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varie durant le cycle cellulaire. La liaison & des

- 4 pr— p— -~

sont révalés, ccmme rapporté dans l'article ci1-dessus,

fortement inhibiteurs de CDKl/-cycline 3. Ainsi, la § -

appelée alsterpaullone, présente une IC;;, de 0,035 uM et
une actiwvitéd anti-tumorale Iin vitro d'un ordre de grandeur

(log IG;, moyenne du point du milieu du

(1)/
}—J

SU

'O

erieur
he = -86,4M) .

grap
opriétés inhibitrices de CDKs, qul

(1
(D
N
e
M

antrainen- un arrét du cycle cellulaire, conférent a ces
dérivés de paullones un 1intérét pour le traitement de
pathologies ligées a la pertce du contrdle de la
prolifératio; comme les cancers, le psoriasis, les maladies

cardio-vasculaires, les maladies infectieuses, la

néphrologile, les maladies neurodégénératives et les

infections virales.

De maniére - surprenante, les 1nventeurs ont a

présent mis en évidence gque certains de ces dérivés de

paullones exerc¢alent un effet 1nhibiliteur sur une autre

.

cible enzymatique, constituée par la glyccgéne synthase
kinase-33 ou GSK-3[@ en abrégé, ainsl que le cas dchéant sur

les CDKs, et notamment la CDK5/p2S.

La GSX-3B est un élément essentiel de la vole ce
signaux WNT. Elle est impliquée dans de multiples processus

physiologiques: régulation du cycle cellulaire par concrole

de taux de Cy cli1ne D1 et

veloppement, action de 1'insuline sur

(D

ventrale durant le d
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la synithese de glycogene, sxcrolssance axonale,
neurotoxicitcé de HIV-1 & médiation par Tat, et autres.

S

on saiz que la GSX-33 et la CDK5> sonc

-
-
U

pe D

anormale de la protéine tau liant les microtubpules comme
~bservéd dans les filaments appariés en hélice dans la
maladie d'Alzheimer et autres "caupathies”

neurodégénératives.

Oon mesure également l'intérét de pouvolr disposer

-

de dérivés inhipbiteurs de 1l'activitéd de GSK-3( pour
favoriser 1la division cellulaire.
Or les seuls inhibiteurs de la GSK-3f divulgues
3 ce Jjour sont constitués par le lithium et certalns
dérivés de purine.
[a sélectivité du lithium n'a pas été rapportee,
\

mais é&tant donné la nature atomique du prodult, 11 est

vraisemblable qu'elle doit é&tre trés faible. De plus, le

lithium n'agzit qu'éi des doses considérables (ICg;, autour de

10 mM) .

Tl en est de méme avec les dérivés de purine

décrirs dans la demande WO $8/16528, gqul sont peu sélectifs

et dont les IC., sont autour de 10 uM.

I,'invention apporte une solution & ces problemes

113 ‘ ‘ ] 52dz nts
avec 1l'utilisation, pour la fabrication de medicamerl

inhibiteurs de GSK-33 et le cas échéant de CDKs, de
paullones de grande efficacité, presentant, vis-a-vis de
GSK-3B, des IC., inférieures & 10 ygM, et meme pour un born

nombre dflentre elles inférieures a > pM,

- - — —_ ™
Certains de ces COmMposés présententc meme des IC:;

ieures a4 50 nM et atteignant pour certcains des valeurs

i
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Conformément & l'invenzion, pour la fabrication

desdits médicaments & effet inhibizeur ncocamment d= GSX-303,
on utilise des dérivés de vaullecne réczendant & la formule
générale (I)

dans laguelley

- X représente un groupe = O, C-S-CH;

- Z2 représente C ou N ;

- Y représente, avec le cycle adjacent, un résicdu phényle

ou thiazolyle ;

le ou les cycles constituant ces dérivés étant le cas

dchéant substitués par un ou plusieurs atomes d'halogene,

groupes hydroxy, alkylénehydroxy, alcynealkyleénehydroxv,

alcynehydroxycyclohexyle, alkyle, alkoxy, alkylénealkoxy,

alkylénecyano, le groupe alkyléne é&tant saturé ou 1lnsature,

i

ces radicaux é&tant & chaline droite ou ramifiée, en Cl &

C18, ladite chalilne étant le cas échéant substituée par un
ou plusieurs groupes hydroxy ou amino ; un cu plusleurs
groupes crifluorométinyle ; -COM ;
-COOM ou -CHE,COOM (avec M représentant un atome

lkvie en C1 & C1l5, & cnaine droite

d'hydrogéne, un groupe alkyvle en
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ou ramifide, substituée le cas échéant par un ou plusieurs

groupes hydroxy et/ou amine) ;

- R~ represence un 03

i

10

20 dans laguelle,

2

- X R et R sont tels gue définis ci-dessus, et

: 7 ~ L1 C s : ¢ e
- R a4 R, R & R, identigues ou différents,

représentent un atome d'hydrogéne, d'halogéne (¥, CL, BT,

I), un groupe hydroxy, alkylénehydroxy,

25  alcynealkylenehydroxy, alcynehydroxycyclohexyle, alkyle,
alkoxy, alkvlénealkoxy, alkylénecyano, ces radicaux dcant a
chaine droite ou ramifiée, en Cl a Cl18, le groupe alkylene
dtanr sarurd ou insaturé, ladite chaline étant Le cCas
dchéan:- substit-uée par un ou plusieurs groupes nhRydroxy ou

30 amino ; un groupe triflucrométhyle; un groupe -COM; -CCOM;
v atcome d'hydrogene, Ul
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groupe alkyle en Cl & Ci8, & chaine droite ou ramiriée,
substituée le cas é&chéant par un ou Dplusieurs Jgroupes

nydroxy etf/ou amino) ; un groupe niirosc; ul groupe nitro

Mgt

ou um groupe cvano ;

l.._J
0
'
)
"<
Ul
t.l
O
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(1
()
)
(D
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()
(D
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(D
0

a- ]les se

e

Dans une autre famille préisrée, Y représente,
avec le cycle adjacent, un résidu thizzolyle et Z2 = C
Cette famille répond & la Zormule générale (III)
3 R>
N"“\v
A
o 27
(III)

dans lagquelle les substituants présentent les
significations données ci-dessus en rapport avec la formule
(IT) .

NDans encore une autre famille, Y forme avec le

cycle adjacent un groupe phényle et Z = N. (ette famille

répond & la formule (IV)

Qf«-.p\ /
Iy | J \/ \\‘\\ 3
\ .
\ //“\f%
A —
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dans laquelle les substituants présentent Iles
significatlions données en rapport avec la formule (II).

Un groupe de dérivés de paullones préférés dans
ces différentes familles correspond au cas ol X représente
C = 0.

Dans un autre groupe X représente C-S-CH; ou C-S.

Dans encore un autre groupe X représente -C-NHOH.

De manieére générale, les dérivés de 1l'invention

présentent avantageusement une IC., vis-a-vis de GSK-3[3

inférieure a 10 uM et pour bon nombre d'entre eux a 1 uM,

S S

des IC., 1nférieures a 100 nM et méme a 10 nM pouvant é&tre
obtenues.

