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ES 2569478 T3

DESCRIPCION
Nuevos compuestos derivados de indol y composiciones farmacéuticas que los contienen

El proceso de degradacion de los ARNm que poseen un codon de terminacion precoz (Nonsense-mediated nRNA
decay, NMD) es un proceso de control cualitativo identificado en todos los organismos eucariotas estudiados hoy en
dia (CONTI y IZAURRALDE, 2005; MAQUAT, 2004a). Uno de las funciones de este mecanismo es degradar los
ARNmM que presentan un codén de terminacion prematuro (PTC) a fin de prevenir la sintesis de proteinas truncadas
que podrian no ser funcionales o cuya funciéon podria ser deletérea para la célula Ademas, la via NMD se ha
identificado como estando implicada en la regulacion génica en la levadura, la drosofila y los mamiferos (HE et al.,
2003; MENDELL et al., 2002; REHWINKEL et al., 2005; SUREAU et al., 2001; WOLLERTON et al, 2004).

En las células de mamiferos, el NMD tiene lugar después del corte y empalme de los ARN pre-mensajeros y, en la
mayoria de los casos, esta modulado por un complejo proteico fijado 20 a 24 nucledtidos secuencia arriba de la
union exén-exon (Conti and Izaurralde, 2005; Lejeune and Maquat, 2005; Maquat, 2004b). Este completo proteico,
denominado complejo de las uniones exodnicas (complejo exon-unién, EJC) recluta supuestamente las proteinas
conservadas UPF que tienen un papel esencial, no caracterizado hasta la fecha, en el NMD. Durante lo que se
denomina el "primer ciclo de traduccion" (Ishigaki et al, 2001), los PTC son reconocidos y los ARNm diana
degradados por una digestion 5' hacia 3' que implica la retirada de la caperuza y de las exorribonucleasas tales
como hXRN1 y hXRN2/hRAT1, y por una digestion 3' hacia 5' que implica una desadenilacion y el exosoma (Chen y
Shyu, 2003; Couttet y Grange, 2004; Lejeune et al., 2003).

UPF1 es una fosfoproteina que sufre un ciclo de fosforilacién/desfosforilacién durante el NMD (Ohnishi et al., 2003;
Page et al., 1999; Pal et al., 2001). Se ha demostrado que la UPF1 interactia con unos factores de terminacion de la
traduccion en la levadura (Czaplinski et al., 1998) y en los mamiferos (Kashima et al., 2006), y podria hacer la union,
por lo tanto, entre la EJC y el complejo de terminacion de la traduccion. Una interaccion directa entre hUPF1 y la
proteina de unién a la caperuza CBP80 se ha demostrado recientemente en las células de mamifero (Hosoda et al.,
2005), lo que indica que hUPF1 establece una interaccién compleja antes o durante el primer ciclo de la traduccion.
Se ha demostrado que la fosforilacion de hUPF1 se efectua por hSMG1, una quinasa relacionada con PI3 (Page et
al., 1999; Pal et al., 2001; Yamashita et al., 2001), y requiere la presencia de hUPF2 y de hUPF3 (Kashima et al.,
2006). Por contraste, la desfosforilacion de hUPF1 requiere la presencia de un complejo multi-proteico compuesto de
hSMG5, hSMG6, hSMG7 y de la proteina fosfatasa (PP)-2A (Chiu et al., 2003; Ohnishi et al., 2003). Las proteinas
hSMG5 y hSMG7 estan localizadas principalmente en el citoplasma, del que una fraccién esta presente en los
"processing bodies" (P-bodies) (Unterholzner y Izaurralde, 2004). hSMG6 es asimismo una proteina citoplasmica
que se concentra en ciertos focos citoplasmicos que parecen distintos de los "P-bodies" y cuya naturaleza todavia no
se ha determinado (Unterholzner y Izaurralde, 2004).

Los "P-bodies" se han descrito en las células eucariotas superiores e inferiores (Cougot et al., 2004; Sheth y Parker,
2003). En los mamiferos, estas estructuras citoplasmicas contienen multiples factores implicados en la degradacion
de los ARNm que incluyen unos componentes de la maquinaria de retirada de la caperuza como DCP1a (Ingelfinger
et al., 2002), DCP2 (Ingelfinger et al., 2002; van Dijk et al., 2002), GE1 (Yu et al., 2005) también denominado HEDLS
(Fenger-Gron et al., 2005), p54/RCK (Cougot et al., 2004), la desadenilasa CCR4 (Cougot et al., 2004), XRN1
(Bashkirov et al., 1997), el complejo LSM1-7 implicado en diferentes aspectos de los procesos relacionados con el
ARN (Cougot et al., 2004; Ingelfinger et al., 2002), y los componentes de la maquinaria NMD que son hUPF1,
hSMG5 y hSMG7 (Fukuhara et al., 2005; Unterholzner y Izaurralde, 2004). La funcién de los "P-bodies" es todavia
determinada, pero podria servir de compartimiento de almacenamiento para los ARNm no traducidos y para las
proteinas implicadas en la degradacion de los ARNm (Brengues et al., 2005; Pillai ef al., 2005; Teixeira et al., 2005),
y/o en el sitio de degradacion de los ARN (Cougot et al., 2004; Sheth y Parker, 2006).

En la actualidad, cerca de una tercera parte de las enfermedades genéticas humanas tendrian por origen la
aparicion de un codon de terminacion precoz (Frischmeyer y Dietz, 1999; Kuzmiak y Maquat, 2006). En la gran
mayoria de los casos, este codén de terminacion provoca la degradacion del ARNm que lo lleva por el mecanismo
de NMD. Prosigue entonces una ausencia de la expresion del gen en cuestion, y esto incluso cuando la mutaciéon en
cuestion permitiria la traducciéon de una proteina truncada funcional. La inhibicion del mecanismo de NMD en
pacientes que padecen tales patologias deberia permitir restaurar la expresion de la proteina truncada funcional y
constituye como tal una via interesante.

Por el documento W02005/023255 se conocen unos derivados de indol para la preparacién de un medicamento Util
para el tratamiento de enfermedades relacionadas con el proceso de corte y empalme. Estas moléculas tienen en
particular la capacidad de inhibir los procesos de corte y empalme de los ARN pre-mensajeros.

Los inventores han puesto en evidencia que unos derivados de indol particulares eran capaces de inhibir
especificamente el NMD in vitro e in vivo, y que dichos compuestos permitian aumentar el nivel de expresion del
ARNmM de la distrofina que presenta unos codones de terminacién prematuros en unas lineas celulares de pacientes
que padecen distrofia muscular de Duchenne (DMD).
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En consecuencia, un primer objeto de la invencion se refiere a compuestos derivados de indol que corresponden a la
férmula Il siguiente:

R
- rg R10 R6
i X
P a
R5 R7

Foérmula Il
en la que:
* X representa N o el anhidro base N*RS,

en el que R8 representa un atomo de hidrégeno, un grupo hidroxilo o alquilo o metoxi eventualmente sustituido con
un grupo fenilo, preferentemente R8 representa un atomo de hidrégeno,

* R2, R3 y R4 representan independientemente, un atomo de hidrégeno o un atomo de halégeno o un grupo alquilo
de C1-C4,

* R5 representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo, saturado o insaturado,

* R6 representa un grupo alquilo de C1-C3, preferentemente un grupo metilo o etilo y de manera particularmente
preferida R6 representa un grupo metilo,

* R7 representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de C1-C3 eventualmente sustituido,
* R9 y R10 representan independientemente un atomo de hidrégeno, un grupo R11, OR11 o SR11,

en los que R11 representa un atomo de hidrogeno, un atomo de oxigeno, un grupo alquilo de C1-C3 saturado o
insaturado, que puede contener uno o varios atomos de azufre, de oxigeno o de nitrégeno;

* A representa un anillo en la posicion a y que corresponde a
R1
~N
I P

en la que:

R1 representa un atomo de hidrégeno, de oxigeno o de halégeno o un grupo alquilo o amina lineal o ramificado y/o
insaturado,

R13 representa un atomo de hidrogeno o un grupo alquilo de C1-C4, y

unas sales farmacéuticamente aceptables de dichos compuestos.

