 (1,3 = 7 Hz, 2H, H); 3.51 (s, 2H,
He); 2.49 (t3) =7 Hz, 2H, H); 2.32 (s, 3H, i); 1.95 (p.*J = 7 Hz, 2H, H).
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*C NMR (75MHz, CDCY), é(ppm): 169.9 (CO); 139.0 (&); 137.3 (Gr); 128.9 (2 G.; 128.3 (2
Carg); 127.1 (Gro); 126.3 (Grg); 123.0 (Gro); 122.8 (Gro); 122.6 (Gro); 110.7 (Gr); 62.4 (G); 54.4
(Co); 42.1 (Q); 41.0 (Q); 25.6 (G).

3.2.7  3-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-5-bromebzothiazolin-2-one (34)

Procedure A (DMF):
3\\ a c e A 300 mg (1.30 mmol) amount of 5-bromobenzothiaxmiie,
AN
s N b T/\O 375 mg (1.56 mmol) oN-benzyl-3-chloroN-methylpropan-1-
4 d amine hydrochloride28, 540 mg (3.90 mmol) of potassium

carbonate and 30 mL of DMF were used. After 48 banfr
reaction, purification by column chromatographytfpkeum

CigH10BrNOS ether: ethyl acetate, 8:2 (v/v) + 0.1 % MeOH@)Hwas
M = 39133 g.mo*

performed.

Aspect:Yellowish oil. Yield: 450 mg (88%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 1:1, viv)Rf = 0.6

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 391.0; 393.0; Found: 391.1; 393.1

HPLC (C4, 35 min):tg = 17.6 min; Bp.c = 98%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 20.7 min; Bp.c = 98%

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.41-7.20 (m, 8H, kk); 4.00 () = 7 Hz, 2H, H); 3.53 (s, 2H,
He); 2.48 (1,3 =7 Hz, 2H, H); 2.22 (s, 3H, i); 1.94 (p,2J = 7 Hz, 2H, H)).

¥C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 169.5 (CO); 138.8 (&); 138.5 (G.); 129.0 (2 Go); 128.3 (2
Carg); 127.1 (Gro); 125.9 (Gro); 123.7 (Gro); 121.6 (Gro); 119.8 (Gro); 113.9 (Gro); 62.3 (Q); 54.1
(Co); 42.1 (Q); 41.2 (Q); 25.5 (G).

3.2.8  3-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-6-bromebzothiazolin-2-one (35)
Procedure A (DMF):

0
a Cc e
S)kN/\/\N/\O A 300 mg (130 mmol) amount of 6-
°
4 d

bromobenzothiazolinone, 375 mg (1.56 mmolNsbenzyl-
7 3-chloroN-methylpropan-1-amine hydrochlori@8, 540 mg
5 (3.90 mmol) of potassium carbonate and 30 mL of DMF

Br
35 were used. After 48 hours of reaction, purificatigncolumn

CiH1BrN,OS chromatography (petroleum ether: ethyl acetate,(&\9 +
— -1
M = 39133 g.mo 0.1 % MeOH(NH)) was performed.

Aspect:Yellow oil. Yield: 440 mg (86%)
TLC (CycloHex:EtOAc, 1:1, viv)Rf = 0.7
LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 391.0; 393.0. Found: 391.2; 393.2
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HPLC (C4, 35 min):tg = 21.6 min; Bp.c = 97%

HPLC (Cys, 35 min):tg = 21. 0min; Rp.c = 97%

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.54 (d,"J = 2Hz, 1H, H); 7.39 (dd,*J = 8 Hz,"J = 2Hz, 1H,
Hs); 7.37-7.24 (m, 5H, K4); 7.00 (d,%J = 8 Hz, 1H, H); 4.00 (t,*J = 7 Hz, 2H, H); 3.50 (s, 2H, B;

2.47 (t,°3 =7 Hz, 2H, H); 2.21 (s, 3H, ); 1.94 (p,°J = 7 Hz, 2H, H).

%C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 169.1 (CO); 139.0 (&); 136.3 (Gio); 129.3 (G.); 128.9 (2
Card); 128.3 (2 Go); 127.0 (Gro); 125.1 (G); 124.6 (Gro); 115.3 (Gr); 111.9 (GQ); 62.4 (C); 54.3 (C);

42.1 (Q); 41.1 (Q); 25.5 (G).

3.2.9 3-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-5-chldbenzothiazolin-2-one (36)
Procedure A (DMF):

0

)kN/a\/C\N N A 300 mg (1.60 mmol) amount of 5-chlorobenzothiammie,

S, b | 460 mg (1.94 mmol) oN-benzyl-3-chloroN-methylpropan-
4 d 1-amine hydrochlorid@8, 670 mg (4.80 mmol) of potassium

carbonate and 30 mL of DMF were used. After 48 air
reaction, purification by thick layer chromatogrgph

C1H1sCIN,OS (cyclohexane: ethyl acetate, 1:1 (v/v) + 0.1 % MéRH;))
M = 346.87 g.mot

was performed.

Aspect:Yellow oil. Yield: 510 mg (91%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 1:1, viv)Rf = 0.6

LCMS (ESI7): Calc. for [M+H]: 347.1; 349.1; Found: 347.2; 349.2

HPLC (C4, 35 min):tg = 21.0 min; Bp.c = 96%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 20.7 min; Bp.c = 97%

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.38-7.22 (m, 6H, Hand H,); 7.19 (d,"J,s = 2 Hz, 1H, H);
7.12 (dd,*Js.; = 8 Hz,"Js., = 2 Hz, 1H, H); 3.99 (1) = 7 Hz, 2H, H); 3.52 (s, 2H, i); 2.48 (1) =7
Hz, 2H, H); 2.22 (s, 3H, i; 1.93 (p.2J = 7 Hz, 2H, H).

%C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 169.8 (CO); 138.7 (&); 138.3 (Gi);132.4 (Go); 129.0 (2 G);
128.3 (2 Go); 127.1 (Go); 123.4 (Go); 123.1 (Gro); 121.0 (Goo); 111.2 (Gro); 62.2 (G); 54.1 (Q);
42.1 (Q); 41.2 (Q); 25.5 (G).
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3.2.10 4-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-6-brofnenzoxazin-3-one (37)
Procedure A (DMF):

0

ZH‘\N/a\/C\N N A 50 mg (0.22 mmol) amount of 6-bromobenzoxazinA&-o

0 b | 16, 62 mg (0.26 mmol) of N-benzyl-3-chloroN-
5 d

methylpropan-1-amine hydrochlorid28, 121 mg (0.88

8 Br mmol) of potassium carbonate and 6 mL of DMF wesedu

After 72 hours of reaction, purification by thiclayer

Ci1oH21BrN,O; chromatography (cyclohexane:ethyl acetate, 1:1)(wv
M = 389.29 g.mot 0.1% MeOH(NH)) was performed.

Aspect:colourless oilYield: 65 mg (62%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 1:1, viv)Rf = 0.5

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 389.0; 391.0; Found: 388.8; 390.8

HPLC (C4, 35 min):tg = 11.3 min; Be.c = 98%

HPLC (Cug 35 min):tg = 20.2 min; Bec = 97%

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.39-7.23 (m, 6H, Kand H,y); 7.13 (dd;}J;s = 8 Hz,*J;5 = 2

Hz, 1H, H); 6.86 (d,3Js= 8 Hz, 1H, H); 4.58 (s, 2H, K); 3.95(t,*)J= 7 Hz, 2H, H); 3.59 (s, 2H,
He); 2.52 (3= 7 Hz, 2H, H); 2.28 (s, 3H, K); 1.89 (p,2J= 7 Hz, 2H, H).

¥C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 163.9 (CO); 144.4 (&); 137.9 (G.); 130.0 (G.); 129.2 (2
Carg); 128.4 (2 Gro); 127.3 (Grg); 126.4 (G); 118.5 (Gr); 118.0 (G); 115.1 (Gro); 67.5 (G); 62.1 (Q);

54.1 (Q); 42.0 (GQ); 39.6 (G); 24.6 (G).

3.2.11 4-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-6-broinenzothiazin-3-one (38)
Procedure A (DMF):

o}
A 300 mg (1.22 mmol) amount of 6-bromobenzothiaago

a Cc e
ZH‘\N/\/\N
: b | 375 mg (1.47 mmol) oN-benzyl-3-chloroN-methylpropan-
> d 1l-amine hydrochloride28, 510 mg (4.68 mmol) of
Br potassium carbonate and 30 mL of DMF were useckerAft

48 hours of reaction, purification by column

C19H2:BrN,OS chromatography (petroleum ether: ethyl acetate(8\9 +
_ -1
M = 405.36 g.mc 0.1 % MeOH(NH)) was performed.

Aspect:Yellow oil. Yield: 220 mg (47%)

TLC (PE:EtOAc, 7:3, viv)Rf = 0.5

LCMS (ESI"): Calc. for [M+H]: 405.05; 407.05. Found: 404.92; 406

HRMS (C,oH»,BrN,0OS} Calc. for [M+H]: 405.0631; 407.0537. Found: 405.86207.0598
HPLC (C,4, 35 min):tg = 22.0 min; Bp.c = 98%
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HPLC (Cyg, 35 min):tg = 12.7 min; Bp.c = 98%

'H NMR (300MHz, CDC}), d(ppm): 7.44 (d,"Js; = 2 Hz, 1H, H); 7.36-7.10 (m, 7H, K Hs and
Haro); 4.03 (t, 3J = 7Hz, 2H, H); 3.50 (s, 2H, B); 3.36 (s, 2H, B; 2.44 (3 =7 Hz, 2H, H); 2.21 (s,
3H, Hy); 1.86 (p.2J =7 Hz, 2H, H).

¥C NMR (75MHz, CDCY)), é(ppm): 164.7 (CO); 140.7 (&); 139.0 (Go); 129.5 (G); 129.0 (2
Ca); 128.3 (2 Go); 127.0 (Go); 126.2 (Gro); 122.9 (Gro); 121.0 (Gro); 120.6 (Gro); 62.3 (GQ); 54.2
(Co); 43.4 (Q); 42.2 (Q); 31.4 (G); 25.2 (G).

3.2.12 1-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-2-methgnzimidazole (39)

. Procedure A (DMF):

2)\ a ¢ e A 200 mg (1.51 mmol) amount of 2-methylbenzimidazal24

N N/\b/\’i‘/\© mg (1.82 mmol) oN-benzyl-3-chloroN-methylpropan-1-amine

@ d hydrochloride28, 834 mg (6.04 mmol) of potassium carbonate
39 | and 15 mL of DMF were used. After 24 hours of riagt

purification by column chromatography (DCM:MeOH(§H
C19H23N3

M = 293.41 g.mot 97:3 (v/v)) was performed.

Aspect:colourless oilYield: 283 mg (64%)

TLC (DCM:MeOH(NHy), 9:1, v/v):Rf = 0.5

LCMS (ESI"): Calc. for [M+H]: 294.2; Found: 294.1

HPLC (C,, 35 min):tg = 15.3 min; Bp.c > 99%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 12.3 min; Bp.c = 98%.

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.70 (m, 1H, Ho); 7.38-7.18 (m, 8H, K); 4.19 (t3J = 7 Hz,
2H, H); 3.51 (s, 2H, i); 2.62 (s, 3H, B; 2.42 (t°J =7 Hz, 2H, H); 2.21 (s, 3H, i); 1.98 (pJ=7
Hz, 2H, H).

C NMR (75MHz, CDC)), é(ppm): 151.6 (G); 142.7 (G.); 138.8 (Gi); 135.1 (G.); 128.9 (2
Car); 128.3 (2 Gro); 127.1 (Gro); 121.9 (Gro); 121.7 (Gro); 119.0 (Gro); 109.2 (Gro); 62.3 (GQ); 54.0
(Co); 42.1 (GQ); 41.5 (Q); 27.4 (G); 13.9 (G).
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3.2.13 1-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-6-chim5-fluorobenzimidazole (40)
Procedure A (DMF):

N/\N/\b/\,\, A 300 mg (1.75 mmol) amount of 6-chloro-5-
| fluorobenzimidazole, 390 mg (2.11 mmol) Btbenzyl-3-

4 chloroN-methylpropan-1-amine hydrochlorid28, 725 mg
cl (5.25 mmol) of potassium carbonate and 30 mL of DMF

were used. After 72 hours of reaction, purificatigncolumn

CigH1sCIFN; chromatography (DCM:MeOH(N§, 99:1, v/v) was
M = 331.82 g.mot

performed. A mixture of 2 positional isomers (5Q:5hich

can’t be separated was collected.

Aspect:orange oil.Yield: 350 mg (65%, mixture 50:50)

TLC (DCM:MeOH(NH5), 99:1, v/iv):Rf = 0.6

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 332.12; 333.12; 334.12; Found: 3, 332.95; 333.95

HPLC (C,4, 35 min):tg = 16.8 min; Bp.c = 98% (mixture 50:50)

HPLC (Cyig, 35 min):tg = 15.5 min; BpLc = 98% (mixture 50:50)

'H NMR (300MHz, DMSO-d, mixture isomers A and B}(ppm): 8.26 (s, 0,5H, kh); 8.24 (s, 0,5H,
Hag); 7.94 (d,J = 7 Hz, 0,5H, H); 7.85 (d,J = 7 Hz, 0,5H, Hg); 7.78 (d,%J,- = 9 Hz, 0,5H, Hy);
7.67 (d,%J,¢ = 9 Hz, 0,5H, Hk); 7.35-7.20 (m, 5H, K); 4.27 (9,) = 7 Hz, 2H, H); 3.41 (s, 2H, B;
2.28 (1,3 =7 Hz, 2H H); 2.15 (s, 3H, B); 1.97 (p3) =7 Hz, 2H, H).

¥C NMR (75MHz, DMSO-g, mixture isomers A and B)d§(ppm): 162.8 (G.); 146.9 (Gn); 146.6
(Cag); 142.8 (Grop); 142.6 (Gron); 140.4 (Gro); 139.3 (Gro); 131.2 (Gro); 129.2 (2 Gro); 128.5 (2 Go);
127.3 (Gro); 120.6 (Gg); 112.2 (Gn); 106.6 (Gg); 99.3 (Gp); 61.9 (Q); 54.0 (Q); 42.9 (Q); 42.1
(Ca); 27.4 (G).

3.2.14 1-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl)]-5, 7etlilorobenzimidazole (42a)

2 a c e
/\/\ 2 a C e
N/\N N I~
b ' N b '
d
4 cl 7 d
ci 42a 5 T 42b
ClBH19C|2N3
M = 348.27g.mo™

Procedure A (DMF):
A 200 mg (0.89 mmol) amount of 5,7-dichlorobenziazdle hydrochloride, 248 mg (1.07 mmol) of
N-benzyl-3-chloroN-methylpropan-1-amine hydrochlorid®8, 492 mg (3.56 mmol) of potassium
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carbonate and 15 mL of DMF were used. After 24 &oof reaction, purification by column
chromatography (DCM:MeOH(N$ji, 97:3 (v/v)) was performed. A mixture of 2 posital isomers
(1:2) 42aand42b which can’t be separated was collected.

Aspect:colourless oilYield: 263 mg (85%, mixture 1:2, 42a/42hb)

TLC (DCM:MeOH(NHy), 9:1, v/iv):Rf = 0.6

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 348.1; 350.1; Found: 348.2; 350.2

HPLC (C4, 35 min):tg= 16.5 min; Bp .c = 99% @2a+ 42h)

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 18.1 min, Bp c = 35% @23); tr = 18.46 min, By .c = 65% @2h)

NMR analysis were done on the mixture 1:22dand42b

Compound 42a

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.69 (s, 1H, B); 7.67 (d,"Jss = 1.8 Hz, 1H, H); 7.34-7.32 (m,
5H, Hyo); 7.24 (d,Js4 = 1.8 Hz, 1H, K); 4.45 (t,°J = 7 Hz, 2H, H); 3.50 (s, 2H, B); 2.36 (1,21 =7
Hz, 2H, H); 2.22 (s, 3H, i; 2.05 (p.2J = 7 Hz, 2H, H).

¥3C NMR (75MHz, CDCY)), é(ppm): 146.5 (G); 138.5 (Gr); 129.1 (Gr); 128.8 (Gro); 128.4 (Gro);

127.7 (Gro); 127.3 (Gro); 125.6 (Gro); 124.2 (Gro); 119.0 (Gro); 116.6 (Gro); 62.3 (Q); 53.1 (Q); 44.3
(Co); 42.1 (Q); 29.2 (G).

Compound 42b

'H NMR (300MHz, CDC}), (ppm): 7.78 (s, 1H, B); 7.36-7.30 (m, 7H, Kb); 4.22 (1,3 = 7 Hz, 2H,
Ha); 3.48 (s, 2H, B); 2.34 (1,3 = 7 Hz, 2H, H); 2.21 (s, 3H, B); 1.99 (p,2J = 7 Hz, 2H, H).

C NMR (75MHz, CDCJ), é(ppm): 144.5 (G); 139.87 (G); 135.0 (Gr; 129.0 (Gr); 128.6
(Car);128.42 (Gro); 127.2 (Gro); 127.3(Gro); 122.4 (Gro); 119.04 (Go); 108.8 (Gro); 62.4 (Q); 53.2
(Cy); 42.8 (Q); 42.1 (GQ); 27.2 (G).

3.2.15 1-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-3-methgnzimidazol-2-one (45)

Procedure A (DMF):
Q a c e A 150 mg (0.81 mmol) amount of 3-
f\N%N/\b/\T/\O methylbenzimidazol-2-one hydrochlori@8, 244 mg
. d (0.97 mmol) ofN-benzyl-3-chloroN-methylpropan-
4 1-amine hydrochloride&8, 450 mg (3.24 mmol) of
5 ° 45 potassium carbonate and 5 mL of DMF were used.
After 24 hours of reaction, purification by column
M =%18|;.2431T3§.mo} chromatography (DCM:MeOH(N§, 97:3 (V/v))
was performed.

Aspect:pale green oilYield: 54 mg (22%)
TLC (DCM:MeOH(NH3), 98:2, v/v):Rf = 0.2
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LCMS (ESI7): Calc. for [M+H]: 310.2; Found: 310.1

HPLC (C4, 35 min):tg = 9.7 min; Rp.c > 99%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 16.8 min; Bp.c > 99%

'H NMR (300MHz, CDC4), d(ppm): 7.36-6.95 (m,9H,k); 3.97 (t,%J = 7Hz, 2H, H); 3.43 (s, 2H,
He); 3.53 (s, 3H, B); 2.51 (133 = 7Hz, 2H, H); 2.22 (s, 3H, &); 1.99 (p.J = 7Hz, 2H, H).

3C NMR (75MHz, CDCJ), 8(ppm): 154.4 (CO); 130.1 (§); 129.5 (Gr; 129.1 (2 Go); 128.3 (2
Card); 127.1 (Gro); 121.2 (Gr); 121.0 (2 Gro); 107.6 (Gro); 107.4 (Gro); 62.2 (C); 54.5 (Q); 42.0 (GQ);
39.2 (Q); 27.1 (G); 26.2(G).

3.3 Isoindoline derivatives
3.3.1 2-(3-chloropropybisoindoline (49)
A 1.00 g (8.39 mmol) amount of isoindoline was diged in 25

a c 1
a” "y mL of acetonitrile. After addition of potassium banate (16.78
b\ >:
49

3 mmol, 2.32 g), the resulting mixture was heatedQfC. After 30

minutes, the solution was allowed to cool to ro@mperature. A

C11H14CIN 4.17 mL (47.18 mmol) amount of 1-bromo-3-chlorope was
M = 195.69 g.mot

added and the reacting mixture was stirred at reemperature for

24 hours. The solvent was removed under reducesdyme and 60 mL water added to the residue. The
product was extracted with 3 x 30 mL of dichlorohaete. The combined organic fractions were

washed with water and dried over sodium sulphatee $olvent was evaporated under reduced
pressure. Purification by column chromatography ¥DkdeOH(NH;), 99:1 (v/v)) was performed and

enabled to collect the product as a brown liquid.

Aspect:brown liquid.Yield: 1.27 g (77%)

TLC (DCM:MeOH(NH3), 9:1, v/v):Rf = 0.7

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 196.05; 198.07; Found: 195.95; 1817

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.21 (s, 4H, Ky); 3.95 (s, 4H, Hand H); 3.69 (t,%) = 7Hz,
2H, H); 2.90 (t,%J = 7Hz, 2H, H); 2.07 (p,2J = 7 Hz, 2H, H)).