Des paullones particulierement préférées de ces
groupes appartiennent aux familles de formule (II) ou de
formule (III) avec R’ choisi parmi -NO,, -CN,-Cl, -Br, -CF,,
alkyle en Cl1 & C5, en particulier méthyle, ou un atome
d'hydrogéne, R’ et/ou R° choisis parmi alkoxy (en C; a (4
pour le radical alkyle) et notamment méthoxy,
alkylenecyano, vinylalkoxy, ou propyléne, les autres
substituants étant de 1'hydrogene.

L'invention vise en particulier 1lr'utilisation

pour la fabrication de médicaments sélectivement

inhibiteurs de GSK-3[3, de CDK1l et de CDK5, de dérivés de
paullone de formule (II) dans laquelle X = CO, R’ est
choisi parmi -NO,, -CN, -Br, -Cl, -CF,, H, et R° et /ou R’
représentent H, alkoxy en (C,-C., notamment méthoxv,

alkylenecyano, notamment méthylenecyano, les autres

substituants étant de 1l'hydrogene.

L'invention vlise tout spécialement l'utilisation

de paullones de formule (II) dans laguelle X =CO,
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2’ représente -NO,, -CN, -Br, -Cl ou -CFj, les

autres substituants rerrésentant de l'hydrogene.
L'invention vise encore cout spécialement
l]'urilisation de paullones de crormule (ITZ) dans lagquelle
X=CO, R reprasente les significations ci-dessus ec et R
représentent tous deux un  groupe alkoxy en C, a G,

2

notamment mé thoxy, ou R re

g
N
(D»
U)
(D
'
(T
(D
(-
r
8

5{
O
-
@
(D

alkylénecyano, notamment sthylénecyano.

L'inventlion vise cgalement erl particulier
l'utilisation pour la fabrication de médicaments
c&lectivement inhipiteurs de GSK-3B, de paullones de

9
formule générale (II) dans laquelle X = SCH, et R est tel
que défini ci-dessus et représente en particuliler un atome
d'halogéne, notamment de Drome.
Selon url autre mode de réalisation de

‘ ' 113 Lcat sdicaments
1'invention, on utilise pour la fabricatlon de me

inhibiteurs de GSK-3f, CDKL et CDKX5, avec ule sélectivité
plus grande vis-a-vis de GSK-3p et de CDKl, des dérives de
paullones de formule (III) dans laquelle R’ est tel que
défini ci-dessus dans ses significations préférées, les

autrres substituants représentant un atome d'hydrogene.

On notera dJque la 9-cyano-2,3-diméthoxypaullone est

un produit nouveau et a ce tritre entre dans le champ de

l'invention.

L'invention permet donc de disposer de

médicaments ayant la sélectiviteé requlse pour  une

application donnee.

— ¢ -~ — Nl -
Les médicaments Labrigues conformemernt a

-

utilisant ces Adrivés de paullones sont cout

l'inven-ion en
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dans lesquelles la GSK-30 est 1mpliguée
Tl en est ainsi notamment en endocrinologle, par
exemple, dans les diabétes, ou les inhibiteurs de GSX-3|

(D

sont utilisables comme insullno-mimétigues. On rappelle Qqu

(-
(D
U

l'insuline agit par une cascade d'evénements plochimiqu

(D

conduisant & une inhibition de l1a GSX-3 et gue cett

inhibition est responsable de la réponse des cellules a
l'insuline.

De méme, ces medicaments présentent un grand
intérét pour le traltement de maladies neurodégénératives,

comme la maladie d'Alzheimer. L'hyperphosphorylation de 1la

protéline tau provoguée par CDKS et GSK-3B peut étre en effet

1nhibée par les dérivés de paullones. En administrant 1les
medicaments fabrigués selon 1'invention, 11 est alors

possible, grace a leur effet inhibiteur a la foils de CDKS et
de GSK-3f, d'empécher l'hyperphosphorylation de la protéine
tau chez les malades d'Alzhelimer et de lutter contre lsa
neurodégenerescence et l'ischeéemie.

Ces médicaments trouvent dgalement une
application de grand intérét pour le traitement de maladies
maniaco-dépressives.

Oon citera en outre leur utilisation pour le
traitement de cancers ol leur effet inhibiteur a la fols de
GSX-3B et de CDK1/2/5, gui se traduit par 1'apoptose ce la

cellule tumorale, est avantageusement mis a profit.

afflicaces

Ces médicaments s'averent égalemenc

pour le traltement de ma
unicellulaires comme la malaria, Les trypa

leishmanrias, les toxoplasmes, les pneumocystlis et aut

ou Dar des Daras)
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champignons et les vers. Les génomes de ces parasites

contiennent en effet des genes GSK3 homologues, mails
différentes de GSK-3 humain.

Ils sont eéegalement utililisables dans 1la sphere
cardilio-vasculaire  pour Craiter ou prévenir notamment,

l'athérosclérose, la resténose ou l'angiogénese, en modifiant

l'équilibre entre la prolifération et 1l'apoptose, et en

contrdlant les taux de [-caténine.

On les utilillisera également avec avantage pour le

Craitement des maladles 1nfectieuses, comme par exemple 1le

SIDA.

Lors de l'élaboration des medicaments, les

principes actifs, wutilisés en quantités thérapeutiguement

efficaces, sont melangeés avec les véhicules

pharmaceutiguement acceptables pour le mode d'administration
choisi.
Alnsl pour une admlnistration par vole orale, les

medicaments sont préparés sous forme de gélules, comprimés,.

dragées, capsules, pilules, gouttes et analogues. De tels

médicaments peuvent renfermer de 1 a 100 mg de principe actit
par unité.
Pour l'administration par vole injectable

(intravelneuse, sous—cutanee, intramusculaire), les

médilicaments se preésentent sous forme de solutions stériles ou

sterilisables. Il peut s'agir également de suspensions ou
d'émulsions. Les doses par unité de prise peuvent varier de 1

La posologle quotidienne est

rn

a 50 mg de principe actif.

choisle de maniere a obtenir une concentration finale d'au

plus 100 uM en dérivé de paullone dans le sang du patient

tralité.

A titre d'indicatif, la posologie utilisable chez
L 'homme correspond- aux doses sulvantes : alnsi on

adminlstre par exemple au patlent en une ou plusieurs prises
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10 a 50 mg/jour pour le traitement de tumeurs ou de

prarasitoses.

Afin d'illustrer 1l'invention, sans toutefolis en

limiter sa portée, on rapporte dans les exemples qui suivent

d'autres caractéristiques et avantages.

Dans ces exemples, 11 serait fait référence aux

figures 1 a 6, quli représentent respectivement,

- les figures 1A et 1B, l'activité inhibitrice vis-

a-vis de CDKs, CDK1/CDK2, et de GSK-3 de 1l'alsterpaullone

(fig. 1A) et de la kenpaullone (fig. 1B) en fonction de 1la
concentration de ces paullones,

- la figure 2, les formules de paullones selon
l'invention,

- les rfigures 3A a 3C, les IC:, de paullones selon

l'lnvention vis-a-vis de l'une des protéines kinases GSK3,

CDKl/cycline B, CDK5/p25 en fonction de leurs IC:, Vis—a-vis
des Z autres protéines kinases,

- lg figure 4, les courbes montrant l'inhibition de.