Por "atomo de halégeno" se entiende el grupo F, Cl, Br e |, y mas particularmente el ClI.

Por "grupo alquilo insaturado" se entiende un grupo alquilo que presenta al menos un doble enlace.

En el caso en el que X representa el anhidro base N'R8 y en el que R5 representa un hidrégeno, existe un equilibrio
entre las dos formas siguientes:

Ventajosamente, R2, R3 y R4 representan un atomo de hidrégeno.
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Preferentemente, R2, R3 y/o R4 representan independientemente los unos de los otros un atomo de halégeno
seleccionado del grupo que comprende F, Cl, Br e |, preferentemente dicho atomo de halégeno es un atomo de CI.

Ventajosamente, R5 representa un grupo metilo, etilo, propilo o butilo y, de manera particularmente preferida, R5
representa un atomo de hidrégeno.

Ventajosamente, R7 representa un grupo metilo o etilo y de manera particularmente preferida R7 representa un
grupo metilo.

Ventajosamente, R1 es un atomo de hidrégeno, de oxigeno o de halégeno.

En un primer modo de realizacion particular, cuando R9 representa un grupo diferente de un atomo de hidrogeno,
entonces R10 representa un atomo de hidrégeno.

Ventajosamente, R9 representa un grupo OR11, en el que R11 representa un grupo metilo.

Preferentemente, el compuesto de la férmula | responde a la formula siguiente:

CH3

En un segundo modo de realizacion particular, cuando R10 representa un grupo diferente de un atomo de
hidrégeno, entonces R9 representa un atomo de hidrégeno.

Ventajosamente, R9 y R10 representan ambos un atomo de hidrogeno. El compuesto de la formula general I
responde entonces a la formula siguiente:

R3 R6
R2 } XN
P a
R R7

Férmula la

en la que R2, R3, R4, R5, R6, R7, X y el anillo A son tales como se han definido anteriormente, y pertenecen
también a la invencion.

Un compuesto preferido de formula la es la 5,8-dimetil-6-(5-metil-piridin-2-ilamino)-isoquinolina.
Otro compuesto preferido de formula la es la 5,8-dimetil-6-(piridin-2-ilamino)-2H-isoquinolin-1-ona.
Preferentemente, R9 y R10 representan un hidrégeno y X representa N o el anhidro base N*R8.

La presente solicitud describe también los compuestos para los cuales R9 y R10 representan juntos un enlace
carbono, respondiendo entonces el compuesto de la formula general Il a la férmula Ib siguiente:

i
RE RY

Férmula Ib
en la que R2, R3, R4, R5, R6, R7, X'y el anillo A son tales como se han definido anteriormente.

Ventajosamente, el anillo A representa el grupo:
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en el que R1 representa un oxigeno, una amina, o un grupo alquilo lineal o ramificado y/o insaturado, y R13
representa un grupo alquilo de C1-C4 eventualmente sustituido.

Mas ventajosamente, el anillo A representa el grupo:
R1
N
E =

en el que R1 representa un atomo de hidrégeno, de oxigeno o de halégeno o un grupo alquilo o amina lineal o
ramificado y/o insaturado, preferentemente un atomo de hidrogeno o un halégeno, preferentemente un atomo de
cloro.

En otro modo de realizacion preferido, A se selecciona del grupo que comprende:

Ci o)
NN SN N
o P .

O o

La presente invencion describe también los compuestos derivados de indol de la férmula I, que responden a la
férmula | siguiente:

b
R R7

Formula |

en la que R2, R3, R4, R5, R6, R7, X'y el anillo A son tales como se han definido anteriormente;
X, R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7 y el anillo A son tales como se han definido anteriormente;

y/o sales farmacéuticamente aceptables de dichos compuestos.

Se entiende por la formula |, unos compuestos de férmula:

R3 R6
R2 B
- a
Re” XN b A
RS R7 o

Entre los compuestos derivados de indol, se citan:
* 6-Cloro-5, 10-dimetil-11H-pirido[3',2']:4,5]pirrolo[3,2-glisoquinolina (compuesto 70);

* 5,10-dimetil-11H-pirido[3',2":4,5]pirrolo[3,2-g]isoquinolina (compuesto 71);
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* 5,8-Dimetil-6-(piridin-2-ilamino)-2H-isoquinolin-1-ona; (compuesto 72),
* 8-dimetil-6-(3-metoxi-piridin-2-ilamino)-isoquinolin-1-ona (compuesto 497); y
* 5,8-dimetil-6(5-metil-piridin-2-ilamino)-isoquinolina (compuesto 500)

Preferentemente, el compuesto derivado de indol se selecciona del grupo constituido de la 5,8-dimetil-6-(piridin-2-
ilamino)-2H-isoquinolin-1-ona, de la 5,8-dimetil-6-(3-metoxi-piridin-2-ilamino)-isoquinolin-1-ona y de la 5,8-dimetil-6-
(5-metil-piridin-2-ilamino)-isoquinolina.

Ventajosamente, el compuesto derivado de indol es la 5,8-Dimetil-6-(piridin-2-ilamino)-2H-isoquinolin-1-ona.

Un segundo objeto de la invencién consiste en una composicion farmacéutica que comprende al menos un derivado
de indol tal como se ha descrito anteriormente y, eventualmente, un soporte farmacéuticamente aceptable.

A titulo de ejemplo de soporte farmacéuticamente aceptable, la composicién puede comprender unas emulsiones,
unas microemulsiones de aceite en agua, unos lipidos anhidros y unas emulsiones de agua en aceite, u otros tipos
de emulsiones.

La composicién segun la invenciéon puede comprender ademas uno o varios aditivos tales como los diluyentes, los
excipientes, los estabilizadores y los conservantes. Tales aditivos son bien conocidos por el experto en la materia y
se describen en particular en "Ullmann's Enciclopedia of Industrial Cemistri, 62 edicion" (diferentes editores, 1989-
1998, Marcel Dekker); y en "Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Deliveri Sistem" (ANSEL et al., 1994,
WILLIAMS & WILKINS).

La presente invencion describe la utilizacion de al menos un derivado de indol tal como se ha descrito anteriormente
para la preparacion de un medicamento destinado a tratar, en un sujeto, una enfermedad genética que resulta de al
menos una mutacioén que conlleva la apariciéon de un codén de terminacién precoz.

Tal como se utiliza en la presente solicitud, el término "sujeto" corresponde a un mamifero tal como un roedor, un
felino, un canino, un primate o un humano, preferentemente dicho sujeto es un humano.

Tales enfermedades genéticas que resultan de al menos una mutacidon que conlleva la aparicion de un codén de
terminacion precoz son bien conocidas y representarian cerca de la tercera parte de las enfermedades genéticas
actualmente. A titulo de ejemplo de tales enfermedades genéticas, se puede citar la B-talasemia, el sindrome de
Marfan, la distrofia muscular de Duchenne (DMD), la distrofia muscular de Becker (BMD), la enfermedad de Ulrich, el
sindrome de Hurler o la fibrosis quistica (CF), mas conocida bajo el nombre de mucoviscidosis, y para unos
pacientes que presentan un codén de terminacion precoz en el gen implicado en dichas enfermedades genéticas.

Preferentemente, dicha mutacion permite a pesar de todo obtener una proteina truncada funcional.

Los compuestos segun la invencion tienen en efecto la capacidad de inhibir el mecanismo de NMD y permitir la
traduccion de ARNm que presenta unos codones de terminacion precoz.

Por proteina funcional, se entiende una proteina que permite restaurar un fenotipo salvaje.

