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Composition de dérivés de stérols pour son utilisation
dans le traitement d’une pathologie neuronale liee a une
hypoxie et/ou a une hypoglycémie et composition
correspondante

Domaine technique

[0001] L'invention se rapporte au domaine des pathologies neuronales liees a la deprivation
de glucose et/ou d’oxygene. Plus precisement, I'invention concerne un compose de
formule () ou un sel pharmaceutiguement acceptable d’'un tel compose, pour son
utilisation dans le traitement et/ou la préevention d’'une ischemie cerebrale ou un accident
vasculaire cérebral ou un traumatisme cranien ou une lesion cerebrale due a une

hypoglycemie liee a un diabete.

Arriere-plan technologique

[0002] Une ischemie est une diminution de I'apport sanguin a un organe, l'ischemie cerebrale
est donc la diminution de 'apport sanguin a au moins une partie du cerveau. L’'ischémie
provogque donc l'interruption a la fois de I'apport d'oxygene, de l'apport en nutriments,
comme le glucose, et de I'elimination des molecules toxiques resultant du metabolisme

anaerobique.

[0003] L’ischemie cerebrale est impliguee notamment dans les accidents vasculaires
cerebraux (AVC) communéement appeles "attaques cerebrales”, et les traumatismes

craniens.

[0004] Les AVC representent la troisieme cause de mortalite derriere les maladies
cardiovasculaires et le cancer. Mais ce sont les premieres causes d'invalidite lourde et les
deuxiemes causes de demence dans le monde occidental. A l'origine des AVC, on trouve
une perturbation de l'irrigation sanguine du cerveau. Pres de 85 % des AVC sont de nature
iIschemique c’est a dire dus a 'obstruction d’'un vaisseau sanguin par un caillot, reduisant
'irrigation sanguine dans une zone céerebrale. Le caillot peut se former localement dans
une petite artere ou venir du coeur ou d'une lesion de la paroi d'une des grosses arteres
cervicales. Cette obstruction entraine une ischemie cerebrale et empéche donc un apport
suffisant en oxygene et en metabolites, comme le glucose, pour repondre a la demande
metabolique et energetique du systeme nerveux central. Les consequences sont d’autant

plus importantes que le cerveau n’est pas en mesure de passer d'un méetabolisme aerobie
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a un metabolisme anaérobie pour produire I'eénergie dont il a besoin. Ainsi certaines

cellules du cerveau peuvent mourir.

[0005] Les consequences des AVC dependent de nombreux facteurs: la vitesse de
retablissement de la circulation sanguine, la duree de la privation en oxygene et/ou en
metabolites, comme le glucose, et/ou la localisation cerebrale de l'accident. Les
manifestations cliniques se traduisent, selon le territoire atteint, par une paralysie plus ou
moins etendue, une perte de la parole ou du langage, ou encore un coma, avec des

risques sequellaires invalidants.

[0006] Un traumatisme cranien peut éetre benin ou grave, avec tous les intermediaires
possibles. Sa gravite depend de l'existence de lesions intra-cerebrales ou de |'existence
d'un hematome extra-cerebral, saignement situe entre le crane et le cerveau. Un
traumatisme cranien peut s’accompagner de contusions, de lesions des neurones, d’'un

cedeme, dhemorragies intra-cerebrales et/ou d’'une ischemie.

[0007] L’ischemie cerebrale est la menace majeure qui pese sur le devenir fonctionnel et
anatomique du cerveau traumatise. |l s’agit la d’'une ischemie globale, diffuse, ou
multicentrique, qui touche le cortex cerebral comme 'auraient fait une anoxie ou un arrét
cardiaque. L’ischemie touche l'ensemble de la substance grise, partie des tissus du
systeme nerveux central ayant la demande metabolique la plus forte en oxygene et en
glucose. Toutes les fonctions cerébrales sont ainsi menacees. La perte cellulaire peut

alors eétre massive et marquee par une atrophie cerebrale visible.

[0008] L’ischemie peut prendre une autre forme plus locale. La microcirculation des tissus
situes autour d'un foyer de contusion ou d’hemorragie est menacee par une
vasoconstriction, I'effet d'une compression tissulaire, des micro-thromboses capillaires, ou
encore des desordres du méetabolisme cellulaire. La production d’energie de |a cellule est
compromise car son méetabolisme oxydatif est en panne. Des produits toxiqgues comme
les radicaux libres sont liberes. Le moindre evenement respiratoire ou circulatoire peut

alors precipiter les cellules en dessous du seuil de viabillite.

[0009] Les consequences des traumatismes craniens peuvent etre des atteintes physiques
de type paraplegie, hemiplegie, troubles de la vue... Elles peuvent étre aussi des atteintes
neuropsychologiques affectant la memoire, 'attention, la capacité a communiquer. Enfin
elles modifient le comportement et la personnalite du blesse et son quotidien, ainsi que

celul de ses proches.

[0010] Certains cas de diabete presentent une hypoglycemie couplee a une hypoxie dont les

consequences sont deleteres pour les patients touches.
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[0011] L'nypoglycemie est la complication clinique la plus répandue dans la gestion
quotidienne des diabetiques traites a l'insuline, et continue d'etre le facteur limitant dans
la gestion glycemique du diabete. L'hypoglycemie severe touche 40% des diabetiques
traites a l'insuline et peut entrainer des lesions cerebrales, en particulier au niveau des
neurones vulnerables du cortex et de [l'hippocampe. Par exemple, les deficits
d'apprentissage et de memoire sont une consequence directe de cette lesion neuronale

de I'hippocampe provoquee par une hypoglycemie severe.

[0012] De plus, I'association d’'un diabete et d'une d’hyperglycemie aggrave les dommages
neuronaux consecutifs a d’autres formes d’atteinte du systeme nerveux central, comme

les accidents vasculaires cerebraux.

[0013] Il est donc necessaire de pouvoir traiter au moins en partie les consequences des
deprivations en oxygene et/ou en glucose, comme lors d’'une ischemie cerebrale, suite a

une hypoglycemie ou encore suite a une hypoxie, sur les patients pour améliorer leur

recuperation.

Résumeée

[0014] Une idee a |la base de l'invention est de fournir des traitements preventifs et/ou curatifs
de maladies neurologiques touchant notamment les neurones du systeme nerveux central

impliguant une hypoxie et/ou une hypoglycemie.

[0015] Pour cela, lI'invention fournit une composition pour son utilisation dans le traitement
d’'une pathologie neuronale d’un sujet, ladite pathologie neuronale etant liee a une hypoxie
et/ou a une hypoglycemie affectant des cellules du systeme nerveux central, ladite

composition comprenant au moins un compose de formule (1) :
=

ol

oy,

‘\Z

1

R.O

PIEE RN

T1 T2 2 R (I)

formule dans laguelle
Ry =H, ChH2n+1 ou R-CO avec R = H ou CryH2n+1, @avec n £ 16 ;
R2=H ou OH ;
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Rs = —NRsRs,

Rs etant H ou —(CH2)sNH., et

Re etant pris dans le groupe formée par —(CH2)sNH(CH2)sNHR7 ; —(CH2)4NH(CH2)sNHR7 ;

—(CH2)sNH(CH2)sNH(CH2)sNHR7 ; —(CH2)sNHR7 ; —(CH2)sNHR7 avec Rz = H ou COCH3; ;

5 —(CH2)2-imidazol-4-y| ;.—(CH2)2-indol-3-yl ; et

R4 = H ou OH en position 20, 22, 24, 25, 26 ou 27, positionné de fagon a creer un centre

asymetrigue de configuration R ou S ;

Z1 et Z; representent chacun le nombre de double liaisons entre les atomes de carbone

C7 et C8 et C22 et C23 respectivement (soit 0 soit 1); T4, T2 et Tz = H ou CHs
10 independamment les uns des autres ; T4 = H, CH3, C2Hs positionne de fagon a obtenir un

centre asymetrique de configuration R ou S en position 24 ;

et/ou au moins un sel pharmaceutiguement acceptable d’au moins un composeé de formule

().