GSK-3B par l'alsterpaullone pour compétition avec 1'ATP,

- la figure o, l'effet 1lnhiblteur de
l'alsterpaullone de la phophorylation de tau par GSK-3B 1in

vitro et 1in vivo, et

- la figure ‘06, l'inhibition de la phosphorylation

de DARPP-32 par CDK5 sur Thr75 in vivo par l'alsterpaullone.

* Caracterisation des paullones

o

Les analyses élémentaires ont été effectuées a

l'aide d'un appareil ‘analyse éléementaire de CHN Perkin-

Elmer 2400. Les spectres de RNN'H ont été enregistrés a 400

MHz, de RMN-"C & 100 MHz sur un apparell Bruker AMX 400, avec

comme reférence interne du tétraméthylsilane.

Les syntheses des composés du tableau 2 ont été
realisées selon les méthodes décrites dans J. of Medicinal
Chemistry indiqué plus haut. La synthese des Z—

1lodopaullone, Z-bromo~-S-nitropaullone, 2,3 diméthoxy—-9-
nitropaullone, 9-cvano-2,3, dimethoxy paullone, 7-bromo-5-
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(4—nitrophénylhydrazcno)—4,5—dihydro~1—H—HJbenzazépin~2(BH)—
one, 7,8—diméthoxy—5~(4—uitrophénylhydrazono)-4,5—dihydro—lH—
[1]benzazépin-2 (3H) -one, est décrite dans les exemples 1 a 6.

. TAampons

Les tampons utilisés ont les combosicions sulvantes:

Tampon d'homogénéisation: - 60 mM de [-glycérophosphate, 15

mM de p-nitrcphénylphosphate, 25 mM cde Mops (pH 7,2), 15 mM
5 d4d'EGTA, 15 mM de MgCl,, 1 mM de DTT, 1 mM wvanadate de

sodium, 1 mM de NaF, 1 mM de ophénylphosphate, 10 ug de
leupeptine/ml, 10 ug d'aprotinine/ml, 10 pg d'inhibiteur de

crypsine de soja/ml et 100 puM de benzamidine.

Tampon A : 10 mM de MgCl,, 1 mM de EGTA, 1 mM de DTT, 25 mM

10 de Tris-HCl pH 7,5, 50 pug d'héparine/ml.

Tampon C : tampon d'homogénéisation, mais renfermant 5 mM

d'EGTA, et dépourvu de Narf et d'inhibiteurs de protéase.

Tris-tampon salin de Tween-20 (TBST) : 50 mM de Tris pH

N Ve e .

7. 4 150 mM de NaCl, 0,1% de Tween-20°.

- 7

5 Tampon de lyse hypotonigue (HLB) : 50 mM de Tris-HCLl pn
7,4, 120 mM de NacCl, 10% de glycérol, 1% de Nonidet-P40, 5

mM de DTT, 1 mM d'EGTA, 20 mM de NaF, 1 mM d'orthovanadate,

S uM de microcystine, 100 upg/ml de chacun des prodults

suivants : leupeptine, aprotinine, pepstatine.
20 . Prégarations de kinases et déterminations des
activités

Les activités des kinases ont été déterminées dans le

b b

tampon A ou C (& moins d'indications contraires), & 30°C, a
une concentration finale en ATP de 15 uM. Les valeurs des
23 essals & blanc ont été soustraites et les activites

calculées en omoles de phosphate 1ncorpore pour une

)
0
'
(t

. v 3 . - ‘ - M : - *r b Y — » — '10-‘ -
iLncupation e 10U minl. Les Jaleurs des acrLivirtes
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généralement exprimées en % de l'activicéd maximale, c'est-
a-dire, en 1l'abpsence d'inhlbiteurs.

Des essals témoins ont £cée realisés a l'aide de
dilutions appropriges de Me,S5O. Dans gualgues cas, comme

indiqué ci-aprés, la phosphorvlation des substrats est

déterminée par autoradiographie apres SDS-PAGE.

de cellules d'insecte Sf9 (Hughes et al, 1992, Eur. J.

Biochem. , 203 . 305,311). Les déterminations ont é&teée

S

effectudes avec une dilution & 1/100 dans 1 mg de BSA/ml de
DTT 10 mM, avec 5 ul de GS-1 40 pM comme substrat, dans le
tampon A, en présence de 15 puM hgﬁﬂ AT? (3000 Ci/moles ; 1

mCi/ml) dans un volume final de 30 upl. Apres 30 mlinutes

d'incubation & 30°C, des aligquotes de 25 ul de surnageantc
cde

o

ont are appligqués sur  des pandes de papiler
phosphocellulose Whatman P81, de 2,5 x 3 cm, et 20 secondes
plus tard, les filtres ont été lavés 5 fols (pendant au

F

moins S mi ans une scolution de 10 ml

.
fU
()
Ly
:
(D
1
O
l_J
U}
(1,

d'acide phosphorique/l d'eau. Les filtres humides ont fait

l'objet de comptage en présence de 1 ml de fluide de

scintillation ACS (Amersham) .

8

La CDKl/cvcline B utilisée a été extralte a

l'aide d'un tampon d'homogénéisation a partlir d'oOvocytes

d'étoiles de mer (Marthasterias glacialis) et purifiée par
CXSzsli

chromatographie d'affinité sur des Dbilles de D3 -

Sépharose & partir desguelles le produit a été éluée par du

CKhl oy 4 - ' ¢
DS > aS libre comme décrlt par Me:z

s

.

(Methods 1in Enzymology, vol 283 : 113-128), e rgr

al., 1999 J. Biol. Chem. 274 : 11977-11986.

-~}
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L'activité kilinase a été déterminée dans le Campon

32

C, avec 1 mg d'histone Hl/ml, en présence de 15 uM de [7 "P]
ATP ((3000 Ci/mmol ; 1 mCi/ml) dans un wvclume final de 30
ul .

Aprés 10 minutes d'incubazion a 30°C, des

La CDKS5/p35 a été reconstituée en mélangeant des

quantités égales de CDKS et de p35 de mammifere

recombinantes, exprimées dans E.coli sous forme de protéine
de fusion GST (Glutathione-S-transférase) et purifiées par

sSur glutathione-agarose.

chromatographie draffinité
L'activité enzymatigque du complexe a été déterminée dans le
tampon C comme décrit pour CDKl/cycline B.

Phosohorylation de tau In vitro et 1in vivo

i S f— -

P —

La nhosphoryvlation de tau 1n V1iEro a sLé

ey —. e

effectuée en utilisant de la GSK-3[@ purifiée et la protéine
tau-32 humaine recombinante en tant que substrat. Apres 30
minutes d'incubation erl présence de différentes

concentrations d'alsterpaullone, dans les conditions

d'étude de la GSX-3B3 décrite ci-dessus, la réaction de la

kinase a é&té& arrédtée par addition de tampon Laemmlil. La

protéine tau a été résolue en SDS-PAGE a 10% et son taux de

phosphorylation visualisé par autoradiographie.

Cellules et virus : on a cultivé les cellules SES

Diego, CA) & 27°C dans un mllieu de Grace

(InVitrogen, San

de culture en monocouche (Gibcc BRL, Gaithersburg, MD),

ec 10% de sérum bovin foetal et 50 ug de

nce 3

(D

supplém

>
()

camycine/ml et 2,5

'3

ge
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dté obtenu auprés de PharMingen (San Diegc, CA),et pVL1392

de InVitrogen.