Ventajosamente, se entiende por "proteina funcional" una proteina que presenta una actividad suficiente con
respecto a la proteina salvaje para asegurar la misma funcién que esta ultima y que permite obtener un fenotipo
salvaje.

Un tercer objeto de la invencion consiste en la utilizacion de un compuesto derivado de indol que corresponde a la
férmula Il siguiente:

R g R10/R6
Ri‘i\

2 a

K b A

R4 P;I
RS R7 Férmula Il

en la que:

- Xrepresenta N, CR8 o el anhidro base N*RS,
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en el que R8 representa un atomo de hidrégeno, un grupo hidroxilo o alquilo o metoxi eventualmente sustituido con
un grupo fenilo, preferentemente R8 representa un atomo de hidrégeno,

- R2, R3 y R4 representan independientemente un atomo de hidrégeno o un atomo de halégeno o un grupo alquilo
de C1-C4,

- R5 representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo, saturado o insaturado,

- R6 representa un grupo alquilo de C1-C3, preferentemente un grupo metilo o etilo y de manera particularmente
preferida R6 representa un grupo metilo,

- R7 representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de C1-C3,

- R9 y R10 representan juntos un enlace carbono o representan independientemente un atomo de hidrégeno, un
grupo R11, OR11 o SR11,

en los que R11 representa un atomo de hidrogeno, un atomo de oxigeno, un grupo alquilo de C1-C3 saturado o
insaturado, que puede contener uno o varios atomos de azufre, de oxigeno o de nitrégeno,

- A representa un anillo en la posicién a y que corresponde a

R1 R1
‘ - 3] x \%EKR’§3
s i o
o ’

en las que:

- R1 representa un atomo de hidrégeno, de oxigeno o de halégeno o un grupo alquilo o amina lineal o ramificado y/o
insaturado,

- R13 representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de C1-C4, y/o unas sales farmacéuticamente aceptables
de dichos compuestos,

para su utilizacion para tratar, en un sujeto, una enfermedad genética seleccionada del grupo que comprende la -
talasemia, el sindrome de Marfan, la distrofia muscular de Duchenne (DMD), la distrofia muscular de Becker (BMD),
la enfermedad de Ullrich, el sindrome de Hurler y la fibrosis quistica (CF).

La presente invencion se refiere asimismo a la utilizacion de un compuesto de férmula Il tal como ha definido
anterormente, caracterizada por que dicho compuesto se selecciona del grupo que comprende:

* 6-Cloro-5,10-dimetil-11H-pirido[3',2":4,5]pirrolo[3,2-g]isoquinolina;

* 5,10-dimetil-11H-pirido[3',2":4,5]pirrolo[3,2-g]isoquinolina;

* 5,8-Dimetil-6-(piridin-2-ilamino)-2H-isoquinolin-1-ona;

* 5,8-Dimetil-6-(3-metoxi-piridin-2-ilamino)-isoquinolin-1-ona; y

* B,8-dimetil-6-(5-metil-piridin-2-ilamino)-isoquinolina.

La invencion describe asimismo un método de tratamiento terapéutico de un sujeto para una enfermedad genética
que resulta de al menos una mutacion que conlleva la apariciéon de un codén de terminacién precoz que comprende
la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién farmacéutica, tal como se ha descrito
anteriormente.

Por "cantidad terapéuticamente eficaz" se entiende una cantidad que permite inducir la inhibicién de NMD. El experto
en la materia sera capaz de determinar dicha cantidad terapéuticamente eficaz a la luz de sus conocimientos

generales y métodos descritos en los ejemplos.

Los compuestos podran ser administrados mediante cualquier método de administracién como, por ejemplo, por via
intramuscular, intravenosa, oral, etc.

Los ejemplos siguientes se dan a titulo de ilustracion y no limitan el alcance de la presente invencion.
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Ejemplos:
I-MATERIAL Y METODOS

I-1 Compuestos indoles
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Todos los compuestos indoles policiclicos utilizados se suspendieron en DMSO a 20 mg/ml, y después se
prepararon con una dilucion 5 mM en 10% DMSO (v/v).

Los compuestos ensayados se presentan en la tabla | siguiente:

Tabla |
Compuestos Férmula Nomenclatura
13 fuera de la rz/\-”“fia N-(5,6-Dimetil-5H-pirido[3',4":4,5]pirrolo[2,3-g]isoquinolin-10-
invencion L il)-N'-etil-propano-1,3-diamina

15 fuera de la
invencion

N'-(5,6-Dimetil-5H-pirido[3',4":4,5]pirrolo[2,3-g]isoquinoiin-10-
il)-N,N-dietil-propano-1,3-diamina

17 fuera de la
invencion

1-(3-Dietilamino-propilamino)-5-metil-6H-pirido[4,3-
b]carbazol-9-ol

29 fuera de la
invencion

10-Cloro-2,6-dimetil-2H-pirido[3',4":4,5]pirrolo[2,3-
glisoquinolina

35 fuera de la

1-(3-Dimetilamino-propilamino)-5-metil-6H-pirido[4,3-

invencion b]carbazol-9-ol
i
fuera de la NN N'-(5,6-Dimetil-5H-pirido[3',4":4,5]pirrolo[2,3-g]isoquinolin-10-
invencion 37 | il)-N,N-dimetil-propano-1,3-diamina
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Compuestos Férmula Nomenclatura
39 fuera de la N,N-Dietil-N'-(9-metoxi-5,6-dimetil-6H-pirido[4,3-b]carbazol-
invencién 1-il)-etano-1,2-diamina

67 fuera de la

6-Cloro-10-metil-11H-pirido[3',2":4,5]pirrolo[3,2-glisoquinolina

invencion = ,,_\\(
SA S~
N N
" \
70 invencién & 6-Cioro-5,10-dimetil-11H-pirido[3',2":4,5]pirrolo[3,2-
/=N glisoquinolina
<4> % \X\/>
NS V4
"
71 invencién 5,10-dimetil-11H-pirido[3',2":4,5]pirrolo[3,2-g]isoquinolina
=N
/4\ /== /)
A S~
i A
H
72 invencion 5,8-Dimetil-6-(piridin-2-ilamino)-2H-isoquinolin-1-ona

81 fuera de la
invencion

Allil-(9-metoxi-5,11-dimetil-6H-pirido[4,3-b]carbazol-1-il)-
amina

497 invencion

5,8-dimetil-6-(3-metoxi-piridin-2-ilamino)-isoquinolin-1-ona

= 0 N
i~ S
N
H C%B
500 invencion 5,8-dimetil-6-(5-metil-piridin-2-ilamino)-isoquinolina
= ! SN
N/ I}! Z
H

I-3 Sintesis de los compuestos segun la presente invencion

La sintesis de los compuestos 17, 35 y 39 se describe en la publicacién siguiente: RIVALLE et al., J. Med. Cem.

1983, 26, 181-185.

El compuesto 81 se obtiene mediante el mismo procedimiento general que los compuestos 17, 35 y 39, a partir del
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compuesto descrito como 8a en la publicacion y alilamina.
La sintesis de los compuestos 67, 70 y 71 se describe en RIVALLE et al., Tetrahedron 1981; 37, 2097-2103
La sintesis de los compuestos 13, 15 y 37 se describe en BISAGNI et al. Heterocicles 1988, 27, 1671-1678.

El compuesto 29 se obtiene mediante el procedimiento de sintesis siguiente: el compuesto descrito en la publicacion
de RIVALLE et al.,( J. Med. Cem. 1983, 26, 181-185) se pone en suspension en DMF. Se afiade un exceso de
yoduro de metilo (10 eq.). El medio de reaccion se calienta a 80°C durante 1h y después se enfria hasta temperatura
ambiente. Se afiade una soluciéon de N.CO3; 2M y el medio de reaccion se lleva a 80°C durante 18h. El producto se
extrae mediante diclorometano.