15  [0016] Le substituant COOC(CHs); est aussi appele Boc.

[0017] Le compose de formule (I) appartient au groupe des steroides. La numerotation des
atomes de carbone du compose de formule (l) suit donc la nomenclature definie par
'TUPAC dans Pure & Appl. Chem., Vol.61, No.10, pp.1783-1822,1989. La numerotation

des atomes de carbone d’'un compose appartenant au groupe des steroides selon 'TUPAC

20 est illustréee ci-dessous :
&
24 }
24
Pl
20 = 28
8 24 .
2 23 25
f 7 27
‘ 1 16
9
P
2 e % s
3
A 7
3 8

[0018] Les methodes de preparation du compose de formule (I) ont deja ete decrites
auparavant, et notamment dans DE MEDINA, P. et al. Synthesis of New
Alkylaminooxysterols with Potent Cell Differentiating Activities: |dentification of Leads for

25 the Treatment of Cancer and Neurodegenerative Diseases. Journal of Medicinal
Chemistry, 52(23), 2009, pp. 77/65-7777.



10

15

20

25

30

BE2019/5501

[0019] En outre, la composition peut posseder une ou plusieurs caracteristiques suivantes,

considerees isolément ou en combinaison.

[0020] Selon un mode de realisation, le compose de formule (I) est definipar Z> =0 ; Ry = R4
=H: R, = OH "Rs=H:etTi1=T=T3=T4=H.

[0021] Selon un mode de realisation, le compose de formule (l) est defini par Z1 =0 et Rs = H.

[0022] Selon un mode de realisation, le compose de formule (l) est defini par Re = —
(CH2)4NH(CH2)3NHR7 avec Ry = COCHs.

[0023] Selon un mode de realisation, le compose de formule () est defini par Rs = —(CH2)2-

Imidazol-4-yl.

[0024] Selon un mode de realisation, le compose de formule (l) est defini par Re = —
(CHz)sNH(CH2)4NHR7, —(CH2)4NH(CH2)3NHR7, —(CHz)sNH(CH2)4NH(CH2)3NHR7',' ou -—
(CH2)4NHR7 et Ry =H.

[0025] Selon un mode de realisation, le compose de formule (I) est definipar Z1 =1 et Rs =
H.

[0026] Selon un mode de realisation, le compose de formule (I) est defini par Rs =—
(CHz)gNH(CHz)4NHR7 ; —(CH2)4NH(CH2)3NHR7 , OU —(CHz)sNH(CH2)4NH(CHz)sNHR'f et
R7 = H.

[0027] Selon un mode de realisation, le au moins un composeé de formule (1), est defini par Z;
=Z>=0;Ri=R4=H;R2=0H;Rs=H; Re = (CH2)sNH(CH2)4sNH2 ; T1 = To =Tz =Ty =
H. Dans ce mode de realisation le compose est appele DX243. Les resultats obtenus avec
ce compose sont particulierement intéressants. En effet, on observe un effet curatif de ce
compose contre le phenomene pathophysiologique d’hypoxie et/ou d’hypoglycemie méme

a de tres faibles concentrations.

[0028] Selon un mode de realisation, le au moins un composeé de formule (1), est defini par Z;
=Z>=0;Ri=Rs4=H;R2=0H;Rs=H; Re = (CH2)4NH(CH2)sNH2 ; T1 = To =Tz =Ty =
H. Dans ce mode de realisation le compose est appele DX245. Les resultats obtenus avec
ce compose sont particulierement intéressants. En effet, on observe un effet curatif de ce
compose contre le phénomene pathophysiologique d’hypoxie et/ou d’hypoglycemie

superieur a celui du DX243.

[0029] Selon un mode de realisation, le au moins un compose de formule (1), est defini par Z-
=1:2Z2=0;R1=Rs=H; R, = OH " Rs=H; R6=(CH2)3NH(CH2)4NH2;T1 =T,=T3=T4
= H. Dans ce mode de realisation le compose est appele DX242. Les resultats obtenus

avec ce compose sont particulierement interessants. En effet, on observe un effet curatif
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de ce compose contre le phenomene pathophysiologique d’hypoxie et/ou d’hypoglycemie

superieur a celui du DX243.

[0030] Selon un mode de realisation, le au moins un compose de formule (1), est defini par Z;
=1:2Z2=0;R1=Rs4=H;R2=0H; Rs =H; Rs = (CH2)4NH(CH2)sNH2 ; T1 = T2 =Tz =Ty
= H. Dans ce mode de realisation le compose est appele DX244. Les resultats obtenus
avec ce compose sont particulierement interessants. En effet, on observe un effet curatif
de ce compose contre le phenomene pathophysiologique d’hypoxie et/ou d’hypoglycemie

superieur a celui du DX243.

[0031] Selon un mode de realisation, la pathologie neuronale du systeme nerveux central est
prise dans le groupe constitué des traumatismes cerebraux et des accidents vasculaires

cérebraux.

[0032] Selon un mode de realisation, la pathologie neuronale du systeme nerveux central est

une lesion cerebrale due a une ischemie.
[0033] Selon un mode de realisation, 'hypoglycemie est due a un diabete.

[0034] Selon un mode de realisation, lI'invention fournit aussi une composition selon 'un des
modes de realisation precedents, sous forme de solution aqueuse pharmaceutiqguement
acceptable et presentant une concentration de compose de formule (I) comprise entre 10
nmol.L" et 1 mmol.L", préférentiellement entre 10 nmolL" et 1 pmol.L", plus

préférentiellement entre 10 nmol.L" et 100 nmol.L™".

Bréeve description des figures

[0035] L'invention sera mieux comprise, et d'autres buts, details, caracteristiques et
avantages de celle-ci apparaitront plus clairement au cours de la description suivante de
plusieurs modes de realisation particuliers de linvention, donnes uniquement a titre

illustratif et non limitatif, en référence aux dessins annexes.

[0036] [fig.1] La figure 1 represente schematiqguement un protocole d’etude de I'efficacite de

composes de formule (l), en particulier du DX243, sur un modele in vitro d'ischemie.

[0037] [fig.2] La figure 2 illustre les resultats d’'un premier test pour evaluer la survie neuronale

suite a une ischémie suivie d’'une reperfusion en presence de DX243.

[0038] [fig.3] La figure 3 illustre les resultats d'un deuxieme test pour evaluer la survie

neuronale apres avoir subi une ischemie suivie d'une reperfusion en presence de DX243.

[0039] [fig.4] La figure 4 illustre les resultats d’'un troisieme test pour evaluer la survie

neuronale apres avoir subi une ischemie suivie d'une reperfusion en presence de DX243.
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[0040] [fig.5] La figure 5 illustre les resultats du troisieme test pour evaluer la survie neuronale
apres avoir subi une ischemie suivie d’'une reperfusion en presence de composes formule
(1) autre que le DX243 du tableau 1.

Description des modes de realisation

[0041] On va decrire ci-dessous un protocole experimental qui met en evidence [l'effet
protecteur des composes de formule (I) indiqgues dans le tableau 1, dont le composeée

DX243, contre 'hypoxie et ’hypoglycemie.

[0042] Les concentrations ou molarites des composes sont exprimees en mole par litre dont

le symbole est mol.L"" ou M.

