Office de la Proprieté Canadian CA 2677877 C 2016/01/12

Intellectuelle Intellectual Property
du Canada Office (11)(21) 2 677 877
gln gfgamsge ; 'f\g age”‘éy of ; 12y BREVET CANADIEN
'Industrie Canada ndustry Canada
CANADIAN PATENT
13) G
(86) Date de depot PCT/PCT Filing Date: 2008/02/19 (51) Cl.Int./Int.Cl. CO07D 407/72(2006.01),
S e . A6TK 31/4725(2006.01), A6TK 371/4745(2006.01),
(87) Date publication PCT/PCT Publication Date: 2008/08/23 A61P 21/00(2006.01), A61P 3/00(2006.01)
(45) Date de délivrance/lssue Date: 2016/01/12 A61P 7/00(2006.01), CO7D 471/04 (2006.01),
(85) Entree phase nationale/National Entry: 2009/08/11 COrC 211/54(2006.01)

(86) N° demande PCT/PCT Application No.: EP 2008/052025 | (72) Inventeurs/Inventors:
LEJEUNE, FABRICE, FR;

(87) N° publication PCT/PCT Publication No.: 2008/101935 TAZl JAMAL FR:
(30) Priorites/Priorities: 2007/02/19 (FRO753349), GRIERSON, DAVID, CA
2007/03/21 (FRO753975) RIVALLE, CHRISTIAN, FR;

MARUTEAU-BETZER, FLORENCE, FR

(73) Proprietaires/Owners:

(54) Titre : NOUVEAUX COMPOSES DERIVES DINDOLE ET COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES LES
CONTENANT

(54) Title: NEW INDOLE DERIVATIVE COMPOUNDS AND PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS CONTAINING THE
SAME

R3 R6
) R9 R10
Xy
w :
R4 X T . A (1I)
R5 R7Y
R1
\N
= (1)
R1
R13
N/
(2)
=

(57) Abréegée/Abstract:
Derive d'indole de formule (Il) (voir formule II) X represente N ou N+R8, R8 represente hydrogene, hydroxyle, alkyle ou methoxy
eventuellement substitué par un phéenyle; R2, R3, R4 représentent indépendamment hydrogene, halogene ou C1-C4-alkyle; R5

,
L
X
e
e . ViNENEE
L S S \
ity K
.' : - h.l‘s_‘.}:{\: .&. - A L~
.
A

A7 /7]
o~

C an a dg http:vopic.ge.ca - Ottawa-Hull K1A 0C9 - atp.//cipo.ge.ca OPIC

OPIC - CIPO 191




CA 2677877 C 2016/01/12

aneny 20671 877
13) C

(73) Propriétaires(suite)/Owners(continued):CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS), FR;
UNIVERSITE MONTPELLIER 2 SCIENCES ET TECHNIQUES, FR; INSTITUT CURIE, FR

(74) Agent: ROBIC

(57) Abrege(suite)/Abstract(continued):

represente hydrogene ou alkyle sature ou insature; R6 représente C1-C3-alkyle; R/ represente hydrogene ou C1-C3-alkyle; R9 et
R10 representent independamment R11, OR11 ou SR11; R11 represente hydrogene ou C1- C3-alkyle sature ou insature,
contenant eventuellement un ou plusieurs soufre, oxygene ou azote; A represente, en position a, soit le cycle (voir formule 1) ou
R1 represente hydrogene, halogene, ou alkyle ou amine linéaire ou ramifieé et/ou insature, soit le cycle (voir formule 2) ou R1
represente un oxygene et R13 représente hydrogene ou C1-C4-alkyle, ses sels pharmaceutiguement acceptables, ses iIsomeres

et/ou melanges de ceux- ci. Ce derivé est utile pour traiter la p-thalasseémie, le syndrome de Marfan, la dystrophie musculaire de
Duchenne ou de Becker, la maladie d'Ullrich ou le syndrome de Hurler.
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ABREGE
Dérivé d'indole de formule (II)
R3 R6
) R9 R10
! X = l
a
= .
RS R7

X représente N ou N'R8, R8 représente hydrogéne, hydroxyle, alkyle ou méthoxy
¢ventuellement substitu€ par un phényle; R2, R3, R4 représentent indépendamment
hydrogene, halogene ou C1-C4-alkyle; RS représente hydrogene ou alkyle saturé ou insaturé;
R6 représente Cl1-C3-alkyle; R7 représente hydrogene ou C1-C3-alkyle; R9 et RI10
représentent indépendamment R11, OR11 ou SRI11; R11 représente hydrogéne ou C1-C3-
alkyle saturé ou insatur€, contenant €ventuellement un ou plusieurs soufre, oxygeéne ou azote;

A représente, en position a, soit le cycle
R1

/\N
\/
ou R1 représente hydrogene, halogene, ou alkyle ou amine linéaire ou ramifié et/ou insature,

soit le cycle
R1

;
/l\ R13
N/

N

ou R1 représente un oxygene et R13 représente hydrogene ou C1-C4-alkyle,

ses sels pharmaceutiquement acceptables, ses 1someres et/ou mélanges de ceux-ci. Ce dénvé
est utile pour traiter la P-thalassémie, le syndrome de Marfan, la dystrophie musculaire

de Duchenne ou de Becker, la maladie d'Ullrich ou le syndrome de Hurler.
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NOUVEAUX COMPOSES DERIVES D’INDOLE ET COMPOSITIONS
PHARMACEUTIQUES LES CONTENANT

Le processus de dégradation des ARNm possédant un codon stop précoce
(Nonsense-mediated mRNA decay, NMD) est un processus de controle qualitatif
identific dans tous les organmismes cucaryotes ctudics a ce jour (CONTI et
[ZAURRALDE, 2005; MAQUAT, 2004a). Un des roles de ce mécanisme est de
deégrader les ARNm présentant un codon de terminaison prémature (PTC) de fagon a
prévenir la synthése de protéines tronquées qui pourraient ne pas €tre fonctionnelles
ou dont la fonction pourrait &tre delétere pour la cellule. En outre, la voie NMD a
cte 1dentifice comme ¢tant impliquée dans la régulation génique chez la levure, la
drosophile et les mammiferes (HE er al., 2003 ; MENDELL et al, 2002 ;
REHWINKEL ez al., 2005 ; SUREAU et al.,, 2001 ; WOLLERTON et al, 2004).

Dans les cellules de mammiferes, le NMD prend place apres 1'¢pissage des
ARN pre-messagers ct, dans la plupart des cas, est modulé par un complexe
protéique fix¢ 20 a 24 nucléotides en amont de la jonction exon-exon (Conti and
Izaurralde, 2005; Lejeune and Maquat, 2005; Maquat, 2004b). Ce complexe
protcique, appel¢ complexe des jonctions exoniques (exon-junction complex, EJC),
est suppose recruter les protéines conservees UPF qui jouent un role essentiel, non
caracteris¢ a ce jour, dans le NMD. Durant ce qui est appele le « premier cycle de
traduction » (Ishigaki et al., 2001), les PTCs sont reconnus ¢t les ARNm cibl¢s sont
dégrad¢s par une digestion 5’ vers 3’ mmpliquant le retrait de la coiffe et des
exoribonucleases telles que hXRN1 et hXRN2/hRATI, et par une digestion 3° vers
5’ impliquant une dé¢adénylation et 1’exosome (Chen and Shyu, 2003; Couttet and
Grange, 2004; Lejeune et al., 2003).

UPF1  est une  phospho-prottme qui  subit un cycle de
phosphorylation/déphosphorylation durant le NMD (Ohnishi et al., 2003; Page et al.,
1999; Pal et al., 2001). Il a ¢t¢ démontré¢ que UPF1 interagit avec des facteurs de
termimaison de la traduction chez la levure (Czaplinski et al.,, 1998) et chez les
mammiferes (Kashima et al., 2006), et pourrait faire le lien par conséquent, entre

’EJC et le complexe de terminaison de la traduction. Une interaction directe entre
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hUPF1 et la protéine de haison a la coiffe CBP80 a ¢t¢ récemment demontré dans les
cellules de mammifere (Hosoda et al., 2005), indiquant que hUPF1 ¢tablit une
interaction complexe avant ou pendant le premier cycle de la traduction. Il a ¢te
démontré que la phosphorylation de hUPF1 est effectu¢e par hSMGI, une kinase
apparentée a PI3 (Page et al., 1999; Pal et al., 2001; Yamashita et al., 2001), et
requiert la présence de hUPF2 et de hUPF3 (Kashima et al., 2006). Par contraste, la
déphosphorylation de hUPFI1 requiert la présence d’un complexe multi-protéique
compos¢ de hSMGS5, hSMG6, hSMG7 et de la protéine phosphatase (PP)-2A (Chiu
ct al., 2003; Ohnish1 et al., 2003). Les protemes hSMGS et hSMG7 sont localis¢es
principalement dans le cytoplasme dont une fraction est présente dans les
« processing bodies » (P-bodies) (Unterholzner and Izaurralde, 2004). hSMG6 est
cgalement une prot¢ine cytoplasmique qui se concentre dans certains foyers
cytoplasmiques qui semblent distincts des « P-bodies » et dont la nature est toujours

indéterminée (Unterholzner and Izaurralde, 2004).