La transfecticn de tau : o 2 eXClsé, a partir
d'un vecteur d'expression bactérien pNG2 (Biernat et al.,
1993 Neuron 11 : 153-163) et le geéne codant pour ntauzl,

l'isoforme tau humain le olus court, avac Xpal et BamHI. Le

ansfert de

A

)

géne a été 1inséré dans le wvecteur de C
baculovirus pVL1392 découpé avec les mémes endonucleases.

Le systéme BaculoGold a €té utilisé pour la conscruction du

vecteur contenant le haculovirus tau. L'ADN de BaculoGold

est un type modifié de baculovirus contenant une déléetion

léthale.

T.a co-transfection de 1'ADN de BaculoGold avec un

vecteur de transfert de baculovirus complément permet de

récupdrer la délétion léthale de «cet ADN viral et de

ey

reconstituer des particules de wvirus wviables portant la

séquence codant pour htauzl.

L'ADN plasmidique utillisé pour les transfections
a été purifié en utilisant des cartouches de QTAGEN
(Hilden, Allemagne) .

. 5
res cellules Sf9 cultivées en monocouches (2x10

cellules dans un récipient de culture cellulaire de 60 mum )

ont &ré co-transfectées avec de 1'ADN de baculovirus (0,5
ug d'ADN de BaculoGold) et avec les dérivés de pvL1392 (2
1g) en utilisant la méthode de co-précipitation au

. B . _ , .
phosphate de calcium. La Dreserice de protéine recomblnant

es cellules infectZées 5 Jours apres

-"J

a éré examlnégs dans 4

ar Western Dbloct.

l'infection par SDS-PAGEH
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Traitement de cellules SIg avec des inhibiteurs

de kinases

inhibilteurs de

H
}_J
(D
1
(D
Ity
t h
(D
(T
{f
(1,
(D
{f)

Dour dértermine

1taminopurvalanol at l'alsterpaullone SUur la

'_..-_J
(D
U}
(/)
[
\0D
}._J
'
g §
(D
()
1
(D
(D
N
O
{V
A
}_1
(D

— + b 1 14
phosphoryla:lon.cmznqmg,.les cellu

paculovirus exprimant htau23 ont é&té ctraltees 36 nDeures

—

ules ont déja exprime

()
(D
tﬂ_l
}_1
[

aprés 1l'infection, (lorsque les

des niveaux de tau suffisants pour le développement des

processus cellulaires) avec 20 uM d'inhibiteurs pendant 23

heures avant d'étcre recueillles.

Les cellules Sf9 ont &té infectées avec un VvV1irus

recombinant a une MOI de 1 a 5.

Les lysats cellulaires ont &te préparés dans le

tampon de lyse hypotonigque (HLB).

Aprés 15 minutes de centrifugation a 16000 g, le

surnageant a été récupéré et sa concentration en NaCl

Le surnageant a €&té ensuite

soumlis & ébullition pendant 10 min. et recentrifugé a 16000

:

augmentée jusgqu'a 500

g pendant 15 min. Les protéines (3 upg) ont dté résolues par

SDS-PAGE, transférées sur une membrane de PVDF et étudiees
svec un Western blot avec les anticorps suivants : AT-8 (1:

2000), AT-180 (1:1000), AT-100 (1:500), PHF-1 (1:600) et

l'anticorps polyclonal anti-tau K3JA. [,'immunocoloration &

ete visualisée en utilisant urn systeme de

chimioluminescence ECL (Amersnam, Braunschweig, Allemagne) .
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On vprépare des coupes strilatalles de cerveau de
souris adul-e selon la mézhodologise standard. En sulvant

3 l'équilibre dans un tampon as bicarzonate de Xrebs oxygené

avec une adration continue (95%0,/3%C0O,), on tralte les
coupes avec différentes concentrations d'alsterpaullone, ou

-

avec 10um de roscovitine pendant 60 min., ou on les laisse

dans le tampon de bicarbonate de Xrebs pendant lLa meme

10 durée. Les coupes homogénéisées par sonication dans 1% de
SDS & ébullition et 50mM de Nar. On détermine les

concentrations en protéines par la méthode 3CA en utilisant

-

une courbe standard de BSA. Des quantités égales ae

protéines (80 pg) sont soumises a une

5 un gel & 15% d'acrylamide, transféré par electropnorese Sur

une membrare de nitrocellulose et soumis & un immunoblot

détecte

avec un anticorps de phosphorylation spéclfiigue Jgul

sélectivement DARPP-32 phospnorylé sur Thr75.

2-Iodo-7,12-dihydro-indolo [(3,2-d] (1}

Exemple 1 :

70 benzazépine-6(5H) -one (2-iodopaullone)

Une bouillie de ophénylhyvdrazine (162 mg, 1,5 mmol) et de /-

}_J

(34, 4H)-dione (301 mg, 1 mmol)

-
@
(D
a
IN
{1}
(N
{Dr

'O
}_4
1

(D
i
D)
9 h

-

iOdO"lf{"’ [
dans de 1l'acide acétigue g
30 agiltation pendant 1

sulfuricue concentrd (0,1 mi)

P



LW

i

CA 02397560 2002-07-12

w0 01/60374 | PCT/FR01/00455
18
1 h A 70°C. Aprés refroidissement & la température

ambiante le mélange est versé dans une solution agueuse

d'acétare de sodium & 5%. Le précipitsd est élimine parx

d'éthanol O~ obr-ient 57% de cristaux Delge, Pr  303°C
(dec.) ; 1r (Xbr) 31270 (NH), 1640 (C=0Q0) ; "H-RMN (DMSO-
d., 400 MHz) 5§ (ppm) = 3,532 (s, 25, CH,), 7,04-7,10 (3,
24) , 7,19 ("gw, 7,6 Hz, 1H), 7,43 (d, 8,2 Hz, 1 H), 7,866~
7,69 {(m, 2¥), 8,07 (4, 1,5 HzZ, 1H), 10,17 (s, 1H, lactame
NH), 11.66 (s, 1¥, indole NH) ; C.H,.IN,O (374,18) Calc

Exemple 2 : 2-Bromo-7,12-dihydro-9-nitro-indolo [3,2-d] (1]

HHM

benzazépine-6(5H) -one (2-bromo~9-nitropaullone)

La 7 -Bromo-5- (4-nitrophénylhnydrazono) -4, 5-dihydro-14-[1]

benzazépine-2 (3H) -one (389 mg, 1 mmol) est mise & reflux

dans du diphényl-éther (20 mL) pendant 2 1 SOUS azote.

Aprds refroidissement & température amblante, O ajou-c de

1 hexane (50 mi). Le précipité est filtré, lave avec de

' 1.S& 2 LY =Yl sne.  On
1l 'hexane et cristallisé a partlz d'éthanol/toluen

obtient des cristaux jaune fonce (35%) PF > 330°C 7
(KBr) : 3310 (NH), 1670 (C=0) ; =2-=M

6 (ppm) - 3,69(5, 2}":, CH:)_); 7123 (dr 1H1 8:6 !
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8 77 (4, 14, 1,5 Hz), 10,32 (s, 1H, lactame NH), 12,46 (s,

14, indole NH) ; C,;H.,BrN;C, (372,19) ; Calc. C 51,6, H 2,7,
N 11,2 , Br 21,5 ; trouvé C 51,5, % 3,0, N 10,8, Br 21,63.