Los compuestos 72, 497 y 500 se obtienen mediante el procedimiento de sintesis siguiente:

La bromopiridina (1 equivalente) y la amina (1 equivalente) adecuadas se colocan en terc-butanol en presencia de 2
mol% de Pd(Oac) del 3,5 mol% de Xantphos y de 2,4 equivalentes de Cs>COs3. El medio de reaccion se lleva a 90°C
durante 48 horas y después se filtra sobre celita y se purifica sobre columna de silice ((C2Cl./ EtOH 95:5).

Para la sintesis del compuesto 72, se utilizan la 2-bromopiridina y la 6-amino-5,8-dimetil-2H-isoquinolin-1-ona como
amina. Esta amina esta descrita en DUCROCAQ et al. (Tetrahedron 1979, 35, 142).

Para la sintesis del compuesto 497 se utilizan la 2-bromo-3-metoxipiridina y la 6-amino-5,8-dimetil-2H-isoquinolin-1-
ona como amina.

Para la sintesis del compuesto 500, se utilizan la 2-bromo-5-metilpiridina y la 5,8-dimetil-isoquinolin-6-ilamina como
amina. Esta amina esta descrita en BALKAN et al. (Australian Journal of Chemistry 1969, 22, 2489).

I-3 Construcciones

Las construcciones B-globina Norm y Ter se han obtenido mediante amplificacion por PCR de las construcciones -
globina WT y NS39 (Thermann et al., 1998) utilizando el cebador sentido
5'GCAACCTCAAGCTTACACCATGGTGCACCTGAC3 (SEQ ID n® 1) y el cebador antisentido
5'’AGAAAGCAGATCTGCTTAGTGATACTTGTG3' (SEQ ID n° 2). Los fragmentos amplificados se han clonado en las
posiciones Hindlll/Bglll de un plasmido pRSVbgal modificado que comprende 24 sitios MS2 (Fusco et al., 2003).

I-4 Medicion NMD por RT-PCR

Las células HelLa se han cultivado en cajas de 60 mm en un medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medlum
GIBCO-BRL) suplementado con el 10% (v/v) de suero fetal de ternera a 37°C y 5% CO,. Las células (1 x 10°%) se
transfectaron entonces con 3ug de plasmidos ensayos pmCMV-GI (Norm o 39Ter)(Sun y al., 1998) o 3 ug de
plasmidos ensayos pmCMV-GPx1 (Norm o 46Ter)(Moriarti y al., 1998) y de 1 pg de plasmido de referencia phCMV-
MUP (Belgrader y Maquat, 1994) utilizando el kit LIPOFECTAMINA PLUS REAGENT (INVITROGEN) segun las
instrucciones del fabricante. Se trataron las células, 24 horas después de la transfeccién, durante 20 horas con 5 uM
de cada uno de los compuestos a ensayar o con DMSO 0,01% (v/v) como control. EI ARN se ha amplificado
utilizando TRI Reagent (SIGMA-ALDRIC) segun las instrucciones del fabricante, después se ha efectuado una
transcripcioén inversa de Ios ARNm GI, GPx1 y MUP antes de una amplificacién por PCR en presencia de nucleétido
dCTP radiomarcado al *?P. Las condiciones de PCR y el método de analisis se han descrito anteriormente (Ishigaki y
al., 2001). Los productos de PCR se han cuantificado sobre Tiphoon 9200 (Amersham Biosciences).

I-5 Ensayo de eficacia de traduccion

Las células HelLa se transfectaron con 2 pg de plasmido pFluc y 1 ug de plasmido pRluc. 24 horas después, de la
transfeccion, las células se incubaron en presencia de DMSO 0,01% (v/v), o de diferentes compuestos a ensayar (5
pM) durante 20 horas o de 100 pg/ml de C|cloheX|m|da durante 4 horas antes de recoger las células. La actividad
luciferasa se cuantificé sobre el equivalente de 2x10° células sobre un microLumat LB 96P (EG&G Bertold) utilizando
el kit Dual Glo Luciferasa (Promega) segun las instrucciones del fabricante. La actividad luciferasa se normalizé
después frente al nivel de ARNm Fluc y Rluc.

I-6 Actividad luciferasa para medir la integridad de la via de degradacion siRNA en presencia de los compuestos
inhibidores de NMD

Las células se cultivan en placas de 6 pocillos y se transfectan utilizando el kit Lipofectamina Plus reagent

(Invitrogen) con 50ng de ARN reportador RLperfect (Pillai y al., 2005), 200 ng de plasmido pG13 que codifica para la
'Firefili luciferasa’'y 4 ng de plasmido pTzU6. 24 horas después de la transfeccion, los compuestos a ensayar se
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afiadieron a los pocillos correspondientes. 48 horas después de la transfeccién, se midié la actividad luciferasa con
el kit Dual Glo Luciferasa (Promega) segun las instrucciones del fabricante.

I-7 Medicion del nivel de fosforilacion de FLAG-hUPF 1 por analisis del gel 2D

Se transfectaron unas células 293T (10°%) con 1ug de plasmido pFLAG-hUpf1 (Sun 'y al., 1998) utilizando el kit
Lipofectamina Plus Reagent (Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. Después de 12 horas, el suero se
retird6 del medio de cultivo durante 24 horas antes de afiadir 5 uM de compuestos a ensayar o, como control, de
DMSO al 10% (v/v) durante 3 horas a 37°C y el 5% de CO.. Entonces, se afiade el 10% de suero de nuevo durante
1 hora a 37°C y 5% el CO,. Las proteinas totales se purificaron con un tampén de lisis que comprende 8M urea, un
2% CAPS y 40mM Tris base. La migracién en la primera dimension se efectué segun el protocolo descrito por
AMERSHAM-BIOSCIENCES para la electroforesis en 2D con un pH Gradiente inmovilizado. Se utilizé la
Immobiline™ DriStrip pH 3-10 (18 cm) para separar las proteinas segun su punto isoeléctrico. Entonces, se efectuo la
segunda dimension cargando la primera dimension en un gel SDS-PAGE al 10%. Finalmente, las proteinas se
transfieren en una membrana de nitrocelulosa antes de su incubacién con un anticuerpo anti-FLAG (SIGMA-
ALDRIC) en TBS que contiene el 0,05% TWEEN durante una noche a 4°C, seguida de una incubacién con un
anticuerpo de cabra anti-raton conjugado con peroxidasa (PIERCE). Las proteinas se detectan entonces utilizando el
sustrato "SuperSignal West Femto Maximum Sensitiviti Substrate" (PIERCE).

I-8 Determinacion de la etapa de bloqueo de NMD
Este experimento se realiza como se ha descrito anteriormente (Hosoda et al., 2005).
[-9 Inmunofluorescencia, ensayo FISH y analisis de imagen

Unas células HeLa se han cultivado en laminas de vidrio de 12 mm en DMEM al 10% (v/v) FBS. Las células (10°) se
transfectaron de manera transitoria con 500 ng de plasmidos pGFP-GE1 (lu et al., 2005), pYFP-hSmg5, pYFP-
hSmg6, YFP-hSmg7 (Unterholzner y Izaurralde, 2004), pGFP-CCR4, pCFP-DCP1la (Cougot et al., 2004), pCl-neo-
FLAG-hUpf1 (Sun et al., 1998), pcDNA3-hUpf3a-FLAG, pcDNA3-hUpf3b-FLAG (Likke-Andersen et al., 2000),
pmCMV-GI (Norm o 39Ter) (Sun et al., 1998) o pmCMV-GPx1 (Norm o 46Ter) (Moriarti et al., 1998). 24 horas
después de la transfeccion, las células se tratan con 5uM de compuestos a ensayar o de DMSO al 0,001% (v/v)
como control. Después de 20 horas, las células se fijaron utilizando una solucién de formalina (SIGMA-ALDRIC)
durante 10 min. a temperatura ambiente y permeabilizadas con una solucién de etanol al 70% durante una noche a
4°C.