Les « P-bodies » ont ¢t¢ deécrits dans les cellules cucaryotes supcricures ct
inféricures (Cougot et al., 2004; Sheth and Parker, 2003). Chez les mammuferes, ces
structures cytoplasmiques contiennent de multiples facteurs mmpliqués dans la
dégradation des ARNm incluant des composants de la machinerie de retrait de la
coiffe comme DCPla (Ingelfinger et al., 2002), DCP2 (Ingelfinger et al., 2002; van
Dyk et al., 2002), GE1 (Yu et al., 2005) ¢galement appele HEDLS (Fenger-Gron et
al., 2005), p54/RCK (Cougot ¢t al., 2004), la d¢adénylase CCR4 (Cougot ¢t al.,
2004), XRN1 (Bashkirov et al., 1997), le complexe LSM1-7 implique dans différents
aspects des processus lics a ’ARN (Cougot et al., 2004; Ingelfinger et al., 2002), ct
les composants de la machineric NMD que sont hUPF1, hSMGS5 et hSMG7
(Fukuhara et al., 2005; Unterholzner and Izaurralde, 2004). La fonction des « P-
bodies » est toujours indeterminée mais 1ls pourraient servir de compartiment de
stockage pour les ARNm non traduits et pour les protéines impliquées dans la
degradation des ARNm (Brengues et al., 2005; Pilla1 et al., 2005; Teixeira et al.,
2005), et/ou de site de degradation des ARN (Cougot ¢t al., 2004; Sheth and Parker,
2006).
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A l'heure actuelle, prés d'un tiers des maladies génétiques humaines auraient pour
origine l'apparition d'un codon stop précoce (Frischmeyer and Dietz, 1999 ; Kuzmiak and
Magquat, 2006). Dans la grande majorité des cas, ce codon stop entraine la dégradation de
I'ARNm qui le porte par le mécanisme de NMD. Il s'ensuit alors une absence de l'expression
du géne concerné et ceci méme lorsque la mutation en question permettrait la traduction
d'une protéine tronquée fonctionnelle. L'inhibition du mécanisme de NMD chez des patients
atteints de telles pathologies devrait permettre de restaurer l'expression de la protéine

tronquée fonctionnelle et constitue a ce titre une piste d'intéreét.

[.es inventeurs ont mis en évidence que des dérivés indoles particuliers étaient
capable d'inhiber spécifiquement le NMD in vitro et in vivo, et que lesdits composes
permettaient d'augmenter le niveau d'expression de I'ARNm de la dystrophine présentant des

codons stop prématurés dans des lignées cellulaires de patients atteints de la dystrophie
musculaire de Duchenne (DMD).

Selon un premier objet, 'invention concerne un compos€ dérive d'indole

correspondant a la formule 1I suivante :

R3 R6
5 R9 R10
\
| a Il
=
R4 X N O A

dans laquelle :

- X représente N ou l'anhydro base N'RS,
ol R8 représente un atome d'hydrogene, un groupement hydroxyle ou alkyle ou méthoxy

éventuellement substitué par un groupement phényle,

- R2, R3 et R4 représentent indépendamment un atome d'’hydrogene ou un atome d'halogene

ou un groupement alkyle en C1-C4,
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- R5 représente un atome d'hydrogene ou un groupement alkyle satur€ ou insature,
- R6 représente un groupement alkyle en C1-C3,
- R7 représente un atome d'hydrogene ou un groupement alkyle en C1-C3 |

- R9 et R10 représentent indépendamment un atome d'hydrogéne, un groupement R11,

OR11, ou SR11,

ou R11 représente un atome d'hydrogene ou un groupement alkyle en C1-C3 saturé ou

insaturé, contenant éventuellement un ou plusieurs atomes de soufre, d'oxygéne ou d'azote ;

- A représente un cycle en position a et qui correspond a

R1
\N

F

dans lequel :

- R1 représente un atome d'hydrogéne ou d'halogéne ou un groupement alkyle ou amine

linéaire ou ramifié et/ou 1nsature,

- ou bien A représente un cycle en position a et qui correspond a

dans lequel :

- R1 représente un atome d'oxygene, et
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- R13 représente un atome d'hydrogene ou un groupement alkyle en C1-C4,
des sels pharmaceutiquement acceptables desdits composes, leurs 1someres et/ou mélange de

ceux-cl.

L’invention concerne €¢galement un compose d'indole correspondant a la formule 1

sulvante:

R9 R10
R2

X =
/ AN

R4

O.
>

|
RS R7

dans laquelle :
- X représente N, CR8 ou I'anhydro base N'RS,

ou R8 représente un atome d’hydrogene, un groupement hydroxyle ou alkyle ou méthoxy

¢ventuellement substitu¢ par un groupement phényie,

- R2, R3 et R4 représentent indépendamment un atome d'hydrogéne ou un atome d'halogéne

ou un groupement alkyle en C1-C4,

- R5 représente un atome d’hydrogene ou un groupement alkyle, saturé ou insatureé,
- R6 représente un groupement alkyle en C1-C3,

- R7 représente un atome d'hydrogene ou un groupement alkyle en C1-C3,

- R9 et R10 représentent ensemble une liaison carbone ou représentent indépendamment un

atome d'hydrogene, un groupement R11, OR1l ou SR1],

ou R11 représente un atome d'hydrogéne ou un groupement alkyle en C1-C3 saturé ou

Insatur€, contenant éventuellement un ou plusieurs atomes de soufre, d'oxygene ou d'azote,
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- A représente un cycle en position a et qui correspond a

R1
\N
/

dans lequel :

- R1 représente un atome d'hydrogéne ou d'halogéne ou un groupement alkyle ou amine

linéaire ou ramifié et/ou 1nsature,

- ou bien A représente un cycle en position a et qui correspond a

R1

R13

dans lequel :
- R1 représente un atome d'oxygene, et
- R13 représente un atome d'hydrogene ou un groupement alkyle en C1-C4,

des sels pharmaceutiquement acceptables desdits composés, leurs isomeéres et/ou mélange de

Ceux-cl,

pour son utilisation pour traiter, chez un sujet, une maladie génétique qui est la -

thalassémie, le syndrome de Marfan, la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD), la

dystrophie musculaire de Becker (BMD), la maladie d'Ullrich ou le syndrome de Hurler.
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['invention concerne donc des composes dérives d'indole correspondant a la formule

I1 suivante

R3 RE&
| R9 R10
R2 AN _
| | -
R4 x/ TN o A
Fli5 R7 Formule II

dans laquelle :
* X représente N, CR8 ou l'anhydro base NRS,

ou R8 représente un atome d’hydrogeéne, un groupement hydroxyle ou alkyle ou
méthoxy éventuellement substitué par un groupement phényle, de préférence R8 représente

un atome d'hydrogene,

e R2, R3 et R4 représentent indépendamment un atome d'hydrogene ou un atome

d'halogéne ou un groupement alkyle, amine, alcene, ester, sulfonamide, -¢éther,

bttty e i g - A, e e T B et b S St i
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tel qu'un groupement méthoxy ou trifluorométhoxy, ou benzyle, éventuellement substitués,

« RS représente un atome d'hydrogéne ou un groupement alkyle, saturé ou insaturé,

amine, benzyle éventuellement substitués,

« R6 représente un groupement alkyle en CI-C3 éventuellement substitué, de
préférence un groupement meéthyle ou éthyle et de maniere particulicrement préférée R6

représente un groupement methyle,

« R7 représente un atome d'hydrogéne ou un groupement alkyle en CI-C3

¢ventuellement substitué et R7 est absent lorsque le cycle A est en position b, et

« R9 et RI10 représentent ensemble une liaison carbone ou représentent

indépendamment un atome d’hydrogene, un groupement R11, OR11, SR11, NR11R12,

ou R11 et R12 représentent indépendamment un atome d'hydrogeéne, un groupement
alkyle en Cl-C3 saturé ou insaturé, ¢éventuellement substitu€, pouvant contenir un ou
plusieurs atomes de soufre, d'oxygene ou d'azote. De prétérence, lorsque R11 et /ou R12
représentent un groupement alkyl substitué, le groupement alkyle est substitu€¢ par un

halogéne, de prétérence le fluor.

A représente un cycle qui, lorsque A est en position a ou b, correspond a,

R1

R1
M _R13
[ b
e
\) N/

ou Oou Oou

)

-
P
)

Q
¢
e

ou ou
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dans lequel :

R1 représente un atome d’hydrogene ou d'halogene ou un groupement alkyle ou
amine linéaire ou ramifié et/ou insaturé, éventuellement substitués, lorsqu’il est lié au cycle
par une liaison simple; ou R1 représente un atome d'oxygene lorsqu’il est i€ au cycle par

une liaison double ; et
Z ala définition d’un groupement R1 lorsqu’il est li¢ au cycle par une liaison simple;

les sels pharmaceutiquement acceptables desdits compos€s, leurs isomeres et/ou

mélange de ceux-ci.

Par "atome d'halogéne"”, on entend le groupe F, Cl, Br et I, et plus particuli¢rement le
Cl.

Par "groupement alkyle insaturé”, on entend un groupement alkyle présentant au

moins une double haison.
Avantageusement X représente N ou I'anhydro base N'RS.

Dans le cas ou X représente I'anhydro base N'R8 et ot RS représente un hydrogéne,

il existe un équilibre entre les deux formes suivantes :

t _~
) R
R8 RS et R8

Avantageusement, R2, R3 et R4 représentent indépendamment les uns des autres un
atome d'hydrogéne ou un atome d'halogene ou un groupement alkyle, amine, alcene ou

benzyle, éventuellement substitués.
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Avantageusement encore, R2, R3 ¢t R4 représentent indépendamment les uns des
autres un atome d'hydrogeéne ou un atome d'halogene ou un groupement alkyle en C1-C4 et,

de préférence, R2, R3 et R4 représentent un atome d'hydrogene.