[0043] En reference a la figure 1, la premiere etape du protocole d’etude de [leffet
neuroprotecteur des composes de formule (l), en particulier ceux indiquees dans le
tableau 1, consiste a obtenir une culture primaire de neurones corticaux a partir de cellules
prelevees sur des cerveaux d’embryons de souris de type sauvage mises dans des
conditions de culture adequates. Plus precisement, les cellules prelevees sont crues dans
un milieu Neurobasal™ Medium (Ref. 21103049 ThermoFisher Scientific) auquel de la L-
Glutamine et du B27 supplement 50X (Ref. 17504044 ThermoFisher Scientific) ont ete
ajoutes. Les neurones issus de la culture primaire sont ensuite isolés et purifies. Il est a
noter que ce sont les conditions de culture en elles-mémes qui permettent d’obtenir une
culture purifiee en neurones a partir de la dissociation des cortex embryonnaires. Une
deprivation en oxygene et en glucose (DOQG) est alors realisee sur ces neurones afin de
mimer le plus fidelement possible ce qu’il se passe in vivo lors d’'un accident vasculaire
cerebral c’est-a-dire une diminution de l'apport en oxygene et en glucose du a une
diminution de la perfusion sanguine pour les cellules. Pour realiser cette deprivation en
oxygene et en glucose mimant l'ischemie, les neurones sont places pendant 4h dans un
incubateur dont 'atmosphere a une teneur en oxygene d’environ 1% et en remplacant le
milieu de culture par un milieu sans glucose. Comme le modele d’'ischemie est un modele
dit d’'ischemie/reperfusion, les neurones sont ensuite places dans un milieu contenant du
glucose dans des conditions normoxiques pendant 24h (reperfusion) suite a l'etape
d'ischémie. Le groupe A de neurones est un groupe de neurones ayant ete traite avec une
solution de compose de formule (1) pendant la DOG et |la reperfusion, c’est-a-dire qu’une
molecule du tableau 1 est ajoutee dans le milieu sans glucose des que la deprivation en
glucose et en oxygene commence. La concentration du compose de formule (I) nommeé
DX243 est comprise entre 10 nmol.L" et 1 umol.L"" dans le milieu sans glucose. La
concentration des autres molécules du tableau 1, est de 100 nmol.L" dans le milieu sans

glucose. Le groupe B de neurones est un groupe de neurones ayant ete traite avec une
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solution de DX243 pendant la reperfusion seulement, pour se rapprocher de ce qui se
passe cliniguement, a savoir le traitement possible uniquement apres plusieurs heures
avec un traitement conventionnel. La solution de DX243 est ajoutee au milieu sans
glucose des que la reperfusion commence. La concentration de DX243 est comprises

5 entre 10 nmol.L" et 1 ymol.L" dans le milieu sans glucose.

[0044] Le controle negatif consiste en un groupe de neurones subissant la DOG suivie de la
reperfusion sans DX243 present. Ce groupe de neurones est denomme « Ctrl » dans les
figures 2 a 4. Le controle normal consiste en un groupe de neurones issus de la culture
primaire place en conditions normoxiques pendant 28h. Le controle normal est denommeé

10 « hormox » dans les figures 2 a 4. Le controle positif consiste en un groupe de neurones
Issus de la culture primaire ayant subi la DOG pendant 4h en presence de roscovitine, un
INhibiteur du cycle cellulaire entrainant la mort cellulaire, suivie de la reperfusion pendant

24h. Le contrble positif est dénommé « ROSCO » dans les figures 2 a 4.

[0045] A la fin de la reperfusion, |la survie des neurones est evaluee a l'aide de trois tests
15 differents. Les resultats sont alors compares aux resultats des trois tests de survie des

groupes de controle.

[0046] Sur les figures 2 a 4, les etoiles indiguent la puissance statistique des resultats. Une
etoile indique qu’il est certain a 95% que les resultats ne sont pas dus au hasard. La
presence de 2 etoiles signifie qu’il est certains a 99% que les resultats ne sont pas dus au

20 hasard, et |la presence3 etoiles indiquent qu’il est certain a 99,9% que les resultats ne sont

pas dus au hasard.

[0047] La figure 2 presente les resultats du premier test de survie neuronale dans le cas de
"utilisation du DX243. Les graphes A et C sont une representation des resultats obtenus
pour le groupe A, et les graphes B et D sont une representation des resultats obtenus pour

25 le groupe B. Ce premier test est un test immunocytochimique qui permet de mettre en

evidence les cellules vivantes et les cellules mortes.

[0048] Une premiere serie d’images est realisee avec un marquage chimique par
fluorescence. Ce marquage est effectue avec du DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole) qui
est capable de se lier fortement aux bases adenine (A) et thymine (T) de 'ADN. |l permet

30 de detecter les cellules vivantes. Une deuxieme série d'images est realisee avec un
marquage par fluorescence utilisant I'anticorps CC3. L’anticorps CC3 permet de detecter

la caspase 3, et donc les cellules en état d’apoptose.

[0049] Pour visualiser la proportion de neurones sains parmi les differentes conditions de
cultures, lI'anticorps TUJ1 est utilise. TUJ1 reagit avec la béta-tubuline I, une protéine

35 structurale composant la tubuline et specifigue aux neurones. La béta-tubuline |l est
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largement utilisee comme marqueur pour distinguer les neurones d'autres types de

cellules.

[0050] A partir de ces images, la proportion de cellules vivantes (cell survival) a ete calculee

en determinant le rapport du nombre de cellules vivantes sur le nombre total de cellules.

5 La proportion de cellules en apoptose a ete realisee a I'aide du rapport entre le nombre
de cellules detectees par I'anticorps CC3 sur le nombre total de cellules. Les valeurs

obtenues ont ete rapportees a celles obtenues par le groupe normox.

[0051] On observe que la DOG induit une diminution de la proportion de cellules vivantes sur

le groupe Ctrl sur les graphes A et B de la figure 2, et une augmentation de la proportion

10 de cellules en apoptose sur le groupe Ctrl sur les graphes C et D de la figure 2. En
revanche, aussi bien un traitement avec du DX243 pendant la DOG et |la reperfusion qu’un
traitement avec du DX243 uniqguement pendant la reperfusion, protege partiellement de la

mort neuronale. En effet, on observe une augmentation de la proportion de cellules

vivantes et une diminution de la proportion de cellules en apoptose suite au traitement au

15 DX243 en comparaison avec le groupe Ctrl. Une concentration en DX243 situee entre
10 nmol.L™" et 100 nmol.L" semble correspondre a une gamme de concentration idéale

pour maximiser les effets neuroprotecteurs.

[0052] De plus, il semble gu’un traitement post-OGD pendant 24h au DX243 protege encore

plus efficacement les neurones.

20 [0053] Pour confirmer les resultats obtenus avec le DX243, un test base sur l'activité
metabolique des neurones a ete realise pour evaluer d’'une autre fagon la survie neuronale.
Ce test est base l'utilisation du sel de tetrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium). Le tetrazolium est reduit par la succinate deshydrogéenase
mitochondriale des cellules vivantes actives, en formazan, precipité de couleur violette. La
25 quantite de precipite formee est proportionnelle a la quantite de cellules vivantes mais
egalement a l'activite metabolique de chaque cellule. Ainsi, un simple dosage de la densité
optique a 550 nm par spectroscopie permet de connaitre la quantite relative de cellules
vivantes et actives metaboliguement. Etant donne que plus le nombre de cellules vivante
est important, plus I'intensite colorimetrique est importante, l'intensite colorimetrique a des
30 lors ete quantifiee et rapportee a lintensite observee en conditions normoxiques. Les
resultats obtenus ont eté rapportes dans le graphe A de la figure 3 pour le groupe A et

dans le graphe B de la figure 3 pour le groupe B.