Exemple 3 : 2,3-Diméthoxy-7,12-dihydro-S-nitro-indolo(3,2-
d] (1] benzazépine-6(5H) -one 2,3-diméthoxy-9 -

nitropaullone)

La 7,8-Diméthoxy-5-(4-nitrophenylhdyrazono)-4,5-dilhycro-1
H-[1] benzazépine-2(3H)-one (370 mg, 1 mmol) esc mise a
reflux dans du diphényl-éther (20 mL) pendant 2 0 SOUS
azote. Aprés refroidissement & température ampliante, OO
ajoute de l'hexane (50 mL). Le precipite est £filtré, lavé

e ™

avec de 1'hexane et crsitallisé & partir d'éthanol/toluéne.

On obtient des cristaux jaune foncé (63%), PF > 330°C | 1x
(Kbr) : 3340 (NH), 1660 (C=0) ; H-RMN (DMSO-d,, 400 MHZ)

5§ (ppm) = 3,58 (s, 2H, CH,), 3,81 (s, 3H, OCHy), 3,88 (s,
3H, OCH,), 6,90 (s,1H), 7,31 (s, 1H), 7,31 (s, 1H), 7.53

(d, 18, 9,2 Hz),6 8,05 (dd,1, 8,9/2,3 Hz), 8,869 (d, 1lH, 2,0
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Exemple 4 : 2,3—Dimé;hoxy-6-oxo-5,6,7,12—tetrahydro-indolo

(3,2-d] [llbenzazépine-3-carbonitrile (9-cyano-2,3-

diméthoxypaullone)

La 9-Bromo-2,3-diméthoxv-7,12-dihydro-indolo (3, 2-d] (1]
benzazépine-6 (5H) -one (387 mg, 1 mmol) et du cyanure de
cuivre (I) (179 mg, 2 mmol) sont mis a reflux pendant 2 n
dans de la 'N-méthyl-z-pyrrolidone (10 mL) . Apres

- - — , . P i
rafroidissement 4 température ambiante, on ajoute de l'eau

U
-

(10 mL) et le mélange réactionnel est soumis a agitatloln

\

-1 L ]
.

filtration et

}_J
~3
}_a
'
(Dy
10
(U
A

pendant 15 min. Le préciplté est &

soumis & agitation pendant encore 15 min. dans un meélange

d'eau (10 mL) et d'éthyléne diamine (2,5 mL). Le Drecipite

-

est éliminé par filtration, lave avec une solution agueuse

a 10% de cyanure et cristallisé & partir d'éthanol/toluéene.

Oon obtient des cristaux incolores (40%), PF > 330°C ; 1T
L

(Kbr) : 3300/3200 (NH), 2220 (CN), 1680 (C=0) H-RMN

(DMSO-d,., 400 MHz) : o0 (ppm) = 3,53 (s, 2H, CH,), 3,80 (s,

3§, OCH,), 3,87 (s, 3H, OCH;), §,83 (s,1H), 7,29 (s, 1H) ,
7.49 (s, 1H), 7,49 (4d, 1H, 8,8/1,5 Hz), 7,58 (d, 1H, 8,2
Hz, ), 8,27 (s, 1H), 9,89 (s, 1H, lactame NH), 12,10 (s, 1H,

indole NH) ; C,,H,N,0, (333,36) ; Calc. C 68,5, H 4,5, XN

12,6 ; trouvé C 68,0, H ¢,5, N 12,0.
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Exemple 5 : 7-bromo-5-(4-nitrophénvylhydrazono)-4,5-dihydro-1-
H-[1]benzazepin-2 (3H) -one

On soumet a agltation, dans de l'acide aceéetigue

glacial (10 ml), pendant 1h & 70°C, de la 7-bromo-1lH-

5 | llbenzazépine-2,5(3H, 4H)d1ione (254 H@y lmmole), (Kunick C.

(1991), Arch. Pharm. (Welnheim) 324, 579-581, du chlorhvdrate

de 4-nitrophénylhydrazine (284 mg, 1,5mmole), et de l'acétate

de sodium (123 mg, 1,5 mmole).

Apres refroldissement a température ambiante, le

100 mélange est versé dans une solution agqueuse d'acétate de
sodium 5% (20 ml). Le precipitée est récupéré par filtration,
lave avec de 1'eau, et cristallisé a partir d'éthanol. On
obtient des cristaux Jjaunes, avec un rendement de 52%;, PF

300°C  (déc.); IR  (KBr)/3220  (NH), 1670 (C=0);  RMN-'H

15 (diméthylsulfoxyde-d,;, 400 MHz)

- 0 (p.p.m.) = 2.56-2.59 and 3.02-3.06 (m, AATXX',
4H, CH--CH:), ©.99 (d, 1H, 8.1 Hz), 7.33 (d, 2H, 9.2 Hz), 7.50
(dd, 1H, 8.7/2.¢ HzZ), 7.75 (d, 1H, 2.0 Hz), 8.16 (d, 2H,

9.0 Hz), 7.56 (dd, 1H, 8.7/2.6 Hz), 7.75 (d, 1H,

N
-,
L
N

Qo
}.._._.l
o)

20 (d, 2H, 9.6 Hz), 9.87 (s, 11H, NH), 10.19 (s, 1H, NH) ;

ClgHﬁ';BI‘N;O; (389.22) ; Calcd. C 49.4, H 3.4, N 14.4, BRr 20.5 ;

o

Found C 49.1, H 3.4, N 14.1, Br 20.2.

Exemple 6 . 7,8-diméthoxy-5-(4-nitrophénylhydrazono) -4, 5-

dihydro-1H-[1l]benzazépin-2 (3H) -~one

25 On soumet a agitation, dans de 1l'acide acétique

glacial (10 ml), pendant 1h a 70°C, de la 7,8 -diméthoxy-1H-
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[1]lbenzazépine-2,5(3h,4H)dione (235 mg, 1 mmole), (Schultz C.

et al, (1999) J.Med.Chem., 42, 2909-2919), du chlorhydrate de

d-nitrophenvlhydrazine (569 mg, 3 mmoles), et de l'acétate de
sodium (Z4e6mg, 3 mmoles).

Apres refroidissement a tempéerature amblante, le
mélange est verse dans une solution agueuse d'acétate de
sodium 5@ (20 ml). Le précipité est récupere par filtration,

lavé avec de l'eau, et cristallise & partir d'éthanol. On

obtient des cristaux Jjaunes, avec un rendement de 60%; PF

286°C (déc.); IR (KBr)/3260 /3180(NH), 1680 (C=0); RMN-"H |

diméthylsulfoxyde-d., 400 MHz) :

- 8§ {(p.p.m.) 2.53-2.56 and 2.99-3.03 (m, AA'XX',

1

4H, CH--CH-), 3.77 (s, 3H, OCH.), 3.81 (s, 3H, OCHs), 6.65
(s, 1H), 7.20 (s, 1H), 7.32 (d, 2H, 9.2 Hz), 8.13 (d, 2H,
9.2 Hz), 9.53 (s, 1H, NH), 10.06 (s, 1H, NH) ; Ci.H:.:N,O:
(370.38) ; calculated. C 58.4, H 4.9, N 15.1 ; found C 57.8,

H 4.9, N 14.8.