De préférence, R2, R3 et/ou R4 représentent indépendamment les uns des autres un
atome d'halogene choisi dans le groupe comprenant F, Cl, Br et I, de préférence ledit atome

d'halogéne est un atome de Cl.

Avantageusement, R5 représente un atome d'’hydrogeéne ou un groupement alkyle
saturé ou insature¢, tel qu'un groupement méthyle, ¢thyle, propyle ou butyle et, de maniére

particulicrement préférée, RS représente un atome d'hydrogene.

Avantageusement, R7 représente un groupement méthyle ou éthyle et de maniére

particulicrement préférée R7 représente un groupement meéthyle.

Avantageusement, R1 est un atome d'’hydrogéne ou d'halogene lorsqu’il est l1é au cycle

par une liaison simple ou un atome d’oxygene lorsqu’il est li€ au cycle par une liaison double.

Avantageusement, R9 et R10 représentent indépendamment 1'un de ['autre un atome

d'hydrogene, un groupement R11, OR11 ou SR11.

Dans un premier mode de réalisation particulier, lorsque R9 représente un

oroupement différent d'un atome hydrogene, alors R10 représente un atome hydrogéne.

Avantageusement, RY représente un groupement OR11, ou R11 représente un atome
d'hydrogene, un groupement alkyle en CI-C3 saturé ou insaturé, éventuellement substitué,

pouvant contenir un ou plusieurs atomes de soufre, d'oxygene ou d'azote, de préférence un

groupement méthyle.

De préférence, le composé de formule I répond a la formule suivante :

CH; O

X = NH
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Dans un second mode de réalisation particulier, lorsque R10 représente un

groupement différent d'un atome d'hydrogéne, alors R9 représente un atome d'hydrogéne.

Avantageusement, R9 et R10 représentent tous deux un atome d’hydrogene. Le

composé de formule générale II répondant alors a formule la suivante :

R3 R6
R X
[ :
RS R7Y

dans laquelle R2, R3, R4, RS, R6, R7, X et le cycle A sont tels que définis

précédemment.

Formule la

Un composé préféré de formule Ia est le 5, 8-diméthyl-6(5 méthyl-pyridin-2-

ylamino)-1soquinoline.

Un autre composé préféré de formule Ia est le 5,8-Dimethyl-6-(pyridin-2-ylamino)-
2H-isoquinolin-l-one ou le 35, 8-diméthyl-6-(3 méthoxy-pyridin-2-ylamino)-isoquinolin-1-

one.

De préférence, R9 et R10 représentent un hydrogéne et X représente N ou l'anhydro
base N'RS8.

Dans un troisiéme mode de réalisation particulier, R9 et R10 représentent ensemble

une liaison carbone, le compos¢ de formule gé€nérale II répondant alors a la tormule Ib

suivante :

RS R7

Formule Ib

dans laquelle R2, R3, R4, RS5, R6, R7, X et le cycle A sont tels que définis

précédemment.
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Avantageusement encore, le cycle A est en position a.

Dans un quatrieme mode de réalisation particulier, le cycle A représente

dans laquelle R1 représente un atome d'hydrogene ou d'halogéne ou un groupement
alkyle ou amine linéaire ou ramifi€ et/ou insaturé, éventuellement substitues, lorsqu’il est lié au
cycle par une liaison simple, ou R1 représente un atome d’oxygene lorsqu’il est lié¢ au cycle par

une liaison double.

[Lorsque le cycle A présente la formule suivante :

R1 R1

|/\N
/ ou \)
ou R13 représente un atome d'hydrogéne ou un groupement alkyle en CI1-C4,

éventuellement substitué€ et R1 est tel que défini précédemment.

Avantageusement, le cycle A représente le groupement :
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R

R13

/

ou R1 représente un oxygene et R13 représente un groupement alkyle en C1-C4

éventuellement substitué.

Avantageusement encore, le cycle A représente la groupement :

R1

Y

Z

ou R1 représente un atome d'’hydrogene ou d'halogene ou un groupement alkyle ou amine
linéaire ou ramifié et/ou insaturé, éventuellement substitués, de préférence un atome d'’hydrogene

ou un halogéne, de préférence un atome de chlore.

Dans un autre mode de réalisation préférentiel, A est choisi dans le groupe comprenant :

Cl O

N NN NH

/ ou / ou /
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Dans un mode de realisation selon 1'invention, les composés dérives d’indole

de formule II, répondent a la formule I suivante

R3 RG

Re~ X /I\

AN = @
S g (R

RS RY

Formule 1

D dans laquelle R2, R3, R4, R5, R6, R7, X ¢t le cycle A sont tels que

definis précédemment ;

X, RI, R2, R3, R4, R5, R6, R7 et le cycle A sont tels que définis

précédemment ;

des sels pharmaceutiquement acceptables desdits composés, leurs 1someres

10 ct/ou melange de ceux-ci.

On entend par la formule I, des composés de formule :

R3 R6 3 R6
R2._ |/& %]\| R2\‘ X _ ‘
d d
2 N\ ~ NN
R4 X7 N Yb A R1/\X/\'\|l/\ﬂ> A
R5 R7 Ia ou R5 R7 Ih

Selon un autre mode de réalisation préférentiel, les composés dérives d’indole

sont choisis dans le groupe comprenant :

15 ® 6-Chloro-5, 10-dimethyl-11H-pyrido[3°,2” :4,5]pyrrolo[ 3,2-

g JiIsoquinoline (compose 70) ;

5, 10-dimethyl-11H-pyrido[3°,2" :4,5]pyrrolo[3,2-glisoqumoline (compose
71);
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o 5, 8-diméthy1-6-(pyridin-2-ylamino)-2H-1soquinolin-I-one; (composé 72),
e 5,8-diméthyl -6-(3-méthoxy-pyrdin-2-ylamino)-1soquinolin-l-one (composé 497); et
o 5, 8-diméthyl-6(5-méthyl-pyridin-2-ylamino)-1soquinoline (composé 500).

De prétérence, le composé dérivé d'indole est choisi dans le groupe constitué¢ du 5,8-
Diméthy1-6-(pyridin-2-ylamino)-2H-1soquinolin-l-one, du 35,8-diméthyl-6-(3 méthoxy-
pyridin-2-ylamino)-isoquinolin-1-one et de la 5,8-diméthyl-6-(5-méthyl-pyridin-2-ylamino)-

1soquinoline.

Avantageusement le compos€¢ dérivé d'indole est le 35,8-Diméthyl-6-(pyridin-2-

ylamino)-2H-1soquinolin-1-one.

Un deuxicme objet de l'invention consiste en une composition pharmaceutique

comprenant au moins un dérivé d'indole tel que décrit précédemment et, éventuellement, un

support pharmaceutiquement acceptable.

A titre d'exemple de support pharmaceutiquement acceptable, la composition peut
comprendre des émulsions, des microémulsions, des €émulsions huile dans I'eau, des lipides

anhydres et des ¢émulsions eau dans ['huile, ou d'autres types d'émulsions.

La composition selon I'invention peut comprendre en outre un ou plusieurs additifs

tels que les diluants, les excipients, les stabilisateurs et les conservateurs. De tels additifs

sont bien connus de 'homme du métier et sont décrits notamment dans « Ullmann's

Encyclopedia of Industrial Chemistry, 6" Ed » (différents éditeurs, 1989-1998, Marcel
Dekker); et dans "Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery System "s (ANSEL et
al., 1994, WILLIAMS & WILKINS).

Un troisieme objet consiste en ['utilisation d'au moins un dérivé d'indole tel que décrit
précédemment pour la préparation d'un médicament destine a traiter, chez un sujet, une
maladie génétique résultant d'au moins une mutation entrainant ['apparition d'un codon de

terminaison précoce.
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Tel qu’utilis¢ dans la présente demande, le terme « sujet » correspond a un
mammifcre tel qu’un rongeur, un f¢lin, un canin, un primate ou un humain, de

preférence ledit sujet est un humain.

De telles maladies geénétiques résultant d’au moins une mutation entrainant
[’apparition d’un codon de¢ terminaison précoce sont bien connues et représenteraient

prés du tiers des maladies génétiques actuellement. A titre d’exemple de telles

maladies génétiques, on peut citer la P-thalassémie, le syndrome de Marfan, la
dystrophiec musculaire de Duchenne (DMD), la dystrophie musculaire de Becker
(BMD), la maladie d’Ullrich, le syndrome de Hurler ou la fibrose cystique (CF), plus
connue sous le nom de mucoviscidose, et pour des patients présentant un codon de

terminaison prématuré¢ dans le géne impliqué dans lesdites maladies génétiques.

De¢ preference, ladite mutation permet malgre tout d’obtenir une protéine

tronquce fonctionnelle.

Les composes selon I'invention ont en effet la capacite d’inhiber le mécanisme
de NMD ¢t de permettre la traduction d’ARNm présentant des codons de

terminaison prématures.

Par prot¢me fonctionnelle, on entend une protéine permettant de restaurer un

phénotype sauvage.

Avantageusement, on entend par « protémne fonctionnelle » une protéme
presentant une activite¢ suffisante par rapport a la prot¢me sauvage pour assurer la

méme fonction que cette dernicre et permettant d’obtenir un phenotype sauvage.

Un quatricme objet de l'invention porte sur une meéthode de traitement
thérapeutique d’un sujet pour une maladie génétique résultant d’au moins une
mutation entrainant ’apparition d’un codon de terminaison precoce comprenant
’administration d’une quantit¢ thérapeutiquement efficace d’une composition

pharmaceutique telle que décrite précédemment.