Para los ensayos de inmunofluorescencia, las células fijadas se incubaron con un anticuerpo de ratéon anti-FLAG
(SIGMA-ALDRIC) durante 2 horas a temperatura ambiente, se lavaron tres veces en PBS y después se incubaron
con un anticuerpo de raton conjugado con Cy3 o con FITC (JACKSON IMMUNORESEARC) durante una hora a
temperatura ambiente. Finalmente, las células se lavaron tres veces en PBS antes de ser incubadas en Hoecst (2
ng/ul) (SIGMA-ALDRIC) durante 2 minutos a temperatura ambiente.

Para los experimentos de FISH, las células fijadas se incubaron en un tampén de pre-hibridacién (ARNt 125 ug/ml,
ADN de arenque 500 pg/ml, BSA 1 mg/ml, dextran sulfato 0,1 g/ml, el 50% formamida, 2X tampén SSC) a 37°C
durante 1 hora en un incubador de cultivo de tejido. Después, las células fijadas se incuban durante la noche en un
incubador de cultivo de tejido con el tampdn de hibridacion (tampdn de prehibridacion con sondas marcadas con
Cy3), se lavan tres veces en un tampén 2X SSC a 37°C, tres veces en un tampoén 1X SSC a temperatura ambiente y
finalmente se incuban con Hoecst (2ng/ul) (SIGMA-ALDRIC) durante dos minutos a temperatura ambiente. La sonda
5'CGATCTGCGTTCTACGGTGGTS3' (SEQ ID n° 3) marcada con Cy3 en los extremos 5' y 3' se ha utilizado para
detectar los ARNm G1 Ter o GPX1 Ter.

Las células fijadas se observaron con un microscopio DMRA (Leica), un objetivo de aceite PL APO 63x (NA 1.32)
con unos filtros A4 (para hoecst), GFP y Y3 (para Cy3).

[-10 Inmunopurificacién y analisis por transferencia Western

La inmunopurificacion de hUPF1 y el analisis por transferencia Western se efectuaron segun un protocolo descrito
anteriormente (Lejeune y Maquat, 2004) utilizando un anticuerpo anti-hUPF1 (Ohnishi et al., 2003). Los analisis por
transferencia Western se realizaron utilizando una dilucion al 1/250 de anticuerpo de conejo anti-hUPF1, anti-
hSMGS5, anti-hSMG6 o anti-hSMG7 (Ohnishi et al., 2003), una dilucién al 1/1000 de anticuerpos de conejo anti-
hUPF3/3X (Ishigaki et al., 2001) o de anticuerpos de raton anti-TUBULIN (SIGMA-ALDRIC). Las proteinas se
detectaron utilizando el sustrato «SuperSignal West Pico Cemiluminescent Substrate» o «SuperSignal West Femto
Maximum Sensitiviti Substrate» (PIERCE).

[I-RESULTADOS
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[1-1 Identificacién de nuevos inhibidores de NMD:

Se han transfectado unas células Hela mediante dos plasmidos ensayos que codifican para los ARN de la 3-globina
(Gl) y de la glutationa peroxidasa 1 (GPx1), y que presentan un coddn de terminacion prematura (Ter) o no (Norm).
El ARNm Gl esta sujeto a un NMD asociado al nucleo en las células no eritroides (Termann et al., 1998; Zhang et al.,
1998) mientras que el ARNm GPx1 esta sujeto a un NMD citoplasmico (Moriarti et al., 1998). Ademas, un plasmido
de referencia que codifica para el ARNm de una proteina urinaria principal (MUP) también se ha introducido en las
células (Ishigaki et al., 2001).

24 horas después de la transfeccion, las células se incuban durante 20 horas con DMSO(-) como control, o con 5 uM
de los compuestos indoles presentes en la tabla |. Después de 20 horas, los ARN totales se purificaron finalmente y
se analizaron por RT-PCR.

Los resultados para los diferentes compuestos ensayados se resumen en la tabla II.

Tabla Il

Compuestos Estabilizacion del ARNm G1 Ter Estabilizacion del ARNm GPx1 Ter
13 - -
15 - -
17 - -
29 - -
35 - -
37 - -
39 - -
70 +++ ++
71 +++ ++
72 +++ ++
81 - -
497 +++ ++

500 +++ ++

Los resultados han mostrado que, entre los 30 compuestos ensayados, cinco de ellos permiten estabilizar tanto el
nivel de ARNm G1 Ter como de GPx1 Ter y esto de manera dosis dependiente. Este resultado se ha podido
confirmar mediante la técnica de RPA. Estos resultados permiten concluir que los compuestos 70, 71, 72, 497 y 500
constituyen unos inhibidores del NMD y esto tanto a nivel nuclear como citoplasmico. Cabe sefialar que el nivel de
inhibicién observado para estos compuestos era similar a los obtenidos con otros inhibidores de NMD tales como la
cicloheximida o la inactivacion por siRNA de la expresion de los genes que codifican para hDCP2 o hPARN (Ishigaki
et al., 2001; Lejeune et al., 2003) y que estos compuestos no mostraban ninguna toxicidad celular en las condiciones
experimentales (concentracion maxima ensayada de 125 uM).

A este nivel, la especificidad de los compuestos identificados se ha ensayado en diferentes sistemas (ausencia de
inhibicién del corte y empalme, ausencia de la inhibiciéon de la traduccién y ausencia de formacion de granulos de
estrés) y ha permitido poner en evidencia que estos compuestos constituyen nuevos inhibidores especificos de
NMD.

[1-2 Inhibicién del NMD secuencia arriba de hUPF1:

Con el objetivo de identificar el modo de inhibicion de los compuestos identificados, dichos compuestos se han
ensayado en un sistema que mimetiza el reclutamiento secuencial de los factores de NMD en un ARNm (Kim et al.,
2005; Likke-Andersen et al., 2000). Para ello, se han transfectado unas células con dos tipos de construcciones de
las cuales una codificaba para el ARNm de la Firefly Luciferasa (Fluc) mRNA que contiene 8 sitios de union para la
proteina MS2 sobre su 3'UTR, y la segunda codificaba bien para la proteina MS2, o bien para una de las proteinas
de fusion siguiente: MS2-hUPF1, MS2-hUPF2 o MS2-hUPF3X. Ademas, las células HelLa también se transfectaron
con una construccion que codifica para el ARNm de la Renilla Luiferasa (Rluc) a fin de normalizar el nivel de ARN
analizado.

Las células se incubaron después durante 20 horas con el compuesto 70 o DMSO (-) como control negativo. El nivel
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de los ARNm Rluc y Fluc se midié entonces como se ha descrito anteriormente (Hosoda et al., 2005). A titulo de
control, la expresién de cada una de las proteinas de fusion MS2 se ha determinado por transferencia Western.

Los resultados han mostrado que, en cada caso, el compuesto 70 no afectaba el nivel de expresion de las proteinas
de fusion MS2, el cual nunca era superior al nivel de expresion de las proteinas endégenas. Como se espera y en
presencia de DMSO, el nivel de expresion de los ARNm Fluc era inferior en las células que expresan una de las
proteinas de fusion MS2-hUPF fusion con respecto a las células que expresan Unicamente MS2. Sin embargo, los
resultados han revelado que el compuesto 70 interfiere con la degradacion inducida por MS2-hUPF2 o MS2-
hUPF3X, pero no tiene efecto sobre la degradacion inducida por MS2-hUPF1. Cabe sefalar que la relaciéon de los
ARNmM FLuc/RLuc y el nivel de inhibicién inducido por el compuesto 70 son muy similares a los observados en
respuesta a una inactivacion por siRNA de la expresion del gen que codifica para hCBP80 (Hosoda et al., 2005).

Finalmente, los resultados indican que la inhibicion del NMD por el compuesto 70 secuencia abajo del reclutamiento
de hUPF3X o de hUPF2 y secuencia abajo de las funciones de hUPF1.