[0054] Sur les graphes A et B de la figure 3, on observe que la DOG entraine une diminution
marquee de cellules metaboliguement actives dans le groupe Ctrl. En revanche, le

35 traitement des neurones avec du DX243 protege partiellement de cette diminution de
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survie suite a la DOG. Cet effet est d'autant plus marque pour le groupe de neurones
ayant beneficie du DX243 que pendant la reperfusion de 24h comme |le montre le graphe
B de la figure 3. Sur les deux graphes, un traitement comprenant une concentration de

DX243 comprise entre 10 nmol.L™" et 100 nmol.L' semble le plus efficace.

[0055] Un troisieme test de survie cellulaire dans le cas de l'utilisation du DX243, base sur

'integrite des membranes cellulaire, laquelle est rompue chez les cellules mortes, a éte
realise. Ce dernier test utilise le bleu de trypan qui colorera les cellules mortes en bleu. Le
calcul du pourcentage de cellules vivantes a des lors ete effectue en comptant la
proportion de cellules bleues et non-bleues, et rapporte au pourcentage de cellules
vivantes observe dans le groupe normox. Les resultats obtenus ont eté rapportes dans le

graphe A de la figure 4 pour le groupe A et dans le graphe B de la figure 4 pour le groupe
B.

[0056] On observe que la DOG induit une diminution significative du nombre de cellules ayant

conserve l'integrité de leur membrane que ce soit sur le graphe A de la figure 4 ou sur le
graphe B de la figure 4. Le traitement des neurones avec du DX243 restore |le pourcentage
de cellules vivantes a des niveaux proches de celui observe dans le groupe normox,

principalement avec des concentrations entre 10 nmol.L" et 100 nmol.L™".

[0057] Le DX243 est donc efficace a des concentrations comprises entre 10 nmol.L™" et 1

umol.L". Pour les concentrations de DX243 comprises entre 10 nmol.L™" et 100 nmol.L™,
les resultats sont plus stables et |'effet protecteur du DX243 est statistiquement plus
importants. Cela peut s’expliquer par la fragilité des cultures primaires a en dehors de leur

environnement naturel.

[0058] Pour les molecules du tableau | autre que le DX243 utilisees sur le groupe A, seul le

troisieme test de survie cellulaire a ete realise. Les resultats obtenus ont ete rapportes sur
le graphe de la figure 5 en y incluant les resultats obtenus avec le DX243. Le sigle NT
signifie non traite. La barre non hachuree NT correspond a un groupe de neurones ISsus
de la culture primaire place en conditions normoxiques pendant 28h. Les barres
hachurees representent des groupes de neurones issus de la culture primaire ayant subie
une DOG et la reperfusion soit sans molecules du tableau 1 (barre hachuree nommee NT)

soit en presence d’'une molecule du tableau 1.

[0059] Pour tous les composes testes a I'exception du DX243BOC, le taux de survie des

groupes de neurones est superieur a celui des groupes de neurones NT ayant subie la
DOG et |la reperfusion (barre hachuree NT), ils presentent donc un effet neuroprotecteur.
En particulier, il est a noter que le DX245, le DX244 et le DX242 ont un taux de survie

superieur a celui du DX243.
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[0060] Le compose de formule (I) etdefinipar: Z1=Z2=0;R1=R4=H; R2=0H ;Rs=H;
Re = —(CH2)3-N(COOC(CH3)3-(CH2)4-NH(COOC(CH3)3; T1=T=T3=T4=Hest appelé
DX243BOC, illustré dans le tableau 1.

[0061] Le taux de survie du groupe traite avec DX243BOC est quant a lui inferieur a celui du
groupe traité avec le DX243 et a celui du groupe NT ayant subi la DOG et la reperfusion

demontrant ainsi I'importance du groupe Rz dans l'activité du compose de formule ().

[0062] Il est donc attendu que dans une solution agqueuse pharmaceutiqguement acceptable
comprenant le compose de formule (l), une concentration en compose de formule (l)
comprise entre 10 nmol.L" et 1 mmol.L", préférentiellement entre 10 nmol.L" et 1 umol.L-

' plus préférentiellement entre 10 nmol.L™" et 100 nmol.L" soit efficace.

[0063] L’ensemble de ces resultats indique que les composés du tableau 1 possedent un effet
neuroprotecteur contre I'ischemie cerebrale, et donc contre les traumatismes cerebraux

et les accidents vasculaires céeréebraux.

[0064] Bien que les experiences aient ete realisees avec dix composes de formule (I)
differents, il est bien evident que des resultats similaires sont attendus pour les composes

de formule (l) autre que ceux du tableau 1.

[0065] En outre, dans le cadre d’'une hypoxie seule ou d'une hypoglycemie seule, une
composante mort neuronale apoptotique est observee tel que dans KATO, et al. Recurrent
short-term hypoglycemia and hyperglycemia induce apoptosis and oxidative stress via the
ER stress response in immortalized adult mouse Schwann (INMS32) cells. Neuroscience
Research, 13 novembre 2018, retrieved from <
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168010218304371?via%3Dihub>
<doi : https://doi.org/10.1016/}.neures.2018.11.004>, dans Sendoel, A., et al. Apoptotic
Cell Death Under Hypoxia. Physiology, 29, pp.168-176, 2014, ou encore dans Xu, Y., et
al. Protective effect of lithium chloride agains hypoglycemia-induced apoptosis in neuronal
PC12 cell. Neuroscience, 330, 25 aout 2016, pp.100-108. Or, les resultats observes ci-
dessus dans le modele d'ischemie/reperfusion montre une protection due aux composes
de formule (l) face a cette composante apoptotique. De plus, une hypoglycemie est
capable d'induire un stress oxydatif dans des cellules neuronales, stress oxydatif present
dans le cadre d’'une deprivation en oxygene et en glucose et qui est une composante
majeure de l'induction de la mort neuronale. En conseéguence, des mécanismes communs
Induisant la mort neuronale existent dans le cadre d'une mort neuronale induite par
hypoglycemie et hypoxie, par hypoglycemie seule et par hypoxie seule, tels que I'apoptose.
En conclusion l'effet neuroprotecteur des composes de formules (I) s'etend aux cas

d’hypoxie seule ou d’hypoglycemie seule.
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[0066] L'usage du verbe « comporter », « comprendre » ou « inclure » et de ses formes