Par « quantit¢ thérapeutiquement efficace », on entend une quantit¢ permettant

d’induire I'1inhibition du NMD. L homme du métier sera a méme de déterminer ladite
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quantité theérapeutiquement efficace au regard de ses connaissances générales et des

meéthodes décrites dans les exemples.

Les composes pourront €tre administrés par tout mode d'administration comme par

exemple par voie intramusculaire, intraveineuse, orale, etc.

Les exemples qui suivent sont fournis a titre d'illustration et ne sauraient limiter la

portée de la présente invention.

Exemples :

I-MATERIEL ET METHODES

[-] Composé€s indoles

Tous les composés indoles polycycliques utilisés étaient suspendus dans du DMSO a

20 mg/ml, puis préparés a une dilution 5 mM dans 10% DMSO (v/v).

Les composes testés sont présentés dans le tableau I suivant

Tableau I
Composés Formule Nomenclature
N N g
)\ N-(5,6-Diméthyl-SH-
13 F N XYY pyrido[3',4:4,5pyrrolo[2,3-
glisoquinolin-10-y1)-N’-éthyl-
K/\N/ N NF o
! propane-1,3-diamine
s i " N | N'(5.6-Diméthyl-5H-
pyrido{3',4":.4,5]pyrrolo[2,3-
NT X \N N . L
g|isoquinolin-10-y1)-N,N-
NN NN A di¢thyl-propane-1,3-diamine
\ P




CA 02677877 2015-01-26

14

17 / \—/ 1-(3-Diethylamino-propyl-
/ amino)-5-methyl-6H-pyrido[4,
HN 3-b]carbazol-9-ol
>___,,_N
HO
DB
\/\H

20 [ 0-Chloro-2,6-diméthyl-2H-
pyrido[3°,4":4,5]pyrrolo[2,3-
g|1soquinoline

HO
HN
35 [-(3-Dimethylamino-
X AN \ \ _~~ | propylamino)-5-méthyl-6H-
I pyrido[4,3-b]carbazol-9-ol
N / /
H
HN/\/\N/ N'-(5,6-Diméthyl-5H-

pyrido[3',4":4,5]pyrrolo[2,3-g]

37 R

X Y 1Isoquinolin-10-y1)-N,N-

S

diméthyl-propane-1,3-diamine
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N,N-Diéthyl-N'-(9-méthoxy-

<NJ 5,6-diméthyl-6H-pyrido[4,3-
H b]carbazol-1-yl)-éthane-1,2-
diamine

° 6-Chloro-10-méethyl-11H-
=N : ' et _
_— pyrido[3',2":4,5]pyrrolo|3,2
Y glisoquinoline
\ //4
N
N
|
H
Cl

6-Chloro-5,10-diméthyl-11H-
pyrido|3',2":4,5 |pyrrolo[3,2-

glisoquinoline

5,10-diméthyl-11H- pyrido[3',2’
pyrido[3',2' :4,5]pyrrolo|3,2-

glisoquinoline

5,8-Diméthyl-6-(pyridin-2-

)
)
\
/

ylamino)-2 f-1soquinolin-1-one

/
\
)

N\ NF N
|
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| Allyl-(9-methoxy-5,11- |

dimethyl-6H-pyrido[4,3-

| bjcarbazol-1-yl)-amine |

]

XN

" G

|

H

| CH, O

0
X NH
7 T =

H CH,

| »

3, 8-diméthyl -6-
| (3méthoxy-pyridin-2-

ylamino)-1soquinolin-1-

| one |

-

SO o
N/ IT /
H

| 5,8-diméthyl-6-(5 |
méthyl-pyridin-2-

| ylamino)-isoquinoline

[-3 Syntheése des composés selon la présente invention

RIVALLE et al., J. Med. Cheng. 1983, 26, 181-185.

La synthése des composés 17, 35 et 39 est décrite dans la publication suivante :

Le composé 81 est obtenu par la méme procédure générale que les composés 17, 35

et 39, a partir du composé décrit comme 8a dans la publication et de l'allylamine.
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La synthése des composes 67, 70 et 71 est décrite dans RIVALLE et al., Tetrahedron
1981 ; 37, 2097-2103.

La syntheése des composés 13, 15 et 37 est décrite dans BISAGNI et al. Hererocycles
1988, 27, 1671-1678.

Le compose 29 est obtenu par le procédé de synthese suivant: le composé décrit la
dans la publication de RIVALLE et al. (J Med Chem. 1983, 26, 181-
185) est mis en suspension dans du DMF. Un exces d'iodure de méthyle (10 equiv) est
ajouté. Le milieu réactionnel est chauff€¢ a 80°C pendant 1 h puis refroidit a température
ambiante. Une solution de Na,CO3 2M est ajoutée et le milieu réactionnel est porté a 80°C

pendant 18h. Le produtt est extrait par le dichlorométhane.
Les composés 72, 497 et 500 sont obtenus par le procédé de syntheése suivant :

La bromopyridine (1 équivalent) et 'amine (1 équivalent) adéquates sont placées dans du
tert-butanol en présence de 2mol% de Pd(Oac), de 3,5mol% de Xantphos et de 2,4
équivalents de Cs,COs3. Le milieu réactionnel est porté a 90°C pendant 48h puis il est filtré

sur célite™ puis purifi€ sur colonne de silice (CH,Cl,/ EtOH 95:5).

Pour la synthese du composé 72, on utilise de la 2-bromopyridine et de la 6-amino-

5,8-diméthyl-2H-1soquinolin-1-one comme amine. Cette amine est décrite dans DUCROCQ

ct al. (Tetrahedron 1979, 35, 142).

Pour la synthese du compose 497 on utilise de la 2-bromo-3-méthoxypyridine et de la

6-amino-5,8-dimethyl-2H-1soquinolin-1-one comme amine.

Pour la syntheése du composé 500, on utilise de la 2-bromo-5-méthylpyridine et et de

la S,8-diméthyl-isoquinolin-6-ylamine comme amine. Cette amine est décrite dans

BALKAN et al. (Australian Journal of Chemistry 1969, 22, 2489).

[-3 Constructions

[es constructions 3~-globine Norm et Ter ont ét€ obtenues par amplification par PCR

des constructions [-globine WT et NS39 (Thermann et al., 1998) en

* Marque de commerce
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utilisant I'amorce sens S'GCAACCTCAAGCTTACACCATGGTGCACCTGAC3' (SEQ ID
NO :1) et I'amorce antisens 5’AGAAAGCAGATCTGCTTAGTGATACTTGTG3' (SEQ ID

NO :2). Les fragments amplifiés ont été clonés aux positions HindIII/BglIl d'un plasmide

pRSVbgal modifi€ comprenant 24 sites MS2 (Fusco et al., 2003).

[-4 Mesure NMD par RT-PCR

Les cellules HeLa ont €té cultivées dans des boites de 60 mm dans du milieu DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium, GIBCO-BRL) supplémenté avec 10% (v/v) de sérum
de veau foetal & 37°C et 5% CO,. Les cellules (1 x 10°) ont alors été transfectées avec 3pug
de plasmides tests pmCMV-G1 (Norm ou 39Ter)(Sun et al., 1998) ou 3ug de plasmides tests
pmCMV-GPx1 (Norm ou 46Ter)(Moriarty et al., 1998) et de 1ug de plasmide de référence
phCMV-MUP (Belgrader and Maquat, 1994) en utilisant le kit LIPOFECTAMINE PLUS
REAGENT (INVITROGEN) selon les instructions du fabricant. 24 heures apreés
transfection, les cellules ont €té traitées pendant 20 heures avec 5 pM de chacun des
composes a tester ou avec du DMSO 0.01% (v/v) en tant que controle. L'ARN total a été
purifié en utilisant du TRI Reagent (SIGMA-ALDRICH) selon les instructions du fabricant,
puis une transcription inverse des ARNm Gl, GPx1 et MUP a été effectuée avant une
amplification par PCR en présence de nucléotide dCTP radiomarqué au *°P. Les conditions
de PCR et la méthode d'analyse ont été décrites précédemment (Ishigaki et al., 2001). Les
produits de PCR ont été quantifiés sur Typhoon* 9200 (Amersham Biosciences).

[-5 Test d'efficacité de traduction

Les cellules HeLa ont €té transfectées avec 2 ug de plasmide pFluc et 1 pg de

plasmide pRluc. 24 heures aprés transfection, les cellules ont été incubées en présence de
DMSO 0.01% (v/v), ou de différents composés a tester (5 uM) pendant 20 heures ou de 100

ng/ml de cycloheximide pendant 4 heures avant récolte des cellules. L'activité luciférase a

été quantifiée sur l'équivalent de 2x10° cellules sur un

* Marque de commerce



10

20

CA 02677877 2014-06-09

19

microLumat LB 96P (EG&G Berthold) en utilisant le kit Dual Glo Luciferase (Promega)

selon les instructions du fabricant. L'activité luciférase a ensuite été normalisée au regard du

niveau d’ARNm Flue et Rluc.

[-6  Activité luciférase pour mesurer l'intégrité de la voie de dégradation siRNA

en présence des composes inhibiteurs du NMD

Les cellules ont été cultivées dans des plaques 6 puits et transfectées en utilisant le kit
Lipofectamine Plus reagent (Invitrogen*) avec 50ng d'ARN rapporteur RLpertect (Pilla1 et
al., 2005), 200ng de plasmide pG13 codant pour la “Firefly luciferase’ et 4ug de plasmide
pTzU6. 24 heures aprés transfection, les composés a tester ont été ajout€s aux puits
correspondants. 48 heures aprés transfection, l'activité luciférase a été mesurée avec le kit

Dual Glo Luciferase (Promega) selon les instructions du fabricant.