[I-3 El compuesto 70 no previene la interaccion entre hUPF1 y hUPF3X:

Frente a los resultados anteriores, se ha considerado que el compuesto 70 podia prevenir el reclutamiento de
hUPF1 a EJC por medio de su interaccion con otras proteinas hUPF. Con ese objetivo, la proteina hUPF1 se ha
inmunoprecipitado a partir de extractos de células HeLa en condiciones que preservan la integridad de los mRNP
(Lejeune and Maquat, 2004).

El compuesto 70 o DMSO (-) se afadi6 a los cultivos de células 20 horas antes de la inmunoprecipitacion (IP). En la
medida en la que se ha demostrado que la proteina hUPF2 no era esencial en algunos casos de NMD (Gehring et
al., 2005), el analisis se focalizé en presencia de la proteina hUPF3X en cada inmunoprecipitacion. Como control de
especificidad, se ha demostrado la ausencia de proteina tubulina en cada una de las inmunoprecipitaciones y se ha
realizado una inmunoprecipitacion no especifica con suero de conejo normal en la que no se ha detectado ninguna
proteina.

Los resultados han mostrado que la proteina hUPF3X estaba presente en las inmunoprecipitaciones de hUPF1
incluso cuando las células estaban previamente incubadas con el compuesto 70.

En consecuencia, la interaccion entre hUPF1 y hUPF3X no es suprimida por el compuesto 70, lo que sugiere que
este compuesto no inhibe el reclutamiento de hUPF1 a EJC.

[I-4 El compuesto 70 estabiliza las formas hiperfosforiladas de hUPF1:

En la medida en la que hUPF1 requiere un ciclo de fosforilacion y de desfosforilacién durante el NMD (Ohnishi et al.,
2003), se ha ensayado el nivel de fosforilacion en respuesta a la presencia del compuesto 70. Para ese fin, el nivel
de fosforilacion de hUPF1 se ha detectado en células incubadas con el compuesto 70 o con DMSO (-) por un
analisis en gel 2D. En la medida en la que la fosforilacion de hUPF1 esta influenciada por el suero (Pal et al., 2001),
se han utilizado unas células 293T en lugar de HelLa debido a su capacidad para bloquear su division celular en la
misma etapa del ciclo celular en ausencia de suero. Las células se han transfectado por el vector de expresion pCl-
neo-FLAG-hUpfl (Sun et al., 1998), sincronizados en ausencia de suero 12 horas después de la transfeccion durante
24 horas. Finalmente, se ha afiadido DMSO o 5 um del compuesto 70 durante 3 horas antes de afiadir suero durante
una hora.

Los resultados han mostrado que, sin adicién de suero, la proteina FLAG-hUPF1 migra formando sélo un punto que
corresponde a la proteina no fosforilada (Pal et al., 2001). Después de la adicion de suero, se observa una
fosforilacion intermedia de la proteina FLAG-hUPF1 cuando las células se han incubado con DMSO vy la
estabilizacion de isoformas fosforiladas suplementarias de FLAG-hUPF1 cuando las células se han incubado con el
compuesto 70.

En consecuencia, el compuesto 70 permite por lo tanto estabilizar unas isoformas hiperfosforiladas de la proteina
hUPF1.

En la medida en la que se ha propuesto que la proteina hUPF1 se localizaria a nivel de los "P-bodies" cuando esta
hiperforforilada (Unterholzner y Izaurralde, 2004), se ha ensayado la localizacién celular de la proteina GLAF-hUPF1
en células HelLa en presencia y en ausencia del compuesto 70.

Los resultados muestran que la proteina hUPF1 exdgena esta distribuida de manera igual en el citoplasma cuando
las células se han incubado con DMSO, como se ha demostrado anteriormente para unas células no tratadas
(Mendell et al., 2002), salvo en experimentos de coexpresion con la proteina hSMG7, la cual induce el reclutamiento
de la proteina hUPF1 a nivel de los "P-bodies" (Unterholzner y Izaurralde, 2004). Sin embargo, y cuando las células
se han tratado previamente con el compuesto 70, se observan unas concentraciones citoplasmicas de FLAG-hUPF1
en unas estructuras que colocalizan con GFP-GE1, YFP-hSMG7 o CFP-hDCP1a, los cuales constituyen unos
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marcadores comunes de los "P-bodies".

En consecuencia, el compuesto 70 induce la acumulacion de las isoformas hiperfosforiladas de hUPF1 a nivel de los
"P-bodies", bien por la estimulacion de la fosforilacién, o bien por la inhibicién de la desfosforilacion.

A fin de determinar cual de estos dos mecanismos seria inducido por los compuestos identificados, se ha efectuado
un analisis complementario de los inmunoprecipitados de la proteina hUPF1 a partir de células HelLa incubadas o no
en presencia del compuesto 70.

En una primera fase, se ha efectuado el analisis de hUPF1 con su complejo de desfosforilacion. Los resultados han
mostrado que hSMG5, hSMG6 y hSMG7 pueden ser detectados en las células tratadas con el DMSO, pero que
hSMGS5 era, no obstante, indetectable cuando las células HelLa se incubaban previamente con el compuesto 70.

En consecuencia, los resultados muestran que el compuesto 70 desestabiliza la interaccion entre hUPF1 y hSMG5.
Finalmente, la presencia de hSMG1 y de hUPF3X en las inmunoprecipitaciones efectuadas sobre las células
incubadas o no con el compuesto 70 sugiere en gran medida que los compuestos identificados no tienen influencia
sobre la interaccion entre hUPF1 y su complejo de fosforilacion (figura 3A). Los resultados obtenidos abogan por el
hecho de que el estado de hiperfosforilacion de hUPF1 observado estaria relacionado con un defecto de
desfosforilacion, debido a la ausencia de interaccion entre hUPF1 y hSMG5, mas que para una activacion de la
fosforilacion. Esta conclusién esta finalmente en acuerdo con la identificacion de hSMG5 como componente esencial
para la desfosforilacion de hUPF1 (Ohnishi et al., 2003).

[I-5 hSMG5 esta excluido de los "P-bodies" en presencia del compuesto 70:

Se sabe que hSMG5 y hSMG7 estan localizados en el citoplasma y mas especificamente a nivel de los "P-bodies"
(Unterholzner y Izaurralde, 2004).

Se han transfectado unas células HelLa con los vectores de expresion que codifican para YFP-hSMGS5, YFP-hSMG6
o YFP-hSMG?7 (Unterholzner y Izaurralde, 2004) y CFP-hDCP1a como marcador de los "P-bodies". Después de 24
horas, las células se incubaron en presencia de DMSO o de 5 uM del compuesto 70.

Como se ha demostrado anteriormente, en ausencia de los inhibidores, YFP-hSMG5, YFP-hSMG6 e YFP-hSMG7
estan concentrados en los foci citoplasmicos (Fukuhara et al., 2005; Unterholzner y Izaurralde, 2004), foci que se
han identificado como principalmente unos "P-bodies" cuando CFP-DCP1a se utiliza como marcador de los "P-
bodies".

En presencia del compuesto 70, los foci citoplasmicos que contienen YFP-hSMG6 o YFP-hSMG7 colocalizan con el
marcador de los "P-bodies"” CFP-DCP1a. Sin embargo, hSMG5 no se observa ya en los foci citoplasmicos, pero
presenta una amplia distribucién citoplasmica en las células tratadas con el compuesto 70.

En la medida en la que se ha demostrado que el compuesto 70 inhibe el NMD e induce la concentracion de hUPF1
en los P-bodies, como se demuestra con la proteina hUPF1 exdgena o enddgena, se ha ensayado la localizacion de
las tres proteinas hSMG enddgenas a nivel del foci citoplasmico. Esta localizacion no se habia observado nunca
debido a una expresion demasiado baja de estas proteinas. Tratando las células con el compuesto 70, era previsible
obtener una estabilizacion de estos factores dentro de los P-bodies.