1111 J..Iclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl R R kol ok ok ok ok ok ok ek ak ah ek el el ol ek ek ek ak ah kol ek ol ko 1"1"1"1"..Iclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lcl\l..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lcl‘l..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lclcl..lcl‘1“1‘«!1“1“1“1“1“1“
} ¢ ’ .
? . “ ' ’
) v R : ‘ '
-w ’
“ » A ¢ ‘ '
¢ ~a ¢ ] .
~ - e -’\ ¢ ‘ ]
) p v ! ‘ »
’ B ., . ! ‘ . ’
“ L ‘. " “ " .“h\ ]
. r
e “ -\Ollilﬁ’l n\. \\ m " .‘R "
- - . M
g ) 4 ~ I / ¢ o5 ‘ 2 '
: 7 ‘, Y : - - ’ ’
t et o . » ] -.A.x ’ cewmer ’
’ r .\ . o= Ao )
D “ - .. P | 5 Y
: 3 g y PR . : : "
? “\. OI X [} ] . P
, b / 4 R Tt : e / "
’ ’ e sop U : .vv ‘ v . '
u — ’ % \- b ok ol ol o il - ¢ 4“ M 5 7 "
? 1 N P o L] ¢ b Ky PN M » . )
} ’ 4 s L o A ] ~e ] o .
) “va S .2 * Py . [ . “me (] . - r
’ M . o ’ - 5 ' 4 ot ' . Tt " :
— ’ ) ., va " / ' NQ ' Xh o A :
> “ ; <z 4 : / ’ A 2 : 2 .
. '] ' ] : L/ ’ ) ]
“ ;.- a\ ;..l\ &” .v!lh A “ -... " .\ ..\ "
’ ’ ‘e e kN ..Mw 3 : ‘ > P / '
a e ; . A \ l«u\M L \ e .... : ...- / ; o L /)
) e g . P , : < : o 7o - . &
4 o\ 1 \ 4 \ ¢ . \ ' ”’9 .rh ’
U “ » \ ﬂ . -. s\ “ ---f.\ Ota . " -.- u \.I:!N\\ "
it | A / Y ! ! : o ' ; AR’ / .
’ . - . o ) . > J ’
e G “ \\ - . .\ s.- l.\ \ .‘00 m \‘M Q.v 'n. \\ \‘ “ \\ . v ; g'\ "
n “ \ e 0.0 \- \IQIﬂl\ N\.‘.l H A Il‘h\c¥ !!!!! \0 " ; . 0\ "
3 ‘ .. zz) g ET BV Sy .
) “ \-‘no S ..‘ \\ \\ c. \. ) ..\ ] ’ .r- ..o ] a‘lll .H.\ \-.. \\ \\. "
] . » 10.. [ ] a > ] -, -
) #RL X medecer / - g o R A MR e atede / :
“ . , i ’ 1-\. ' ; Y ..-s “ Y , /s c.\ (ﬂ(. 5 \\ s..a . "
[ ' o .
@ 1 Y .. A ol o n - . ot Z ;o e .
“ ,, ey, * e h R 4 ¢ A v <. n.u /7 . “ s v s " ... 4 ... u(.( :
) ) / . o COREY L SRR / L T e n e / ! ) /S A= A e ) P ;
“ " / ', 4 e A P = 7/ : \\...E\.\\x.\f solele, ' N nmnad Y -n ’
‘e s ==mE== oo .\‘i} \ . A \ -0 .’0 H - \. uo- M » :1 "
n ) Yy s .\ g . il “ / P . / A i QU " 7 o~ '
“ Vt -o Qc \ nc - Q. R rewrer so . M \\ L] M ay . s. Cr“; ]
) lt.‘ . \\\.\\;.s-c.s- B .\ L v.\ ‘1. v- :0 o : 0- h\ M %‘t\%‘t“ -.\l“\\\‘ ! ]
t ] luo“ “ % ML P * ’ .n_.s...(' . \\ . Ao ! . \. ] < .\ . g "
v - [ ] .
n “ -\- o\- o, : .i\ll | - . \iN “ .so\..\..\\..\. R " \ ) "
. L) - a r
“ . ’ SR VA 2 ™, ;X : f " 4 ’ "
' . Vs re v Loga ™S vl ’ . ’ ' % s ’
. wrrrdd ", A - T ! ’ M
o : A A Eiasr et e B ¢ ek "
‘ ..... \ .‘ ) ' [ ] - . L ] .
a ] ..o r r
“ : ' B ’ ‘ i ‘ '
4 o Y \ ...q ~ ¢ M \}-a "
’ ’ ’ N ’ ! ‘ d_a
p ’ b7 A ’ . g ' ' A ’
“ H N P e www m " A m
“ . " "
o , . . .
’ L ™ L ‘ ’
? o - ¢ ‘ ’
— “ b i : : .
v r
= m m m "
llllll o T T T T e e e e e R R e e e e e e e o e o o e e e o e e e R e S S R R R S R R R R R R e R R e e e e e e e e llllllllllllllllllllllllllllllllllllll..lllllllllllllllllllllllllllllllllll‘llllllllllllllllllllllllllllllllllllllll*
H ¢ ’ .
() : : : :
? ' ' .
’ ) M "
} ¢ ’ 5
} ¢ ’ .
? ]
O : > b N : - : :
C “ - v < . . {1 "
) ' ' .
) ‘ ‘ ’
Q : nd Y V3 : o : ¢ :
) ‘ ‘ ’
T — : b b b : o : d :
O = ; : : "
(). O “ : : :
]
m . — ? “ : D r
O “ “ " "
? : ’
) ' ' .
() R SO SIS UUIUUIUUTUUIUUIUUIUUIUUUIUUIR SUSUUTUUIUUUSUI SIS U UUT U UUSUUIU SUUUIUUIUUU T U U s U U s et AP e AP AP AP AP ;
4 f ¥ 4
? ¢ ‘ ’
T O , . . .
!
) - ‘ “
V “ e }h.n...u. “ S T=s ’
e r
O ) “ oy Y o U L
-1 oa H ) ’ .
C e ) . o \ 3: 3 ' s N 42 ~, '
’ . ‘0.0 ¥ ,- 0\ “ ‘tb . " as o. ’
> P 3 SR SR ;o
u — “ \f...collnv‘.\ ... .\s % \. “ vs \\. " .\ 2 ’
n TR .. : .& ;o : = 3 (o
~ -a > Ve % - e ) ’
’ v A == . ‘= . H v . ! it . ’
e “ I" \ i VE .s \ ; % .OI “ \\ ‘n’\ -" " P . \%\ '0\ “
el ¢ ? » ve ‘ » e ' “ ) ~% V. 1 o’ '
’ . f ’ [ / » : \\ r
4 4 \ 1 ¢ . / ’ . e :
] ] (] . ! f] ] v- A ’
: - ' { : £ Y A ; e
0 n ’ . \01‘! e c- --- sc 1 ) s l.-v M Il}l\ "
— 55 SRR oo’ TR . N \ W
o AR O W e f | o |
’ ~e ‘ 1 -p, \ - » ’
- . o— ~5 | II(.(\\ ! VY 4 > \ : : /o ¥ / '
e " s y et S s 7/ ( ., /s ! y -~ ' 1 . .
v o -1 7 e \ -~ S F el o ;o
\ \(\ ‘)o ’ ‘- } J-l » } lcf [ ] }\ .l 0- L ] « " 000 ’
n C “ oy \“A .\ / \ . A\ K4 ..-. Aﬂs / .- “ - 2 ;" - " ls. \\ o.. "
t \ '\’f‘ ..... 4 ’ Ch 2 c \ Po -I . 1 _\. ar ? s\- . 9\ ] M b . 7 » [
- — u “ - \1 N * .hm ho.-\{f ...c s \ o, M M.sh.. \. z .\ “ fﬂ-m .W(....ﬁ .v \\ \w " ‘M.b !.\m\. -.c 4 s "
. ’ As % - R Gyl
O ’ .. . p ...».\\ i‘t‘t.\v \ Pt v\“%«!\. \. F .0.-0 I)-r.»t.};}. M v t“r‘(u‘{.\.}}\h. .\ "
’ 7/ . . . L \1 v \ ‘
. — } ' ey / . e : N 4 ] . ] \\ * ' :
t G g ’ * ' ..c \‘ \ e A \ . “ ‘ \ E - - - " . "
 — S “ s.. \ . - N Frwoioay ’ ¢\ Sr vy . “ A ;.\l(ill. .'c " \n ‘{114.{..0 ) b
) 2 A ST e T L e T
a — “ v.\\:\.\\-. \I& .o- .\ ..o- e ... .\ ., e “ --. \. ..-n H " s. .\ ‘.a - m
O : & ;o eeand " el el OV . S veannd e
— e 4 ;.\!P * -\v Ao * 4 g ! N \i&. ’ . . o~ .
- ’ e bevees -\I\ . . [ ’ e 1 Y L ad ] % -\ ]
d n ’ R . " »....n ’ .ww ", / .\.uﬁs Mnu " - ¢ e A . o : '
- - . - - . L A4l
u m \o “o\ otM-t lu”“ g‘\ .\.\\.\.ﬂc\o:. e ﬂ.\“ \.\.\\.\..M L .7-. “ \Wﬂf\.\\\\\ﬂ”.\.\\o\ m &M\.ﬂ/') “. .\\\.\\“..\..\\ lv "
. . . ‘. ]
n “ ‘s .\w s .\v “ “ Y s.o " ;\v -‘o “
O , ol o S s S
’ . - . . L . »
e ) Qe . .\ - Z ¢ . ' ’ . / .
’ . [ ! b -\ '] . .
V “ f .‘o lllll \90‘ l“\ m -0 ‘‘‘‘ " " cv llllll \ m
O & “ % \ “ Y N "
" " ? ~ (] ’
’ - ”~ o~ ! ‘ .y
~ € “ & Y, % “ A X "
]
< ! - N : v Ao - pLs '
? ¢ ‘ ’
!
3o “ . " "
O O o R S S S S S —————— S — ]
i a ! : ‘ '
? ' ' '
, o . . X .
) (), ()] : g O ; : "
wlemed —_ “ <o L o : : "
C @ DO “ - - “ " - .
r
a G ’ 2 2 . 2 - 2 ’
= © : : : :
O , : : .
T ’ ¢ ’ ‘ "
— “ {3 £ o “ 3 " o] .
]
Q : : : :
} ¢ ’ .
— t 8 “““ “ “““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““ h““‘“‘“‘“‘““““““““““‘“ “““““““““““““““““““““““ u
O = O
el (S