¥3C NMR (75MHz, CDCY), 6(ppm): 140.0 (2 G); 126.7 (2 Go); 122.3 (2 Go; 59.1 (G and G);
53.0 (GQ); 43.1 (GQ); 31.9 (G).
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3.3.2 3-[3-(isoindolin-2-yl)propyl]benzoxazolin-2re (50)

Procedure A (DMF):

o
a C 1' .
)kN/\/\N A 100 mg (0.74 mmol) amount of benzoxazolinone, 2U%
< b (0.88 mmol) of 2-(3-chloropropyl)isoindoline hydtdoride
; 4 ® 49, 306 mg (2.22 mmol) of potassium carbonate and-7om
6 ° 50 DMF were used. After 24 hours of reaction, puafion by

column chromatography (cyclohexane: ethyl acett (v/v)

CigHi1gNO; + 0.1 % MeOH(NH)) was performed.
M = 294.35 g.mot

Aspect:beige solidYield: 153 mg (70%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 1:1, viv)Rf = 0.4

Melting point: 109°C

LCMS (ESI™M): Calc. for [M+H]: 295.1; Found: 295.2

HPLC (C4, 35 min):tg = 9.6 min; Peic > 99%

HPLC (Cyg 35 min):tg = 16.5 min; Be.c > 99%

'H NMR (300MHz, CDCY), é(ppm): 7.19 (s, 4H, K); 7.18-7.08 (m, 4H, K); 4.00 (t,3) = 7 Hz,
2H, H.); 3.96 (s, 4H, K and H); 2.82 (t,3 = 7 Hz, 2H, H); 2.09 (p.2J = 7 Hz, 2H, H).

¥C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 154.6 (CO); 142.7 (&); 139.5 (2 Go); 131.5 (G.); 126.9 (2
Carg); 123.8 (Gro); 122.3 (3 Go); 110.0 (Gro); 108.5 (Gy); 58.9 (G- and G); 52.5 (Q); 40.0 (GQ);
27.0 (G).

3.3.3 6-bromo-3-[3-(isoindolin-2-yl)propyl]benzoxain-2-one (51)

5 Procedure A (DMF):

a c 1 ) .
)\\N/\/\N A 300 mg (1.40 mmol) amount of 6-bromobenzoxazaiamo
o b 390 mg (1.68 mmol) of 2-(3-chloropropyl)isoindoline
7 4 3 hydrochloride 49, 582 mg (4.20 mmol) of potassium

5 carbonate and 30 mL of DMF were used. After 24 famir
B
r 51 reaction, purification by thick layer chromatogrgph
Ci1gH1/BIN,O, (cyclohexane: ethyl acetate, 3:2 (v/v) + 0.1 % M&OHL))
M = 373.24 g.mot was performed.

Aspect:Brown oil. Yield: 340 mg (65%)

TLC (CycloHex:EtOAG 3:2, v/iv):Rf = 0.4

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 373.0; 375.0; Found: 372.9; 374.9
HPLC (C4, 35 min):tg = 12.2 min; Bp.c = 96%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 19.4 min; Bp.c = 96%
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'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.36-7.26 (m, 2H, Hand H); 7.22 (s, 4H, K); 7.00 (d2J=9
Hz, 1H, Hy); 3.98 (t,3J = 7 Hz, 2H, H); 3.91 (s, 4H, K and H); 2.77 (t,2J = 7 Hz, 2H, H); 2.05 (p,
3) =7 Hz, 2H, H).

¥C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 154.1 (CO);143.0 (Gr); 139.8 (2 G.); 130.8 (G.); 126.9 (2
Carg); 126.7 (Gro); 123.7 (Gro); 122.3 (2 Go); 114.5 (Gr); 113.5 (Gro); 109.6 (G.); 58.8 (G and
Cz); 52.2 (Q); 40.1 (G); 26.9 (G).

3.3.4 3-[3-(isoindolin-2-yl)propyl]benzothiazolin-@ne (52)
Procedure A (DMF) :

o
1

a C . .
S)\\N/\/\N A 150 mg (1.00 mmol) amount of benzothiazolinon&s 2ng
b (2.2 mmol) of 2-(3-chloropropyl)isoindoline hydrdolide 49,
3
7 4 415 mg (3.00 mmol) of potassium carbonate and DMF
6 5 52 were used. After 48 hours of reaction, purification thick

layer chromatography (DCM:MeOH(NH 95:5 (v/v)) was
M = 310.41 g.mot performed.

Aspect:brown oil.Yield: 162 mg (53%)

TLC (DCM:MeOH (NHy), 95:5, v/iv):Rf = 0.4

LCMS (ESI7): Calc. for [M+H]: 311.1; Found: 311.1

HPLC (C4, 35 min):tg = 10.5 min; BpL.c = 97%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 18.0 min; Bp.c = 97%

'H NMR (300MHz, CDCY}), 6(ppm): 7.36-7.14 (m, 8H, kb): 4.13 (t,J = 7Hz, 2H, H); 3.97 (s, 4H,
H. andHg); 2.82 (t,%J = 7Hz, 2H, H); 2.05 (p.2J = 7Hz, 2H, H).

¥C NMR (75MHz, CDC}J), é(ppm): 170.0 (CO); 139.9 (2 &); 137.4 (G.); 126.8 (2 Go); 126.3
(Card); 123.0 (Gro); 122.8 (Gro); 122.6 (Gro); 122.3 (2 Gro); 110.8 (Gro); 59.0 (G andCy); 52.9 (G);
40.8 (Q); 27.1 (G).

3.3.5 6-bromo-3-[3-(isoindolin-2-yl)propyl]benzotmolin-2-one (53)
Procedure A (DMF):

o
)kN/a\/C\N S A 300 mg (1.30 mmol) amount of 6-bromobenzothiarwie,
8 b % 362 mg (1.56 mmol) of 2-(3-chloropropyl)isoindoline
3
7 4 hydrochloride 49, 539 mg (3.90 mmol) of potassium
° carbonate and 30 mL of DMF were used. After 48 Sair
Br 53

reaction, purification by thick layer chromatogrgph

Ci18H17BrN,OS (cyclohexane: ethyl acetate, 3:2 (v/iv) + 0.1 % M¢ROHL))
M =389.3.g.mo™

was performed.

Aspect:Colourless oilYield: 324 mg (64%)
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TLC (CycloHex:EtOAc, 2:3, viV)Rf = 0.5

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 389.0; 391.0; Found: 389.0; 391.0

HPLC (C,, 35 min):tg = 13.4 min; Rp.c = 99%

HPLC (Cys, 35 min):tg = 20.5 min; Rp.c > 99%

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.57 (d,*J 7.5= 2 Hz, 1H, H); 7.43 (dd,*J 5,.= 8 Hz,%Js.; = 2
Hz, 1H, H); 7.24 (s, 4H, i,); 7.14 (d,’J = 8 Hz, 1H, H); 4.10 (t,3) =7 Hz, 2H, H); 3.97 (s, 4H, H

and H); 2.80 (t,°J = 7 Hz, 2H, H); 2.04 (p.*J = 7 Hz, 2H).

%C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 169.4 (CO);139.6 (2 G); 136.5 (G.); 129.3 (G); 126.9 (2
Ca); 125.1 (G); 124.5 (Gy); 122.3 (2 Go); 115.4 (Go); 112.1 (G); 58.9 (G and G); 52.5 (GQ);

40.9 (G); 26.9 (G).

3.3.6 6-bromo-4-[3-(isoindolin-2-yl)propyl]benzoxazin-3re (54)

Procedure A (DMF):
0
a c 1 A 50 mg (0.22 mmol) amount of 6-bromobenzoxazinag-o
2 NNy - .
b 16, 61 mg (0.26 mmol) of 2-(3-chloropropyl)isoindain
0
> 3 hydrochloride49, 121 mg (0.88 mmol) of potassium carbonate
8 > Br and 6 mL of DMF were used. After 72 hours of reatti
54 purification by column chromatography (cyclohexatieyl
Ci1gH1BIrN,O, acetate, 9:1 (v/v) + 0.1% MeOH(N}l was performed.

M = 387.27 g.mot

Aspect:Yellowish oil. Yield: 55 mg (66%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 3:1, viv)Rf = 0.5

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 387.0; 389.0; Found: 386.9; 388.9

HPLC (C,, 35 min):tg = 11.0 min; Rp.c = 97%

HPLC (Cys, 35 min):tg = 19.8 min; Rp.c = 97%

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.39 (d,*Js.,= 2 Hz, 1H, H); 7.22 (s, 4H, K); 7.10 (dd 3, =

8 Hz,%),5 = 2 Hz, 1H, H); 6.86 (d,Js.= 8 Hz, 1H, H); 4.60 (s, 2H, B); 4.06 (t]= 7 Hz, 2H, H);

3.97 (s, 4H, K and H); 2.81 (t,°J=7 Hz, 2H, H); 1.96 (p,2J= 7 Hz, 2H, H).

*C NMR (75MHz, CDCY)), é(ppm): 163.9 (CO); 144.3 (&); 139.7 (2 Go); 130.2 (Go); 126.8 (2
Ca); 126.4 (G); 122.3 (2 G); 118.4 (G); 118.2 (G); 115.1 (G,); 65.5 (G); 59.0 (G and G); 52.8
(Co); 39.5 (Q); 26.3 (G).
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3.3.7 5,7-dichloro-1-[3-(isoindolin-2-yl)propyl]bezimidazole (55a)

Cl
cl 55a 5 55b

C18H17C|2N3
M = 346.25g.mo™

Procedure A (DMF):

A 200 mg (0.89 mmol) amount of 5,7-dichlorobenziazdle hydrochloride, 251 mg (1.07 mmol) of
2-(3-chloropropyl)isoindoline hydrochloric#9, 492 mg (3.56 mmol) of potassium carbonate and 15
mL of DMF were used. Purification by column chroography (DCM:MeOH(NH), 98:2 (v/v)) was
performed. A mixture of 2 positional isomers (125a and 55b which can't be separated was

collected.

Aspect:colourless oilYield: 270 mg (87% mixture 1:2, 55a/55b)

TLC (DCM:MeOH(NHy), 9:1, v/iv):Rf = 0.7

LCMS (ESI"): Calc. for [M+H]: 346.1; 348.1; Found: 346.2; 348.2

HPLC (C,4, 35 min):tg = 10.2 min, Bp.c = 98% 65a+ 55h)

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 17.7 min, Bpic = 35% 658); tr = 18.21 min, Rp.c = 65% 65b)

NMR analysis were done on the mixture 1:8%dand55b

Compound 55a

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.95 (s, 1H, B); 7.69 (d,*Js.c = 1.8 Hz, 1H, H); 7.27 (d,*J,6 =
1.8 Hz, 1H, H); 7.23 (s, 4H, K); 4.61 (t,*J =7 Hz, 2H, H): 3.93 (s, 4H, K and H); 2.64 (131 =7
Hz, 2H, H): 2.14 (t2J = 7 Hz, 2H, H).

¥C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 146.9 (GQ); 139.8 (2 Go); 128.8 (G.); 127.7 (Gr); 126.9 (2
Caro); 125.6 (Gro); 124.3 (Gr); 122.6 (2 G); 119.1 (Q); 116.6 (G.); 58.8 (G and G); 53.4 (Q);
43.9 (Q); 30.2 (G).

Compound 55b

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.97 (s, 1H, B); 7.41 (d,"J,.5= 1.8 Hz, 1H, H); 7.31 (d,"Js.; =
1.8 Hz, 1H, H); 7.24 (s, 4H, K); 4.34 (123 = 7 Hz, 2H, H); 3.92 (s, 4H, K and H); 2.61 (131 =7
Hz, 2H, H); 2.08 (1,2 = 7 Hz, 2H, H).

¥C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 144.69 (G); 139.8 (2 Go); 135.1 (Go); 128.7 (Go); 127.7
(Car); 126.9 (2 Go); 124.3 (Gro); 122.3 (2 Go); 109.0 (G); 58.8 (G- and G); 51.2 (Q); 42.4 (G);
28.4 (G).
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3.3.8 1-[3- (isoindolin-2-yl)propyl]-3-methylbenzidazol-2-one (56)
Procedure A (DMF):

A 125 mg (0.68 mmol) amount of 3-methylbenzimidazol
@ 2-one hydrochloride25, 160 mg (0.82 mmol) of 2-(3-
chloropropyl)isoindoline hydrochloridd9,376 mg (2.72

56 mmol) of potassium carbonate and 5 mL of DMF were

used. After 72 hours of reaction at 50°C, purifmatby

Ci9H21N30 column chromatography (DCM:MeOH(NH 97:3 (v/v))
M = 307.39 g.mot

was performed.

Aspect:brown oil.Yield: 145 mg (69%)

TLC (DCM:MeOH(NH,), 95:5, v/v):Rf = 0.4

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 308.2; Found: 308.2

HPLC (C4, 35 min):tg = 10.0 min; Rprc = 97%

HPLC (Cys, 35 min):tg = 16.5 min; Rp.c = 98%

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.14-6.96 (m, 8H, K); 4.05 (t,%] = 7Hz, 2H, H); 3.96 (s, 4H,
Hy andHs); 3.43 (s, 3H, kJ; 2.81 (t,%] = 7Hz, 2H, H); 2.06 (p,2J = 7Hz, 2H, H).

¥C NMR (75MHz, CDC}J), d(ppm): 154.5 (CO); 139.8 (2 &); 130.0 (Gr); 129.6 (G.); 126.8 (2
Car); 122.3 (2 Go); 121.2 (Gro); 121.0 (Gro); 107.7 (Gro); 107.4 (Gr); 59.0 (G andCs); 52.9 (Q);
39.0 (GQ); 27.7 (G); 27.1 (G).

3.4 Phenylethylamine derivatives
3.4.1 3-chloro-N-methyl-N-phenylethylpropan-1-amirfg8)%°
A 100 g (7.39 mmol) amount of N-methylN-

a c /e\/@ phenylethylamine was dissolved in 25 mL of DMF. ekft
f

addition of potassium carbonate (14.78 mmol, 2.04tlge

d £g resulting mixture was heated at 70°C. After 30 resu the

solution was allowed to cool to room temperature2.2A mL

Ci12H16CIN (22.18 mmol) amount of 1-bromo-3-chloropropane waded
M = 211.73 g.mot

and the reacting mixture was stirred at room teatpee for

24 hours. The solvent was removed under reducessynre and 60 mL water added to the residue. The
product was extracted with 3 x 30 mL of dichloroh@ete. The combined organic fractions were

washed with water and dried over sodium sulphatee $olvent was evaporated under reduced
pressure. Purification by column chromatography NDkdeOH(NH;), 97:3 (v/v)) was performed and

enabled to collect the product as a yellowish tiqui

20 F. Turket al, J. Med. Chem1967, 10, 823-825
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Aspect:Yellowish liquid.Yield: 1.00 g (65%)

TLC (DCM:MeOH(NHz3), 9:1, v/v):Rf = 0.7

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 212.1; 214.1; Found: 212.1; 214.1

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.33 -7.27 (m, 2H, K); 7.42-7.16 (m, 3H, kb); 3.57 (1,°J =
7Hz, 2H, H); 2.78 (m, 2H, K); 2.63 (m, 2H, K); 2.56 (t,°J = 7Hz, 2H, H); 2.31 (s, 3H, i; 1.93 (p,
3) =7 Hz, 2H, H).

%C NMR (75MHz, CDC)), 6(ppm): 140.5 (Gro); 129.3 (Go); 129.0 (Gro); 128.7 (Gro); 128.4 (Gro);
126.0 (Gro); 59.6 (Q); 54.4 (C); 43.2 (Q); 42.3 (G); 33.9 (G); 30.4 (G).

3.4.2 6-bromo-3-[3-(N-methyl-N-phenylethylamino)grgl]benzothiazolin-2-one (59)
Procedure A (DMF):

O a c /e\/@ A 300 mg (.30 mmol) amount of 6-
)\\N/\/\N
S b | f
d

bromobenzothiazolinone, 387 mg (1.56 mmol) of 3ot

. 4 N-methyl-N-phenylethylpropan-1-amine hydrochloridsS,
5 539 mg (3.90 mmol) of potassium carbonate and 30omL
o o9 DMF were used. After 48 hours of reaction, purifica by
CioH:BrN,OS column chromatography (cyclohexane: ethyl acet8t@,
M = 405.3¢g.mor" (V/v) + 0.1 % MeOH(NH)) was performed.

Aspect:Yellow oil. Yield: 300 mg (57%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 1:1, viv)Rf = 0.4

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 405.0; 407.0; Found: 404.8; 406.8

HPLC (C,, 35 min):tg = 12.5 min; Bp.c = 98%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 22.7 min; Bpic = 99%

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.54 (d,"J;.s = 2 Hz, 1H, H); 7.38 (dd;Js.4 = 8 Hz,"Js.;, = 2Hz,
1H, H); 7.36-7.27 (m, 2H, K); 7.21-7.18 (m, 3H, kb); 6.90 (d,*Js5 = 8 Hz, 1H, H); 3.90 (131 =7
Hz, 2H, H); 2.77 (m, 2H, K); 2.60 (m, 2H, B); 2.43 (,J = 7 Hz, 2H, H); 2.29 (s, 3H, K); 1.86 (p,
3) =7 Hz, 2H, H).

%C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 169.1 (CO); 140.5 (G); 136.4 (G.); 129.2 (2 G.); 128.7
(Cs); 128.4 (2 G); 126.1 (G); 125.0 (Gr; 124.5 (Gro); 115.3 (Gro); 112.1 (G); 59.1 (Q); 54.4 (Q);
41.9 (Q); 41.1 (Q); 33.8 (Q); 25.4 (G).
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3.4.3 6-bromo-4-[3-(N-methyl-N-phenylethylamine)gyl]benzoxazin-3-one (60)
Procedure A (DMF):

w7 a c /e\/© A 60 mg (0.26 mmol) amount of 6-bromobenzoxazin-3-
ZH‘\N/\/\N
b f
o o

one 16, 77 mg (0.31 mmol) of 3-chlor-methylN-
d phenylethylpropan-1-amine hydrochlorids, 147 mg
8 Br (1.04 mmol) of potassium carbonate and 6 mL of DMF

were used. After 72 hours of reaction, purification

CooH3BrN,O, column chromatography (cyclohexane:ethyl acetate, 1
M = 403.31 g.mot (VIv) + 0.1% MeOH(NH)) was performed.

Aspect:yellow oil. Yield: 65 mg (62%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 1:1, viv)Rf = 0.4

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 403.1; 405.1; Found: 403.0; 405.0

HPLC (C4, 35 min):tg = 11.9 min; Be.c = 98%

HPLC (Cug 35 min):tg = 21.1 min; Be.c = 98%

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.33-7.18 (m, 6H, Kand H,o); 7.11 (dd;}J;s = 8 Hz,*J;5 = 2
Hz, 1H, H); 6.85 (d Js.= 8 Hz, 1H, H); 4.58 (s, 2H, B); 3.86 (1,%J= 7 Hz, 2H, H); 2.80 (m, 2H,
Hy); 2.65 (m, 2H, B); 2.49 (t,J= 7 Hz, 2H, H); 2.35 (s, 3H, i; 1.83 (p.2J= 7 Hz, 2H, H).

*C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 163.8 (CO); 144.3 (&); 140.3 (G.); 130.1 (G.); 128.8 (2
Caro); 128.4 (2 Gro); 126.4 (G); 126.1 (Giro); 118.4 (Gro); 118.2 (G); 115.0 (Gro); 67.5 (G); 59.3 (G);

54.5 (G); 42.0 (GQ); 39.5 (GQ); 33.6 (G); 24.8 (G).

4. Synthesis of tricyclic derivatives

4.1 Heterocycles
4.1.1 2,3,4,5-tetrahydro-1H-pyrido[4,3-b]indole hyzthloride (72§

The reaction was performed under nitrogen atmogphArmixture of

HCI
g9 o phenylhydrazine hydrochloride (6.09 mmol, 1.00 a)l &-piperidone
7 % 3 monohydrate hydrochloride (6.09 mmol, 1.00 g) inn20 of absolute
6 H 4 - ethanol was brought to reflux. After 2 hours, tbluson was allowed
to cool to room temperature and stand overnighé pitecipitate that
Ci1H1:N2. HCI formed was collected by filtration with sufficiepurity to be used
M = 208.69 g.mot . e
without purification in the next step.