Los resultados han mostrado que las proteinas endégenas no son detectadas a nivel del foci citoplasmico para las
células tratadas con el DMSO. Por el contrario, y cuando las células se incuban con el compuesto 70, los resultados
muestran una concentracion de las proteinas hSMG6 y hSMG7 a nivel de los "P-bodies" mientras que hSMG5 no es
detectado a nivel de los foci citoplasmicos, lo que confirma los resultados obtenidos con las proteinas exdgenas.

Finalmente, los resultados muestran que el compuesto 70 modifica la localizacion celular de hSMG5 excluyendo los
"P-bodies". Esta observacion es consistente con la pérdida de interaccion entre UPF1 y SMG5 cuando las células
son incubadas con el compuesto 70.

[I-6 hUPF3 y hUPF3X localizan a nivel de los "P-bodies" cuando el NMD esta bloqueado por el compuesto 70

Ya que algunos factores del NMD, como hUPF1, hSMG5, hSMG6 o hSMG7 se localizan a nivel de los "P-bodies"
(Unterholzner y Izaurralde, 2004), se ha considerado que otros factores de NMD puedan pasar en los "P-bodies" de
manera transitoria al menos. Como el compuesto 70 bloquea el NMD a una etapa en la que hUPF1 esta confinado a
nivel de los "P-bodies", se ha ensayado la localizacion celular de hUPF3 y de hUPF3X en las células tratadas y no
tratadas. Se ha demostrado que estas dos proteinas son principalmente unas proteinas nucleares en las células no
tratadas (Serin et al., 2001).

Unas células Hela se transfectaron con unos vectores de expresion que codifican para hUPF3-FLAG o hUPF3X-
FLAG, y con uno de los marcadores de "P-bodies" siguiente: YFP-hSMG6, YFP-hSMG7, GFP-GE1 y CFP-hDCP1a.
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Las células se han tratado con DMSO o el compuesto 70 antes de realizar unos experimentos de
inmunofluorescencia. Como para las células no tratadas (Serin et al., 2001), hUPF3 o hUPF3X se localizan
esencialmente a nivel del nicleo cuando las células son incubadas con DMSO (-). Por el contrario, y después de la
incubacion de las células en presencia del compuesto 70, los resultados han mostrado una localizacién citoplasmica
de hUPF3 y de hUPF3X con acumulaciones en foci, que corresponde a unos "P-bodies".

[I-7 los ARNm que contienen PTC se acumulan en los "P-bodies" en presencia del compuesto 70:

En la medida en la que los factores del NMD se acumulan a nivel de los "P-bodies" en presencia del compuesto 70,
se ha estudiado la localizaciéon de los sustratos de NMD. En la levadura, en efecto, se ha puesto en evidencia
recientemente que cuando los factores de NMD se acumulaban en los "P-bodies", los ARNm que contienen unas
PTC se acumulaban también en los "P-bodies" cuando el NMD estaba bloqueado (Shet and Parker, 2006).

Unas células Hela se transfectaron con los vectores pmCMV-GI Ter o pmCMV-GPx1 Ter, y la localizaciéon de los
ARNm resultante se analizé con los marcadores de "P-bodies" siguientes: GFP-GE1, YFP-hSMG6, YFP-hSMG7,
CFP-hDCP1a, GFP-hCCR4, FLAG-hUPF1, hUPF3-FLAG y hUPF3X-FLAG.

Los resultados han mostrado que en ausencia de inhibidores, no se ha podido detectar ningin ARNm que contiene
PTC, probablemente debido a su degradacion rapida por el NMD. Por el contrario, y después del tratamiento con el
compuesto 70, los ARNm que contienen unos PTC son estabilizados y detectados esencialmente a nivel de
agregados citoplasmicos que co-localizan con cada una de las proteinas de fusién de hUPF ensayadas.

Finalmente, los resultados han mostrado que los ARNm que contienen unas PTC estaban presentes en los "P-
bodies" o adyacentes a estos ultimos cuando el NMD estaba inhibido por el compuesto 70.

La acumulacién de los ARNm que contienen unos PTC a nivel de los "P-bodies" cuando el NMD esta bloqueado en
unas células de mamifero también se ha confirmado mediante un enfoque mas resolutivo. En este ultimo, los ARNm
estan marcados con 24 repeticiones MS2, lo que permite la detecciéon de moléculas de ARNm Unicas por hibridaciéon
in situ (Fusco et al., 2003).

Los resultados han mostrado que, en las células control, los ARN que contienen unas PTC son detectados
esencialmente a nivel del nucleo, y las moléculas citoplasmicas detectadas no se acumulan a nivel de los "P-bodies".
Cuando el NMD esta inhibido por el compuesto 70, los resultados han mostrado una acumulacién de los ARNm que
contienen unos PTC a nivel del citoplasma y, mas especificamente, en unas estructuras que co-localizan con los "P-
bodies".

En consecuencia, estos resultados confirman que los ARNm sujetos a NMD se acumulan a nivel de los "P-bodies"
cuando la degradacion esta inhibida, y esta conclusion no parece ser especifica de las células.

Finalmente, los resultados han mostrado que no se detecta ningin ARNm salvaje en los "P-bodies" después de la
incubaciéon con el compuesto 70, lo que confirma una funcién de inhibidor especifica de NMD de los compuestos
identificados mas que una funcién general de inhibicion de la degradacion de los ARNm.

[1-8 Estabilizacion de ARNm de distrofina que presenta un codén de terminacién prematura:

El gen de la distriofina esta compuesto de 79 exones, de los cuales los exones 70 a 79 codifican para una parte de
la proteina que no es esencial para la funcién de esta proteina en el musculo.

Entre los pacientes que padecen distrofia muscular de Duchenne (DMD), existen unos pacientes que llevan una
mutacién no sentido en uno de los exones 70 a 79. Por lo tanto, estos pacientes no expresan la proteina distrofina
debido a la degradacion del ARNm por el NMD, y esto aunque la proteina truncada sea funcional. En consecuencia,
una inhibicién de NMD en estos pacientes permitiria sintetizar esta proteina truncada pero funcional.

Se han utilizado dos lineas celulares procedentes de pacientes que padecen DMD debido, respectivamente, a una
retencion del intron 70 que aporta un codon de terminacion y de una delecion de los exones 75 a 76 que provoca un
desplazamiento del marco de lectura y, por lo tanto, la aparicion de un codén de terminacion precoz que activa el
NMD sobre este ARNm.

Estas dos lineas celulares se han tratado durante 48 horas con el compuesto 70, 71 o 72, o en presencia de DMSO.
Los ARN se extrajeron después y se realizé una RT-PCR en condicién cuantitativa.

Los resultados han mostrado una estabilizaciéon del ARNm distrofina de un factor 4 aproximadamente, tras el
tratamiento con los compuestos 70, 71 o0 72.

[1-9 Inhibicién de NMD in vivo:
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Se han utilizado dos modelos murinos para el mecanismo de NMD para estudiar el efecto in vivo del compuesto 70.
El primer modelo se denomina ratéon mdx. Estos ratones llevan una mutacion no sentido en el exén 23 del gen de la
distrofina. Este coddn no sentido induce la degradacion del ARNm distrofina por el NMD. Estos ratones han recibido
en el musculo una inyeccién de DMSO (50 (ul), 20, 200 o 2000 nmoles de compuesto 70. Después de 6, 24 y 32
horas, se han sacrificado unos ratones, el musculo inyectado se extrajo a fin de extraer los ARN y las proteinas. Los
resultados preliminares muestran una estabilizacion del ARNm distrofina en los ratones inyectados por el compuesto
70 y no en los ratones inyectados por el DMSO. Ademas, la proteina distrofina truncada es ella misma detectada en
estos ratones inyectados por el compuesto 70 y no en los ratones que han recibido el DMSO.