5

10



BE2019/5501
Revendications

1. {Composition pour utilisation dans le traitement d’'une pathologie neuronale d’'un sujet
liee a une hypoxie et/ou a une hypoglycemie affectant des cellules du systeme nerveux

central, ladite composition comprenant au moins un composée de formule (1) :

LT R ()

formule dans laquelle,

R+ =H, ChH2n+1 ou R-CO avec R = H ou CyH2n+1, @avec n £ 16 ;

R2=H ou OH;

Rs = —NRsRe,

Rs etant H ou —(CH2)sNH2, et

Re etant pris dans le groupe formé par —(CH2)sNH(CH2)4sNHR7 ; —(CH2)4aNH(CH2)sNHR7 ;
—(CH2)sNH(CH2)4sNH(CH2)sNHR7 ; —(CH2);sNHR7 ; —(CH2)sNHR7 avec R7 = H ou COCHs3 ;
et

—(CH2)2-imidazol-4-yl :—(CH2)2-indol-3-yl ;

R4 = H ou OH en position 20, 22, 24, 25, 26 ou 27, positionne de fagon a creer un centre
asymetrigue de configuration R ou S ;

Z1 et Z, representent chacun le nombre de double liaisons entre les atomes de carbone
C7 et C8 et C22 et C23 respectivement (soit O soit 1); T4, T2 et T3 = H ou CHs;
independamment les uns des autres ; T4 = H, CH3, C2Hs positionne de fagon a obtenir un
centre asymetrique de configuration R ou S en position 24 ;

et/ou au moins un sel pharmaceutiguement acceptable d’au moins un composeé de formule

().
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Composition selon la revendication 1, dans laquelle le compose de formule () est
déefini parZz=0;R1 =Rs4=H; R> = OH "Rs=H:etT{=T=T3=T4=H.

Composition selon la revendication 2, dans laquelle le compose de formule (I) est

defini par Z1 =0.

Composition selon la revendication 3, dans laquelle le compose de formule () est
defini par Re = —(CH2)4sNH(CH2);:NHR7 avec R7 = COCHs.

Composition selon la revendication 3, dans laquelle le compose de formule (I) est

defini par Re = —(CH2)2>-imidazol-4-yl.

Composition selon la revendication 3, dans laquelle le compose de formule () est
defini par Re —(CHz)sNH(CH2)4NHR7, —(CH2)4NH(CH2)3NHR7, —
(CHz)gNH(CHz)4NH(CH2)3NHR7 , OU —(CH2)4NHR7 et Ry =H.

Composition selon la revendication 2, dans laquelle le compose de formule (I) est

defini par Z1 = 1.

Composition selon la revendication 7, dans laguelle le compose de formule (l) est
defini par Rg = —(CHz)sNH(CH2)4NHR7 ; —(CH2)4NH(CH2)3NHR7 ,Ou
—(CHz)sNH(CH2)4NH(CH2)3NHR7 et Ry =H.

Composition selon l'une des revendications 1 a 8, dans laquelle la pathologie
neuronale du systeme nerveux central est prise dans le groupe constitue des

traumatismes cerebraux et des accidents vasculaires ceréebraux.

Composition selon l'une des revendications 1 a 8, dans laquelle la pathologie

neuronale du systeme nerveux central est une lesion cerebrale due a une ischemie.

Composition selon 'une des revendications 1 a 8, dans laquelle I’'hnypoglycemie est

due a un diabete.

Composition selon I'une des revendications 1 a 8, sous forme de solution aqueuse

pharmaceutiquement acceptable et presentant une concentration de compose de
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formule (1) comprise entre 10 nmol.L" et 1 mmol.L"", préférentiellement entre

10 nmol.L™" et 1 ymol.L", plus préférentiellement entre 10 nmol.L" et
100 nmol.L™".
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RAPPORT DE RECHERCHE DE TYPE INTERNATIONAL

Demande de recherche No

BE 201905501

A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE

INV. A61K31/575 A61P25/00 A61P43/00
ADD.

Selon la classification internationale des brevets (CIB) ou & la fois selon la classification nationale et la CIB

B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE

Documentation minimale consultée (systéme de classification suivi des symboles de classement)

A61lK A61P

Documentation consultée autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porté la recherche

Base de données électronique consultée au cours de la recherche internationale (hom de la base de données, et si réalisable, termes de recherche utilisés)

EPO-Internal, WPI Data, BIOSIS, EMBASE, FSTA

C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Catégorie ° | Documents cités, avec, le cas échéant, l'indication des passages pertinents ho. des revendications visées

X WO 2016/016518 A2 (AFFICHEM [FR]) 12
4 février 2016 (2016-02-04)
* exemples 1-2 *
A,D DE MEDINA PHILIPPE ET AL: "Synthesis of 1-12
new alkylaminooxysterols with potent cell
differentiating activities: i1dentification
of leads for the treatment of cancer and
neurodegenerative diseases",
JOURNAL OF MEDICINAL CHEMISTRY, AMERICAN
CHEMICAL SOCIETY, US,
vol. 52, no. 23,
10 décembre 2009 (2009-12-10), pages
/765-7777, XP009131948,
ISSN: 0022-2623, DOI: 10.1021/JM901063E
[extrait le 2009-09-22]
cité dans la demande
* le document en entier *

Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents Les documents de familles de brevets sont indiqués en annexe

° Catégories spéciales de documents cités:
J P "T" document ultérieur publié aprés la date de dépbt ou la

date de priorité et n‘appartenenant pas a l'état de la
technique pertinent, mais cité pour comprendre le principe
ou la théorie constituant la base de l'invention

"A" document définissant |'état général de la technigue, non
considéré comme particulierement pertinent

E dggt‘gecl’gﬁingegzurs mais publié a la date de depot ou "X" document particulierement pertinent; I'invention revendigquée ne peut

étre considérée comme nouvelle ou comme impliquant une activité
Inventive par rapport au document considéré isolément

