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Formute (I

(57) Abstract : The invention relates to a compound of formula (I): where X and R are defined in claim i, or a drug or pharmaceuti -
cal composition comprising such a compound of formula (I) or any pharmaceutically acceptable hydrates, salts or solvates thereof, in
the form of a pure isomer or a mixture of isomers in any proportion, for the use thereof in treating intestinal cancer or intestinal in-
flammation.

(57) Abrégé : L'invention concerne un composé de formule (I): dans laquelle X et R sont définis a la revendication i, ou médicament
ou composition pharmaceutique comprenant un tel composé de formule (I) ou un de ses hydrates, sels ou solvats pharmaceutlque -
ment acceptables, sous la forme d'un isomére pur ou d'un mélange d'isomeéres en toutes proportions, pour leur utilisation dans le trai-
tement d'un cancer intestinal ou d'une inflammation intestinale.
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1-Acétyl, 2-acyiglycérophosphocholines, pour s traitement d'une
inflammation ou d'un cancer intestinal

La présente imnvention concerne une nouvelle utilisation thérapeutique
de 1-acdiyl 2-acvialvodrophosphocholines spécifiques connues.

Les maladies inflammaloires intestinales e les cancers intestinaux
touchent une grande partie de la population. A tire d'exemples de composes
connus pour leurs applications Intestinales anti-inflammatoires effou anth-
tumorales, on peut citer, notamment, aspivine 3 failbles doses {ce dernler
étant hémorragique & fortes doses), Pacide S-amino-salicyliqus {(dérivé de
Faspirine) et les corticoldes qui agissent selon des mécanismes d'action
différents. Seule faspiring inhibe la owdlooxygdnase I {COX 1T également
normde COX-2) en acétylant le site aclif, ce qui empéche Paccés de Vadide
arachidonique, done la production de prostaglandines pro-inflammatoires.
Par allleurs, Vadide S-amino-salicylicue inhibe g chimiotactisme  des
leucocvtes et a synthése de Finterleukine-8. Les corticoides, guant & au,
inhibert Pinflammation v une réguiation ndgative de la transription des
oviokines pro-inflammatoires, Laction des corticoides se situe en amont, et
sont done susceptibles deffels secondaires, notemment sur fe systéme
fmmunitaire,

Un des obiectifs de Pinvention est de fournlr une alternative aux
traftements d8id proposés pour fes maladies inflammatoires intestinales et
les cancers intestinaux qui ne présenterall pas, notamment, les risgues
deffets secondaires sur e systéme  mmunilaire que présentent les
corticoldes.

Dans le cadre de linvention, les inventeurs ont mis en évidence, de
facon totalement  inettendue, gue & 1-acdtyl-2-docosshexagnoyl-
glvesrophosphocholine {AcebDoPC), et plus genéralement qu'un composé de
formute {1} :
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Formule {1
dans laguelie ;
- X représente O, S ou NH, st
- B représenie un acyle gras inssturd comprenant au moins une doubls
Halson carbone-carbone, de préférence au moins deux doubles liaisons
carbone-carbone ;
ou unt de ses hydrates, sels ou solvats pharmaceutiquement acceptables,
sous 12 forme d'un isomére pur ou dun mélange disomeéres en toutes
proportions,
pourrait Stre ultilisé pour lutter etfou prévenir une inflammation intestinale ou
un cancer intestinal. A fitre dsxemple dinflammation intestinale, on peut
citer les maladiss inflammatoires intestinales chroniques, dont les colites
ulcarsuses et ia maladie de Crohn, les diverticuioses coliques,...,

De tels composds étalent connus dans Vart antériewr et notamment
dicrits dans les demandes WO 20137037882 ot WO 94/12170, mais pour des
applications thérapeutiques toute autre, notamment pour une activitd d'ant-
agrégation plaguettaire, et en particulier pour leur effet contre 183 maladies
cardiovasculaires, v compris athdrosciérose et contre fes insuffisances ou
deficiences en acides gras essentiels, en particulier dans le carveau, ou pour
une activité modulant ou inhibant Vactivite du PAF.