El segundo modelo murino que ha sido utilizado se define por la presencia de una mutacién no sentido en el exén 3
del gen p del receptor a los opiaceos (MOR). Este codén de terminacion activa el NMD sobre este ARNm MOR. El
gen MOR esta expresado solo en el sistema nervioso central que hace de este modelo una herramienta muy
interesante a fin de estudiar la posibilidad, para un compuesto quimico, de atravesar la barrera hemato-encefalica.
Se ha seguido el mismo procedimiento que para los ratones mdx, salvo que la inyecciéon se realiza por via
subcutanea a nivel del cuello de los ratones y el cerebro se ha extraido en las diferentes fases del experimento. De
nuevo, los primeros resultados muestran una estabilizacion del ARNm MOR en los ratones inyectados por el
compuesto 70 y no en los ratones inyectados s6lo con DMSO. El analisis por transferencia Western de la proteina
MOR muestran la presencia de la proteina truncada en estos mismos ratones inyectados por el compuesto 70 y no
en los ratones que han recibido s6lo DMSO. Estos resultados muestran que el compuesto 70 es activo in vivo y que
puede atravesar la barrera hemato-encefalica, lo que hace de este compuesto un potencial agente terapéutico para
unas enfermedades que afectan al sistema nervioso central y relacionadas con el NMD.

[ll- Discusion

Este estudio ha permitido poner en evidencia la capacidad de inhibicion de NMD de derivados indoles. Estos
compuestos actuan impidiendo la interaccion entre hUPF1 y hSMGS5, lo que llega a la exclusion de hSMG5 de los p-
bodies y a la estabilizacion de las formas hiperfosforiladas de hUPF1.

Finalmente, los resultados han permitido poner en evidencia que estos derivados indoles son capaces de inhibir el
NMD in vivo y pasar la barrera hematoencefalica, lo que hace de ellos buenos candidatos en el tratamiento de
numerosas patologias asociadas a NMD.

Estos compuestos, ademas, resultan ser excelentes herramientas para estudiar el mecanismo de NMD por un
enfoque que jamas ha sido posible debido a la falta de herramienta para inhibir especificamente este proceso. Por lo
tanto, es perfectamente concebible una ventaja para los laboratorios que trabajan sobre este mecanismo de NMD.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto derivado de indol que corresponde a la férmula Il siguiente:

R
- rg R10/R6
i N
P a
RS R7 Férmula Il
en la que:

- X representa N o el anhidro base N*RS,

en el que R8 representa un atomo de hidrégeno, un grupo hidroxilo o alquilo o metoxi eventualmente sustituido con
un grupo fenilo, preferentemente R8 representa un atomo de hidrégeno,

- R2, R3 y R4 representan independientemente, un atomo de hidrégeno o un atomo de halégeno o un grupo alquilo
de C1-C4,

- R5 representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo, saturado o insaturado,

- R6 representa un grupo alquilo de C1-C3, preferentemente un grupo metilo o etilo y de manera particularmente
preferida R6 representa un grupo metilo,

- R7 representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de C1-C3,
- R9y R10 representan independientemente un atomo de hidrégeno, un grupo R11, OR11 o SR11,

en los que R11 representa un atomo de hidrogeno, un atomo de oxigeno, un grupo alquilo de C1-C3 saturado o
insaturado, que puede contener uno o varios atomos de azufre, de oxigeno o de nitrégeno;

- A representa un anillo en la posicién a y que corresponde a
R1
N
I P

en la que:

- R1 representa un atomo de hidrégeno, de oxigeno o de halégeno o un grupo alquilo o amina lineal o ramificado y/o
insaturado,

- R13 representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de C1-C4, y/o unas sales farmacéuticamente aceptables
de dichos compuestos.

2. Un compuesto derivado de indol segun la reivindicacion 1, de formula la siguiente

R3 R6
R2 } N
a
R4 X/ N B A
F[QS R7
Férmula la

en la que R2, R3, R4, R5, R6, R6, X y el anillo A son tales como se han definido en la reivindicacion 1.

3. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que R2, R3 y R4
representan indepenientemente los unos de los otros un atomo de hidrégeno o un atomo de halégeno.
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4. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que R5 representa un grupo
metilo, etilo, propilo o butilo y, preferentemente R5 representa un atomo de hidrégeno.

5. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que R7 representa un grupo
metilo o etilo y preferentemente R7 representa un grupo metilo.

6. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que R1 es un atomo de
hidrégeno, de oxigeno o de halégeno.

7. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que A se selecciona del
grupo que comprende

Cl O

SN SN N

s o o

O o

8. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el compuesto se
selecciona del grupo que comprende:
- 5,8-Dimetil-6-(piridin-2-ilamino)-2H-isoquinolin-1-ona;
- 5,8-Dimetil-6-(3-metoxi-piridin-2-ilamino)-isoquinolin-1-ona; y

- 5,8-dimetil-6-(5-metil-piridin-2-ilamino)-isoquinolina, y preferentemente dicho compuesto es la 5,8-dimetil-6-(3-
metoxi-piridin-2-ilamino)-2H-isoquinolin-1-ona;

9. Composiciéon farmacéutica que comprende al menos un derivado de indol tal como se ha definido en cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 8, eventualmente un soporte farmacéuticamente aceptable.

10. Compuesto derivado de indol que corresponde a la férmula Il siguiente:

R
- rg R10/R6
i N
P a
R5 R7
Foérmula Il

en la que:
- Xrepresenta N, CR8 o el anhidro base N*RS,

en el que R8 representa un atomo de hidréogeno, un grupo hidroxilo o alquilo o metoxi eventualmente sustituido con
un grupo fenilo, preferentemente R8 representa un atomo de hidrégeno,

- R2, R3 y R4 representan independientemente, un atomo de hidrégeno o un atomo de halégeno o un grupo alquilo
de C1-C4,

- R5 representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo, saturado o insaturado,

- R6 representa un grupo alquilo de C1-C3, preferentemente un grupo metilo o etilo y de manera particularmente
preferida R6 representa un grupo metilo,

- R7 representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de C1-C3,

- R9 y R10 representan juntos un enlace carbono o representan independientemente un atomo de hidrégeno, un
grupo R11, OR11 o0 SR11,

en los que R11 representa un atomo de hidrogeno, un atomo de oxigeno, un grupo alquilo de C1-C3 saturado o
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insaturado, que puede contener uno o varios atomos de azufre, de oxigeno o de nitrégeno;
- A representa un anillo en la posicién a y que corresponde a
R
N
I i

en la que:

- R1 representa un atomo de hidrégeno, de oxigeno o de halégeno o un grupo alquilo o amina lineal o ramificado y/o
insaturado,

- R13 representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo de C1-C4, y/o unas sales farmacéuticamente aceptables
de dichos compuestos,

para su utilizacién para tratar, en un sujeto, una enfermedad genética seleccionada del grupo que comprende la -
talasemia, el sindrome de Marfan, la distrofia muscular de Duchenne (DMD), la distrofia muscular de Becker (BMD),
la enfermedad de Ullrich, el sindrome de Hurler y la fibrosis quistica (CF).

11. Utilizacion de un compuesto segun la reivindicacion 10, caracterizada por que dicho compuesto se selecciona
del grupo que comprende:

- 6-Cloro-5,10-dimetil-11H-pirido[3',2":4,5]pirrolo[3,2-g]isoquinolina;
- 5,10-dimetil-11H-pirido[3',2":4,5]pirrolo[3,2-glisoquinolina;

- 5,8-Dimetil-6-(piridin-2-ilamino)-2H-isoquinolin-1-ona;

- 5,8-dimetil-6-(3-metoxi-piridin-2-ilamino)-isoquinolin-1-ona; y

- 5,8-dimetil-6(5-metil-piridin-2-ilamino)-isoquinolina.
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