Aspect:Orange solidYield: 810 mg (64%)

TLC (DCM:MeOH(NHy), 9:1, v/iv):Rf = 0.2

Melting point: >250°C

LCMS (ESI"): Calc. for [M+H] free base: 173.10; Found: 172.95
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'H NMR (300MHz, MeOD),é(ppm): 7.43 (m, 1H, H); 7.34 (m, 1H, K); 7.13 (m, 1H, H); 7.04 (m,
1H, Hg); 4.43 (t, br'J,.3= 1.5 Hz, 2H, H)); 3.62 (t,%J,.5= 6 Hz, 2H, H); 3.17 (m, 2H, H).

4.1.2 Ethyl-3,4-dihydro-1H-benzofuro[3,2-c]pyridir2-carboxylate (75)
A 500 mg (3.43 mmol) amount of O-phenylhydroxylaein

o] a
g O 1 )\o/\b hydrochloride and a 0.519 mL (3.43 mmol) amount of
w ethyl-4-oxopiperidine-1-carboxylate were dissolvied10
7 3
mL of ethanol and 1 mL of chlorhydric acid. Theuking
6 © 4 75

mixture was brought to reflux for 2 hours and tlsémred at

C1H1sNO; room temperature overnight. The solvent was ewpdr
M = 245.27 g.mot

under reduced pressure and 30 mL ethyl acetatedamde

the residue. The organic fraction was washed wigo@um hydroxide solution (1M), dried over
magnesium sulphate and concentrated to give théecpuoduct as a brown solid. Purification by
column chromatography (DCM:MeOH(NH 99:1 (v/v)) was performed.

Aspect:colourless oilYield: 708 mg (84%)

TLC (DCM:MeOH(NH3), 99:1, v/v):Rf = 0.5

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 246.1; Found: 246.1

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.47-7.40 (m, 2H, kb); 7.30-7.19 (m, 2H, K); 4.63 (br s, 2H,
Hy); 4.23 (q,°Ja0 = 7 Hz, 2H, H); 3.90 (br t,*),.5= 6 Hz, 2H, H); 2.89 (br t2J;, = 6 Hz, 2H, H);
1.32 (t,%Jy.a= 7 Hz, 3H, H).

4.1.3 1,2,3,4-tetrahydrobenzofuro[3,2-c]pyridines]7"

A 600 mg (245 mmol) amount of ethyl-3,4-dihydro-1H

8__J ; NH benzofuro[3,2-c]pyridine-2-carboxyla® was dissolved in 16 mL of
7 % 3 ethanol. A 2.05 g (36.69 mmol) of potassium hydidexdissolved in
6 O 4 76 | 2 mL of water was added. The resulting solution \wasught to
reflux for 24 hours. Then, the solvent was remoueder reduced

M :??;lzlg(g)_mo} pressure and 30 mL dichloromethane was added teethédue. The

organic fraction was washed with a sodium hydroxdiition (1M),
dried over magnesium sulphate and concentratedvéotige desired product of sufficient purity for

use without purification in the next step.

Aspect:orange solidYield: 400 mg (94%)
TLC (DCM:MeOH(NHy), 9:1, viv):Rf = 0.6
Melting point: 54°C

21N, F. Kucherovat al, Chem. Heterocycl. Comf.973 9, 835-837
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LCMS (ESI7): Calc. for [M+H]: 174.1; Found: 174.1
'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.50-7.32 (m, 2H, k); 7.26-7.12 (m, 2H, K); 4.00 (t,*J;.5=
2 Hz, 2H, H); 3.26 (t,°J,5= 6 Hz, 2H, H); 2.80 (m, 2H, H); 1.69 (br s, 1H, NH).

4.2 Benzylmethylamine derivatives
4.2.1 3-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-2,3-ditiso-2,5-dioxo-7-phenyl

cyclopentabenzoxazole (77)

o Procedure A (DMF):
o)kN/a\/c\N 2 A 300 mg (1.13 mmol) amount of heterocyclic comphun
b 317 mg (1.36 mmol) of N-benzyl-3-chloroN-
d

4 methylpropan-1-amine hydrochlorid28, 470 mg (3.40

mmol) of potassium carbonate and 30 mL of DMF were
4 used. After 24 hours of reaction, purification bglumn

77
chromatography (petroleum ether: ethyl acetate,(W\3

CoH6N,05 + 0.1 % MeOH(NH)) was performed.
M = 426.52 g.mot

Aspect:beige solidYield: 190 mg (39%)

TLC (PE:EtOAC), 7:3, viv):Rf = 0.2

Melting point: 93°C

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 427.19; Found: 427.01

HRMS (CigH1sCIN,O,): Calc. for [M+H]: 427.2016; Found: 427.2001

HPLC (C,, 35 min):tg = 21.8 min; Rp.c = 99%

HPLC (Cys, 35 min):tg = 20.5 min; Rp.c = 99%

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.56 (s, 1H, K); 7.39-7.14 (m, 8H, kk); 7.08 (dd,’J = 8 Hz,
*J =2 Hz, 2H, H,); 6.85 (s, 1H, B); 4.54 (dd,’J = 8Hz,*J = 3 Hz, 1H, H); 2.88 (m, 2H, H); 3.38
(d,3) =5 Hz, 2H, H); 3.26 (dd,2J = 19Hz,%J = 4 Hz, 1H, H); 2.71 (dd,2) = 19Hz,%J = 4 Hz, 1H,
He); 2.38 (t,°J = 7 Hz, 2H, H); 2.02 (s, 3H, ); 1.91 (pJ = 7 Hz, 2H, H).

3C NMR (75MHz, CDC}), 6(ppm): 204.0 (GO); 155.4 (G.); 154.3 (GO); 143.4 (G.); 142.8 (Go);
138.7 (Go); 138.2 (Gro); 131.5 (Go); 129.1 (2 G); 128.8 (2 Go); 128.3 (2 Go); 127.5 (2 Go);
127.2 (Gy); 127.1 (Gro); 105.6 (Gro); 104.1 (Gr); 62.0 (Q); 53.9 (Q); 47.0 (G); 44.5 (G); 41.9
(Cy); 40.6 (Q); 25.4 (G).
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4.2.2 3-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-2,3-ditiso-2,5-dioxo-7-(4-chlorophenyl)

cyclopentabenzoxazole (78)

Procedure A (DMF):

o)
o)\’\'/a\/c\N/e\O A 300 mg (1.00 mmol) amount of heterocyclic
b
d

compound, 280 mg (1.20 mmol) df-benzyl-3-

4 chloroN-methylpropan-1-amine hydrochlorid&8§,
410 mg (3.00 mmol) of potassium carbonate and 30

o 6 cl 78 mL of DMF were used. After 24 hours of reaction,
purification by column chromatography
CyHosCIN,Os (DCM:MeOH(NHg), 98:2, v/v) was performed.

M = 460.96 g.mot

Aspect:Yellow solid.Yield: 150 mg (27%)

TLC (DCM:MeOH(NH3), 98:2, v/v):Rf = 0.5

Melting point: 146°C

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 461.16; 463.16; Found: 461.01; 458

HPLC (C4, 35 min):tg = 23.7 min; Rp.c = 96%

HPLC (Cys, 35 min):tg = 17.2 min; Rprc = 96%

'H NMR (300MHz, CDCY), é(ppm): 7.57 (s, 1H, ); 7.34-7.24 (m, 4H, Ko; 7.25-7.15 (m, 3H,
Hao); 6.99 (d,2J = 8 Hz, 2H, H,); 6.82 (s, 1H, k); 4.50 (ddJ = 8Hz,*J = 4 Hz, 1H, H); 3.88 (m,
2H, H.); 3.38 (d2) =4 Hz, 2H, H); 3.25 (dd = 19Hz,3) = 8 Hz, 1H, H); 2.65 (dd2J = 19Hz,) =
4 Hz, 1H, H); 2.39 (t,°J = 7 Hz, 2H, H); 2.02 (s, 3H, B); 1.91 (p2J = 7 Hz, 2H, H).

¥3C NMR (75MHz, CDC}), 6(ppm): 203.5 (GO); 154.8 (G.o); 154.3 (GO); 142.9 (G.); 141.9 (Go);
138.7 (Gio); 138.5 (Gro); 133.0 (Gro); 131.5 (Gro); 129.2 (2 Go); 128.9 (2 Go); 128.8 (Gro); 128.3 (2
Car); 127.1 (2 G); 105.5 (Gro); 104.2 (Go); 62.0 (G); 53.9 (Q); 46.8 (G); 43.9 (G); 41.8 (G); 40.7
(C); 25.5 (G).

4.2.3 2-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-1-pher|3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b] indole
(79)

Procedure A (acetonitrile):

A 300 mg (0.83 mmol) amount of 1-phényl-2,3,4,9-
tetrahydro-H-pyrido[3,4-b] indole trifluoroacetate,
230 mg (1.00 mmol) of N-benzyl-3-chloroN-
methylpropan-1-amine hydrochlorid28, 460 mg

(3.32 mmol) of potassium carbonate and 30 mL of

acetonitrile were used. After 48 hours of reaction,

CZBH31N3

M = 409.58 g.mct purification by thick layer chromatography

(cyclohexane: ethyl acetate, 6:4 (viv) + 0.1 %
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MeOH(NHs)) was performed.

Aspect:Yellow solid. Yield: 160 mg (47%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 1:1, viv)Rf = 0.5

LCMS (ESI7): Calc. for [M+H]: 410.2; Found: 410.0

HPLC (C4, 35 min):tg = 19.4 min; Bp.c = 96%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 18.0 min; Bp.c = 97%

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.54 (br s, 1H, NH): 7.42-7.23 (m, 11H.8t 7.22-7.05 (m,
3H, H,o); 4.60 (br t,*J;.5 = 2 Hz, 1H, H); 3.46 (s, 2H, B; 3.35 (m, 1H, H); 2.93 (m, 2H, H); 2.79-
2.62 (m, 2H, Het HY); 2.50-2.35 (m, 2H, Hand H); 2.27 (m, 1H, B; 2.16 (s, 3H, i; 1.79 (p,*J =

7 Hz, 2H, H)

¥C NMR (75MHz, CDC)), d(ppm): 141.4 (G.o); 139.1 (Go); 136.2 (G); 135.0 (G); 129.1 (2
Card; 129.0 (2 Go); 128.6 (2 G); 128.3 (2 Go); 127.2 (Gr); 126.9 (Gro); 121.5 (Guo); 119.3 (Gro);

118.3 (Gio); 110.8 (Gro); 109.1 (Gro); 109.0 (Gro); 64.7 (Q); 62.2 (Q); 55.4 (@) ; 52.1 (C); 48.4
(Ca); 42.2 (G); 25.0 (G); 21.3 ().

4.2.4 2-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-2,3,4t6trahydro-1H-pyrido[3,4-b] indole (80)
Procedure A (acetonitrile):
A 300 mg (1.74 mmol) amount of 2,3,4,9-

8 H 1 a Cc e
7@_@N/\(\TA© tetrahydro-H-pyrido[3,44] indole, 489 mg (2.09
5 4 3 d 80

mmol) of N-benzyl-3-chloroN-methylpropan-1-
amine hydrochlorid®8, 962 mg (6.96 mmol) of

CoHorNs potassium carbonate and 30 mL of acetonitrile

M = 333.48 g.mot were used. After 96 hours of reaction, purification

by column chromatography (DCM: MeOH(NK19:1, viv) was performed.

Aspect:Orange solidYield: 202 mg (35%)

TLC (DCM:MeOH(NHy), 8:2, viv):Rf = 0.5

Melting point: 112°C

LCMS (ESI7): Calc. for [M+H]: 334.2; Found: 334.0.

HPLC (C4, 35 min):tg = 10.2 min; Bpr.c = 97%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 15.6 min; Bp.c = 97%

'H NMR (300MHz, DMSO-g), 6(ppm): 10.71 (br s, 1H, NH); 7.37-7.19 (m, 7Hydt 7.04-6.90 (m,
2H, H,o); 3.60 (br s, 2H, iJ; 3.48 (s, 2H, B); 2.74 (m, 2H, H); 2.66 (m, 2H, H); 2.52 (1,3 = 7 Hz,
2H, H); 2.42 (t°3 =7 Hz, 2H, H); 2.14 (s, 3H, ); 1.73 (p,J =7 Hz, 2H, H)

3C NMR (75MHz, DMSO-g), 6(ppm): 139.6 (G.o); 136.4 (G:0);133.3 (Go); 129.2 (2 Go); 128.6 (2
Caro); 127.3 (Gro); 127.1 (Gro); 120.7 (Gro); 118.7 (Gro); 117.8 (Gro); 111.4 (Gro); 106.9 (Gyo); 62.0
(Co); 55.8 (G); 55.3 (G); 51.3 (G); 50.6 (G); 42.3 (Q); 25.1 (G); 21.7 (G).
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4.2.5 2-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-2,3,4tétrahydro-1H-pyrido[4,3-b]indole (81)
Procedure A (Acetonitrile):

8 9
, 1 a c e A 300 mg (1.44 mmol) amount of 2,3,4,5-
| N/\b/\T/\O tetrahydro-H-pyrido[4,3b]indole  hydrochloride
6 N " 3 d 72, 402 mg (1.72 mmol) oN-benzyl-3-chloroN-
81

methylpropan-1-amine hydrochlorid&8, 796 mg

CaH27N3 (5.76 mmol) of potassium carbonate and 25 mL of
M = 333.47 g.mot

acetonitrile were used. After 72 hours of reaction,

purification by column chromatography (DCM:MeOH()H95:5 to 94:6 (v/v)) was performed.

Aspect:yellow oil. Yield: 15mg (3%)

TLC (DCM:MeOH(NH), 8:2, v/v):Rf = 0.4

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 334.2; Found: 334.0

HPLC (C4, 35 min):tg = 5.3 min; Pec = 97%

HPLC (Cys, 35 min):tg = 14.9 min; Rprc = 97%

'H NMR (300MHz, CDC}), (ppm): 8.16 (br s, 1H, NH); 7.40 (m, 1H.); 7.37-7.22 (m, 6H, K\);

7.17-7.03 (m, 2H, K); 3.78 (br s, 2H, B); 3.55 (s, 2H, B); 2.97-2.81 (m, 4H, Kand H); 2.73 (t,3

=7 Hz, 2H, H); 2.52 (t3J= 7 Hz, 2H, H); 2.26 (s, 3H, i); 1.93 (p3J = 7 Hz, 2H, H).

¥C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 138.7 (Gro); 136.1 (Gro); 131.9 (Gro); 129.2 (2 G.); 128.3 (2
Card); 127.2 (Gro); 126.0 (Gro); 121.3 (Gro); 119.3 (Gro); 117.5 (Gro); 110.7 (Gro); 108.0 (Gro); 62.3
(Co); 55.9 (G); 55.4 (Q); 50.7 (GQ); 49.6 (GQ); 42.2 (G); 25.0 (G); 23.5 (Q).

4.2.6 2-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-1,2,3tdtrahydrobenzofuro[3,2-c]pyridine (82)
Procedure C:
A 60 mg (0.34 mmol) amount of 1,2,3,4-

a C e
N/\tJ/\T/\@ tetrahydrobenzofuro[3,2}pyridine 76, 97 mg
3 d
82

(0.41 mmol) of  N-benzyl-3-chloroN-
methylpropan-1-amine hydrochlorids8, 51 mg

Ca2H26N20 (0.34 mmol) of sodium iodide, 235 mg (0.88
M = 334.45 g.mot

mmol) of potassium carbonate and 25 mL of

acetonitrile were used. After 48 hours of reactigurification by column chromatography
(DCM:MeOH(NHy), 99:1 (v/v)) was performed.

Aspect:yellowish oil. Yield: 65 mg (57%)

TLC (DCM:MeOH(NHy), 9:1, v/iv):Rf = 0.7

LCMS (ESI"): Calc. for [M+H]: 335.2; Found: 335.1
HPLC (C,, 35 min):tg = 17.0 min; Bp.c = 97%
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HPLC (Cyg, 35 min):tg= 15.0 min; Rp.c > 99%

'"H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.46-7.24 (m, 7H, Kb); 7.23-7.18 (m, 2H, K); 3.64 (br t,
*J13= 2 Hz, 2H, H); 3.54 (s, 2H, B); 2.94-2.85 (m, 4H, Hand H); 2.68 (1] = 7 Hz, 2H, H); 2.50
(t,%J=7 Hz, 2H, H); 2.25 (s, 3H, i®); 1.87 (pJ = 7 Hz, 2H, H).

%C NMR (75MHz, CDC}), o(ppm): 154.7 (G.); 152.1 (Gio); 129.3 (2 Go); 128.4 (2 Go); 127.4
(Car; 127.1 (Go); 123.2 (Gro); 122.4 (Go); 118.2 (2 G); 111.6 (Go); 111.0 (Gy); 62.0 (G); 55.3
(Ca); 55.2 (G); 50.3 (GQ); 48.7 (G); 41.9 (Q); 25.1 (G); 24.2 (Q).

4.2.7 Ethyl-1,3,4,5-tetrahydro-2H-pyrido[4,3-b]intis2-carboxylate (845°% 2%

The reaction was performed under a nitrogen atmeyspii

sodium carbonate solution and dried over sodiurphsué.

Purification by column chromatography (cyclohexaetbyl acetate, 9:1 (v/v)) was performed.

Aspect:Orange solidYield: 758 mg (45%)

TLC (DCM): Rf = 0.6

Melting point: 131°C

LCMS (ESI7): Calc. for [M+H]: 245.1; Found: 245.0

'H NMR (300MHz, CDCY), 6(ppm): 7.91 (br s, 1H, NH); 7.47 (4) = 8 Hz, 1H, H,); 7.32 (d,2J =
8 Hz, 1H, H,); 7.21-7.08 (m, 2H, K); 4.72 (s, br, 2H, B; 4.22 (0,33, =7 Hz, 2H, H); 3.89 (br t,
3334 = 6 Hz, 2H, H); 2.86 (br t3J,5= 6 Hz, 2H, H): 1.32 (t,*Jy.a = 7 Hz, 3H, Hj).

22, A. Harbertet al, J. Med. Chem198Q 23, 635-643

Confidentiel
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4.2.8 Ethyl-5-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]- ,3,4,5-tetrahydro-2H-pyrido[4,3-b]indole-2-
carboxylate (85)

The reaction was performed under nitrogen

g\\ atmosphere. A solution of ethyl 3,4-dihydro-
f ;\ 3 4 1H-pyrido[4,3-b]indole-2(3H)-carboxylate
N a ¢ N 84 (1.23 mmol, 300 mg) and NaH (9.84
o] NN
N N
1 / b |/\© mmol, 394 mg) in 10 mL of tetrahydrofurane
d was brought to reflux for 10 minutes. A
85 | solution of N-benzyl-3-chloroN-
methylpropan-1-amine hydrochloride28
C25H31N302 .
M = 405.53 g.mot (1.47 mmol, 344 mg) in 5 mL of

tetrahydrofurane was added and the resulting
mixture was brought to reflux for 48 hours. Theveolt was removed under reduced pressure and 30
mL water added to the residue. The product wasaeted with 3x30 mL of dichloromethane. The
organic layers were combined, washed with NaCl ragdd solution and dried over sulphate
magnesium. A purification by column chromatograptiyCM:MeOH(NHs), 98:2 (v/v)) was

performed.

Aspect:yellow oil. Yield: 152 mg (30%)

TLC (DCM:MeOH(NHy), 98:2, viv):Rf = 0.4

LCMS (ESI7): Calc. for [M+H]: 406.2; Found: 406.0

HPLC (C4, 35 min):tg = 12.9 min; BpL.c = 96%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 22.1 min; Bp.c = 96%

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.48 (m, 1H, H); 7.38-7.25 (m, 6H, kK); 7.22-7.07 (m, 2H,
Hao); 4.72 (br's, 2H, B; 4.22 (9.%)y = 7 Hz, 2H, H); 4.13 (1,%] = 7 Hz, 2H, H); 3.88 (br s, 2H, b;
3.53 (s, 2H, B); 2.83 (brt3J=5Hz, 2H, H); 2.43 (133 =7 Hz, 2H, H); 2.22 (s, 3H, K); 1.97 (p3J
=7 Hz, 2H, H); 1.33 (t 34 = 7 Hz, 3H, H).