[-7 Mesure du niveau de phosphorylation de FLAG-hUPF1 par analyse de gel 2D

Des cellules 293T (10°) ont été transfectées avec 1ug de plasmide pFLAG-hUpfl (Sun
et al., 1998) en utilisant le kit Lipofectamine Plus Reagent (Invitrogen*) selon les
instructions du fabricant. Aprés 12 heures, le sérum a été retiré¢ du milieu de culture pendant
24 heures avant d'ajouter 5 uM de composés a tester ou, en tant que contrdle, de DMSO 10%
(v/v) pendant 3 heures a 37°C et 5% CO,. Alors, 10% de sérum est ajouté de nouveau
pendant 1 heure a 37°C et 5% CO,. Les protéines totales ont ét¢ purifiées avec un tampon de

lyse comprenant 8M urée, 2% CHAPS et 40mM Tris base. La migration dans la premiere

dimension a été effectuée selon le protocole décrit par AMERSHAM-BIOSCIENCES pour
['électrophorese en 2D avec un pH Gradient immobilis€. De I'ITmmobiline” DryStrip pH 3-10
(18 cm) a été utilisée pour séparer les protéines selon leur point isoélectrique. Alors, la

seconde dimension a été effectuée en chargeant la premiere dimension sur un gel SDS-

PAGE 10%. Finalement, les protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose

avant leur incubation avec un anticorps anti-FLAG (SIGMA-ALDRICH) dans du TBS

contenant 0.05% TWEEN* une nuit a 4°C, suivie d'une

* Marques de commerce
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incubation avec un anticorps de chevre anti-souris conjugu¢ a la peroxydase
(PIERCE). Les prot¢ines sont alors détectées en utilisant le substrat « SuperSignal

West Femto Maximum Sensitivity Substrate » (PIERCE).

[-8 Détermination de ’étape de blocage du NMD

Cette experience a ¢te realisce comme décrit precedemment (Hosoda et al., 2005).

[-9 Immunofluorescence, test FISH et analyse d’image

Des cellules HeLLa ont ¢t¢ cultivées sur des lames de verre de 12 mm dans du
DMEM 10% (v/v) FBS. Les cellules (10°) ont été transfectées de facon transitoire
avec 500 ng de plasmides pGFP-GE1 (Yu et al., 2005), pYFP-hSmg5, pYFP-
hSmg6, YFP-hSmg7 (Unterholzner and Izaurralde, 2004), pGFP-CCR4, pCFP-
DCPla (Cougot ¢t al., 2004), pCI-nco-FLAG-hUpfl (Sun et al., 1998), pcDNA3-
hUpt3a-FLAG, pcDNA3-hUpt3b-FLAG (Lykke-Andersen et al., 2000), pmCMV-Gl
(Norm ou 39Ter) (Sun et al., 1998) ou pmCMV-GPx1 (Norm ou 46Ter) (Moriarty

ct al., 1998). 24 heures apres transfection, les cellules ont ¢t¢ traitées avec SUM de
composes a tester ou de DMSO 0,001% (v/v) en tant que controle. Apres 20 heures,
les cellules ont ¢t¢ fixées en utilisant une solution de formaline (SIGMA-ALDRICH)

pendant 10 min a tempcrature ambiante et permcabilisces avec une solution

d’éthanol a 70% sur la nuit a 4°C.

Pour les tests d'immunoftluorescence, les cellules fixées ont €t¢ incubées avec
un anticorps de souris anti-FLAG (SIGMA-ALDRICH) pendant 2 heures a
tempcrature ambiante, lavées trois fois dans du PBS puis incubees avec un anticorps
de souris conjugu¢ au Cy3 ou au FITC (JACKSON IMMUNORESEARCH)
pendant une heure a tempcérature ambiante. Finalement, les cellules ont €te laveées
trois fois dans du PBS avant d’¢tre incubées dans du Hoechst (2 ng/ul) (SIGMA-
ALDRICH) pendant 2 minutes a temperature ambiante.

Pour les expcriences de FISH, les cellules fix¢es ont ¢t€¢ mcubces dans un
tampon de pré-hybridation (ARNt 125 pug/ml, ADN de hareng 500 ug/ml, BSA 1
mg/ml, dextran sulfate 0.1 g/ml, 50% formamide, 2X tampon SSC) a 37°C pendant
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1 heure dans un incubateur de culture de tissus. Puis, les cellules fixées sont incubées
sur la nuit dans un incubateur de culture de tissus avec le tampon d’hybridation
(tampon de prc¢hybridation avec des sondes marquées au Cy3), lavees trois fois dans
un tampon 2X SSC a 37°C, trois fois dans du tampon 1X SSC a température
ambiante et finalement incubees avec du Hoechst (2ng/ul) (SIGMA-ALDRICH)
pendant deux minutes a  tempcrature ambiante. La sonde
S’CGATCTGCGTTCTACGGTGGT3” (SEQ ID NO :3) marquee au Cy3 aux
extremites 5° et 37 a ¢t¢ utilisce pour detecter les ARNm G1 Ter ou GPX1 Ter.

Les cellules fixées ont ¢t¢ observees avec un microscope DMRA (Leica), un
objectif huile PL APO 63x (NA 1.32) avec des filtres A4 (pour hoechst), GFP et Y3
(for Cy3).

[-10  Immunopurification ¢t analyse par western blot

L’ immunopurification de¢ hUPF1 et 1’analyse par western blot ont ¢t
ctfectuces selon un protocole deécrit précedemment (Lejeune and Maquat, 2004) en
utilisant un anticorps anti hUPF1 (Ohnishi et al., 2003). Les analyses par western
blot ont ¢t¢ rcalis¢es en utilisant une dilution au 1/250 d’anticorps de lapin anti
hUPF1, anti-hSMGS5, anti-hSMG6 ou anti-hSMG7 (Ohnishi et al., 2003), une
dilution au 1/1000 d’anticorps de lapin anti-hUPF3/3X (Ishigaki et al., 2001) ou
d’anticorps de souris anti-TUBULIN (SIGMA-ALDRICH). Les protéines ont ¢&té
détectées en utilisant le substrat «SuperSignal West Pico Chemiluminescent

Substrate » ou « SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity  Substrate »

(PIERCE).

II-RESULTATS

I1-1 Identification de nouveaux inhibiteurs du NMD :

Des cellules Hela ont ¢te transfectées par deux plasmides tests codant pour les

ARN de la B-Globine (Gl) et de la glutathione peroxidase 1 (GPx1), et présentant un

codon de terminaison prémature (Ter) ou non (Norm). L’ARNm Gl est sujet a un
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NMD associ¢ au noyau dans les cellules non-¢rythroides (Thermann et al., 199%;

Zhang et al., 1998) alors que ’ARNm GPx1 est syjet a un NMD cytoplasmique

(Morniarty et al., 1998). En outre, un plasmide de reférence codant pour I’ARNm

d’une protéine urinaire majeure (MUP) a ¢galement ¢te introduit dans les cellules

(Ishigaki et al., 2001).

24 heures apres transfection, les cellules ont ¢t¢ incubées pendant 20 heures

avec du DMSO(-) en tant que controle, ou avec 5 UM des composes indoles

presentes dans le tableau 1. Apres 20 heures, les ARN totaux ont finalement ¢te

purifi¢s et analysés par RT-PCR.

Les resultats pour les différents composes tests sont résumes dans le tableau

II.
Tableau 11
Composes Stabilisation de ’ARNm Stabilisation de ’ARNm
G1 Ter GPx1 Ter

13 - -
15 - -
17 - -
29 - -
35 - -
37 - -
39 - -
70 F+- ++
71 -+ ++
72 -+ ++
81 - _

497 F+- ++

500 - ++
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Les resultats ont montrés que, parmi les 30 composes testes, cing d’entre cux
permettent de stabiliser aussi bien le niveau d’ARNm G1 Ter que de GPx1 Ter et
cect de facon dose dépendante. Ce résultat a pu en outre ¢tre confirme par la
technique de RPA. Ces résultats permettent de conclure que les composes 70, 71,
72, 497 et 500 constituent des inhibiteurs du NMD et cect ausst bien au niveau
nucléaire que cytoplasmique. A noter que le niveau d’inhibition observé pour ces
composes ¢tait similaire a ceux obtenus avec d’autres inhibiteurs du NMD tels que la
cycloheximide ou I'nactivation par siRNA de I’expression des genes codant pour

hDCP2 ou hPARN (Ishigaki et al., 2001; Lejeune et al., 2003) et que ces composes

n¢ montraient aucune toxicit¢ cellulaire dans les conditions expérimentales

(concentration maximale testée de 125 uM).

A ce niveau, la spécificité des composés identifiés a été testée dans différents
systemes (absence d’inhibition de 1’¢pissage des introns, absence de 1'inhibition de la
traduction et absence de formation de granules de stress) et a permis de mettre en

cvidence que ces composcs constituent de nouveaux inhibiteurs spécifiques du

NMD.