Dans le cadre de {invention, 1es inventaurs ont mis en évidence que les
composés de formule {1}, ou un de lsurs hydrates, sels pharmaceutiquement

acceptables ou solvats pharmaceutiquement acceptables, sous la forme d'un
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isom@re pur ou d'un mélange disomeres en toutes proportions, pouvaient
étre utilisés, en fant que madicament ou agent actif, pour & traltemeant d'une
inflammation intestinale ou d'un cancer intestinal,

Dans la définition des composss utifises dans le cadre de linvention, les
termes utilisés ont les significations classiques reprises cl-aprés,

Par «isomére», on entend aussi bien un isomére optigus, quun
isomérs géomélrique. Dans la sulte de 13 description, pour des questions de
simplicitd, on nommera composé de formule {1}, un composé de formule {0}
qull soft sous lo forme dun isoméns pur ou d'un mélange disoméres en
toutes proportions, & moins Uil n'sn soft spécifié autrement notamment
dans la définition du groupe acvle gras. S besoin, les composés de formule
{1} sont isolds sous forme disomdres purs ou sous une forme enrichie en un
isomere par les techniques classiques de séparation : on pourra utiliser, par
exemple des recristallisations fractionndes, les techniques classigues de
chromatographies.

Par « solvats », on entend une forme du composd associé & une ou
plusieurs molécules de sobvant, notamment utilisd lors de sa synthése ou lors
de sa purification, sans pour autant 8tre en solution dans ce dermfer. Le
solvant en question sera pharmaceutiquement acceptable.

Les sels des composSs de formule {13 selon la présente invention
comprannent Coux aver des adides ou des bases, en fonclion des
substituants  présents. On pawt citer les  sels  pharmaceutiguement
acceptables, tels gue des sels de sodium, de potassium, de calcium,

Par « hydrates », on entend un compose sous forme hydratés, On peut
citer, 3 tire dexemple, les semi-hydrates, monohydrates et polyhydrates.

Par « acyle gras », on entend un acyle corrsspordant & un acide gras,
Cest-d-dire & un acide carboxylique avant une chaine aliphatique lindaire,
non-ramifide, qut dans g définition des composés de formule (1) est
insaturés. Uacyle gras dans fa formule (I} peut, en particulier, comprendre
de 4 3 28 atomes de carbone, en particulier de 12 3 28 atomes de carbone,
de préférence de 16 3 26 atomes de carbone, et préférenticlioment de 18 3
24 atomes de carbone.
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Par « acyle gras insaturé v, on entend un acyle gras comprenant au
moins 1 double ligison carbone-carbone non conjuguéss. Par « acyie gras
polyinsaturd », on entend un acyle gras comprenant au moins 2 doubles
Haisons carbone-carbone non conjugudes, en particulisr au moins 2 doubles
fiaisons carbone-carbone séparées par un atome de carbone, b plus
particulidgrement dans leguel toutes les doubles Haisons sont sépardes par un
atome de corbone. Tout particuligrement, un acyle gras polyinsaturs
comprend au moins 3 doubles liaisons carbone-carbone,

Par « acyle gras diégne ou triéne conjugué », on entend un atyle gras
comprenant, sn particulier

- dans e cas des dignes, 2 doubles lalsons carhone-carbone
corjugudes qui ort une configuration EE, EZ, ZE ou 22 ou

- dans e cas des friénes, 3 doublss lalsons carbone-carbone
conjugudes qul ont une configuration EZE, EEZ, ZEE, ZZE, ZE2, EZZ, EEE ou

EZ2Z; en particulier, Vacyle gras peut comprendre la structure ~-CH{OR -
CH=CH-CH=CH-CH=CH-CH{OR, }-, dans laquetlie

* les doubles Hialsons ont une configuration BZE, EEZ, ZEE, Z2E,
Z2EZ, EZZ, EEE ou 222, en particulier EZE, &t

* Q. et Ry représentent, indépendamment fun de Pautre, H ou
un groups alikvle comprenant de 1 3 3 atomes de carbone.

Ssfon un mode de réalisation particulier, Pacyle gras insaturé présent
dans la formule {1} des composés ulilisés dans le cadre de Pinvention,
comprend au moins rols doubles lisisons carbone-carbone qui peuvent &tre
coniugudes, tout particulidrement Vacyle gras comprend 3 doubles Haisons
carbone-carbong avant ung configuration EZE.

Selon un autre mode de réalisation particulier, Pacide gras insaturé
présent dans la formule {1} des composes utilisdés dans le cadre de
Pinvention, comprand au moins deux, en particulier au moins trols, doubles
Haisons carbone-carbong qul sont sépardes par un atome de carbone. En
particulier, Yacyle gras insaturé correspond a la chaing acvle diun acide gras
n-3 {également nommeé omega 3} ou n-6 {dgalement nomme omega 6). Tout

particuligrement, Vaovle gras sst cholst parmi les acyles correspordant au
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DHA {acide docosahexadnoigue), EPA {acide esicosapentagénoique), DPA
{acide docosapentaénolque), ARA (acide arachidonique), LNA {acide aipha-
inolénigue) ou LA {acide linoléique).