*C NMR (75MHz, CDC})), é(ppm): 156.2 (CO); 138.8 (&); 136.4 (G.); 129.0 (3 Go); 128.4 (2
Car); 127.1 (Gro); 125.2 (Gro); 121.2 (Gro); 119.2 (Gro); 117.7 (Gro); 109.3 (Gro); 106.4 (Gro); 62.3
(Cp); 61.5 (Q); 54.4 (Q); 42.2 (G); 41.4 (G); 41.3 (G); 40.9 (G); 28.0 (G); 21.5 (G); 14.8 (Q).

Confidentiel 210



Partie expérimentale

4.2.9 N-benzyl-N-methyl-3-(1,2,3,4-tetrahydropyrid@blindol-5-yl)propan-1-amine (86)
A 152 mg (0.37 mmol) amount of ethyl-5-[BH

3
benzylN-methylamino)propyl]-  1,3,4,5-tetrahydro-

4
HN a c e , .
Y N/\(\T/\O 2H-pyrido[4,3-b]indole-2-carboxylate 85 was
d
86

1 dissolved in 4 mL of ethanol. A solution of potassi

hydroxide (5.6 mmol, 316 mg) in 0.5 mL of water

was added. The resulting mixture was brought to

T reflux for 24 hours. The solvent was removed under
M = 33%277 S-md} reduced pressure and 15 mL dichlormethane added to

the residue. The solution was washed with 2x15 mL
of sodium hydroxide (1M) and dried over magnesiuntpisate. A purification by thick layer
chromatography (DCM:MeOH(N$), 9:1 (v/v)) was performed.

Aspect:yellow oil. Yield: 100 mg (83%)

TLC (DCM:MeOH(NH5), 98:2, v/iv):Rf = 0.4

LCMS (ESI"): Calc. for [M+H]: 334.2; Found: 334.1

HPLC (C,4, 35 min):tg = 10.4 min; Bp.c = 98%

HPLC (Cyg, 35 min):tg= 14.4 min; Bp.c = 96%

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.40 (m, 1H, H); 7.35-7.28 (m, 6H, K); 7.23-7.07 (m, 2H,
Har); 4.74 (br s, 1H, NH); 4.35 (br s, 2H;)H4.10 (t,3 = 7 Hz, 2H, H); 3.52-3.47 (m, 4H, ket H);
3.07 (brt33=5Hz, 2H, H); 2.40 (t3J =7 Hz, 2H, H); 2.19 (s, 3H, K); 1.94 (p3J = 7 Hz, 2H, H).
3C NMR (75MHz, CDCY), é(ppm): 138.5 (Gro); 136.4 (Gro); 131.4 (Gr); 129.0 (2 Go); 128.4 (2
Caro); 127.2 (Gro); 125.1 (Gro); 121.8 (Gro); 119.6 (Gro); 117.8 (Gro); 109.5 (Gro); 103.1 (Gro); 62.2
(Co); 54.2 (Q); 42.0 (Q); 41.1 (G); 40.9 (G); 40.8 (Q); 27.7 (G); 20.5 (G).

4.2.10 10-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]phenddline (89)

Procedure F;:

a c e A 200 mg (1.00 mmol) amount of phenothiazine, 28 m
N/\b/\T/\O (1.20 mmol) of N-benzyl-3-chloroN-methylpropan-1-
S d amine hydrochlorid&8, 160 mg (4.00 mmol) of sodium

89 hydride and 10 mL of DMF were used. After 48 hoofs

reaction, purification by column chromatography

CaaH2aN,S CycloHex:EtOAc, 3:2 (viv) + 0.1% MeOH was
M = 360.52 g.mot (Cy ' - 32 (Vi) + 0.1% (Nb

performed.

Aspect:purple oil.Yield: 238 mg (66%)
TLC (CycloHex:EtOAc, 3:2, viv)Rf = 0.4
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LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 361.1; Found: 361.2

HPLC (C4, 35 min):tg = 14.6 min; Bp.c = 96%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 24.7 min; RPp.c = 97%

'H NMR (300MHz, CDC}), §(ppm): 7.30-7.13 (m, 9H, kk); 6.97-6.88 (m, 4H, K); 3.98 (t31=7
Hz, 2H, H); 3.62 (s, 2H, B; 2.67 (t3J = 7 Hz, 2H, H); 2.26 (s, 3H, B); 2.11 (p3J = 7 Hz, 2H, H).

3C NMR (75MHz, CDCJ), 8(ppm): 145.1 (2 Go); 129.5 (2 G); 129.2 (Gro); 128.5 (2 Go); 127.7
(Cag); 127.5 (2 Go); 127.3 (2 Go); 125.4 (2 Go); 122.6 (2 Go); 115.7 (2 G); 61.6 (Q); 54.1 (Q);

44.8 (G); 41.5 (G); 23.9 (G).

4.2.11 10-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]phenaziae (90)
Procedure F:

A 200 mg (1.10 mmol) amount of phenoxazine, 306 mg
N

: r|\|/\© (.30 mmol) of N-benzyl-3-chloroN-methylpropan-1-
o d amine hydrochloride8, 176 mg (4.40 mmol) of sodium
hydride and 10 mL of DMF were used. After 48 hoaofs

reaction, purification by column chromatography

90

CodH2aN.0 (CycloHex:EtOAc, 3:2 (viv) + 0.1% MeOH(NJ) was
M = 344.45 g.mot

performed.

Aspect:purple oil.Yield: 219 mg (58%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 3:2, viv)Rf = 0.5

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 345.2; Found: 345.2

HPLC (Cy4, 35 min):tg = 14.0 min; Bp.c = 98%

HPLC (Cyig, 35 min):tg = 21.3 min; Rp.c = 98%

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.39-7.29 (m, 5H, kb); 6.81-6.50 (m, 8H, K); 3.58 (t3J=7
Hz, 2H, H); 3.54 (s, 2H, B; 2.50 (t2J = 7 Hz, 2H, H); 2.26 (s, 3H, i); 1.85 (p2J = 7 Hz, 2H, H).

¥%C NMR (75MHz, CDC}), d(ppm): 145.0 (2 Go); 133.2 (2 Go); 129.7 (Gro); 128.7 (2 Go); 123.7
(3 Garo); 121.0 (3 Go); 115.5 (3 Go); 111.4 (2 G); 61.4 (Q); 53.8 (G); 41.5 (Q); 41.4 (G); 22.1
(Cv)-
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4.3 Isoindoline derivatives
4.3.1 2-[3-(isoindolin-2-yl)propyl]-1-phenyl-2,3 @;tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b] indole (91)
Procedure A (acetonitrile):

A 300 mg (0.83 mmol) amount of 1-phenyl-
2,3,4,9-tetrahydroH-pyrido[3,4-b] indole
trifluoroacetate, 195 mg (0.99 mmol) of 2-(3-
chloropropyl)isoindoline hydrochloridel9, 458

mg (3.32 mmol) of potassium carbonate and 30

mL of acetonitrile were used. After 96 hours of

CagH2dN3 reaction,  purification by  thick layer
M = 407.55 g.mc*

chromatography (cyclohexane: ethyl acetate, 1:1

(v/v) + 0.1 % MeOH(NH)) was performed.

Aspect:Yellow oil. Yield: 200 mg (59%)

TLC (DCM:MeOH(NH3), 9:1, viv):Rf = 0.5

LCMS (ESI7): Calc. for [M+H]: 408.2; Found: 408.0

HPLC (C4, 35 min):tg = 11.9 min; Bp.c = 98%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 17.0 min; Bp.c = 96%

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.55 (m, 1H, B); 7.41-7.28 (m, 5H, K); 7.25-7.07 (m, 7H,
Har): 4.61 (br %315 = 2 Hz, 1H, H); 3.89 (s, 4H, K and H); 3.39 (m, 1H, H); 2.95 (m, 2H, H);
2.82-2.67 (m, 3H, K H,and H); 2.65-2.46 (m, 2H, Kand H); 1.84 (p3J = 7 Hz, 2H, H).

¥C NMR (75MHz, CDCY)), 6(ppm): 141.5 (Gro); 139.9 (2 G); 136.3 (Gro); 135.0 (Gr); 129.2 (2
Carg); 128.7 (2 Gro); 128.0 (Gro); 127.1 (Gro); 126.7 (2 Gro); 122.2 (2 Gro); 121.5 (Gro); 119.3 (Gro);
118.3 (Gio); 110.8 (Gyo); 109.0 (Gyo); 64.7 (Q); 59.0 (G and G); 54.1 (Q); 51.9 (Q); 48.4 (GQ);
26.7 (Q); 21.3 (Q).

4.3.2 2-[3-(isoindolin-2-yl)propyl]-2,3,4,9-tetraklyo-1H-pyrido[3,4-blindole (92)
Procedure A (acetonitrile):

H a c T A 300 mg (1.74 mmol) amount of 2,3,4,9-
g N NNy . .
| b tetrahydro-H-pyrido[3,4b] indole, 485 mg (2.09
7 Y 3 3 mmol) of 2-(3-chloropropyl)isoindoline
6 O 92 | hydrochloride 49, 962 mg (6.96 mmol) of

potassium carbonate and 30 mL of acetonitrile
C22H25N3 . g .
M = 331.45 g.mot were used. After 96 hours of reaction, purification

by column chromatography (DCM:MeOH(NH

99:1 to 96:4 (v/v)) was performed.

Aspect:Orange solidYield: 100 mg (36%)
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TLC (DCM:MeOH(NH3), 9:1, viv):Rf = 0.5

Melting point: 197°C

LCMS (ESI"): Calc. for [M+H]: 332.2; Found: 332.0

HPLC (C,4, 35 min):tg = 9.0 min; Pp.c > 99%

HPLC (Cyig, 35 min):tg= 15.2 min; Bp.c > 99%

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.85 (br s, 1H, NH); 7.49 (m, 1Hk); 7.31 (m, 1H, H); 7.21
(s, 4H, H); 7.17-7.06 (m, 2H, Kand H); 3.97 (s, 4H, K and H); 3.73 (br t,"J..5 = 2 Hz, 1H, H);
2.95-2.81 (m, 6H, § H, and H); 2.75 (t,*J = 7 Hz, 2H, H); 1.94 (p.3J = 7 Hz, 2H, H).

3C NMR (75MHz, CDC}), d(ppm): 140.0 (2 Go); 136.1 (Gro); 131.8 (Gro); 126.8 (2 Go); 122.3 (2
Caro); 121.3 (Gro); 119.3 (Gro); 118.0 (Gro); 110.6 (Gyo); 108.0 (Gro); 59.1 (G and G); 55.8 (Q);
54.2 (GQ); 51.2 (G); 50.6 (GQ); 26.9 (G); 21.4 (G).

4.3.3 2-[3-(isoindolin-2-yl)propyl]-2,3,4,5-tetrakyo-1H-pyrido[4,3-b]indole (93)
Procedure B:
8 o9 A 100 mg (0.48 mmol) amount of 2,3,4,5-

7 NN ' tetrahydro-H-pyrido[4,3b]indole  hydrochloride,

6 | ; b % 133 mg (058 mmol) of  2-(3-
N 3

H 4 93 chloropropylisoindoline hydrochloridd9, 58 mg

(1.44 mmol) of sodium hydroxide and 12 mL of

CZZH25N3

M = 331.45 g.mol H.,O: acetonitrile (2:1, v/v) were used. After 48

hours of reaction, purification by thick layer

chromatography (cyclohexane:ethyl acetate, 1:1) (v&.1% MeOH(NH)) was performed.

Aspect:yellow oil. Yield: 41 mg (26%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 1:1, viv)Rf = 0.4

LCMS (ESI7): Calc. for [M+H]: 332.2; Found: 332.0

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.98 (br s, 1H, NH); 7.41 (m, 1Hk); 7.30 (m, 1H, H); 7.21
(s, 4H, Hy); 7.17-7.04 (m, 2H, Kb); 4.00 (s, 4H, K and H); 3.82 (br t,"J;.5 = 2 Hz, 2H, H); 3.02-
2.77 (m, 8H, B, H, Hoand H); 2.01 (p2J = 7 Hz, 2H, H).

¥%C NMR (75MHz, CDCY)), d(ppm): 139.7 (2 G.o); 136.1 (G.); 131.8 (Go); 126.8 (2 Go); 126.1
(Card); 122.3 (2 Gro); 121.3 (Gyo); 119.4 (Gro); 117.5 (G); 110.7 (Gyo); 108.0 (Gro); 59.1 (G and
Cs); 55.7 (Q); 54.2 (G); 50.6 (G); 49.6 (G); 26.6 (@); 23.5 (Q).
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4.3.4 2-[3-(isoindolin-2-yl)propyl]-1,2,3,4-tetraklyobenzofuro[3,2-c]pyridine (94)
Procedure C:

A 60 mg (0.34 mmol) amount of 1,2,34-
tetrahydrobenzofuro[3,2}pyridine 76, 95 mg (0.41
mmol) of 2-(3-chloropropyl)isoindoline

hydrochloride49, 51 mg (0.34 mmol) of sodium

iodide, 235 mg (0.88 mmol) of potassium carbonate

C22H24N20

M = 332.44 g mot and 6 mL of acetonitrile were used. After 48 hours

of reaction, purification by thick layer
chromatography (DCM:MeOH(N§}i 9:1 (v/v)) was performed.

Aspect:brown oil.Yield: 67 mg (58%)

TLC (DCM:MeOH(NH3), 9:1, v/v):Rf = 0.4

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 333.2; Found: 333.2

HPLC (C4, 35 min):tg = 16.7 min; Rpic = 97%

HPLC (Cys, 35 min):tg = 14.7 min; RpLc = 96%

'H NMR (300MHz, CDCY), é(ppm): 7.43-7.39 (m, 2H, kb); 7.24-7.19 (m, 6H, K); 4.01 (s, 4H,
H. and H); 3.68 (br t*J.3 = 2 Hz, 2H, H); 2.97-2.84 (m, 6H, § H,and H); 2.78 (t2J = 7 Hz, 2H,
Ho); 1.97 (p3) =7 Hz, 2H, H).

¥C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 154.7 (Gro); 152.1 (Gro); 139.6 (2 Go); 127.2 (Gro); 126.9 (2
Caro); 123.2 (Gro); 122.4 (2 Gy); 122.3 (Gro); 118.2 (Gro); 111.6 (Gr); 111.0 (Gro); 59.1 (G and
Cs); 55.4 (G); 54.2 (G); 50.4 (G); 48.7 (G); 26.9 (G); 24.3 (G).

4.3.5 10-[3-(isoindolin-2-yl)propyl]phenothiazin®f)
Procedure F:

. A 200 mg (1.00 mmol) amount of phenothiazine, 2748 m
N/\b/\N (1.20 mmol) of 2-(3-chloropropyl)isoindoline
S 3 hydrochloride49, 160 mg (4.00 mmol) of sodium hydride

and 10 mL of DMF were used. After 48 hours of rieamt

purification by column chromatography (CycloHex:Bi©)

CoaH22N,S 3:2 (viv) + 0.1% MeOH(NK)) was performed.
M = 358.51 g.mot V) (N&) P

Aspect:brown oil.Yield: 199 mg (56%)
TLC (CycloHex:EtOAc, 3:2, viv)Rf = 0.2
LCMS (ESI"): Calc. for [M+H]: 359.1; Found: 358.9
HPLC (C4, 35 min):tg = 13.6 min; Bp c = 97%
HPLC (Cyg, 35 min):tg = 24.0 min; Rp.c = 96%
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'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.23-7.10 (m, 8H, kb); 6.98-6.88 (m, 4H, K); 4.02 (t31=7
Hz, 2H, H); 3.93 (s, 4H, K and H); 2.89 (t3J = 7 Hz, 2H, H); 2.09 (p3J = 7 Hz, 2H, H).

3C NMR (75MHz, CDC}), (ppm): 145.3 (2 Gro); 139.6 (2 G.o); 127.5 (2 Go); 127.3 (2 G.); 126.9
(2 Cuo); 125.3 (2 Go); 122.5 (2 Go); 122.3 (2 G); 115.7 (2 Go); 59.2 (G- and G); 53.6 (Q); 45.2
(C.); 26.3 (G).

4.3.6 10-[3-(isoindolin-2-yl)propyl]phenoxazine (96

Procedure F:
a c 1 A 200 mg (1.20 mmol) amount of phenoxazine, 301 mg
NI N o . .
b (1.30 mmol) of 2-(3-chloropropyl)isoindoline hydidoride
o}
49,176 mg (4.40 mmol) of sodium hydride and 10 mL of

96 DMF were used. After 24 hours of reaction, purifica by

column chromatography (CycloHex:EtOAc, 3:2 (viv) +
Cod a2l 0.1% MeOH(N formed
M = 342.44 g.mct .1% MeOH(NH)) was performed.

Aspect:brown oil.Yield: 314 mg (83%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 3:2, viv)Rf = 0.5

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 343.1; Found: 343.0

HPLC (C,, 35 min):tg = 13.2 min; Rp.c = 99%

HPLC (Cys, 35 min):tg = 23.9 min; Rp.c> 99%

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.27 (s, 4H, K,); 6.83-6.76 (m, 2H, K); 6.69-6.60 (m, 6H,
Hawo) ; 3.98 (S, 4H, K and H); 3.68 (t2J =7 Hz, 2H, H); 2.85 (t2J =7 Hz, 2H, H); 1.94 (p1 =7
Hz, 2H, H).

%C NMR (75MHz, CDC}), 6(ppm): 144.9 (2 G); 139.1 (2 G); 133.3 (2 Go); 127.1 (2 G); 123.7
(2 Carg); 122.4 (2 G); 120.9 (2 G); 115.4 (2 Go); 111.4 (2 Go); 59.2 (G and G); 53.8 (GQ); 41.6
(Ca); 24.2 (G).
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4.4 Phenylethylamine derivatives
441 2-[3-(N-methyl-N-phenylethylamino)propyl]-1kpnyl-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]
indole (97)

Procedure A (acetonitrile):

A 300 mg (0.83 mmol) amount of 1-phenyl-
a c /e\/O 2,3,4,9-tetrahydroH-pyrido[3,4-b] indole
N/\b/\’l\‘ f trifluoroacetate, 210 mg (0.99 mmol) of 3-
3 d chloroN-methyl-N-phenylethylpropan-1-amine

97 hydrochloride 58, 458 mg (3.32 mmol) of

potassium carbonate and 20 mL of acetonitrile

C29H 33N3

M = 423.59 g.mot were used. After 96 hours of reaction,

purification by column chromatography
(DCM:MeOH(NHy), 98:2 to 96:4 (v/v)) was performed.

Aspect:Yellow oil. Yield: 135 mg (38%)

TLC (DCM:MeOH(NH53), 9:1, vi\): Rf = 0.6

LCMS (ESI7): Calc. for [M+H]: 424.2; Found: 424.1

HPLC (C4, 35 min):tg = 11.0 min; Bp.c = 97%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 18.6 min; Bp.c = 96%

'H NMR (300MHz, CDCY}), é(ppm): 7.62 (m, 1H, H.); 7.40-7.28 (m, 9H, Ky,and NH): 7.26-7.08
(m, 6H, Hyo); 4.59 (br t,*31.5 = 2 Hz, 1H, H); 3.35(m, 1H, H); 2.95 (m, 2H, H); 2.82-2.58 (m, 7H,
Hs, Ha, He, He and H); 2.57-2.38 (m, 2H, Kand H); 2.32 (s, 3H, |; 1.76 (p,3J =7 Hz, 2H, H).

¥C NMR (75MHz, CDC)), é(ppm): 141.4 (G.o); 140.3 (Gy); 136.3 (Gr); 134.9 (G); 129.1 (2
Caro); 128.7 (2 Go); 128.6 (2 Gro); 128.4 (2 Go); 128.0 (Gro); 127.1 (Gro); 126.1 (Gro); 121.5 (Gro);
119.3 (Gro); 118.3 (Gro); 110.8 (Gro); 109.0 (Gro); 64.7 (G); 59.4 (Q); 55.5 (G); 52.0 (Q); 48.4 (GQ);
42.0 (Q); 33.5 (G); 24.8 (G); 21.3 (GQ).