"Y' document particulierement pertinent; I'invention revendiguée
he peut étre considérée comme impliquant une activité inventive

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de
priorité ou cité pour déterminer la date de publication d'une

autre citation ou pour une raison spéciale (telle qu'indiquée)

"O" document se référant & une divulgation orale, a un usage, a lorsque le document est associé & un ou plusieurs autres
une exposition ou tous autres moyens documents de méme nature, cette combinaison étant évidente
"P" document publié avant la date de dépdt, mais pour une personne du metier

postérieurement a la date de priorité revendiguée "&" document qui fait partie de la méme famille de brevets

Date a laguelle la recherche de type international a été effectivement achevée Date d'expédition du rapport de recherche de type international

21 avril 2020

Nom et adresse postale de 'administration chargée de la recherche internationale Fonctionnaire autorisé

Office Européen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040, o
FZx:((+31-73) 340-3016 Houyvet-Landriscina

Formulaire PCT/ISA/201 (deuxiéme feuille) (Janvier 2004)
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C.(suite). DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Catégorie ° | Documents cités, avec, le cas échéant, l'indication des passages pertinents ho. des revendications visées

Y BRIGITTE MALGRANGE ET AL: "Targeting 1-12
Cholesterol Homeostasis to Fight Hearing
Loss: A New Perspective",
FRONTIERS IN AGING NEUROSCIENCE,
vol. 7, 29 janvier 2015 (2015-01-29),
XP055687450,
DOI: 10.3389/fnagi.2015.00003
* le document en entier *

A WO 03/089449 A2 (INST NAT SANTE RECH MED 1-12
[FR]; POIROT MARC [FR] ET AL.)
30 octobre 2003 (2003-10-30)
* exemples 49, 57 *
Y /HAO H-B ET AL: "Ganoderma total sterol 1-12
(GS) and GS"1 protect rat cerebral
cortical neurons from
hypoxia/reoxygenation injury",
LIFE SCIENCES, PERGAMON PRESS, OXFORD, GB,
vol. 76, no. 9,
14 janvier 2005 (2005-01-14), pages
1027-1037, XP004686351,
ISSN: 0024-3205, DOI:
10.1016/J.LFS.2004.08.013
* ]le document en entier *

Formulaire PCT/ISA/201 (suite de la deuxieme feuille) (Janvier 2004)
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Renseighements relatifs aux membres de familles de brevets

Demande de recherche n
BE 201905501
Document brevet cité Date de Membre(s) de la Date de
au rapport de recherche publication famille de brevet(s) publication

WO 2016016518 A2 04-02-2016 AU 2015295184 Al 09-03-201/
CA 2956192 Al 04-02-2016
CN 106852121 A 13-06-201/
EP 3174543 AZ 0/-06-201/
FR 3024361 Al 05-02-2016
JP 6601882 B2 06-11-2019
JP 2017523240 A 17-08-201/
US 2017209465 Al 2/7-07-2017
WO 2016016518 A2 04-02-2016

WO 03089449 A2 30-10-2003 AT 420888 T 15-01-2009
AU 2003262422 Al 03-11-2003
CA 2481561 Al 30-10-2003
EP 1497309 AZ 19-01-2005
ES 2321287 T3 04-06-2009
FR 2338741 Al 24-10-2003
JP 460129/ BZ 22-12-2010
JP 2005529882 A 06-10-2005
US 200522209/ Al 06-10-2005
US 2011275604 Al 10-11-2011
US 2014005156 Al 02-01-2014
WO 03089449 AZ 30-10-2003

Formulaire PCT/ISA/201 (annexe - familles de brevets) (Janvier 2004)



OPINION ECRITE

Dossler N°

SN74373

Date du dépot(jour/imoisiannée) Date de priorité (jour/imois/annee) Demande n°

01.08.2019 BE201905501

Classification internationale des brevets (CIB)

INV. A61K31/575 A61P25/00 A61P43/00

Déposant

DENDROGENIX

La présente opinion contient des indications et les pages correspondantes relatives aux points suivants :

Cadre n° |
Cadre n° ||
Cadre n°® [l

Cadre n° |V
Cadre n° V

X O 0O0OK

Cadre n° VI
Cadre n° VI

X} L L

Base de l'opinion
Priorité

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveauté, l'activité inventive et la possibilité
d'application industrielle

Absence d'unité de l'invention

Déclaration motivée quant a la nouveauté, l'activité inventive et la possibilité d'application
Industrielle; citations et explications a l'appui de cette déclaration

Certains documents cités
Irrégularités dans la demande

Cadre n® VIlI Observations relatives a la demande

Formulaire BE237A (feullle de couverture) (Janvier 2007)

Examinateur

Houyvet-Landriscina




Demande n°

OPINION ECRITE BE201905501

Cadre n°l Base de I'opinion

1. Cette opinion a été établie sur la base des revendications déposées avant le commencement de la recherche.

2. En ce qui concerne la ou les séquences de nucleotides ou d'acides amines divulguées dans la demande, le
cas échéant, cette opinion a éteé effectuée sur la base des éléments suivants :

a. Nature de 'élément:

[1 un listage de la ou des séquences

L1 un ou des tableaux relatifs au listage de la ou des séquences

b. Type de support:

[1 sur papier

[1 sous forme électronique

c. Moment du dépdt ou de la remise:

[ 1 contenu(s) dans la demande telle que déposée

[1 déposé(s) avec la demande, sous forme électronique

| remis ultérieurement

3. L1 De plus, lorsque plus d'une version ou d'une copie d'un listage des séquences ou d'un ou plusieurs
tableaux y relatifs a été déposée, les déclarations requises selon lesguelles les informations fournies
ultérieurement ou au titre de copies supplémentaires sont identiques a celles initialement fournies et ne
vont pas au-dela de la divulgation faite dans la demande internationale telle que déposée initialement,
selon le cas, ont été remises.

4. Commentaires complémentaires :

Formulaire BEZ237B (Janvier 2007)
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Demande n°

BE201905501

Cadre n°V  Opinion motivee quant a la nouveaute, lI'activite inventive et la possibilite d'application

industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration

. Déclaration

Nouveauté

Activité inventive

Possibilité d'application industrielle

. Citations et explications

voir feuille séparée

Qui :
Non :

Qui :
Non :

Qui :
Non :

Revendications
Revendications

Revendications
Revendications

Revendications
Revendications

Cadre n° VIl Observations relatives a la demande

voir feuille séparée

Formulaire BEZ237B (Janvier 2007)

1-11
12

1-12

1-12



OPINION ECRITE N° d'enregistrement national
(FEUILLE SEPAREE) BE201905501

Ad point V

Declaration motivee quant a la nouveauté, lI'activité inventive et la possibilite
d'application industrielle ; citations et explications a I'appui de cette déclaration

Il est fait référence aux documents suivants :
D1 WO 2016/016518 A2

D2 DE MEDINA PHILIPPE ET AL: "Synthesis of new alkylaminooxysterols with
potent cell differentiating activities: identification of leads for the treatment

of cancer and neurodegenerative diseases", JOURNAL OF MEDICINAL
CHEMISTRY, vol. 52, no. 23, 10 décembre 2009, pages 7765-7777, cité

dans la demande

D3 BRIGITTE MALGRANGE ET AL: "Targeting Cholesterol Homeostasis to

Fight Hearing Loss: A New Perspective", FRONTIERS IN AGING
NEUROSCIENCE, vol. 7, 29 janvier 2015

D4 WO 03/089449 A2

D5 ZHAQO H-B ET AL: "Ganoderma total sterol (GS) and GS"1 protect rat

cerebral cortical neurons from hypoxia/reoxygenation injury”, LIFE
SCIENCES, vol. 76, no. 9, 14 janvier 2005, pages 1027-1037

A moins gqu'il n'en soit indiqué autrement, il est egalement fait référence aux passages
pertinents cités dans le rapport de recherche pour ces documents.