Exemple 7 : Etude de l'inhibition de GSK-3[3, de CDK5/p35 et

de CDKl/cycline B par les paullones.
Alsterpaullone

L'activité de 1l'alsterpaullone a été étudiée sur
plusleurs klnases hautement purifiées.

Les activités klnases ont été déterminées ave un

substrat approprié (GSK-3B: GS1 peptide; CDKs : histone HI1)
en présence de 15 uM d'ATP et a des concentrations

crolssantes en alsterpaullone et kenpaullone.

L'activiteé est exXprimée en pourcentage de

l'actlvité maximale.
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Les resultats obtenus sont donnés sur la figure 1

et dans le tableau 1. Les valeurs de IC:, ont été calculées 3

partir des courbes dose/réponse et sont exprimées en uM.
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Tableau 1

(<0.01 uM(. ), 0.01 — 0.1 uM ( . L 0.1-1uM( &), 1-10uM( FE-]1)>10uM( ~ )

Enzyme Alsterpaullone
- ICs0 (LM)
CDK2/cy¢cimE ‘1:;;~ *-5**-& z:f:::i_.z..u.. {2 ’%:’aﬁ E
CDKd/cyelin DI

GSK-3 o B U()—l a

GSK-3 B 0004

—
MAPRK [ >100.000
>100.000

. >100.000
insulin receptor tyrosine kinase > 100.000

On constate que la plupart des kinases testées

sont faiblement ou pas du tout inhibées (IC., >10 uM).

On notera qu'en plus de l'effet sur la
CDKl/cycline B, l'alsterpaullone inhibe la CDK2/cycline A,

la CDK2/cycline E, la CDK5/p25 et la GSK-3a/GSK-3p (IC.,

respectivement de 15, 200, 40 et 4nM).
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Aurcres paullones selon lLa formule I

L1

Dans les tableaux 23 et 22 donnés cl-apreés et sur

la figure 2, on a rapporté l'efifet inhiblcteur de paullones
utilisées selcen l'inventicon vis-3a-vis de GSX-303, CDK5/p25



CA 02397560 2002-07-12

WO 01/60374 PCT/FR01/00455
26
TABLEAU 2A
Numéro Composes GSK3 CDK | CDKS
U - —— — — — e

98 N 215 alsterpautlone {9-Niuwopaullone) 0.004* 0.035° 0 0L0°
98 N 210 3-cyanopautlone 0.010° 0 004° 0 s ®
98 N 336 2.3-dimethoxy-9-niropaullone 0.013° 0 (4P 00 °
08 N 217 9-cyano-2.3-dunethoxypaullone 0.018° 0.0t 0.060°
96 N 619 xenpaullone (9-Bromopaulone) 0.023° 0.400° 0 330"
97 N 343 3-chloropaullone 0.24° 0.&00° 0 S00F
97 N 437 9-trifluoromethylpaullone 0.030° 0 100° 0 800°
08 N 537 3-(8-0x0-9-trifluoromethyl-3.6.7. [ 2-teuanydro- 0.033° 0 (k7° 0.033°

ndolof{2-3-d]{ | [benzazepin-2-yl)-propicaitrile (B)
98 N {02 2 3-dimethox y-9-tifluormethylpaullone 0.075° 0.280° 430°
98 N (43 9-bromo- | 2-methyloxycarbonyimethylpaullone 0.075° | 400 350.000°
97 N 1333 3-tluoropaullone 0.080° | 600" | 300"
7 N 603 9-bromo-2 3-dimethoxypaullone (.100° 0.200° 0.300¢
97 N 4373 9-bromo-2 3-dihydroxypaullone 0.120° 3 000¢ 3 000
97 N 352 9-methylpaullone 0.130° 7.000° & 300"
37 N 345 |)-bromopaullone 0. 140° 1 300° 2 700°
97 N 313 2-bromogpaullone 0.200° 3 3008 5 0004
97 N 344 | | chloropaullone 0.200° | 4004 7 90
98 N 351 2-(3-hydroxy-1-propiny)-S-trifluoromethylpaullone (C) 0.20(F 0.300° 2.000°
98 N 334 .bromo~9-nitropaulione 0.200°¢ 0.053° 0. 120°
98 N 259 2-iodopaullone 0.280° 3 700¢ 7 4004
98 N 051 9-bromo- [ 2-(2-hydroxyethyl})-paullone 0.300°¢ 3.000° 140.000°
98 N 211 3-bromo- [ 2-methylpaullone 0.400° 6.200° 400.000°
98 N 3350 (E)-3-(6~0x0-9-trifluoromethyt-3.6.7.12-teturhydro- 0.40¢F 0.270¢ 9500

indolo{2-3-d]({ [benzazepin-2-yl)-acrylonitrile (E)
97 N 486 9-bromo-3-(methyloxycarbonyimethyi)paullone 0.500° §.400¢ 3.3004
98 N 223 | {-methylpaullone 0.500° 3.000¢ 9000
97 N 317 paullone (A) 0.620° 7.000¢ 10.100°
98 N 225 | 1-ethylpaullone 0.700° 3.800° 23.000¢
08 N 216 9-bromo—7,1?.-dihydro-6—(hydroxyamino)—indolo['l-3-d'][{ lbenzazepine () 0.75(F {.000° 21007
97 N 609 2 9-dibromopauilone 0.800° 0.300° 10.000¢
97 N 347 | | -bromopaullone 0.900° 1.300° 400"
97 N 485 2.3-dimethox ypaullone 0.900° 1.300¢ 5.400¢
08 N 262 (E)-3-(6~0x0-9-trifluccomethyl-3.6.7.12-tetrahydro- 0.900° 1.300° 130.000°

indolo[2-3-d]{1 Jbenzazepin-2-yl}acrylic acid methyt ester (D)
97 N 610 9-bromo-7, 1 2-dihydro-6-methylthio-indolo[2 -3-d][ [ |benzazepine (Q) i 200 43.000° 45_0.00(1‘
08 N 338 (E)-Z-(3-0x0~l-buc::nyl)-9-trifluoromcch)éipaullonc (H) 14009 - 0.320°¢ 3.4.000°
98 N 213 5-bromo- | 2-ethyipautlone [.300° 23.000° 260.000"
97 N 612 9-bromo-7,12-dihydro-indolo{2-3-d][ 1 ]benzazeptoe-&( 3 H)-thione () 2.000° 2 300 3.000"
08 N 047 2-bromo-9-trifluoromethylpaullone ' 2.000¢ 0.240° 3.000°
98 N 349 2-[2-(1-hydroxycyciohexyl)-=thinyl]-9-trifluoromethylpaullone (9 2.000° 3.200° 3.300°
97 N 613 9-bromo-3-methylpaullone 2 1004 20.000° 130.000°
97 N 351 9-methoxypaullone 2 2008 0 900° 2 1009
08 N 236 2.i0do-S-triflucromethyipaullone 2 200° 0).700° 7.000°
98 N (46 9-bromo- 1 2-(tert. -butyloxycarbonyl)-paullone 2 300° 70.000° 00.00C°
o8 N 21{2 S-bromo- [ 2-(2-propenyi)-paullone 3 000¢ 50.000° 240.000°
97 N 482 9-bromo—4-hydroxypaullone 4.300° 40.000° 250.000°
0% N (9 3. 0-dichloropaullone 5 000 7 500¢ 150 .000°
08 N 00! 5-benzyl-9-bromopaulione 10.000" 33.000°¢ 270.000°
97 N 607 9-bromo-4-methoxypaullone 16.000° 250.000° 400 .000°
08 N 224 9-bromo-S-ethylpaulilone 24.000° 470.000° 800.0C0"
98 N 209 9-bromo-3.7-bis-(terr.-butyloxycarbonyl)-paullone 1 30.000F R0.000° > 1000F
97 N 434 4+ methoxypaullone 40 000° 130.000°¢ 1 000.000"
o8 N 347 9-bromo-3.6,7.12-tetrahydro-benzo{6~7]cyclohept(},2-Alindole (K) 180.000° 31.000¢ 60.000°
O8 N 214 2-phenyl-4-(2-thienyl)-SH-pyrido{2~3-d]( | }benzazepine-6(7H)-thione (L) 350.000° 33.000° 700.000°
08 IN 208 9-bromo-3.7,12-tri-(rerr. -butyloxycarbonyl)-paullone 500.000° | 50.000° 1 000.000°
97 N 61! 9-bromo-3. 1 2-bis-(rert.-butyloxycarbonyl)-paullone 540.000¢ | 000.000° > {000
98 N 220 1-(4-chlorophenyl)-2-(2-naphthyl)-