4.4.2 2-[3-(N-methyl-N-phenylethylamino)propyl]-249-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b] indole (98)
Procedure A (acetonitrile):
H 1 a c /e\/O A 300 mg (1.74 mmol) amount of 2,3,4,9-
g N | N/\b/\lr f tetrahydro-H-pyrido[3,4-b] indole, 518 mg
d (209 mmol) of 3-chlordN-methylN-

6 5 98 phenylethylpropan-1-amine hydrochlorids,

962 mg (6.93 mmol) of potassium carbonate

CaaHaoNs ) and 30 mL of acetonitrile were used. After 96
M = 347.50 g.mot

hours of reaction, purification by column
chromatography (DCM:MeOH(N$}, 99:1 to 97:3 (v/v)) was performed.
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Aspect:Orange oil.Yield: 300 mg (51%)

TLC (DCM:MeOH(NH3), 9:1, v/v):Rf = 0.6

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 348.2; Found: 348.0

HPLC (C,, 35 min):tg = 9.3 min; Pp.c>99%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 16.4 min; Rp.c > 99%

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 8.11 (br s, 1H, NH); 7.48 (m, 1H,.}; 7.34-7.27 (m, 3H, KY);

7.25-7.18 (m, 3H, K); 7.17-7.08 (m, 2H, k); 3.63 (br s, 2H, iJ; 2.91-2.77 (m, 6H, K H, and H);

2.73 (m, 2H, B); 2.62 ()= 7 Hz, 2H, H); 2.55 (1,°J = 7 Hz, 2H, H); 2.36 (s, 3H, K); 1.82 (p,*J =

7 Hz, 2H, H).

*C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 140.5 (G.o); 136.2 (Gio); 131.9 (Gy); 128.7 (2 G); 128.4 (2
Car); 127.2 (Gro); 126.1 (Gro); 121.3 (Gi); 119.3 (Gro); 118.0 (Gro); 110.7 (Gro); 108.3 (Gr); 59.9
(Ce); 55.9 (Q); 55.6 (G); 51.3 (G); 50.4 (G); 42.2 (G); 33.7 (G); 25.3 (G); 21.3 (G).

4.4.3 2-[3-(N-methyl-N-phenylethylamino)propyl]-285-tetrahydro-1H-pyrido[4,3-b]indole (99)
Procedure B:

8 9 /\/@ A 100 mg (0.48 mmol) amount of 2,3,4,5-
1 a c e . .
7 N/\b/\N f tetrahydro-H-pyrido[4,3b]indole
6 \ | . (|]I hydrochloride, 143 mg (0.60 mmol) of 3-
H 4 99 chloroN-methylN-phenylethylpropan-1-
amine hydrochlorid&8,58 mg (1.44 mmol) of
CasH2oN3 . . .
M = 347.50 g.mot sodium hydroxide and 12 mL of ,8:

acetonitrile (2:1, v/v) were used. After 48
hours of reaction, purification by thick layer chratography (DCM:MeOH(NEJ, 9:1 (v/v)) was

performed.

Aspect:yellow oil. Yield: 25 mg (15%)

TLC (DCM:MeOH(NH3), 9:1, v/v):Rf = 0.3

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 348.2; Found: 348.0

HPLC (C4, 35 min):tg = 8.3 min; Peic = 98%

HPLC (Cys, 35 min):tg = 16.1 min; Rp.c = 98%

'H NMR (300MHz, CDC}), (ppm): 7.96 (br s, 1H, NH); 7.41 (m, 1H.f); 7.33-7.18 (m, 6H, K\);

7.17-7.05 (m, 2H, K); 3.74 (s, br, 2H, IJ; 2.95-2.79 (m, 6H, k H; and H); 2.73-2.65 (m, 4H, H
and H); 2.58 (131 =7 Hz, 2H, H); 2.39 (s, 3H, i); 1.89 (p3J = 7 Hz, 2H, H).

¥C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 140.2 (Gro); 136.1 (Gro); 131.9 (Gro); 128.7 (2 G.); 128.4 (2
Carg); 126.1 (Gro); 126.1 (Gro); 121.2 (Gro); 119.3 (Gro); 117.5 (Gro); 110.6 (Go); 108.5 (Gro); 59.4
(Co); 55.9 (Q); 55.6 (G); 50.7 (GQ); 49.6 (G); 42.1 (G); 33.5 (G); 25.0 (G); 23.6 (G).
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4.4.4 2-[3-(N-methyl-N-phenylethylamino)propyl]-1,24-tetrahydrobenzofuro[3,2-c]pyridine
(100)

Procedure C:

/\/@ A 60 mg (0.34 mmol) amount of 1,2,3,4-
a Cc e T
NN tetrahydrobenzofuro[3,2}pyridine 76, 102

2 b ’E f mg (0.41 mmol) of 3-chloréd-methylN-
100 | phenylethylpropan-1-amine hydrochlori&8,

51 mg (0.34 mmol) of sodium iodide, 235 mg

CaaH2eNO (0.88 mmol) of potassium carbonate and 6 mL

M = 348.22 g.mot

of acetonitrile were used. After 48 hours of

reaction, purification by thick layer chromatogrgg®@CM:MeOH(NH), 9:1 (v/v)) was performed.

Aspect:colourless oilYield: 71 mg (60%)

TLC (DCM:MeOH(NH3), 9:1, v/v):Rf = 0.5

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 349.2; Found: 349.1

HPLC (C4, 35 min):tg = 10.9 min; Re.c > 99%

HPLC (Cys, 35 min):tg= 15.8 min; Rp.c > 99%

'H NMR (300MHz, CDCY}), é(ppm): 7.49-7.14 (m, 9H, K); 3.64 (br t,*J,.3 = 2 Hz, 2H, H); 3.00-
2.73 (3, 8H, K Hi, Hs et Hy); 2.71-2.67 (m, 4H, Ket H); 2.51 (s, 3H, K); 1.96 (p*J = 7 Hz, 2H,
Hy).

¥C NMR (75MHz, CDCY), é(ppm): 154.7 (Gro); 152.1 (Gr); 138.8 (Gr); 128.7 (2 G.o); 128.6
(2Carg); 127.1 (Gro); 126.5 (Gro); 123.3 (Gro); 122.4 (Gro); 118.2 (Giro); 111.5 (Gio); 111.0 (Gro); 58.8
(Co); 55.2 (GQ); 55.0 (GQ); 50.4 (GQ); 48.7 (G); 41.6 (G); 32.6 (G); 24.3 (G); 24.1 (G).

4.45 10-[3-(N-methyl-N-phenylethylamino)propyl]phethiazine (101)

Procedure F:

a c /e\/© A 200 mg (1.00 mmol) amount of phenothiazine, 298
N/\b/\l|\l ; mg (.20 mmol) of  3-chlordd-methyl-N-
S d phenylethylpropan-1-amine hydrochloriéig, 160 mg
101 (4.00 mmol) of sodium hydride and 10 mL of DMF
were used. After 24 hours of reaction, purificatlmn
CaaH2eN,S column chromatography (CycloHex:EtOAc, 3:2 (v/v)

M = 374.54 g.mot

+ 0.1% MeOH(NH)) was performed.

Aspect:brown oil.Yield: 150 mg (40%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 3:2, viv)Rf = 0.2

LCMS (ESI7): Calc. for [M+H]: 375.1; Found: 374.9
HPLC (C4, 35 min):tr = 14.4 min; Bp.c = 97%
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HPLC (C]_g, 35 min):tR =254 m|n, Rpic= 98%
IH NMR (300MHz, CDCY), 3(ppm): 7.32-7.10 (m, 9H, kb): 6.97-6.84 (m, 4H, K); 3.94 (t3)=7
Hz, 2H, H); 2.78-2.62 (M2H, H); 2.62-2.51 (m, 4H, Hand H); 2.35 (s, 3H, K); 2.04 (p2] = 7

Hz, 2H, H).

3C NMR (75MHz, CDCJ), 8(ppm): 145.2 (2 Go); 139.6 (Gro); 128.7 (2 Go); 1285 (2 Go); 127.6
(Carg); 127.3 (2 Gro); 126.2 (2 Gro); 125.4 (2 Gro); 122.6 (2 Gro); 115.8 (2 Gro); 59.1 (Q); 54.6 (Q);
44.9 (G): 42.0 (G); 32.8(G); 26.3 (G).

4.4.6 10-[3-(N-methyl-N-phenylethylamino)propyl]phexazine (102)

N/\/\

b ’l\l f
d

102

C24H26N20
M = 358.48 g.mot

Aspect:Yellow oil. Yield: 200 mg (51%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 3:2, viv)Rf = 0.2

Procedure F:

A 200 mg (1.10 mmol) amount of phenothiazine, 323
mg (1.30 mmol) of 3-chlortd-methyl-N-
phenylethylpropan-1-amine hydrochlorié8, 176 mg
(4.40 mmol) of sodium hydride and 10 mL of DMF
were used. After 24 hours of reaction, purificatton
column chromatography (CycloHex:EtOAc, 3:2 (v/v)
+ 0.1% MeOH(NH)) was performed.

LCMS (ESI"): Calc. for [M+H]: 359.2; Found: 359.1

HPLC (C4, 35 min):tg = 13.63 min; Bpc = 96%

HPLC (Cys, 35 min):tg = 24.00 min; Be.c = 96%

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.33-7.18 (m, 5H, K); 6.82-6.74 (m, 2H, K); 6.68-6.61 (m,
4H, Hyo); 6.54-6.50 (m, 2H, Kb); 3.53 (3] = 7 Hz, 2H, H); 2.83 (m2H, H); 2.65 (m, 2H, B);
2.54 (t2)=7 Hz, 2H, H); 2.35 (s, 3H, i); 1.81 (p2J = 7 Hz, 2H, H).

*C NMR (75MHz, CDCY)), 6(ppm): 145.0 (2 G.); 140.0 (G.o); 133.3 (2 Go); 128.7 (2 Go); 128.5
(2 Cag); 126.2 (2 Go); 123.7 (Gio); 120.8 (2 Go); 115.3 (2 Go); 111.42 (2 Go); 59.3 (G); 54.7 (GQ);
42.0 (GQ); 41.7 (GQ); 33.6 (G); 22.7 (G).

Confidentiel

220



Partie expérimentale

4.5 Pyrrolidine derivatives
4.5.1 1-(3-chloropropyl)pyrrolidine (1043
A 1.00 g (14.06 mmol) amount of pyrrolidine wassdilsed in 25

a N 2 mL of DMF. After addition of potassium carbonate8.(22 mmol,
a0y . . P . .
b 3 3.88 g), the resulting mixture was heated at 7@ifr 30 minutes,

4 104 the solution was allowed to cool to room tempeetux 4.17 mL

(47.18 mmol) amount of 1-bromo-3-chloropropane wdded and

CH1.CIN : . .
M = 147.65 g.mot the reacting mixture was stirred at room tempeeafar 24 hours.

The solvent was removed under reduced pressuré&@mal water
added to the residue. The product was extracteld 3vit 30 mL of dichlormethane. The combined
organic fractions were washed with water and doegl sodium sulphate. The solvent was evaporated
under reduced pressure. Purification by columnmiatography (DCM:MeOH(Ng), 99:1 (v/v)) was

performed and enabled to collect the product aswarboil.

Aspect:brown oil.Yield: 586 mg (30%)

TLC (DCM:MeOH(NHy), 9:1, viv):Rf = 0.5

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 148.1; 150.1; Found: 148.0; 150.0

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 3.60 (t,% = 7Hz, 2H, H); 2.85 (t,°J = 7Hz, 2H, H); 2.49 (m,
4H, H, and H); 1.98 (p;2J = 7 Hz, 2H, H); 1.78 (m, 4H, Hand H).

4.5.2 1-phenyl-2-[3-(pyrrolidin-1-yl)propyl]-2,3,8;tetrahydro-1H-pyrido[3,4-blindole (105)
Procedure A (acetonitrile):

A 300 mg (0.83 mmol) amount of 1-phenyl-2,3,4,9-
tetrahydro-H-pyrido[3,4b] indole trifluoroacetate,
182 mg (0.99 mmol) of 1-(3-
chloropropyl)pyrrolidine hydrochloridel03 458

mg (3.32 mmol) of potassium carbonate and 30 mL

10¢

of acetonitrile were used. After 96 hours of

CZ4H 29N 3

reaction, purification by column chromatograph
M = 359.51 g.mot P y graphy

(DCM:MeOH(NHs), 99:1 to 955 (viv)) was

performed.

Aspect:Yellow oil. Yield: 35 mg (12%)

TLC (DCM:MeOH(NHy), 4:1, viv):Rf = 0.6

LCMS (ESI7): Calc. for [M+H]:360.2; Found: 360.0
HPLC (C4, 35 min):tg = 9.9 min; Rp.c = 99%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 15.4 min; Bp.c = 98%

283 C -K. Hauet al, Tetrahedron201Q 66, 9860-9874
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'H NMR (300MHz, CDCY}), é(ppm): 7.55 (m, 1H, H); 7.39-7.31 (m, 5H, K); 7.22-7.06 (m, 3H,

Har); 4.59 (br t,*J;.5= 2 Hz, 1H, H); 3.33 (m, 1H, H); 2.99 (m, 2H, H); 2.82-2.77 (m, 2H, KHand
Ho); 2.62-2.51 (m, 5H, K Hy and H:); 2.45 (m, 1H, H); 2.33 (m, 1H, B); 1.90-1.67 (m, 6H, K Hs
and Hy).

*C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 141.4 (G.o); 136.3 (Gio); 134.9 (G); 129.1 (2 G.); 128.6 (2
Caro); 128.0 (Gro); 127.1 (Gro); 121.5 (Gro); 119.3 (Gro); 118.3 (Gro); 110.8 (Gro); 108.9 (Gro); 64.7
(Cy); 54.3 (G); 54.1 (G and G); 51.9 (Q); 48.3 (G); 26.2 (G); 23.4 (G and G)); 21.2 (C).

45.3 2-[3-(pyrrolidin-1-yl)propyl]-2,3,4,9-tetraltyo-1H-pyrido[3,4,-blindole (106)

Procedure A (acetonitrile):

A 300 mg (1.74 mmol) amount of 2,3,4,9-

H 1 a c 2'
N NN _ _
8 | b Q 3 tetrahydro-H-pyrido[3,4b] indole, 385 mg (2.09
7 ! 3 Sy mmol) of 1-(3-chloropropyl)pyrrolidine
6 5

106 | hydrochloride 104 962 mg (6.93 mmol) of

C18H 25N 3

potassium carbonate and 30 mL of acetonitrile were

M = 283.41 g.mot used. After 96 hours of reaction, purification by

column chromatography (DCM:MeOH(N}H 96:4

(v/v)) was performed.

Aspect:Yellow oil. Yield: 100 mg (20%)

TLC (DCM:MeOH(NH3), 9:1, v/iv):Rf = 0.6

LCMS (ESI7): Calc. for [M+H]: 284.2; Found: 284.1

HPLC (C,, 35 min):tg = 10.6 min; Rp.c = 96%

HPLC (Cys, 35 min):tg = 15.7 min; Rp.c = 96%

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm):8.35 (br s, 1H, NH); 7.49 (dJs.; = 8 Hz, 1H, H); 7.34 (d,*Js
= 8 Hz, 1H, H); 7.17 (td,*Jss = 8 Hz,"Jss = 1 Hz, 1H, H); 7.11 (td,’J.5 = 8 Hz,%J;.5 = 1 Hz, 1H,
H;); 4.70 (br s, 2H, iJ; 4.25 (m, 2H, H); 3.85 (m, 2H, H); 2.85 (M, 2H, H); 2.77 (m, 6H, H H,
and H); 2.04 (p,°J =7 Hz, 2H, H); 1.91-1.84 (m, 4H, Kland H,).

*C NMR (75MHz, CDC}), 6(ppm): 136.2 (Gro); 130.4 (Gro); 127.0 (Gro); 121.8 (Gro); 119.6 (Go);
118.0 (Go); 111.0 (G,;63.7 (G); 54.1 (Q); 53.4 (G and G); 50.8 (G); 42.2 (G); 27.8 (G); 23.5
(Cy and G); 21.5 (G).
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5. Synthesis of monocyclic derivatives

5.1 Compounds from strategy A
5.1.1 Tert-butyl-3-bromopropylcarbamate (11%)

A 3.00 g (13.70 mmol) amount of 3-bromopropylamityelrobromide
a c was blended into 80 mL of dichloromethane. Afterdiadn of
BocHN™ " gy tri - -

b riethylamine (16.4 mmol, 2.32 mL) and téi#-butylcarbonate (13.70

111 | mmol, 3.00 g) the resulting mixture was stirred@im temperature

overnight. Then, it was washed with 2 x 60 mL a@itéac acid solution

CgH16BrNO . : . .
M = ;3136_12 g.?no’r (5%) and 50 mL of saturated brine solution. Theaarg fraction was

dried over magnesium sulphate and concentratedvéotbe desired

product as yellowish liquid of sufficient purityrfase without purification in the next step.

Aspect:yellowish liquid.Yield: 3.16 g (96%)

TLC (DCM:MeOH(NHy), 9:1, viv):Rf = 0.5

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 4.67 (br s, 1H, NH); 3.45 ) = 7 Hz, 2H, H); 3.28 (93 =7
Hz, 2H, H); 2.06 (p,3J = 7 Hz, 2H, H); 1.46 (s, 9H, C(CH5).

5.1.2 Tert-butyl-3-(N-benzyl-N-methylamino)propylteamate (112)
A 936 pL (6.50 mmol) amount &-methyl benzylamine was
a N e dissolved in 30 mL of DMF. A 1.83 g (13.00 mmoihaunt
BocHN/\/\N . ? ( Om
b of potassium carbonate was added and the resultixiyre
112

|
d was heated at 70°C. After 30 minutetert-butyl-3-

bromopropylcarbamaté11 (8.44 mmol, 2.00 g) was added
C16H26N202 . . o
M = 278.39 g.mot and the reacting mixture was heated at 70°C fohdérs.

Then, the solvent was removed under reduced peessut
60 mL of water added to the residue. The produst edracted with 3 x 50 mL of dichloromethane.
Purification by column chromatography (DCM:MeOH(NHD7:3, v/v) was performed.

Aspect:Yellow oil. Yield: 1.33 g (74%)

TLC (DCM:MeOH(NH3), 9:1, v/iv):Rf = 0.5

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 279.2; Found: 279.1; 223.1 [MertBut+ H].

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.36-7.19 (m, 5H, K); 5.61 (br s, 1H, NH); 3.48 (s, 2H
3.20 (q,°J= 6 Hz, 2H, H); 2.45 (1,°J= 6 Hz, 2H, H); 2.17 (s, 3H, K); 1.68 (p,3J= 6 Hz, 2H, H);
1.46 (s, 9H, C(Ch),).

% NMR (75MHz, CDC}J), 6(ppm): 156.1 (CO); 139.0 (&); 129.0 (2 Go); 128.3 (2 Go); 127.0
(Card); 78.7 (GCHa)3); 62.7 (G); 56.5 (G); 42.1 (G); 40.1 (GQ); 28.5 (C(CHs)3); 26.6 (G).

284, Zlatevet al, Bioorg. Med. Chem2009 17, 7008-7014
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5.1.3 N-benzyl-N-methylpropane-1,3-diamine dihydntaride (113)
SHC A 2.0 g (7.28 mmol) amount ofert-butyl-3-[N-benzylN-

a c e methylamino]propylcarbamatel?2 was dissolved in 72 mL of
/\/\
HoN - T/\O 3M HCl in dry 1,4-dioxane. The resulting mixtures\stirred at
d 113

room temperature overnight. Then, the solvent wamoved

under reduced pressure to give the desired pradstifficient
C11H13N2.2HC| . . . p . .
M = 251.20 g.mot purity for use without purification in the next pte

Aspect:white solid.Yield: 1.80 g (100%)

TLC (DCM:MeOH(NH?3), 9:1, v/iv):Rf = 0.1

Melting point: 77°C

LCMS (ESI7): Calc. for [M+H] free base: 179.1; Found: 179.0

'H NMR (300MHz, DMSO-g), é(ppm): 11.27 (br s, 1H, NH): 8.37 (br s, 3H, NH); 7.6@Z.(m,
5H, Hao); 4.27 (M, 2H, B, 3.27-2.28 (m, 4H, Kand H); 2.60 (s, 2H, H); 2.13 (p.2J = 7 Hz, 2H, H).
¥C NMR (75MHz, DMSO-g), 6(ppm): 123.0 (Gro); 130.3 (Gro); 129.9 (2 Go): 129.2 (2 G.); 58.6
(Ce); 52.1 (G); 39.0 (@); 36.7 (Q); 22.0 (G).