Dans la formule {I), R est, de préférence, cholst parmi :

* les dignes ou tridnes conjugués, notamment choist parmi les dignes
EE, 77, ZE et EZ, e dignes 22 étant préféres, et les tndnes EZE, EEZ, ZEE,
ZZE, FEZ, EZZ, BEE o 277, les tridnes BZE et 227 &tant préférss,

* gs acyles gras polvinsaturés comprenant 2, 3, 4, 5 ou & doubles
liaisons carbone~carbone sépardes par un alome de carhong, en particufier
dans lesquels les doubles lisisons carbone~carbone sont toutes de
configuration Z, et plus particuligrement Pacyle gras correspondant 3 un
acide gras n-3 ou n-b,

* lours devives, e leurs métabolites ;

et particulier, R représente un acvle gres triene EZE conjugué ou
correspond & un acyle gras -3 ou n-6, en particulier correspond & la partie
acyle du DHA, aussi appelé acde docosshexadnoique, & la partie acvle de
VEPA, ausst appeld acide eicosapentadénoiue, 3 Iz partie acyle du DPA, ausst
appeld acdide docosapertadnoique, 3 la parlie acyle de PARA, aussi appelé
acikde arachidonigus, & la partie acyle du LNA, ausst appeld acide alpha-
Hnoldniaue, ou & 1a partie aoyle du LA, aussi appelé acide inokéique,

Par « gdérives » dun composé, on entend ledit composse substitug, en
particulier par au moins un substituant cholsi parmi les halogénes (chiors,
brome, lode ou fluory, les groupes atkyle, en particulier les groupes alkyle en
Ci-Croe f8s groupes aryle, en particulier les groupss aryle en G-l les
atkyléthers, les arvidgthers, les alkylamines, les arylamines, les alkylthinéthers,
les aryithiogthers, les atkylesters, les andesters, les alkylamides et les
arylamides,

Par « alkyle », on entend une chalne hydrocarbonée, saturés, lindaire
ou ramifide, A titre d'exemple de groupe alkyle comprenant de 1 a & atomes
de carbone, nowmmeés (-G, on peut cter, notamment, les groupes méthyle,
sthyle, npropyle, Sopropyle, nbutvle, fertbutyle, secbutyle, n-pentyle, n-
hexyle,
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Par « aryle », on entend un carbocycles mono-, b~ ou polyoyclique,
comportant de préférence de & 3 12 atomes de carbone, comprenant au
moins un groupe aromatique, par exemple, un groupe phényle, cinnamyle ou
naphtyle. Le phényle est le groupe aryle particulierement préférs,

Par « métabolite ¥, on entend un compose provenant du métabolisme,
dans ie corps d'un animal ou d'un ére humain, ou au niveau cellulaire, de
Pacide gras insaturé correspondant & un acyle gras insaturd el que déorit
dans le cadre de invention, ou d'un de ses dérivés,

Tout particulisrement, Ie composé de formule {1} utilisd dans e cade
de  Vinvention  sst PAceDoPC ou l-acébyi-2-docosazhexadnoyh
givedrophosphocholing, correspandant 3 la formule (1) dans laquelle X = (,
R ast Facyle de Pacide docosahexadnoique,

Les composés de formule (1) pourront &tre prépards selon la méthode
decrite dans fa demands WO $4/12170, ou selon e procédd déoit dams la
demands WO 2008/068413 ou des méthodes qui en dérivent.

La présente invention a pour objet les composés de formule (I tels que
definis dans e cadre de linwvendion, ainst gue lews sels, solvals
pharmaceutiguement accepiables el hydrates, pour lewr ubilisation en tant

que médicament pour fe traftement d'une inflammation intestinale ou dun
carcer intestinal. En particulior, de tels médicaments ou compositions sont
destinés au traitement de 'Stre humain.

Le terme  «traftement» désigne toute mesure  thérapeutiqus,
prophylactique, curative ou suppressive d'une maladie, affection ou désordre
conduisant & un effet clinique souhaitable ou & tout offet béndfigue, Incluant
notamment i3 suppression ou ia diminution Jun ou plusieurs symptdmes, la
régrassion, le ralentissement ou la cessation de fa progression de iz maladie
ou du désordre qul v est assotié.