5H~pyrido[2—3-d][l]bcnzachinc-ét’?m-mion«: (¥D > 100¢F > 1000F > [00CF
98 N 343 5.6,7,I2-£¢Lrahydro-b<:nzo[6—7]cyclohcpt[l..'Z—bli.ndolc (N > {000 1 30.000° > 1000

2 000w 2 0.00-0.1 pat; € 0 l=1 pots @ 110wt © 10 pM
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pour GSK3, CDX1 et CDKS pour d'autres dérivés de paullones

(D
U

utlilisés selon 1l'invention. Les signiflications préserntcé
par les substituants sont 1ndigués, pour chague compose

gy,

lorsqu'il ne s'agit pas d'un atome d'hydrogene.

E@bleau 2B

A el i =i S —. wniiebbedenii—

Composes GSK3 CDK1 CDKS
X = -SCH3 : R’ =.-Br 0,034 43,000 | 160,000
Y = résidu thiazolyle; R’ = -Br 0,120 0,600 4,000
R = -CH = CH-CO-CH, ; R* = -CF3| 0,350 | 4,300 15,000
R” = R = -F 0,400 3,400 10,000
_ - B
Y = thiazolyle ; R’ = -Cl 0,400 0,500 5,000
- N S S
Y = thiazolyle ; R’ = -CH, 1,300 4,000 40,000
R’ = R’ = -OH 2,200 32,000 | 42,000
— I
: ? 30,000
R = -1 r R = -Br 4,200 0,320 !

Z = pyridyle 5,500
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Pour comparer les efifets des composés actifs sur

L.

GSK-3f3 et les CDKs, on rapporte sur les figures 3A & 3C les

valeurs de IC., vis-a-vis de chagque enzyme (CDKl/cycline B,
CDK5/p25 et GSX-33) en fonction des valsurs de ICg, vis-a-

vis des 2 autres kinases.

L

-

Cette analyse montre gque les efficacités des
paullones vis-a-vis de CDX1 et CDX3 sont trés liées, et le

sont beaucoup moins vis-a-vis de GSK-33 et des CDKs.

10 Exemple 8 : Etude de 1l'inhibition par les paullones de GSK-

e

30 par compétition avec 1'ATP.

On rapporte sur la figure 4 les  donnees

L.

cinétiques de détermination de l'activité de GSK-3[@3 &
différentes concentrations en alsterpaullcne. Les activités
15 enzymatiques sont décrites comme déterminé cl-dessus.
Figure 4A : courbe ©primaire 1/V versés 1/ATP. Les
concentrations en ATP dans ce mélange réactionnel varient

de 0,5 & 4 uM. La céncentration en GS-1 est mailintenue

e
e

constante 4 4 uM. Dans l'encadré, on a représenté les

0 pentes en fonction de la concentration a& partir des courbes

primaires. La constante d'inhibition apparente (Ki) est

indiquée par une fleche.

,es expériences de <cinétique démontrent Qque

Y

l'alsterpaullone est également en compétition par rapport a

25 1'ATP pour la liaison sur GSK-3§.

.a constante d'inhibition apparente (ki) est de

20nM .
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Exemple 9: Etude de l'inhibition par l'alsterpaullone de la

phosphorylation de tau in vitro et in vivo par GSK-38.

L'effet inhibiteur de l'alsterpaullone SUr

l'activité de la GSK-33 a étée déterminé sur une protéine tau

lilant les microtubules. La protéine tau numaine recombinante
exprimee dans des bactéries peut étre phosphoryvlée in vitro
par GSK-33 et cette phosphorylation est 1nhibée d'une maniere
dose-dependante par l'alsterpaullone avec une IC.. volsine de

33nM.

On a rapporte sur la figure S5A les résultats de 1la

résolution par SDS-PAGE, sulvi d'une autoradiographie. Sur la
figure 5B, on donne les résultats obtenus avec des cellules
SI2 exprimant htau23 (témoin non traité), ou exposées a

l'alsterpaullone ou a 1l'aminopurvalanol pendant 3 h. Les

lysats cellulaires (3 pg htau23) sont résolus par SDS-PAGE,
colorés au bleu de Coomasslie ou soumis a un immunoblot avec

différents anticorps : K9JA (anticorps pantau) qui reconnait

tau 1ndéependamment  de la phosphorylation, AT100, qul

reconnalt tau phosphoryleée sur Thr2l2 et Ser2l4d, cette

reaction ctant tres specilfique de La protéelne Cau
d'Alzhelimer, PHE-1 (phosphorylé sur Ser396/Ser-404, ATH
(phosphorylé sur Ser202/Thr205), et AT1A80 (phosphoryvlé sur
Thr231/Ser235) .

Exemple 10 : Etude de l'inhibition de la phosphorylation de

DARPP-32 par CDKS in vivo.

Le rdle de la protéine DARPP-32, en tant que

' -’

substrat physiologique de CDKS/p25, a été récemment identifié

par Bibble J.A. et al, (1999) Nature, 402, 669-671. Cette

proteine devient un 1Inhibiteur de PKA lorsqgu'elle est

phosphoryvlée sur Thr75 par CDK5/p25. In vivo, on n'observe

pas de phosphorylation sur ce site dans les tissus p357/".
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Pour déterminer 1la capacité 1nhibitrice de CDK5 dans le

cerveau de l'alsterpaullone, on a tralté des coupes de

striatum (région du cerveau exprimant DARPP-32) avec

différentes concentrations en alsterpaullone. Les coupes ont

&té incubées avec 0,1, 10 et 50 M d'alsterpaullone, pendant

00 mn. Le taux de phophorylation de DARPP-32 sur Thr75 a été
contrdle par Western blot avec un anticorps phospho-
spécifique et évalué par quantification des empreintes. Les

resultats obtenus sont respectivement représentés sur 1les

figures O5A et 5B. On constate que 1l'alsterpaullone est

capable d'inhiber 1la phosphorvlation de DARPP-32 1n sSitu.