5.1.4 N-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-4-chlobenzamide (115)

A solution of N-benzylN-methylpropan-1,3-

o)
2 a c e S . )
3 NN diamine dihydrochloride113 (2.05 mmol, 515
H b | mg), and triethylamine (5.15 mmol, 3.6 mL) in 10
cl 6 d
5 115

mL of dichloromethane was cooled at 0°C. A

solution of 4-chlorobenzoylchloride (1.71 mmol,
C1gH21CIN,O

M = 316.83 g.mot 0.218 mL) in 3 mL of dichloromethane was added

slowly. The resulting mixture was stirred at room
temperature overnight. Then the solution was diluteth 30 mL of dichloromethane and washed
successively with hydrochloric acid solution (2Maturated sodium hydrogen carbonate solution and
saturated brine. The organic fraction was dried ovagnesium sulphate and concentrated to give the
crude product as brown oil. Purification by colutmromatography (DCM:MeOH(N$, 9:1 (v/v))

was performed.

Aspect:colourless oilYield: 330 mg (61%)

TLC (DCM:MeOH(NHy), 9:1, v/v):Rf = 0.4

LCMS (ESI"): Calc. for [M+H]: 317.1; 319.1; Found: 316.9; 318.9
HPLC (C,4, 35 min):tg = 7.7 min; Rp.c = 98%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 18.0 min; Bp.c = 98%
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'H NMR (300MHz, CDC}), (ppm): 8.25 (br s, 1H, NH); 7.60 (d) = 9 Hz, 2H, H,); 7.33-7,21 (m,
7H, Hao); 3.62-3.51 (m, 4H, Hand H); 2.65 (tJ = 5 Hz, 2H, H); 2.27 (s, 3H, k); 1.83 (p3J =5
Hz, 2H, H).

¥C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 166.0 (CO); 137.8 (&); 137.3 (G); 133.1 (G); 129.4 (2
Car); 128.6 (2 Go); 128.5 (2 Go); 128.4 (2 Go); 127.5 (Gr); 63.2 (Q); 57.2 (GQ); 41.5 (Q); 40.5
(Ca); 25.0 (G).

5.1.5 N-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-4-bromebzamide (122)

Procedure D:

o)
2 a c e -
3 A, A 130 mg (0.65 mmol) amount of 4
H b | fluorobenzoic acid, 164 mg (0.65 mmol) of
Br 6 d
5 122

N-benzylN-methylpropan-1,3-diamine

dihydrochloride 113 150 mg (0.78 mmol) of

C1gH21BIN,O . HOBt, 300 mg (0.78 mmol) of HBtu, 1.27 mL
M = 361.28 g.mot
(9.79 mmol) of DIEA and 15 mL of DCM were
used. After 12 hours of reaction, purification byck layer chromatography (DCM:MeOH(NH 9:1

(v/v)) was performed.

Aspect:colourless oilYield: 157 mg (67%)

TLC (DCM:MeOH(NHsy), 9:1, viv):Rf = 0.5

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 361.1; 363.1; Found: 360.9; 362.9.

HPLC (C4, 35 min):tr = 8.8 min; Rpic > 99%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 18.4 min; Bp.c > 99%

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 8.29 (br s, 1H, NH) ; 7.60-7.40 (m, 4H,$t 7.33-7.20 (m, 5H,
Haro); 3.65-3.47 (m, 4H, Het H); 2.66 (12 =6 Hz, 2H, H); 2.29 (s, 3H, K); 1.84 (p2) = 6 Hz, 2H,
Hp).

¥C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 166.2 (CO); 137.5 (&); 133.5 (G.); 131.6 (2 Go); 129.5 (2
Cad; 128.6 (2 Go); 128.5 (Guo); 127.7 (Gro); 125.7 (Gr; 63.0 (Q); 57.0 (Q); 41.4 (G); 40.3 (Q);
24.9 (G).
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5.1.6 N-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-4-fluok®enzamide (123)

Procedure D:

0
2 a c e . i
3 AN A 90 mg (0.67 mmol) amount of 4-fluorobenzoic
H b | acid, 170 mg (0.67 mmol) ofN-benzylN-
F 6 d
5 123

methylpropan-1,3-diamine dihydrochloridd 13

160 mg (0.81 mmol) of HOBt, 310 mg (0.81

CigH21FNO mmol) of HBtu, 1.80 mL (10.15 mmol) of DIEA
M = 300.37 g.mot
and 15 mL of DCM were used. After 12 hours of

reaction, purification by thick layer chromatogrgd®@CM:MeOH(NH;), 9:1 (v/v)) was performed.

Aspect:yellowish oil. Yield: 119 mg (58%)

TLC (DCM:MeOH(NH3), 9:1, v/v):Rf = 0.5

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 301.2; 302.2; Found: 301.1; 302.1

HPLC (C4, 35 min):tg = 8.4 min; ReLc > 99%

HPLC (Cys, 35 min):tg = 16.3 min; Re.c > 99%

'H NMR (300MHz, CDCH}), é(ppm): 8.20 (br s, 1H, NH) ; 7.66 (m, 2H,,tnd H); 7.28-7.24 (m,
5H, Ha); 7.00 (t,3Js¢ = 9 Hz, 2H, H and H); 3.60-3.52 (m, 4H, Ket H); 2.65 (1% = 6 Hz, 2H,
Ho); 2.28 (s, 3H, K); 1.83 (p2J = 6 Hz, 2H, H).

*C NMR (75MHz, CDC}), 6(ppm): 166.1 (CO); 164.5 (dJ),.r = 250 Hz, G); 137.6 (G.); 130.8 (d,
*J1.e= 3 Hz, G); 129.5 (2 Go); 129.2 (d3J,.-= 9 Hz, G and GQ); 128.5 (2 Go); 127.6 (Gr); 115.3 (d,
2J;£=20 Hz, Gand G); 63.1 (Q); 57.1 (Q); 41.4 (Q); 40.3 (G); 25.0 (G).

5.1.7 N-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-3,4-dildrobenzamide (124)
Procedure D:

0
2 a ¢ e A 150 mg (0.78 mmol) amount of 34-
cl e | 9. ( | )
H b | dichlorbenzoic acid, 197 mg (0.78 mmol) of
cl 6 d
5 124

N-benzylN-methylpropan-1,3-diamine

dihydrochloride 113 181 mg (0.94 mmol) of
CieH20CLNO HOBt, 357 mg (0.94 mmol) of HBtu, 2.05 mL
M = 351.27 g.mot
(22.77 mmol) of DIEA and 15 mL of DCM were
used. After 12 hours of reaction, purification byck layer chromatography (DCM:MeOH(NH 9:1

(v/v)) was performed.

Aspect:colourless oilYield: 85 mg (31%)

TLC (DCM:MeOH(NHy), 9:1, v/v):Rf = 0.5

LCMS (ESI"): Calc. for [M+H]: 351.1; 353.1; Found: 350.9; 352.9
HPLC (C,, 35 min):tg = 15.6 min; Bp.c > 99%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 19.8 min; Bp.c > 99%
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'H NMR (300MHz, CDC}), (ppm): 8.44 (br s, 1H, NH) ; 7.82 (&l,.6= 2 Hz, 1H, H); 7.47 (dd3Js.
5 = 8 Hz,")5.,= 2 Hz, 1H, H); 7.38 (d,3Js.s= 8 Hz, 1H, H); 7.31-7.22 (m, 5H, K); 3.60 (s, 2H, B);
3.56 (920 =6 Hz, 2H, H); 2.68 (t2J =6 Hz, 2H, H); 2.33 (s, 3H, k); 1.86 (p2J = 6 Hz, 2H, H).
3C NMR (75MHz, CDC}), 6(ppm): 164.9 (CO); 135.4 (G); 134.5 (G); 132.9 (G); 130.4 (2
Caro); 129.5 (2 Go); 129.3 (Gro); 128.6 (2 Go); 127.8 (Go); 126.1 (G.o); 62.8 (Q); 56.7 (Q); 41.4
(Cq); 40.3 (Q); 24.7 (G).

5.1.8 N-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-3,5-ditdrobenzamide (125)

Procedure D:

o 2 0 a c R A 150 mg (0.78 mmol) amount of 3,5-
H/\(\T/\O dichlorobenzoic acid, 197 mg (0.78 mmol) of

4 6 d N-benzylN-methylpropan-1,3-diamine
cl 125 dihydrochloride 113 187 mg (0.94 mmol) of
HOBt, 357 mg (0.354 mmol) of HBtu, 2.05 mL
(11.77 mmol) of DIEA and 15 mL of DCM were

used. After 12 hours of reaction, purification by
thick layer chromatography (DCM:MeOH(NH 9:1 (v/v)) was performed.

C18H2()C|2N20
M = 351.27 g.mot

Aspect:colourless oilYield: 95 mg (34%)

TLC (DCM:MeOH(NH3), 9:1, v/v):Rf = 0.6

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 351.1; 353.1; Found: 351.0; 353.0.

HPLC (Cy4, 35 min):tg = 21.9 min; Bprc > 99%

HPLC (Cys, 35 min):tg = 20.3 min; BeLc > 99%

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 8.42 (br s, 1H, NH) ; 7.55 (m, 2H,tnd H); 7.44 (m, 1H,
H,); 7.28-7.20 (m, 5H, kk); 3.57-3.51 (m, 4H, Ket H); 2.63 (13 = 6 Hz, 2H, H); 2.32 (s, 3H, );

1.82 (p2J =6 Hz, 2H, H).

*C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 1646 (CO); 137.7 (&); 137.5 (G); 135.3 (G.); 130.9 (2
Cao); 129.3 (2 Go); 128.5 (2 Go); 127.6 (Go); 125.7 (2 Go); 63.0 (Q); 56.7 (Q); 41.8 (Q); 40.7
(Ca); 24.8 (G).
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5.1.9 N-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-4-methglxenzamide (126)

o Procedure D:
2 a c e
3 NN A 150 mg (0.98 mmol) amount of 4-
H b | methoxybenzoic acid, 247 mg (0.98 mmol) of
~ 6
© 5 d 126 N-benzylN-methylpropan-1,3-diamine
dihydrochloride 113 227 mg (1.18 mmol) of
ClQH24N202
M = 312.41 g.mot HOBt, 449 mg (1.18 mmol) of HBtu, 2.60 mL
(14.79 mmol) of DIEA and 15 mL of DCM were

used. After 12 hours of reaction, purification byck layer chromatography (DCM:MeOH(NH 9:1

(v/v)) was performed.

Aspect:colourless oilYield: 225 mg (73%)

TLC (DCM:MeOH(NH3), 9:1, v/v):Rf = 0.4

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 313.2; Found: 313.1.

HPLC (Cs, 35 min):tg = 18.1 min; Be.c > 99%

HPLC (Cyg 35 min):tg = 16.2 min; Berc = 98%

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.97 (br s, 1H, NH) ; 7.68-7.65 (m, 2H; Hnd H); 7.32-7.24
(m, 5H, Hyo); 6.86-6.83 (M, 2H, KHand H); 3.84 (s, 3H, OC}J; 3.60-3.52 (m, 4H, Ket H); 2.65 (t,
=6 Hz, 2H, H); 2.29 (s, 3H, B); 1.85 (p3J = 6 Hz, 2H, H).

3C NMR (75MHz, CDCY), é(ppm): 166.9 (CO); 162.0 (; 137.2 (G.); 129.6 (2 Go); 128.8 (2
Cao); 128.5 (2 Go); 127.7 (Gro); 125.0 (Gro); 113.6 (2 Go); 62.9 (Q); 56.7 (Q); 55.4 (OCH); 41.4
(Cy); 39.9 (Q); 25.3 (G).

5.1.10 N-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]benzarai27)
Procedure D:

3 2: O” N/a\/C\N e A 80 mg (0.64 mmol) amount of benzoic acid, 172
H b |/\© mg (0.64 mmol) ofN-benzylN-methylpropan-1,3-

! 5 ® d 127 diamine dihydrochloridd13 150 mg (0.77 mmol) of

HOBt, 290 mg (0.77 mmol) of HBtu, 1.68 mL (9.67

C1gH22N-0 . mmol) of DIEA and 15 mL of DCM were used. After
M = 282.38 g.mot

24 hours of reaction, purification by thick layer
chromatography (DCM:MeOH(N§} 9:1 (v/v)) was performed.

Aspect:yellowish oil. Yield: 135 mg (75%)

TLC (DCM:MeOH(NHy), 9:1, v/v):Rf = 0.4

LCMS (ESI"): Calc. for [M+H]: 283.2; Found: 283.1
HPLC (C,, 35 min):tg = 17.5 min; Bp.c = 97%
HPLC (Cyg, 35 min):tg = 15.2 min; Bp.c = 99%
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'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 8.05 (br s, 1H, NH); 7.70 (m, 2H,tdnd H); 7.49-7.30 (m3H,
Hs, Hs and H); 7.29-7.22 (m, 5H, kb); 3.61-3.52 (m, 4H, Ket H); 2.65 (t2J = 6 Hz, 2H, H); 2.29
(s, 3H, H); 1.84 (p2J = 6 Hz, 2H, H).

*C NMR (75MHz, CDCY)), 6(ppm): 167.3 (CO); 137.8 (&); 134.7 (G); 131.1 (2 Go); 129.4 (2
Ca); 128.4 (Gro); 128.4 (2 Go); 127.4 (Go); 126.9 (2 Go); 63.1 (Q); 56.9 (Q); 41.6 (GQ); 40.1 (Q);
25.3 (G).

5.1.11 N-(4-benzyl-1,4-diazepan-1-yl)-4-chlorobemide (131)

Procedure E:

o}
3 ? 2 b A 100 mg (0.57 mmol) amount of 4-
OC chlorobenzoylchloride, 108 pL (0.57 mmol) o
“ 5 6 d e N\@ benzylhomopiperazine, 200 pL (1.42 mmol) ogNEt
: 131 and 10 mL of DCM were used. Purification by column

chromatography (DCM:MeOH(N§)l, 96:4 (v/v)) was
C19H21CIN,O
M = 328.84 g.mot performed.

Aspect:yellow oil. Yield: 150 mg (80%)

TLC (DCM:MeOH(NHy), 9:1, viv):Rf = 0.5

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 329.1; 331.1; Found: 329.0; 331.0

HPLC (C,, 35 min):tg = 11.4 min; Bp.c > 99%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 17.2 min; Bpc > 99%

'H NMR (300MHz, CDC}, 2 conformations) g(ppm): 7.47-7.17 (m, 9H, Ky); 3.78 (m, 2H, Hand
Hg); 3.67 (s1H, H); 3.61(s,1H, H); 3.42 (m, 2H, Hand H); 2.80 (m,1H, H); 2.72 (m,1H, H,);
2.59 (m, 2H, Hand H); 1.97 (p.3J = 7 Hz, 1H, H); 1.80 (p,2J = 7 Hz, 1H, H).

%C NMR (75MHz, CDC}, 2 conformations)d(ppm): 170.5 (CO); 138.8 (&); 135.3 (G.o); 128.8
(Carg); 128.7 (2 Go); 128.3 (2 Go); 128.2 (Gro); 127.2 (Gro); 127.1 (Gro); 62.6 (G); 62.5 (G); 56.1
(Co); 56.0 (Q); 54.8 (Q); 54.1 (Q); 49.9 (Q); 48.8 (G); 46.3 (Q); 45.6 (Q); 29.0 (GQ); 27.3 (Q).

5.1.12 N-(1-benzylpiperazin-4-yl)-4-chlorobenzamid&2)

Procedure E:

o}
2 2 a A 100 mg (057 mmol) amount of 4-
U\Q chlorobenzoylchloride, 101 mg (0.57 mmol) of 1-
Cl c 6 © q e benzylpiperazine, 200 pL (1.42 mmol) of;Etand 10

mL of DCM were used. Purification by column

C1gH1CIN,O chromatography (DCM:MeOH(N§), 95:5 (v/v)) was
M = 314.81 g.mot

performed.

Aspect:colourless oilYield: 150 mg (83%)
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TLC (DCM:MeOH(NHy), 9:1, viv):Rf = 0.7

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 315.1; 317.1; Found: 315.0; 317.0

HPLC (C4, 35 min):tg = 8.5 min; Rp.c >99%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 17.5 min; Bp.c >99%

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.45-7.21 (m, 9H, Kb); 3.76 (br s, 2H, Hand H); 3.54 (s2H,
He); 3.42 (m, 2H, Hand H); 2.45 (m4H, H, et Hy).

%C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 169.2 (CO); 137.5 (&); 135.7 (G.); 134.2 (Go); 129.1 (2
Caro); 128.7 (2 Gro); 128.6 (2 G); 128.4 (2 Go); 127.3 (Gro); 62.9 (Q); 53.2 (GQ); 52.8 (G); 47.8
(Co); 42.3 (G).

5.1.13 N-(1-benzylpiperidin-4-yl)-4-chlorobenzami¢k33)

Procedure E:

c f
o b N A 100 mg (0.57 mmol) amount of 4-
5 6 NQ:\Q chlorobenzoylchloride, 190 mg (0.57 mmol) of 4-
H d amino-1-benzylpiperazine, 200 pL (1.42 mmol) of
2
cl 3 133 EtzN and 10 mL of DCM were used. The crude

product was obtained as a white solid and washed

C19H2:CIN,O

M = 328.84 g.mot with diethyl ether and DCM to give the pure

compound.

Aspect:white solid.Yield: 158 mg (84%)

TLC (DCM:MeOH(NHs3), 9:1, viv):Rf = 0.6

Melting point: 186°C

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 329.1; 331.1; Found: 329.0; 331.0

HPLC (C4, 35 min):tg = 8.7 min; Rp.c> 99%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 17.7 min; Bp.c> 99%

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.70 (d,2J = 9 Hz, 2H, Hand H); 7.41 (dJ = 9 Hz, 2H, H

and H); 7.35-7.27 (m, 5H, K); 5.91 (br s, 1H, NH); 4.01 (m, 1H}3.53 (s, 2H, K; 2.87 (m, 2H,
H.and H); 2.19 (m2H, H. and H); 2.02 (m, 2H, Hand H); 1.50 (m2H, H, and H).

¥C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 165.7 (CO); 138.3 (&); 137.6 (G.); 133.1 (Go); 129.1 (2
Caro); 128.8 (2 Go); 128.3 (2 Go); 128.2 (2 Gv); 127.1 (Gro); 63.1 (G); 52.3 (C et Q); 47.2 (Q);

32.3 (Get Q).
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5.2 Compounds from strategy B
5.2.1 4-chloro-N-(4-chlorophenyl)butanamide (138)

5 To a solution of 4-chloroaniline (1g, 7.8 mmol)16 mL of
H a c
5 NWQ DCM at 0°C was added slowly a solution of 4-chlartybyl
/OZ o) b chloride (878 pL, 7.8 mmol) in 5 mL of DCM. The uvéng
cl
3 13¢ | mixture was stirred at room temperature for 12 &olihen
the reaction was quenched with 25 mL of water amsl t
C10H11C|2NO i i
M = 232.11 g.mc} product extract with 3x25 mL of DCM. The combined

organic fractions were dried over magnesium sukplzatd
concentrated to give the desired product with sigffit purity to be used without purification in the

next step.

Aspect:white solid.Yield: 1.572 g (87%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 1:1, viv)Rf = 0.7

Melting point: 98°C

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.75 (br s, 1H, NH); 7.46 (8] = 9 Hz, 2H, Hand H); 7.26 (d,
3)=9 Hz, 2H, Hand H); 3.65 (t,% = 6 Hz, 2H, H); 2.55 (t,%J = 7 Hz, 2H, H); 2.18 (p,3) = 6 Hz,
2H, Hy).

*C NMR (75MHz, CDCY)), é(ppm): 170.0 (CO); 136.2 (&); 129.4 (G.); 129.0 (2 G.o; 121.1 (2
Car); 44.4 (Q); 34.1 (Q); 27.8 (G).