I1-2 Inhibition du NMD en amont de hUPF1:

Dans le but d’identifier le mode d’inhibition des composés identifics, lesdits
composcs ont ¢te testes sur un systtme mmmant le recrutement séquentiel des
facteurs du NMD sur un ARNm (Kim et al., 2005; Lykke-Andersen et al., 2000).
Pour s¢ faire, des cellules ont ¢t¢ transfectees avec deux types de constructions dont
[’une codait pour ’ARNm de la Firefly Luciferase (Fluc) mRNA contenant 8 sites
de haison pour la protéine MS2 sur son 3’'UTR, ¢t la seconde codait soit pour la
protcine MS2, soit pour I’'une des protéines de fusion suivante : MS2-hUPF1, MS2-
hUPF2 or MS2-hUPF3X. En outre, les cellules HeLa ont ¢galement €te transfectées
avec une construction codant pour I’ARNm de la Renilla Luciferase (Rluc) de facon

a normaliser le niveau d’ARN analyse.

Les cellules ont ¢te ensuite mcubces pendant 20 heures avec le compose 70 ou

du DMSO (-) en tant que controle né¢gatif. Le niveau des ARNm Rluc et Fluc a alors
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été mesuré comme décrit précédemment (Hosoda et al., 2005). A titre de contrdle,

[’expression de chacune des protéines de fusion MS2 a ¢te determince par western

blot.

Les résultats ont montré que dans chaque cas, le compos¢ 70 n’affectait pas le
niveau d’expression des protéines de fusion MS2, lequel n’¢tait jamais supéricur au
niveau d’expression des protéines endogenes. Comme attendu et en présence de
DMSO, le niveau d’expression des ARNm FLuc ¢tait micricur dans les cellules
exprimant [’'une des protéines de fusion MS2-hUPF fusion par rapport aux cellules
exprimant uniquement MS2. En revanche, les résultats ont révele que le compose 70
interfere avec la dégradation induite par MS2-hUPF2 ou MS2-hUPF3X, mais n’a
pas d’effet sur la dégradation induite par MS2-hUPF1. A noter que le rapport des
ARNm FLuc/RLuc et le niveau d’mhibition induit par le compos¢ 70 sont tres

similaire a ceux observes en réponse a une mactivation par sSiRNA de 'expression du

ocne codant pour hCBP80 (Hosoda et al., 2005).

Finalement, les résultats indiquent que 1'mhibition du NMD par le compos¢ 70

en aval du recrutement de hUPF3X ou de hUPF2 et en amont des fonctions de

hUPF1.

11-3 e compos¢ 70 ne prévient pas l’interaction entre hUPF1 et

hUPF3X :

Au regard des résultats précédents, 1l a ¢té envisageé que le compos¢ 70
pouvait prevenir le recrutement de hUPF1 a I’EJC via son interaction avec d’autres
prot¢ines hUPF. Dans ce but, la prot¢ine hUPF1 a ¢t¢ immunoprécipitée a partir

d’extraits de cellules HeLa dans des conditions préservant 1'mtégrit¢ des mRNPs

(Lejeune and Maquat, 2004).

Le compos¢ 70 ou du DMSO (-) a ¢&t¢ ajouté aux cultures de cellules 20
heures avant I'immunoprecipitation (IP). Dans la mesure ou 1l a ¢t¢ démontre que la
protéine hUPF2 n’¢tait pas essenticlle dans certains cas de NMD (Gehring et al.,
2005), 'analyse s’est focalis¢e sur la présence de la protéine hUPF3X dans chaque

immunoprecipitation. Comme controle de spécificite, 1l a €t¢ demontre ’absence de
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protéine  tubuline dans chacune des i1mmunoprécipitations et une
immunoprecipitation non specifique a ¢te realisee avec du sérum de lapin normal

dans laquelle aucune protéine n’a ¢t¢ détectée.

Les résultats ont montré que la protéine hUPF3X ¢&tait présente dans les
immunoprecipitations de hUPF1 méme lorsque les cellules ¢taient préalablement

incubees avec le compose 70.

En conscquence, I'interaction entre hUPF1 et hUPF3X n’est pas abolit par le

compose 70 ce qui suggere que ce compose n’inhibe pas le recrutement de hUPF1 a

’EJC.

[1-4 Le compose 70 stabilise les formes hyperphosphorylées de hUPF1:

Dans la mesure ou hUPFI1 requiert un cycle de phosphorylation et de
déphosphorylation durant le NMD (Ohmishi et al.,, 2003), le mniveau d¢
phosphorylation en réponse a la présence du composé 70 a été testée. A cette fin, le
niveau de phosphorylation de hUPF1 a ¢té testé dans des cellules mcubées avec le
compose 70 ou avec du DMSO (-) par une analyse en gel 2D. Dans la mesure ou la
phosphorylation de hUPF1 est influencée par le serum (Pal et al., 2001), des cellules
293T plutdt que Hela ont ¢te utilis¢ en raison de leur capacite a bloquer leur
division cellulaire a la méme ¢tape du cycle cellulaire en 'absence de scrum. Les
cellules ont ¢te transfectees par le vecteur d’expression pCl-neo-FLAG-hUpfl (Sun

ct al.,, 1998), synchronisées par absence de sérum 12 heures apres transfection

pendant 24 heures. Finalement, du DMSO ou 5 UM du compos¢ 70 ont ¢te ajoutcs

pendant 3 heures avant d’ajouter du sérum pendant une heure.

Les résultats ont montré que sans ajout de s¢rum, la protéine FLAG-hUPF]
migre en n¢ formant qu’un secul point correspondant a la protéine non phosphorylée
(Pal et al., 2001). Apres 'addition de s€érum, on observe une phosphorylation
intermédiaire de la protéine FLAG-hUPF1 lorsque les cellules ont €té incubées avec
du DMSO et la stabilisation d’1soformes phosphorylées supplémentaires de FLAG-

hUPF1 lorsque les cellules ont ¢te incubees avec le compose 70.
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En consequence, le compose 70 permet donc de stabiliser des 1soformes

hyperphosphorylées de la prot¢ine hUPF1.

Dans la mesure ou 1l a ¢t¢ propos¢ que la protéine hUPF1 se localiserait au
niveau des « P-bodies » lorsqu’elle est hyperphosphorylée (Unterholzner and

Izaurralde, 2004), la localisation cellulaire de la protéine FLAG-hUPF1 dans des

cellules HeLa en présence et en [’absence du compose 70 a ¢te testce.

Les résultats montrent que la protéine hUPF1 exogene est distribu¢e de facon
cgale dans le cytoplasme lorsque les cellules ont ¢t¢ mcubées avec le DMSO comme
cela a ¢t€¢ démontré précédemment pour des cellules non traitées (Mendell et al.,
2002), mus a part dans des experiences de co-expression avec la protéine hSMG7,
laquelle induit le recrutement de la prot¢éine hUPF1 au niveau des « P-bodies »
(Unterholzner and Izaurralde, 2004). En revanche, et lorsque les cellules ont &te
préalablement traitées avec le compos¢ 70, on observe des concentrations
cytoplasmiques de FLAG-hUPF1 dans des structures qui colocalisent avec GFP-
GEI, YFP-hSMG7 ou CFP-hDCP1a, lesquelles constituent des marqueurs communs

des « P-bodies ».

En conséquence, le composé¢ 70 induit 1’accumulation des 1soformes
hyperphosphorylées de hUPF1 au niveau des « P-bodies » soit par la stimulation de
la phosphorylation soit par 1’mnhibition de la déphosphorylation.

De manicre a déterminer lequel de ces deux mécanismes serait induit par les
composcs 1dentifiés, une analyse complémentaire des immunoprécipitats de la
prot¢ine hUPF1 a partir de cellules Hela incubées ou non en présence de compose 70

a ¢té effectuée.

Dans un premier temps, |’analyse de hUPF1 avec son complexe de
dephosphorylation a ¢t effectuce. Les résultats ont montré que hSMGS, hSMG6 et
hSMG7 peuvent Ctre detectés dans les cellules traitées avec le DMSO mais que
hSMGS ctait en revanche indétectable lorsque les cellules Hela avaient ¢t

prealablement incubées avec le compose 70.
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En conséquence, les résultats montrent que le composé 70 déstabilise l'interaction

entre hUPF1 et hSMG)S. Finalement, la présence de hSMG1 et de hUPF3X dans les
immunopreécipitations effectuées sur les cellules incubées ou non avec le composeé 70
suggere fortement que les composes identifiés n'ont pas d'influence sur l'interaction entre
hUPF1 et son complexe de phosphorylation. Les résultats obtenus plaident pour le fait que
I'état d'hyperphosphorylation de hUPF1 observé serait 1i€¢ a un défaut de déphosphorylation,
en raison de l'absence d'interaction entre hUPF1 et hSMGS3, plut6ét qu'a une activation de la
phosphorylation. Cette conclusion est finalement en accord avec l'identification de hSMG5

en tant que composant essentiel pour la déphosphorylation de hUPF1 (Ohnishi et al., 2003).

[I-5  hSMGS est exclut des « P-bodies » en présence du composé 70:

[1 est connu que hSMGS5 et hSMG7 sont localisés dans le cytoplasme et plus

spécifiquement au niveau des « P-bodies » (Unterholzner and Izaurralde, 2004).

Des cellules HeLa ont été transtectées avec les vecteurs d'expression codant pour
YFP-hSMGS5, YFP-hSMG6 ou YFP-hSMG7 (Unterholzner and Izaurralde, 2004) et CFP-
hDCP1 a en tant que marqueur des « P-bodies ». Apres 24 heures, les cellules ont été

incubées en présence de DMSO ou de 5 uM de compose 70.