La présente administration considere que l'objet des revendications 1-11 a trait a une
methode de traitement thérapeutiqgue du corps humain. Par conséquent, leur
brevetabilité dépend de la maniere dont ces revendications sont formulées. Ainsi,

'Office européen des brevets n'accepte pas de revendications d'utilisation d'une
substance ou composition a des fins medicales et ne reconnait pas non plus comme
brevetables des revendications redigées selon le format dit de type Suisse, pour les
demandes ayant une date de priorité ou de dépot du ou ultérieure au 28.01.2011,

lorsque les produits revendiqués sont deja connus. Par contre, peuvent étre acceptees
des revendications relatives a un composé connu, pour une premiere utilisation a des
fins médicales ou une utilisation thérapeutique ultérieure, sous la forme : "substance/
composition ... pour utilisation dans le traitement de ...". Peuvent étre également

acceptees des revendications dépendantes sous la forme : "substance/composition ....
pour utilisation selon la revendication 1, ladite .....".

Bine gqu'incorrectement formulées devant I'Office européen des brevets, la brevetabilite,

Formulaire BE237-3 (feuille separee) (janvier 2007} (feuille 1)



OPINION ECRITE N° d'enregistrement national
(FEUILLE SEPAREE) BE201905501

en particulier la nouveauté et I'activité inventive, des revendications 1-11 a été évaluée
sur la base d'une revendication de composition a usage limitée tenant compte des effets
allegues de la composition.

V.2.1. La presente demande ne remplit pas les conditions de brevetabilité quant a la
nouveaute, I'objet de la revendication 12 n'étant pas nouveau.

D1 décrit les alkylaminooxystérols de formule (1) pour prévenir la perte d'audition. D1 ne
décrit pas l'utilisation de ces composés dans le traitement d'une pathologie neuronale

étant liee a une hypoxie et/ou a une hypoglycémie affectant des cellules du systeme
nerveux central, mais des solutions aqueuses comprenant 1 UM de ces composes. La
revendication 12 n'est pas nouvelle au vu de D1.

D2 décrit également les composés de formule (I) mais cette fois pour le traitement du

cancer et des maladies neurodégenératives. Les composés de formule (l), et
notamment la dendrogénine B, induit une prolifération de neurites sur différentes
lignées cellulaires d'origine neuronale, en particulier la differenciation des cellules
souches pluripotentes du carcinome embryonnaire en neurones a des concentrations

nanomolaires, et aide les motoneurones a survivre. D2 ne decrit cependant pas
I'efficacité des composés de formule (lI) sur une pathologie neuronale liee a une
ischemie affectant des cellules du systeme nerveux central.

D3 rapporte que la dendrogénine A et la dendrogénine B favorisent la survie des

motoneurones (en reférence a D2) et induisent la prolifération et la differenciation des
cellules souches neurales. Ainsi, les dendrogénines pourraient étre implique dans le
maintien de l'état fonctionnel nerveux. D3 rapporte €galement que des changements
dans I'hnoméostasie du cholestérol cerébral ont éte décrits lors d'une excitotoxicité

mediee par le glutamate, qui est impliquée dans l'effet déléetere de nombreux stress
neurologiques tels que I'AVC, les lésions céerébrales traumatiques et l'exposition au

bruit. Un effet des dendrogénines sur L'AVC ou les traumatismes craniens n'est
cependant pas decrit.

D4 décrit des dérivés de stéerol et leur utilisation dans le traitement des maladies
dégénératives. lls permettent la survie de moto-neurones et la pousse dendritique. Les

dérivés de D4 ne présentent pas de groupe R3 comme requis a la revendication 1 et
n'‘ont pas été testés sur un modele d'ischéemie.

D5 décrit I'effet protecteur du stérol Ganoderma GS et son principal composant GS1 sur
les cultures de neurones corticaux de rats exposés a lischémie-réperfusion. Les

composes de D5 different de ceux de la présente demande de part I'absence de groupe
R3.

Les revendications 1-11 sont nouvelles au vu des documents de l'art antérieur.

Formulaire BE237-3 (feullle séparée) (janvier 2007} (feullle 2)
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V.2.2. La préesente demande ne semble pas remplir les conditions de brevetabilité,
I'objet des revendications 1-12 n'impliquant pas une activité inventive.

La revendication 12 n'étant pas nouvelle, elle ne peut impliquer une activité inventive.

D5 peut étre considéré comme l'art antérieur le plus proche en ce qui concerne les
revendications 1-11.

L'objet de la revendication 1 differe de D5 de part la structure chimique des steroides.

L'effet technique apporte par cette différence réside dans l'effet protecteur des
composeés revendiqués contre I'hypoxie dans un modele d'ischémie.

Le probleme que se propose de resoudre la demande vis-a-vis de D5 est donc de
proposer de nouveaux stéroides pour traiter une pathologie neuronale liee a une
hypoxie et/ou a une hypoglycémie affectant des cellules du systeme nerveux central.

La solution étant les alkylaminooxystérols de formule ().

Cette solution semble efficace comme démontré dans la demande avec les composés
DX101, DX243, DX242, DX245, DX244, DX249, DX301, DX302 et DX401 (figure 5).
Aussi, au vu des resultats obtenus dans le modele d'ischémie-réperfusion, il est
plausible que ces mémes composes aient également un effet sur des pathologies
neuronales liees également a une hypoglycémie.

D5 décrit l'effet protecteur de stérols sur les cultures de neurones corticaux de rats
exposes a l'ischemie-réperfusion, mais ces sterols sont différents de ceux revendiqués.
Les composés de formule () sont cependant connus dans D1-D3 mais non pas pour
leur effet protecteur dans un modele d'ischémie tel que demontré dans la demande. D3
rapporte toutefois que des changements dans I'nomeéostasie du cholestérol cerébral ont
ete décrits lors d'une excitotoxicité mediee par le glutamate, qui est impliquée dans
I'effet déletere de nombreux stress neurologiques tels que I'AVC ou les traumatismes
craniens. Pour autant, D3 ne teste pas les composés de formula (I) dans de tels
modeles et ajoute que le role du cholestérol et ses métabolites n'est pas clair. Ainsi,
'homme du metier n'aurait pas été amené a tester les composes de D1-D3 dans le
traitement d'une pathologie neuronale liée a une hypoxie et/ou a une hypoglycéemie
affectant des cellules du systeme nerveux central. En ce sens les revendications 4-11
impliquent une activité inventive. Par contre, lI'effet protecteur n'etant pas obtenu avec le
compose DX243BOC, l'effet revendiqué n'est pas démontré sur toute la portee de la
revendication 1 ainsi que 2-3.

Ad point VI

Formulaire BE237-3 (feuille separee) (janvier 2007} (feuille 3)
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Certaines observations relatives a la demande

a) A la revendication 1, la definition du groupe Z3 est absente. Cette définition ne se
trouve pas non plus dans la description.

b) A la revendication 1, le groupe R6 = -(CH5)sNH(COC(CH3)3)(CH,
sNH(CH5);NHCOC(CH3); est erroné, de part la covalence du premier azote de la
chaine.

c) Aux revendications 3 et 7, la définition de Rs = H est superflue car déja présente a
la revendication 2.

d) En page 6, les composés DX242 et DX244 sont dits posséder respectivement un
effet curatif supérieur a eux-mémes (voir lignes 28 et 34).

Formulaire BE237-3 (feuille separee) (janvier 2007} (feuille 4)
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