5.2.2 N-(4-chlorobenzyl)-3-chloropropanamide (139)
To a solution of 4-chlorobenzylamine (862 pL, 7.6t

; 2 a j])\/c\ in 15 mL of DCM at 0°C was added slowly a solutafr8-
/@AH b cl chloropropionyl chloride (668 pL, 7.0 mmol) in 5 naf
cl 6 DCM. The resulting mixture was stirred at room
> 139 temperature for 12 hours. Then the reaction wascjwes
C,H1.CLNO with 20 mL of water and the product extract witf28xmL
M = 232.11 g.mot of DCM. The combined organic fractions were driagro

magnesium sulphate. The crude product was purified

column chromatography (ethyl acetate: cyclohexarie(v/v)).

Aspect:white solid.Yield: 971 g (60%)

TLC (CycloHex:EtOAc, 1:1, viv)Rf = 0.4

Melting point: 123°C

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): : 7.35-7.30 (m, 2H, Hand H); 7.25-7.20 (m, 2H, kand H);
5.94 (br s, 1H, NH); 4.45 (d’J = 6 Hz, 2H, H); 3.84 (t, ®J = 6 Hz, 2H, H); 2.67 (t, *J = 6 Hz, 2H,
Hy).
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*C NMR (75MHz, CDCY)), é(ppm): 169.4 (CO); 136.4 (&); 133.4 (G.); 129.1 (2 G.); 128.9 (2
Carg); 43.1 (Q); 40.1 (CQ); 39.6 (G).

5.2.3 1-(4-chlorophenyl)pyrrolidin-2-one (140)
To a solution ofN-methylN-benzylamine (106 pL, 0.82 mmol) in
10 mL of DMF was added a 340 mg (2.46 mmol) amoaint

c b
6 a : : . .
5 '\Q potassium carbonate. The resulting mixture wasestiat 70°C.
IO
cl 2
3 140

After 30 minutes, the 4-chlomd-(4-chlorophenyl)butyramidé38
(210 mg, 0.91 mmol) was added and the reacting umextvas

stirred at 70°C overnight. The solvent was remoweder reduced
C]_oH]_oClNO

M = 195.65 g.mot pressure and 15 mL of water added to the residbe. drude

product was extracted with 3x15 mL of DCM. The cdamebd
organic fractions were washed with water and doieet magnesium sulphate. Purification by column
chromatography (DCM:MeOH(N$), 99:1 (v/v)) was performed.

Aspect:white solid.Yield: 120 mg (67%)

TLC (DCM:MeOH(NHy), 9:1, viv):Rf = 0.7

Melting point: 94°C

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.63-7.55 (m, 2H, Hand H); 7.36-7.29 (m, 2H, kand H);
3.84 (,°J =7 Hz, 2H, H); 2.62 (t,°J = 8 Hz, 2H, H); 2.16 (p,J = 7 Hz, 2H, H).

¥C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 174.2 (CO); 138.0 (&); 129.4 (G.); 128.8 (2 G);120.9 (2
Car); 48.6 (Q); 32.6 (G); 17.8 (G).

5.2.4 4-(N-benzyl-N-methylamino)-N-(4-chlorophengytanamide (141)
A solution of 4-chloraN-(4-chlorophenyl)

6 H a C e butanamidel 38 (300 mg, 1.29 mmol) in 1 mL of
5
/O/ WT/\Q N-benzylmethylamine (7.75 mmol) was stirred at
o]
cl 5 2 d room temperature for 12 hours. A 5 mL amount
141

of hexane was added and the white solid was

C1sH2:CINO filtered. It was identified as N-
M = 316.83 g.mot

benzylmethylamine hydrochloride. The filtrate

was concentrated and purified by thick layer chromeaphy (cyclohexane: ethyl acetate:
MeOH(NH;s), 45:45:10 (v/v)) to give compouridil

Aspect:colourless oilYield: 287 mg (70%)
TLC (CycloHex:EtOAc:MeOH(NH), 45:45:10, viv)Rf = 0.5
LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 317.1; 319.1; Found: 317.2; 319.2
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HPLC (C4, 35 min):tg = 8.6 min; Pp.c= 99%

HPLC (Cys, 35 min):tg = 20.2 min; Rp.c= 98%

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 9.63 (br s, 1H, NH); 7.45 (d) = 9 Hz, 2H, H and H); 7.34-
7.27 (m, 5H, Ho); 7.21 (d,%J = 9 Hz, 2H, H and H); 3.69 (s, 2H, B; 2.62 (t,°] = 6 Hz, 2H, H);

2.51 (t,°J =7 Hz, 2H, H); 2.35 (s, 3H, K); 1.96 (p,°J = 6 Hz, 2H, H).

*C NMR (75MHz, CDCY)), é(ppm): 171.4 (CO); 137.2 (&); 135.9 (G.); 129.7 (2 G.); 128.8 (2
Carg); 128.7 (2 Go); 128.5 (2 Gro); 128.0 (Gro); 120.8 (Giro); 62.2 (Q); 56.5 (C); 41.4 (GQ); 36.2 (Q);

22.2 (G).

5.2.5 N-(4-chlorobenzyl)-3-(N-benzyl-N-methylamimpoppanamide (142)

A solution of N-(4-chlorobenzyl)-3-

6 a )OJ\/C\ e chloropropanamidel39 (50 mg, 0.21 mmol) in
5 N N .

/@/\H - |/\© 166 pL of N-benzylmethylamine (1.29 mmol)
cl 3 2 d was stirred at room temperature for 12 hours. A5
14z mL amount of hexane was added and the white

Ci8H21CIN,O } solid was filtered. It was identified a$-
M = 316.83 g.mo . : ,
g benzylmethylamine hydrochloride. The filtrate

was concentrated and purified by thick layer chromeaphy (cyclohexane: ethyl acetate:
MeOH(NH;), 45:45:10 (v/v)) to give compouridi2

Aspect:colourless oilYield: 45 mg (67 %)

TLC (CycloHex:EtOAc:MeOH(NH), 45:45:10, viv)Rf = 0.4

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 317.1; 319.1; Found: 316.9; 318.9

HPLC (C4, 35 min):tg = 10.0 min; BpL.c> 99%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 19.1 min; Bp.c> 99%

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 8.65 (br s, 1H, NH); 7.34-7.19 (m, 7H,,HHs and H,o); 7.09
(d,%J =9 Hz, 2H, Hand H); 4.38 (d,J = 6 Hz, 2H, H); 3.57 (s, 2H, B; 2.79 (t,*] = 6 Hz, 2H,
Ho); 2.56 (1,3 =6 Hz, 2H, H); 2.25 (s, 3H, B).

¥C NMR (75MHz, CDC})), 6(ppm): 171.9 (CO); 137.2 (&); 133.1 (G.); 129.3 (2 Go); 129.2 (3
Caro); 128.8 (2 Go); 128.6 (2 Gro); 127.9 (Gro); 62.0 (Q); 53.0 (Q); 42.6 (Q); 40.7 (Q); 32.4 (G).
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5.3 Other modulations
5.3.1 N-[3-(N-benzyl-N-methylamino)propyl]-4-chlobenzensulfonamide (144)

A solution of N-benzylN-methylpropan-1,3-
o. 0
2 N/ a c e diamine dihydrochloryde (1.06 mmol, 267 mg),

3 S\N/\/\N
/O/ H b |/\© and triethylamine (3.55 mmol, 0.5 mL) in 2 mL of
Cl 6 d

5 144 dichloromethane was cooled at 0°C. A solution of

4-chlorobenzosulfonamide chloride (0.71 mmol,

C17H,1CIN,O,S : :
M = 352.88 g.mot 150 mg) in 3 mL of dichloromethane was added

slowly. The resulting mixture was stirred at room

temperature overnight. The solvent was removed mundeluced pressure and 15 mL of
dichloromethane was added to the residue. Theieohatas washed with 15 mL of HCI (1M) solution
and then 15 mL of NaCl saturated solution. The wigéyer was dried over sulfate magnesium. A
purification by thick layer chromatography (pettoie ether:DCM:MeOH(NH), 5:4:1 (v/v)) was
performed.

Aspect:colourless oilYield: 150 mg (60%)

TLC (PE:DCM:MeOH(NH3), 5:4:1, v/v):Rf = 0.4

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 353.1; 355.1; Found: 353.0; 355.0

HPLC (C,, 35 min):tg = 13.8 min; Rp.c > 99%

HPLC (Cys, 35 min):tg = 18.6 min; Rp.c > 99%

'"H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.76 (d,J = 9 Hz, 2H, H and H); 7.47(d,®] = 9 Hz, 2H, H
and H); 7.36-7.22 (m, 5H, kb); 3.46 (s, 2H, B; 3.05 (t2J =7 Hz, 2H, H); 2.45 (13 =7 Hz, 2H,
Ho); 2.18 (s, 3H, i); 1.67 (p2J = 7 Hz, 2H, H).

*C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 138.8 (Gio); 138.7 (Gro); 137.9 (Gio); 129.3 (2 G); 129.0 (2
Ca); 128.6 (2 Go); 128.5 (2 Go); 127.4 (Go); 62.8 (GQ); 56.8 (Q); 44.0 (G); 41.9 (Q); 24.7 (G).
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5.3.2 N-benzyl-3-(4-chloro-N-methylbenzamido)-N,Nrebthylpropan-1-aminium (145)

Cl

The reaction was carried out under nitrogen
N-[3-
(benzylmethylamino)propyl]-4-chlorobenzamide
115(40 mg, 0.13 mmol) and NaH 60% (20.2 mg,
145 | 0.50 mmol) in 3 mL of THF was cooled at 0°C. A

atmosphere. A solution of

CooH2CIN,O
M = 345.89 g.mot

31 pL (0.50 mmol) amount of iodomethane was

added drop by drop. The resulting mixture was

stirred at room temperature for 12 hours. The

reaction was quenched with 10 mL of water and toelyct was extracted with 3 x 15 mL of DCM.

The combined organic fractions were dried over magmm sulphate and concentrated to give the

crude product as yellow oil. Purification by thitkyer chromatography (DCM:MeOH(NH 9:1

(v/v)) was performed.

Aspect:Yellow oil. Yield: 36 mg (80%)

TLC (DCM:MeOH(NH3), 9:1, viv):Rf= 0.4

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 346.2; 348.2; Found: 346.3; 348.3

HPLC (C4, 35 min):tg = 10.6 min; Bp.c = 99%

HPLC (Cyg, 35 min):tg = 17.8 min; Bp.c = 98%

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.71-7.59 (m, 2H, Hand H); 7.53-7.38 (m, 7H, & Hs and
Haro); 4.97 (s, 2H, ig; 3.76-3.55 (m, 4H, Fand H); 3.32 (s, 6H, Hand H); 3.09 (s, 3H, B; 2.47-

2.17 (M, 2H, H).

*C NMR (75MHz, CDCY)), é(ppm): 171.1 (CO); 136.0 (&); 133.9 (G.); 133.1 (2 G; 131.1 (2
Caro); 129.4 (2 Go); 128.9 (Gro); 128.7 (Gro); 126.7 (2 Go); 67.8 (G); 61.9 (G); 50.2 (G and G);

45.1 (G); 38.7 (Q); 21.4 (G).

5.3.4 N-benzyl-N,N’-dimethylpropane-1,3-diamine @4

b d f
T
a e 146
C12H20N2

M = 192.30 g.mot

To a solution ofN-methylamine (2.00 g, 10.1 mmol) in 5 mL
of acetonitrile was added a 2.00 g (10.1 mmol) amhaii N-
benzyl-3-chloroN-methylpropan-1-amine hydrochlorid8.
The resulting mixture was brought to reflux ovemigThe
solvent was removed under reduced pressure andrtite
column
(DCM:MeOH(NH;), 98:2 to 90:1 (v/v))

product purified by chromatography

Aspect:White solid.Yield: 1.72 g (88%)
TLC (DCM:MeOH(NH?3), 95:5, v/v):Rf = 0.4
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Melting point: 34°C

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 193.1; Found: 193.2

'H NMR (300MHz, CDC}), 8(ppm): 7.38-7.24 (m, 5H, Ky); 3.49 (s, 2H, i; 2.88 (t,°J = 7 Hz, 2H,
Hp); 2.58-2.51 (m, 5H, Kand H); 2.32 (s, 3H, B; 1.94 (p,°J = 7 Hz, 2H, H).

*C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 138.0 (G.); 129.2 (G.); 128.4 (Go); 127.4 (Gy); 62.4 (G);
54.7 (GQ); 49.3 (G); 41.8 (G); 33.6 (Q); 23.4 (Q).

5.3.5 N-(3-bromopropyl)-4-chlorobenzamide (148)
To a solution of 3-bromopropylamine hydrobromid@56

5 0 a c mg, 2.86 mmol) in 10 mL of DCM at 0°C was addedujo
j@*u/\b/\m a solution of 4-chlorobenzoyl chloride (363 pL,&r@mol)
cl 6
5 1

in 5 mL of DCM. The resulting mixture was stirretdraom

48 temperature for 12 hours. Then the solution waatetil

Ci0H1,BrCINO with DCM and washed successively with HCIl (2M)

M =276.56 g.mo’r solution, NaHC@ saturated solution and NaCl solution. The

organic layer was dried over magnesium sulfate eraporated. The crude product was purified by

column chromatography (DCM: cyclohexane, 2:1 to(¥/0)).

Aspect:white solid.Yield: 520 mg (65%)

TLC (DCM:MeOH(NHy), 9:1, viv):Rf = 0.7

Melting Point: 84°C

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 276.0; 278.0; Found: 276.0; 278.0

'H NMR (300MHz, CDC}), é(ppm): 7.72 (d,3 = 9 Hz, 2H, H and H); 7.38(d,*J = 9 Hz, 2H, H
and H); 6.69 (s, br, 1H, NH); 3.60 () = 7 Hz, 2H, H); 3.48 (t,%J = 7 Hz, 2H, H); 2.19 (p,°J = 7
Hz, 2H, H).

¥C NMR (75MHz, CDC}), é(ppm): 166.8 (CO); 137.8 (&); 132.7 (G.); 128.8 (2 Go); 128.4 (2
Ca); 38.8 (G); 32.0 (G); 31.0 (Q).
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5.3.6 2-(4-chlorophenyl)-5,6-dihydro-4H-1,3-oxazili&49Y®*
To a solution of isoindoline (20.4 pL, 0.18 mmat) I mL of DMF
was added a 24 mg (0.18 mmol) amount of potassanvooate. The

resulting mixture was stirred at 70°C. After 30 oies, the 4-chloro-
N-(3-bromopropyl)-4-chlorobenzamidet8 (50 mg, 0.18 mmol) was

added and the reacting mixture was stirred at 7@7€rnight. The

solvent was removed under reduced pressure andL15fmvater
CuoH1CINO P

M = 195.65 g.mot added to the residue. The crude product was ezttagith 3x15 mL

of DCM. The combined organic fractions were washeth water
and dried over magnesium sulphate. Purificationcojumn chromatography (DCM:MeOH(NH

99:1 (v/v)) was performed.

Aspect:colourless oilYield: 25 mg (70%)

TLC (DCM:MeOH(NH3), 9:1, v/v):Rf = 0.5

LCMS (ESI™): Calc. for [M+H]: 196.0; 198.0; Found: 196.0; 198.0

'H NMR (300MHz, CDC}), 6(ppm): 7.83 (d,*J = 9 Hz, 2H, H and H); 7.34 (d,>J = 9 Hz, 2H, H
and H); 4.36 (t,°J = 6 Hz, 2H, H); 3.61 (t,°J = 6 Hz, 2H, H); 1.99 (p,*J = 6 Hz, 2H, H).

3C NMR (75MHz, CDCJ), 6(ppm): 154.7 (OQN); 136.4 (Gro); 132.6 (Gro): 128.3 (2 G); 128.2 (2
Car); 65.2 (Q); 42.6 (GQ); 21.9 (Q).
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II.  Pharmacological evaluations

1. Binding assay toec receptors

The o binding assays were performed by CEREP (Parisidé)aaccording to Ganapathy af™.
Theo; binding assay was carried out by incubating Juckitmembranes (10-20 mg protein per tube)
with [®H](+)-pentazocine (15 nM) and a range of conceiutnat of tested compounds, at 37°C for 2
hours, in 5 mM Tris/HCI buffer (pH = 7.4). Thw binding assay was performed by incubating Jurkat
cell membranes (10-20 mg protein per tube) wit-DTG (25 nM) in presence of (+)-pentazocine (1
KM) to saturates; receptors, and a range of concentrations of tesiegpounds, at room temperature
for 1 hour in 5 mM Tris/HCI buffer (pH = 7.4). THaal assay volume was 0.5 mL. Binding was
terminated by rapid filtration through Wathman GFilRers, which were then washed with 5 x 1 mL
ice-cold NaCl solution and allowed to dry beforeubd radioactivity was measured using liquid
scintillation counting. Nonspecific binding was elehined, in both assays, under similar conditions,
but in presence of 10 uM unlabeled haloperidolibition constantsK;) were calculated from the
ICso values according to the method of Cheng and Pir(k873):

ICsg

Ki=
1+

Kq
Where IG, = Inhibitory concentration at 50%
L = Concentration of radioligand
Kq = Affinity constant of radioligand
The o, binding assay was carried out witfH](+)-pentazocine (L = 15 nM, K= 16 nM) as
radioligand and the, binding assay with®H]-DTG (L = 25 nM, K; = 80.84 nM).

2. Cell culture and cytotoxicity assay

The human neuroblastoma cell line (SY5Y) was catiuin DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) (Gibco) supplemented with 2 mM L-glutamingQ0 pg/ml streptomycin, 100 Ul/ml
penicillin, 1 mM non-essential amino acids, 10 %v)\heat-inactivated fetal bovine serum (Sigma
aldrich) and grown at 37°C in a humidified incubiatontaining 5 % C@

Cells were seeded on 2000 cells per well onto 8b-plates in DMEM medium. Cells were
starved for 24 hours for culture synchronizatiom avere then incubated in culture medium that
contained various concentrations of test compougalsh dissolved in less than 0.1 % DMSO. After
72 hours of incubation, cell growth was estimatgdhe colorimetric MTT (thiazolyl blue tetrazolium

bromide) assay.
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3. Anti-Alzheimer activity
The evaluation of anti-Alzheimer activity was merhed by Sabiha Eddarkaoui within the unity
UMR 837-1 (Lille).

3.1 Cell culture and transfection for testing actiity on Ap1-40 and A31-42 secretion

The human neuroblastoma cell line SKNSH-SYSY (ARCCatalog No. CRL-2266TM), HEK
(ATCC® CRL-1573™) and COS-1 (ATCC® CRL-1650™) celleere maintained in Dulbecco’s
modified Eagle medium (DMEM, GIBCO BRL) supplemahtgith 10% fetal calf serum, 2 mM L-
glutamine, 1 mM non-essential amino acids, 50 [mitgenicillin/streptomycin (Invitrogen, France)
in a 5% CQ humidified incubator at 37°C. APP695 cDNA was dabed into eukaryotic expression
vector pcDNA3 (Invitrogen), allowing for a G418 Yitrogen) selection of clones. This APP cDNA
was transfected into SKNSH-SYSY cells using the/letieimine polymer ExGen 500 (Euromedex)
according to the manufacturer's instructions. Ceb®ressing APP (SKNSH-SYSY APB were
selected by the addition of 2@@/ml G418 in the cell medium. For quantification&f released in
the cell culture medium, the collected medium wamsat 200xg to eliminate the cell debris. Secreted
ABi_s0and A, 4, concentrations were determined using the Humau1A40) Assay Kit (IBL) or the
INNOTEST™ beta-Amyloid (1-42) ELISA Kit (Innogenes), according to manufacturer’s
instructions. Results were expressed ag, iie concentration able to decrease to 50% thetijyaf

secreted £.

3.2 Quantification of APP-CTF and AICD

After treatments, SY5Y-APP cells were scrapped and lysed in 1x Lysis Bufg&0(mM NaCl,

50 mM Tris, pH 8.8, 5 mM EDTA, 2.5% Triton X-100%lDeoxycholate, 0.1% SDS). For Western
blotting equal quantity of total proteins (20@/lane) was loaded on a 16.5% Tris—tricine or 8-16%
Tris—glycine polyacrylamide gel.