Comme cela avait ét¢ démontré précédemment, en l'absence d'inhibiteurs, YFP-
hSMG5, YFP-hSMG6 et YFP-hSMG7 sont concentrés dans des foci cytoplasmiques
(Fukuhara et al., 2005; Unterholzner and Izaurralde, 2004), lesquels foci ont été identifiés
comme €tant majoritairement des « P-bodies » lorsque CFP- DCP1la est utilisé en tant que

marqueur des « P-bodies ».

En présence du composé 70, les foc1 cytoplasmques contenant YFP-hSMG6 ou

YFP-hSMG?7 colocalisent avec le marqueur des « P-bodies » CFP-DCP la. En revanche,
hSMGS5 n'est plus observé dans des foci cytoplasmiques, mais présente une large distribution

cytoplasmique dans les cellules traitées avec le composé 70.
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Dans la mesure ou 1l a ¢t¢ démontr¢ que le compos¢ 70 mhibe le NMD et
induit la concentration de hUPF1 dans les P-bodies comme démontré avec la
prot¢ine hUPF1 exogeéne ou endogene, la localisation des trois protéines hSMG

endogenes au niveau de foci cytoplasmiques a ¢t testée. Cette localisation n’avait

jamais ¢t¢ observee du fait d’une expression trop faible de ces protéines. En traitant

les cellules avec le compose 70, 1l ¢tait envisageable d’obtenir une stabilisation de ces

facteurs au sein des P-bodies.

Les résultats ont montré que les protéines endogenes ne sont pas détectees
au niveau de foci cytoplasmique pour les cellules trait¢es avec le DMSO. En
revanche, et lorsque les cellules sont mcubées avec le compose 70, les résultats ont
montr¢ une concentration des protéines hSMG6 et hSMG7 au niveau des « P-
bodies » alors que hSMGS5 n’est pas détectée au niveau de foci cytoplasmiques

confirmant les résultats obtenus avec les protéines exogenes.

Finalement, les résultats montrent que le compose 70 modifie la localisation
cellulaire de hSMGS en ['excluant des «P-bodies ». Cette observation est
consistante avec la perte d’interaction entre UPF1 et SMGS lorsque les cellules sont

incubees avec le compose 70.

11-6 hUPF3 et hUPF3X localisent au niveau des « P-bodies » lorsque le

NMD est bloqu¢ par le compose 70

Puisque certains facteurs du NMD, comme hUPFI1, hSMGS5, hSMG6 ou
hSMG7 se¢ localisent au nmiveau des « P-bodies » (Unterholzner and Izaurralde,
2004), 1l a ¢t¢ envisage que d’autres facteurs du NMD puissent passer dans les « P-
bodies » de fagon transitoire au moins. Comme le compose 70 bloque le NMD a une
ctape a laquelle hUPFI1 est confinée au niveau des « P-bodies », la localisation
cellulaire de hUPF3 et de hUPF3X dans les cellules traitées et non traitées a ¢t
testée. Il a ¢t¢ démontré que ces deux protéines sont principalement des protéines

nucléaires dans les cellules non traitées (Serm et al., 2001).

Des cellules HeLLa ont ¢t¢ transfectées avec des vecteurs d’expression codant

pour hUPF3-FLAG ou hUPF3X-FLAG, ¢t avec 'un des marqueurs de « P-bodies »
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suivant : YFP-hSMG6, YFP-hSMG7, GFP-GE1 et CFP-hDCPla. Les cellules ont
cte traitées avec du DMSO ou le compose 70 avant de rcaliser des experiences
d’'mmunofluorescence. Comme pour les cellules non traitées (Serin et al., 2001),
hUPF3 ou hUPF3X se¢ localisent essenticllement au niveau du noyau lorsque les
cellules sont mcubées avec du DMSO (-). En revanche, et apres incubation des
cellules en présence du compos¢ 70, les résultats ont montré¢ une localisation
cytoplasmique de hUPF3 et de hUPF3X avec des accumulations dans des foci,

correspondant a des « P-bodies ».

I1-7 les ARNm contenant des PTC s’accumulent dans les « P-bodies » en

presence du compose 70:

Dans la mesure ou les facteurs du NMD s’accumulent au nmiveau des « P-
bodies » en présence du compos¢ 70, la localisation des substrats du NMD a ¢été
ctudice. Chez la levure, 1l a en effet reccemment ¢t¢ mis en ¢vidence que lorsque les
facteurs du NMD s’accumulaient dans les « P-bodies », les ARNm contenant des

PTC s’accumulaient ¢galement dans les « P-bodies » lorsque le NMD ¢tait bloqué

(Sheth and Parker, 2006).

Des cellules HeLa ont ¢t¢ transfectées avec les vecteurs pmCMV-GI Ter ou
pmCMV-GPx1 Ter, et la localisation des ARNm résultant a ¢t¢ analysée avec les
marqueurs de « P-bodies » suivants : GFP-GE1, YFP-hSMG6, YFP-hSMG7, CFP-
hDCPla, GFP-hCCR4, FLAG-hUPF1, hUPF3-FLAG et hUPF3X-FLAG.

Les resultats ont montré qu’en 1’absence d’inhibiteurs, aucun ARNm contenant
des PTC n’a pu &tre détecté, probablement du fait de leur dégradation rapide par le
NMD. En revanche, et apres traitement avec le compos¢ 70, les ARNm contenant
des PTC sont stabilises et dctectés essenticllement au niveau d’agregats

cytoplasmiques colocalisant avec chacune des protéines de fusion de hUPF testees.

Finalement, les résultats ont montré que les ARNm contenant des PTC ¢taient
present dans les « P-bodies » ou adjacents a ces derniers lorsque le NMD ¢tait inhibe

par le compos¢ 70.
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[.’accumulation des ARNm contenant des PTC au nmiveau des « P-bodies »
lorsque le NMD est bloqu¢ dans des cellules de mammifére a c¢galement ¢t
confirmée par une approche plus résolutive. Dans cette derniere, les ARNm sont
marques avec 24 repctitions MS2 ce qui permet la détection de molecules d’ARNm

uniques par hybridation in situ (Fusco et al., 2003).

Les résultats ont montr¢ que, dans les cellules controles, les ARNm
contenant des PTC sont détectés essenticllement au niveau du noyau et les molécules
cytoplasmiques détectées ne s’accumulent pas au niveau des « P-bodies ». Lorsque
le NMD est inhibe par le compse 70, les résultats ont montré¢ une accumulation des
ARNm contenant des PTC au niveau du cytoplasme et, plus specifiquement, dans

des structures colocalisant avec les « P-bodies ».

En conséquence, ces résultats confirment que les ARNm sujet au NMD
s’accumulent au niveau des « P-bodies » lorsque leur dégradation est inhibée et

cette conclusion ne semble pas tre cellule-spécifique.

Finalement, les résultats ont montré qu’aucun ARNm sauvage n’est détecte
dans les « P-bodies » apres incubation avec le compose 70, ce qui conforte une
fonction d’inhibiteur spécifique du NMD des composes 1dentifiés plutdt qu'une

fonction générale d’inhibition de la dégradation des ARNm.

I1-8 Stabilisation d’ARNm de dystrophine présentant un codon stop

prematurg:

Le gene de la dystrophine est compose de 79 exons, dont les exons 70 a 79
codent pour une partic de la protéine qui n’est pas essenticlle pour la fonction de

cette prot¢ine dans le muscle.

Parmu les patients atteints de la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD),
1l existe des patients qui portent une mutation non sens dans 1’un des exons 70 a 79.
Pour autant, ces patients n’expriment pas la protéine dystrophine du fait de la

dégradation de ’ARNm par le NMD et cec1 bien que la protéine tronquée soit
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fonctionnelle. En conséquence, une mhibition du NMD chez ces patients permettrait

de synthétiser cette protéine tronquée mais fonctionnelle.

Decux lignées cellulaires 1ssues de patients atteints de DMD du fait
respectivement d’une rétention de 'intron 70 qui apporte un codon stop et d’une
dé¢létion des exons 75 a 76 entrainant un decalage du cadre de lecture et de ce fait
["apparition d’un codon stop précoce activant le NMD sur cet ARNm, ont ¢té

utilisées.

Ces deux lignees cellulaires ont ¢t¢ traitées pendant 48 heures avec le
compose 70, 71 ou 72, ou en presence de DMSO. Les ARN ont ensuite ¢t¢ extraits

¢t une RT-PCR a ¢t réalisee en condition quantitative.

Les résultats ont montr¢ une stabilisation de I’ARNm dystrophine d’un

facteur 4 environ, suite au traitement avec les composcs 70, 71 ou 72.

I1-9 Inhibition du NMD in vivo:

Deux modceles murins pour le mécanisme de NMD ont ¢té utilisés pour ¢tudier
I’eftet in vivo du composé 70. Le premier modele est appele souris mdx. Ces souris
portent une mutation non sens dans 1I’exon 23 du gene de la dystrophine. Ce codon

non sens induit la dégradation de I’ARNm dystrophine par le NMD. Ces souris ont
recu dans le muscle une injection de DMSO (50 ul), 20, 200 ou 2000 nmol de

compose 70. Apres 6, 24 et 32 heures, des souris ont ¢t¢ sacrifices, le muscle mjecte
a ct¢ préleve afin d’y extraire les ARN et les proteines. Les résultats préliminaires
montrent une stabilisation de I’ARNm dystrophine dans les souris injectées par le
compose 70 et non dans les souris injectées par le DMSO. De plus, la protéine
dystrophine tronquee est elle aussi détect¢e dans ces souris mjectées par le compose

70 et non dans les souris qui ont recu le DMSO.