Exemple 11 : préparation d'une gélule en utilisant la 9-

nitroEaullone comme Erincige actif.

Cn mélange 20 mg de S-nitropaullone avec les

exclplents classiquement utilisés pour la fabrication de

gélules.
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REVENDICATIONS

1. Utilisation pour 1la fabrication de médicaments

pour le traitement de pathologies impliquant 1l'inhibition de

s la GSK-3B de dérivés de paullones répondant a la formule

générale (I)

o /"\‘/w H.X

15 , :M\N./

dans laquelle
- X représente un groupe C = O, C-5-CH; , C-S,
~C-NHOH ;
20 - Z représente C ou N ;
- Y représente, avec le cycle adjacent, un résidu

phényle ou thiazolyle ;

le ou les cycles constituant ces dérivés étant le cas échéant

25 substitués par un ou plusieurs . atomes d'halogene, groupes
hydroxy, alkylenehydroxy, alcynealkylenehydroxy,
alcynehydroxycyclohexyle,  alkyle, alkoxy, alkylenealkoxy,
alkylénecyano, le groupe alkyléne étant saturé ou insaturé,

- ces radicaux étant & chaine droite ou ramifiée, en Cl a C18,
30 ladite chaine étant le cas échéant substitueée par un ou
plusieurs groupes hydroxy ou amino ; un ou plusieurs groupes

trifluorométhyle ; -COM ; ~COOM ; ou -CH,COOM

FEUILLE MODIFIEE
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urs groupes hydroxy et/ou amino) ;

&
[

' 1
QO
(i
O
e
0
(D

S - - d— 1]1-vr‘ - v
- R° représente un atome CQ'ayadrogene oOu

groupe -C-CO,-(CH,;); ;

2 . TJrilisation selon la ~avendication 1

e

caracrériséa en ce que les dérivés de paullone répondent 2

dans laquelle,

- X, R et r*? sont tels que définis dans la

revendication 1, et
_ g* 3 r* R a R, identigues ou differents,

/

représentent un atome d'hydrogéne, d'nalogene (7, Cl, Br,
I) un groupe hvdroxy, alkylénsehydroxy,
alcynealkylénenvdroX alcynehvdroxycyclohexyle, alkyle,

alkyvlénecvano, ces radicaux gtant

. X . s
o ou ramifige, en Cl a Cl8, le groupe alkylene
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~

dtant saturéd ou 1lnsature, ladite chaline étant Lle cas

dchéant substituée par un ou plusieurs groupes hydroxy ou

amino ; un groupe trifluorcméthyle; un groupe -COM; -COCM;
ou -CH,COOM, (avec M représencant un atcme d'nydrogene, uLm

groupe alkyle en Cl a C(CL3,
substituée le <cas échéant par un ou
hydroxy et/ou amino) ; un

Ou un groupe Ccyano ;

r
(1)
()
()
(D
'O
(7
a3
}_.J
(D
Ul
8
(D
()
(D
U

ez les sels paysiolocgiguemen

3. Utilisation selon la ~avyendlcation 1,

“ouy

les dérivés de paullone répondent a

(TIT)

dans lagquelle les substituants présentenc les

significations données dans la revendication 2 €I rapbolt

avec la formule (II).

1. Utilisation selon la revendicatlion L,
caractérisde en ce gque les dérivés de paullone repondent &

la formule générale (IV):
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les substituants Dprésentenc les

dans - laguelle

iy

significations données dans la revendication 2 en rapport

avec la formule (II).

‘

5. Utilisation selon l'une  guelcongue  de€S

3 4 caractérisée en ce gue X représente

revendicatcions 2

-  Ugrilisation selon selon 1l'une guelcongue

revendications 2 A& 4, caractérisée en ce que X represente

-C-NHOH.

a Utilisation selon la revendicaiot:

- : - = ' = ) = entc
caractdrisée en ce que les dérivés de paullone répond

aux formules (IIZ) ou (III),

svec R’ choisi parmi -NO,, -CN,-Cl, -Br, -Cry,

alkyle en Cl1 a

d'hydrogéne, R~ et/ou R CRO1S1S Darn 1]

pour le radical alkyle)

substituants 2canc
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9. Utilisation selon la revendication 8, pour la
médicaments sélectivement 1nhiblteurs de

fabrication de
GSK-3B, de CDK1 et de CDK3, de dérivés de paullones de

(II), selon la revendilcation 2

formule

- 3 p : ‘ ~ ‘
dans laguelle X = CO, X est cCcnoilsi parml -NO,, -

-CF,, H, et R* et/ou R représentent H, alxoxy

CN, -Br, -CL, ol
en C,-Cq, notammenz méthoxy, alkylenecyano, notammentc
méthylenecyano, les autres supstiCuants sgLant d=
1l 'nydrogens

10. Ucilisation selon la revendication 9,
caractérisée en ce que X =CO0, R’ représentce -NO,, -CN, -3T,

substitcuants représentant de

11. TJtilisation selon la rovendicatlomn

3 b . S o
caractérisése en ce gque X=CO, R presente les s1gnlilca-iOls

ci-dessus ec-:' 2’ et R’ représentent tCous deux un group

alcoxy en C. & C,, notammenl meiloXy, Oou

groupe alkylanecyano, notamment etnylenacyano
12. Utilisatcion selon la revendicatlion 5,
> e 3 S = - - '
caractérisée en ce que R est tel que défiini dans l'une

quelconque des revendications 8 a 11,

particulier un atome d'halogene, notamment de brome
13. Utilisation pour la fabrication da

médicaments inhibiteurs de GSX-3f, de CDX1l et de CDK5, de

la 9 -nitro-7,12-dihydroindolo(3,2-d] [1]-benzazépl

one.
14, Utilisation pouxr la fabrication de
nhibiteurs de  GSK-30, de

medicaments sédlectivemernc inh

paullones de formule (II)

it
(N
()
(D
S
ne
(D
()
(T
(T
(D
}__.l
(D
(1
(D
i1
'_..I
.
}_i

laquelle X
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L]

* quelconque des revendications 8 a 11, et représente en

. € particulier un atome d'halogéne, notamment de brome.

15. Utilisation pour la fabrication de médicaments
inhibiteurs de GSK-3f, CDKl1l et CDK5, avec une sélectivité plus

5 grande vis-a-vis de GSK-3B et de CDK1l, des dérivés de paullones

de formule (III) selon la revendication 3, dans laquelle Ry est
tel que défini dans 1l'une quelconque des revendications 8 &
11, les autres substituants représentant un atome d'hydrogéne.
16. Utilisation selon 1'une quelconque des
10 revendications 1 & 15, caractérisée en ce que les médicaments
sont préparés pour une administration par voie orale, sous
forme de gélules, comprimés, dragées ou capsules.
17. Utll isation. selon 1l 'une quelconque des
revendications 1 a 15, caractérisée en ce que les médicaments
15 sont préparés pour une administration par voie injectable,

sous forme de solution.

18. Utilisation selon 1l 'une quelconque des

revendications 1 a 15, pour le traitement de pathologies

impliquant GSK-3B et CDKS5.
20

FEUILLE MODIFIEE
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