SDS—polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) wasformed using the Criterion™ Tris-
Tricine-precast or Bis-Tris-precast criterion g€Bio-Rad Bioresearch division). Proteins were
transferred to 0.2 chmitrocellulose membrane (Hybond, Amersham Bios@shat 2.5 mA/cm?2 per
gel using the Criterion™ Blotter system (AmershainsBiences), according to the manufacturer's
instructions. Proteins were reversibly stained wibnceau Red to check the quality of protein
transfer. Membranes were blocked in 25 mM Tris—idg18.0, 150 mM NacCl, 0.1% Tween-20 (v/v)
and 5% (w/v) of skimmed milk for 30 min. Membrane®re incubated overnight at 4°C with
appropriate dilutions of the primary antibodies andubated for 1 h at room temperature with
secondary antibody. The immunoreactive complexee wavealed using the ECL™ Western Blotting

kit and LAS-3000 Chemiluminescence Camera acgoisifystem (FujiFilm). Quantification were
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calculated with Image J software (NIH) and dataemenllected using Excel Software (Microsoft).
Loading variations between Western blot lanes weyamalized according to the tubulin signal.
Quantification of CTk and AICD were compared to control conditions (ede&®d as 100 in arbitrary

units) and are presented for 2 concentrationseofithg : 1 and 1(M.

4. ADME
The ADME studies were performed by CEREP (Parisn€e). A chromatogram of the test

compound (200 uM), along with a UV/Vis spectrumhwidbeled absorbance maxima, was generated.

4.1 Aqueous solubility®®

Aqueous solubility (uM) was determined by compagrithe peak area of the principal peak in a
calibration standard (200 uM) containing organitvesat (methanol/water, 60/40, v/v) with the peak
area of corresponding peak in buffer sample. Iritead chromatographic purity (%) was defined as
the peak area of the principal peak relative tadte integrated peak area in the HPLC chromatagra
of the calibration standard. A chromatogram of ¢hkbration standard of each test compound, along

with a UV/Vis spectrum with labeled absorbance mmeiwas generated.

4.2 Partition coefficient®

The total amount of compound was determined asptek area of the principal peak in a
calibration standard (100 pM) containing organiweat (methanol/water, 60/40, v/v). The amount of
compound in buffer was determined as the combimellyme-corrected, and weighted areas of the
corresponding peaks in the aqueous phase of tle drganic-aqueous samples of different
composition. An automated weighting system was ueeehsure the preferred use of raw data from
those samples with well quantifiable peak signelhe amount of compound in organic was calculated
by subtraction. Subsequently, Log D was calculagdhe Log, of the amount of compound in the

organic phase divided by the amount of compouniiéraqueous phase.

4.3 Plasma protein binding®’

Dialysis membrane strips were presoaked and ripsed to use. Following assembly of the 96-
well dialysis apparatus, 0.15 mL of phosphate buffas added to the diasylate side of each well.
Plasma (unfiltered) was spiked with the test commglo(L0 uM), and 0.15 mL added to the sample
side of each well. The dialysis plate was sealatliacubated with shaking at 37°C until equilibrium

was reached (at least 8 hours). Equal volumesmpleawere removed from the buffer and plasma

25, A. Lipinskiet al, Adv. Drug Del. Rey1997, 23, 3-25
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sides of each well, diluted with acetonitrile amen centrifuged. Also at this time, an additional
sample was prepared (in duplicate) by spiking &g tompound in plasma at 10 uM, followed by
sampling and diluting in acetonitrile/ buffer inetlsame manner as incubated plasma sample. This
reference sample serves as the basis of a recdeggymination. The supernatant of all samples was
then analyzed by HPLC-MS/MS. The peak area of éis¢ ¢compound in the test buffer and plasma
samples was used to calculate percent binding dicgpto the following formula:

(Areape - Areabe) X %

L X 100
[(Areape - Areabe) X %] + Areay,

Protein Binding (%) =

Where Areg. = Peak area of analyte in plasma at equilibrium
Area = Peak area of analyte in buffer at equilibrium
Vpe = Volume of plasma at equilibrium

V,i = Initial volume of plasma

The sum of the peak area of the test compoundendst buffer and plasma samples compared to
the average peak area in the reference plasma esmm@s used to calculate percent recovery

according to the following formula:

(Areape + Areabe)

X 100
Area

Recovery (%) =

Where Areg = Peak area of analyte in plasma at equilibrium
Area. = Peak area of analyte in buffer at equilibrium

Areas = Average peak area of analyte in reference plasmple

4.4 A-B permeability?®®
The apparent permeability coefficient,{f of the test compound in the apical to the basodt

direction was calculated as follows:

Vg X Creo 1
At A X (CD,mid - CR,mid)

Papp (em/s) =

Where Wk = Volume of the receiver chamber
Creo = Concentration of the test compound in the regeihamber at t = 60 min
At = Incubation time (60 minutes)
A = Surface area of the cell monolayer

Co, mia = Calculated mid-point concentration of the teshpound in the donor side
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Cr, ma = Mid-point concentration of the test compoundhe receiver side

Cpb, miais the mean value of the donor concentration a¢ fimand the donor concentration at time 60
minutes. G miq IS one half of the receiver concentration at tBfeminutes. Concentrations of the test

compound are expressed as peak areas of the teigoand.

The recovery of the test compound was calculatddliasvs:

Vp X Cpgo + Vg X C
recovery (%) = D [‘)/60X CR R % 100
p X Cpo

Where \k = Volume of the receiver chamber
Vp = Volume of the donor chamber
Coso = Concentration of the test compound in the d@aonple at t = 60 min
Creo = Concentration of the test compound in the revebample at t = 60 min
Cpo = Concentration of the test compound in the deaonple at t = 0 min

Concentrations of the test compound are expresspdak areas of the test compound.

4.5 Metabolic stability”*®

Human liver microsomes (0.1 mg/mL) were used liig study. At each end of incubation at each
of the time points (0, 15, 30, 45, 60 minutes), eqgual volume of an organic mixture
(acetonitrile/methanol, 50/50, v/v) was added te itcubation mixture followed by centrifugation.
Samples were analyzed by HPLC-MS/MS. Peak areassmmnding to the analytes were determined
by HPLC-MS/MS. The ratio of precursor compound rinimgy at the end of the incubation relative to

the amount remaining at time zero, expressed a&epils reported as metabolic stability.

4.6 Cinetic of metabolisation
This study was performed by Dr Emmanuelle Lipk#himi the Laboratory of analytica chemistry
(EA 4481, Lille).

Human liver microsomes (0.3 mg/mL) and mouse lim@arosomes (0.3 mg/mL) were used for this
study. At each end of incubation at each of thestimoints (0, 15, 30, 45, 60 minutes), an equal
volume of a cold organic solvent (acetonitrile) wadded to the incubation mixture followed by
centrifugation. Samples were analyzed by HPLC-U¥akPareas corresponding to the analytes were
determined by HPLC-UV. The ratio of precursor comnpd remaining at the end of the incubation

relative to the amount remaining at time zero, egped as percent, is reported as metabolic syabilit
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HPLC chromatograms: Mouse liver microsomes
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HPLC chromatograms: Human liver microsomes
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5. Behavioral tests

The study was performed by Amylgen (Montpelliaarice).

5.1 Experimental design

Two hundred and sixty (260) mice were used. Balralitesting started one week after the arrival

of the animals in the AMYLGEN animal facility. Twgntwo groups were used as follows:

Treatments Mice
1. Vehicle + vehicle 16
2. Dizocilpine (0.15 mg/kg) + vehicle 16
3. Dizocilpine (0.15 mg/kg) 88 (0.1 mg/kg) 8
4. Dizocilpine (0.15 mg/kg) 88 (0.5 mg/kg) 8
5. Dizocilpine (0.15 mg/kg) 88 (1 mg/kg) 12
6. Dizocilpine (0.15 mg/kg) 88 (5 mg/kg) 8
7. Dizocilpine (0.15 mg/kg) 88 (10 mg/kg) 8
8. Dizocilpine (0.15 mg/kg) #9 (0.1 mg/kg) 12
9. Dizocilpine (0.15 mg/kg) #9 (0.5 mg/kg) 12
10. Dizocilpine (0.15 mg/kg) #9 (1 mg/kg) 16
11. Dizocilpine (0.15 mg/kg) #9 (5 mg/kg) 8
12. Dizocilpine (0.15 mg/kg) #9 (10 mg/kg) 8
13. Dizocilpine (0.15 mg/kg) 415(0.1 mg/kg) 18
14. Dizocilpine (0.15 mg/kg) 415 (0.5 mg/kg) 18
15. Dizocilpine (0.15 mg/kg) 415 (1 mg/kg) 16
16. Dizocilpine (0.15 mg/kg) 415 (5 mg/kg) 8
17. Dizocilpine (0.15 mg/kg) 415 (10 mg/kg) 8
18. Vehicle + vehicle 12
19. Dizocilpine + vehicle 12
20. Dizocilpine (0.15 mg/kg) 415 (0.5 mg/kg) 12
21. Dizocilpine (0.15 mg/kg) 415(0.5 mg/kg) + NE-100 (3 mg/kg 12
22. Dizocilpine (0.15 mg/kg) + NE-100 (3 mg/kg) 12

The compound88 and115 appeared hardly soluble in saline solution or waevehicle solution

of DMSO 2% in water was chosen for these two compeuOnly compound9 was solubilized in
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water. Vehicle solutions were physiological salioedizocilpine, DMSO 2% in water f@8 and115
water for79.

Animals were used at day 1 in the Y-maze testairahys 2 and 3 in the passive avoidance test,
with training at day 2 and retention at day 3.

Test compounds38, 79, 115 and antagonist NE-100 were administered 10 méndnefore
dizocilpine or vehicle.

Dizocilpine (at 0.15 mg/kgp.) or vehicle was administered 20 minutes before Yamaze test
session on day 1 and the passive avoidance trasgisgjon on day 2. Drugs were not injected before

the retention session on day 3.

5.2 Animals

Male Swiss mice, 6 weeks old and weighing 30-3%@n JANVIER (Saint Berthevin, France),
were kept for housing and experiments took placeNtYLGEN's animal facility in the University of
Montpellier 2 (CECEMA, Office of Veterinary Servieeagreement # B-34-172-23). Animals were
housed in groups with access to food and watktibitum, except during experiments. They were
kept in a temperature and humidity controlled anhifacility on a 12 h/12 h light:dark cycle (lights
at 7:00 am). Behavioral experiments were carriedbetween 09:00 am and 05:00 pm, in a sound
attenuated and air-regulated experimental roomyhich mice were habituated at least 30 min. Mice
were numbered by marking their tail using permamaatkers ad sacrificed immediately after the
passive avoidance retention session. All animatgutares were conducted in strict adherence to the
European Union Directive 86-609, modified by therdes 87-848 and 2001-464.

5.3 Spontaneous alternation performances

Animals were tested for spontaneous alternatiafopeance in the Y-maze, an index of spatial
working memory. The Y-maze is made of grey polylehjoride. Each arm is 40 cm long, 13 cm
high, 3 cm wide at the bottom, 10 cm wide at thg 8nd converging at an equal angle. Each mouse
was placed at the end of one arm and allowed toenimely through the maze during an 8 min
session. The series of arm entries, including ptsseturns into the same arm, were checked visuall
An alternation was defined as entries into all ¢ghe#ms on consecutive occasions. The number of
maximum alternations was therefore the total nunalberm entries minus two and the percentage of
alternation was calculated as: (actual alternationaximum alternations) x 100. Parameters included
the percentage of alternation (memory index) andl toumber of arm entries (exploration index).
Animals showing an extreme behavior (alternatic20% or > 90% or number of arm entries < 10) are

usually discarded from the calculations.
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5.4 Step-through passive avoidance test

The apparatus is a two-compartment (15 x 20 xm%high) box with one illuminated with white
polyvinylchloride walls and the other darkened wbtack polyvinylchloride walls and a grid floor. A
guillotine door separates each compartment. A @amp positioned 40 cm above the apparatus lights
up the white compartment during the experimenta®bied footshocks (0.3 mA for 3 s) could be
delivered to the grid floor using a shock generatwambler (Lafayette Instruments, Lafayette, USA).
The guillotine door is initially closed during theaining session. Each mouse was placed into the
white compartment. After 5 seconds, the door waseda When the mouse entered the dark
compartment and placed all its paws on the gridrflthe door was closed and the footshock delivered
for 3 seconds. The step-through latency (the Igtespent to enter the dark compartment) and the
number of vocalizations was recorded. The reterteshwas carried out after 24 hours. Each mouse
was placed again into the white compartment. Agtseconds, the door was opened. The step-through
latency was recorded up to 300 seconds. When thesenentered the dark compartment or 300
seconds has elapsed (they were therefore mandalbggin it), the escape latency (latency to exit

from the dark compartment) was recorded up to @20rsds.

6. Multiple sclerosis: EAE model
The evaluation of neuroprotective properties warsgomed by Dr Benedicte Oxombre-Vanteghem
within the laboratory of immunity (EA 8626, Lille).

6.1 Animals

Female SJL/J mice were purchased from Janvier Geeest-St-Isle, France) and bred under
conventional barrier protection at the Lille Pastlstitut (Lille, France). All experiments protdso
and procedures were in compliance with the Europ€ammunities Council Directives of 24
November 1986 (86/609/EEC) and were approved byldhal ethical committee (AF 10/2009).
Efforts were made to minimize the number of animeded and their suffering. Animals that reached

score 3 were isolated, and hydration and food aosese facilitated.

6.2 EAE induction and treatment

The method of EAE induction was similar to thossblshed previously®® Randomized SJL/J
mice were inoculated s.c. in the neck with an emnlsontaining 100 pg of PLRg 15: peptide and an
equal volume of CFA containing 4mg/ml of heat-imeated Mycobacterium tuberculosis H37RA
(Difco Labs., Detroit, MI, USA) on day 0. Additiolhg mice received 0.3 pug of BPT (Sigma—

Aldrich) i.p. on days 0 and 3. Compounds and 115 were dissolved in physiological saline and

28, Lee-Changt al, Immunol. Lett.2011, 135, 108-117
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injectedi.p on day 0. Control animals received one administnabf saline solution. SJL/J that only
received CFA and BPT or PBS, were also includaténexperiments. Mice showed no apparent toxic

side effects of any treatment protocols.

6.3 Clinical scoring of EAE

Mice were weighed daily, and arbitrary graded byoable blinded investigator according to the
following scale: grade O = no disease, grade Ofailslightly hypotonic, grade 1 =moderate tall
hypotonia and/or slight clumsy gait, grade 1.5 wvese tail hypotonia and/or slight clumsy gait, grad
2 = tail atony and/or clumsy gait, grade 2.5 =matkehind limb paresis, grade 3 = severe hind limb
paresis, grade 3.5 = one hind limb paralysis, géageparaplegia, grade 4.5 = three limb paralysis,
grade 5 = tetraplegia. Incidence of EAE correspdadbe frequency of the new cases reaching grade
2. For compound\s, 19 mice per group in 2 independent experiment® wealyzed. For compound

115, 15 mice per group in only one experiment werdyseal.

6.4 Histology

After spleen and CLNs isolation, mice were intrdéc perfused with 4% of paraformaldehyde
(Carlo Erba Reactifs, France) solution in salineilBand spinal cord were removed, post-fixed for a
least 4h in the same fixative followed by 12h i28ucrose solution before embedded in ice-cold
OCT (Optimal Cutting Temperature embedding medi@s|l Path, United Kingdom), frozen in
isopentane (-55 °C), and stored at —80 °C untii@eing.

Using a cryostat, 12um serial coronal sectionamfré levels of the neuroaxis (corpus
callosum/striatum, cerebellum/brainstem, cervithbracic and lumbar spine cords) were cut and
collected on Superfrost/Plus slides (Thermo Sdientrance) and kept at —=80 °C until use. Braid an
spinal cord sections were stained by conventioealdium/eosin (H&E) or luxol fast blue (LFB) and
examined by light microscopy in a blinded manneflammation was quantified by counting the
mononuclear cell infiltration foci (at least 20 stered mononuclear cells) in the meninges and
parenchyma by a double blinded investigator. Antiatty score from 0 to 4 was determined as
follows: 0 = no mononuclear cell infiltration, 1few cellular infiltrates only in perivascular and/o
meninges area, 2 = mild cellular infiltrates1 0), 3 = moderate cellular infiltrates (11-20), 4evere

cellular infiltrates (>20). The mean histologicabee was calculated for each group.
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Conception, synthése et évaluation de nouveaux liggs de la protéine sigma-1 a visée

neuroprotectrice.

Les maladies neurodégénaratives (MNDs) sont lebtes neurologiques les plus fréquents chez I'horetme
touchent des millions de personnes a travers ledmdiiles affectent le fonctionnement du systéme neqwizu
facon chronique et progressive et conduisent sdumeméceés du malade. L'évolution de ces maladiesrés
variable et les traitements disponibles actuelldmsn permettent pas de modifier leur progressions ma
seulement d’'atténuer les manifestations symptomesiq

Les récepteurss; correspondent & une classe unique de récepteamsmtembranaires du réticulum
endoplasmique. Exprimés au niveau du SNC et ericpbet dans les neurones, les lymphocytes et les
oligodendrocytes, ces récepteurs sont connus pdowg inpliqués dans la régulation de nombreux
neurotransmetteurs. Méme si les mécanismes dedtretitsn aprés leur activation ne sont pas complétem
élucidés, de plus en plus d’études mettent en gua@lée potentiel thérapeutique de ces récepteur<fiet,
depuis leur découverte, les réceptesyont été impliqués dans de nombreuses pathologies dbs MNDs.

Ces travaux de thése s'inscrivent donc dans céextn Le projet consistait & concevoir, synthétise
évaluer de nouveaux ligands; pour une utilisation en neuroprotection. Les déritétrahydroquinolin-
hydantoines préalablement concus au laboratoitemontré des affinités nanomolaires envers la preté,,
une bonne sélectivité, une faible cytotoxicité et ¢ropriétés ADME compatibles avec un développémen
thérapeutique. Evalués dans différents modélescerposés ont montrés des propriétés anti-inflamineest
associées a une action neuroprotectrice. Cepentbéty, que les Tic-hydantoines soient des composés
chimiquement stables, ils ont montré une faibl®istd métabolique. Trois nouvelles familles de qm®és ont
donc été concues et synthétisées afin de pallierpceblémes. Leurs affinités, sélectivités, cytatibgs et
propriétés ADME ont été évaluées. Des tests corapmmtaux ont également été réalisés sur les compesé
plus intéressants afin de déterminer leur profdraste ou antagoniste. Finalement, le meilleur maidévalué
dans un modélm vivo de sclérose en plaques, a montré des propriébéspretectrices intéréssantes.

Conception, synthesis and evaluation of novel sigrfareceptor ligands as neuroprotective

agents

Neurodegenerative diseases are the most commanlogigal disorders in humans, affecting millions o
people worldwide. They affect the nervous systemhronic and progressive way and often lead taléagh of
the patient. The evolution of these diseases islyigariable and currently available treatmentsdbalter their
growth but only moderate symptomatic manifestations

oy receptors represent a structurally unique clagsapEmembrane receptors of the endoplasmic reticulu
Expressed in the central nervous system and edlgeicianeurons, lymphocytes and oligodendrocytésse
receptors are known to be involved in the reguhatad numerous neurotransmitters. Even if the signal
transduction pathway after activation ®f receptors is not completely understood, more ancenevidences
suggest that they represent a potential theraptarget in many diseases. Indeed, since their dé&sgo theo;
receptors have been implicated in various pathebiicluding neurodegenerative disorders.

Thus, it is in this context that our interest@edsed on the conception and synthesis of neveéceptors
ligands for the treatment of neurodegenerativeadise. Fused and optimized tetrahydroquinoline-hypdan
derivatives designed in our laboratory showed nanane; affinity, o, /o, selectivity, very low cytotoxicity and
ADME properties compatible with therapeutic devetemt. Evaluated in different models, these compsund
showed an anti-inflammatory activity associatedhwé neuroprotective action. However, while the-Tic
Hydantoin derivatives are chemically stable, thegveed a low metabolic stability. Thus, three ndeshilies of
compounds were synthesized in order to compensatethiese problems. Their affinities, selectivities,
cytotoxicities and their ADME properties were ewakd. Behavioural testing was carried out on thetmo
interesting compounds to determine the agonistndagmnist profil. Finally, evaluated im vivo model of
multiple sclerosis, the best compound showed isterg neuroprotective properties.