Le deuxiecme modc¢le murin qui a €t¢ utilise se definit par la présence d’une

mutation non sens dans 1’exon 3 du gene U du récepteur aux opiaces (MOR). Ce
codon stop active le NMD sur cet ARNm MOR. Le gene MOR est exprimé

sculement dans le systeme nerveux central ce qui fait de ce modele un outil tres
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intéressant afin d’¢tudier la possibilit¢ pour un compos¢ chimique de traverser la
barricre hémato-encéphalique. La méme procédure que pour les souris mdx a ¢&te
survie sauf que I'imnjection s’est faite en sous cutanc¢e au niveau du cou des souris et
le cerveau a ¢te preleve aux différents temps de 1'experience. La encore, les premiers
résultats montrent une stabilisation de ’ARNm MOR dans les souris 1njectées par le
compos¢ 70 et non dans les souris mjectées par le DMSO secul. L’analyse par
western-blot de la prot¢ine MOR montre la présence de la protéine tronquée dans
ces memes sourls 1njectees par le compos¢ 70 et non dans les souris n’ayant recu que
du DMSO. Ces résultats montrent que le compose 70 est actif in vivo et qu’il peut
traverser la barricre hémato-encephalique ce qui fait de ce compose un potentiel

agent thérapeutique pour des maladies affectant le systéme nerveux central et lices

au NMD.
I11I- Discussion

Cette ¢tude a permus de mettre en ¢vidence la capacit¢ d’inhibition du NMD de
dertves indoles. Ces composcs agissent en empechant 1'interaction entre hUPF1 et

hSMG35 ce qui aboutit a I’exclusion de hSMGS5 des P-bodies ¢t a la stabilisation des

formes hyperphoshorylées de hUPF1.

Finalement, les rcésultats ont permis de mettre en ¢vidence que ces dérives
indoles sont capables d’inhiber le NMD in vivo et de passer la barricre
hématoencéphallique ce quui en fait de bons candidats dans le traitement de

nombreuses pathologies associces au NMD.

Ces composes, en outre, s’averent &tre d’excellents outils pour ¢tudier le
m¢écanisme de NMD par une approche qui n’a jamais ¢t¢ possible du fait du manque
d’outil pour mhiber spccifiquement ce processus. Un mtérét pour les laboratoires

travaillant sur ce mécanisme de NMD est donc tout a fait concevable.
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REVENDICATIONS

1. Composé dérivé d'indole correspondant a la formule II suivante :

R3 R6
- R9 R10
\
! .
P
R4 X N o A

dans laquelle :
- X représente N ou l'anhydro base N'RS,

ou R8 représente un atome d'hydrogéne, un groupement hydroxyle ou alkyle ou méthoxy

éventuellement substitué par un groupement phényle,

- R2, R3 et R4 représentent indépendamment un atome d’hydrogene ou un atome d'halogene

ou un groupement alkyle en C1-C4,

- RS représente un atome d'hydrogene ou un groupement alkyle satur¢ ou insature,
- R6 représente un groupement alkyle en C1-C3,

- R7 représente un atome d'hydrogene ou un groupement alkyle en C1-C3 ,

- R9 et R10 représentent indépendamment un atome dhydrogene, un groupement R11,

ORI11, ou SR11,

ou R11 représente un atome d'hydrogéne ou un groupement alkyle en C1-C3 sature ou

insaturé, contenant éventuellement un ou plusieurs atomes de soufre, d'oxygene ou d'azote ;
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- A représente un cycle en position a et qui correspond a

dans lequel :

- R1 représente un atome d'hydrogeéne ou d'halogene ou un groupement alkyle ou amine

linéaire ou ramifié et/ou insature,

- ou bien A représente un cycle en position a et qui correspond a

R1

R13

dans lequel :
- R1 représente un atome d'oxygene, et

- R13 représente un atome d’hydrogene ou un groupement alkyle en C1-C4,

des sels pharmaceutiquement acceptables desdits composés, leurs isomeres et/ou mélange de

ceux-Cl.
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2. Composé dérivé d'indole selon la revendication 1, de formule Ia suivante

R3 R6
R2
\
I a Ia
=
R4 X N h A

RS RY

dans laquelle R2, R3, R4, R5, R6, R7, X et le cycle A sont tels que définis dans la

revendication 1.

3. Composé dérivé d’indole selon la revendication 1 ou 2, caractéris€ en ce que R2, R3 et R4

représentent un atome d’hydrogene ou un atome d’halogeéne qui est F, Cl, Br ou 1.

4. Composé selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, caractérisé en ce RS représente

un atome d'hydrogéne ou un groupement méthyle, éthyle, propyle ou butyle.

5. Composé selon 'une quelconque des revendications 1 a 4, caractérisé en ce que R7 un

groupement méthyle ou éthyle.

6. Composé selon l'une quelconque des revendications 1 a 5, caractéris€ en ce que R1 est un

atome d'hydrogéne ou d'halogéne lorsque A représente un cycle en position a et qui

correspond a

R1
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7. Composé selon 1I’une quelconque des revendications 1 a 6, caractérise en ce que A est:

Ci O
SN Y NH
/ Oou / ou /

8. Composé selon la revendication 1 ou 2, caractérisé€ en ce que le compose est:

- 5, 8-diméthyl-6-(pyridin-2-ylamino)-2H-1soquinolin-l-one;
- 5, 8-diméthyl-6-(3-méthoxy-pyridin-2-ylamino)-1soquinolin-l-one; ou

- 5, 8-diméthyl-6-(5-méthyl-pyridin-2-ylamino)-isoquinoline.

9. Composition pharmaceutique comprenant au moins un dérivé d'indole tel que défini dans

l'une quelconque des revendications 1 a 8 et un support pharmaceutiquement acceptable.

10. Composé d'indole correspondant a la formule II suivante :

R3 FI(6
R9 R10
R2
\
| .
P
R4 X N h A

dans laquelle :

- X représente N, CR8 ou I'anhydro base N'RS,

ou R8 représente un atome d'hydrogeéne, un groupement hydroxyle ou alkyle ou méthoxy

éventuellement substitué par un groupement phényle,
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- R2, R3 et R4 représentent indépendamment un atome d’hydrogene ou un atome d'halogene

ou un groupement alkyle en C1-C4,

- RS représente un atome d'hydrogene ou un groupement alkyle, saturé ou insature,
- R6 représente un groupement alkyle en C1-C3,

- R7 représente un atome d'hydrogeéne ou un groupement alkyle en C1-C3,

- R9 et R10 représentent ensemble une liaison carbone ou représentent indépendamment un

atome d'hydrogene, un groupement R11, OR11 ou SR1l,

ou R11 représente un atome d'hydrogéne ou un groupement alkyle en C1-C3 sature ou

insaturé, contenant éventuellement un ou plusieurs atomes de soufre, d'oxygene ou d'azote,

- A représente un cycle en position a et qui correspond a

R
N
/

dans lequel :

- R1 représente un atome d’hydrogéne ou d'halogéne ou un groupement alkyle ou amine

linéaire ou ramifié et/ou 1nsature,

- ou bien A représente un cycle en position a et qui correspond a

R

R13
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dans lequel :
- R1 représente un atome d'oxygene, et

- R13 représente un atome d'hydrogene ou un groupement alkyle en C1-C4,

des sels pharmaceutiquement acceptables desdits composes, leurs 1someres et/ou mélange de

ceux-cl,

pour son utilisation pour traiter, chez un sujet, une maladie génétique qui est la -
thalassémie, le syndrome de Marfan, la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD), la

dystrophie musculaire de Becker (BMD), la maladie d'Ullrich ou le syndrome de Hurler.

11. Compose selon la revendication 10, caractéris€e en ce que ledit compose est:

- 6-Chloro-5,10-diméthyl-11H-pyrido[3',2":4,5]pyrrolo[3,2-g]|isoquinoline ;
- 5, 10-diméthyl-11H-pyrido[3',2":4,5pyrrolo[3,2-glisoquinoline ;

- 5, 8-diméthyl-6-(pyridin-2-ylamino)-2 H-1soquinolin-l-one ;

- 5,8-diméthyl-6-(3-méthoxy-pyridin-2-ylamino)-isoquinolin-1-one ; ou

- 5, 8-diméthyl-6-(5-méthyl-pyridin-2-ylamino)-isoquinoline.



RZ2

R4

N\ /

R9 R10

R1

R1

RE

RY

R13

(1)

(2)

(1)



	Page 1 - abstract
	Page 2 - abstract
	Page 3 - abstract
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - description
	Page 9 - description
	Page 10 - description
	Page 11 - description
	Page 12 - description
	Page 13 - description
	Page 14 - description
	Page 15 - description
	Page 16 - description
	Page 17 - description
	Page 18 - description
	Page 19 - description
	Page 20 - description
	Page 21 - description
	Page 22 - description
	Page 23 - description
	Page 24 - description
	Page 25 - description
	Page 26 - description
	Page 27 - description
	Page 28 - description
	Page 29 - description
	Page 30 - description
	Page 31 - description
	Page 32 - description
	Page 33 - description
	Page 34 - description
	Page 35 - description
	Page 36 - description
	Page 37 - description
	Page 38 - description
	Page 39 - description
	Page 40 - description
	Page 41 - description
	Page 42 - description
	Page 43 - description
	Page 44 - description
	Page 45 - description
	Page 46 - description
	Page 47 - claims
	Page 48 - claims
	Page 49 - claims
	Page 50 - claims
	Page 51 - claims
	Page 52 - claims
	Page 53 - abstract drawing