D par leur activits, les composes de formule {1} tels que définis dans le
cadre de linvention, ainsi que lewrs sels, solvats pharmacsutiquement
acceptahles et hydrates, psuvent &tre ulilisds powr I3 fabrication diun
meédicament, destings a trafter une inflammation intestinale cu un cancer
intestinal.
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Linvention concerne €galement les méthodss de traftement dune
inflammation Indestinale ou d'un cancer intestinal dans lesquelles une
guantité efficacs, et en particulier theérapeuticuement sfficace, d'un composé
de formule {1} tel que définl dans le cadre de Minvention, ou d'un de ses sels
pharmaceutiquement acceptables, solvats ou hydrates, est administré a un
patient humain ou animal nécessitant un tel traitement,

Les composss de formule (1) ne sont pas cviotoxiques. De pay lewr
activitd, les composss de formule {1} tels gue définis dans le cadre de
Vinvention, ainst gue leurs sels, solvals pharmaceutiquement acceptabies et
hydrates, peuvent 8tre utilisds powr la falwication d'un médicament desting a
fraiter ung inflarmmation intestinale ou un cancer intestinal,

Les compositions pharmaceutiques et medicaments, pour feur utilisation
dans ie fraitement dune inflammation intestinale ou d'un cancer intestinal,
compranant un composd de formule (1) tel qus définl dans le cadre de
Vinvention, ou un de ses sels, solvats pharmacsutiquement acceptables ou
hydrates, en association aved au moins un excipient pharmaceutiquement
acceptable, font également partie intégrante de invention. Dans de telles
compositions, e compose de formule (1) tel que défind dans le cadre de
Firnvartion, ou un de ses solvats ou sels pharmaceutiqusment acceptables ou
hydrates est présent en guantits thérapsutiquement efficace.

En particufier, le composé de formule {1 ou un de ses solvals ou sals
pharmacsutiquement acceptables ou hydrates est {a substance acthve de o
composition pharmaceutique ou du médicament, Cest-a-dire I3 substance
gtilisée  pour obtenir Pactivitd  thérapeutigue ou  prophylactigus  swr
Vinflammation intestinale ou le cancer intestinal concerng.

Par « guantité efficace », on désigne toute gquantitd dune composition
qui parmet d'éviter Vapparition d'un ou plusieurs signes de Vaffection que fon
souhaite prévenir (dans le cas d'un traltement prophylactigue) ou améliore
un ou plusiewrs des paramétres caractéristiques de 'affection traitée {dans le
cas d'un traftement curalif),
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Par « quantité thérapsutiquement efficace », on désigne toule quantite
dune composition qul améliore un ou  plusieurs des  paramélres
caractéristinues de Faffection traitée.

Afin d'oblenir Veffet souhaitd, e composs selon Pinvention sera présent
dans la composition ou le médicament & une dose efficace, e en particulier
thérapeutiguement efficace. La dose de prindips actif varie, par exemple,
antre un nanogramme s un dikieme de gramme par kg de poids du corps du
patient augual elie est administrée, &t par four.

{e telles compositions pharmaceutiques administrabies aux animaux &t
en particufier & homme, contiennernt une dose sfficace d'un composé de
formute {1}, ou dun sal, dun solval ou d'un hydrate pharmaceutiguement
acceptable de celul-gl, ef un ou des exciplents convenables selon notamment
la Pharmacopde Européenne 777 &dition. Les excipients présents dans les
compositions pharmaceutigues selon Vinvention sont cholsis selon la forme
pharmaceutigue et le mods  dadministration  souhaités. Dans  les
compositions pharmaceutiques de la présente invention pour Vadministration
grale, sublinguale, sous-cutands,  Intramusculalre,  intraveinsuse,
intrapéritoncale,  intraceriilage, lopique, inftratrachéale, intranasale,
transdermioue, rectale ou intracculalre, les principss actifs de formule {13, ou
lors sobvals ou sels pharmaceutiguement  acceptables ou  hydrates
Sventusls, peuvent 8tre administrés sous forme unitalre dadministration, en
mélange avec des supports pharmaceutiques classiques, aux animaux et aux
Stres humains pour le traitement du cancer intestingl ou de Vinflammation
intestinale  ciblée. les formes uniaires dadministration approprides
comprermment les formes par vole orale, telles que les comprimés, les gelules,
fes poudres, les granules et les solutions ou suspensions orales, les formes
dadministration sublinguale, buccale, intra trachéale, intra nasale, les formes
Jadministration  sous-cutands,  Wntramusculaire, Intra  cartilage  ou
intraveineuse et les formes dadministration rectale, Pour application
topique, on peut utiliser les composés selon Vinvention dans des crémss,
pormmades, patches ou lotions.
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La composition ou le médicament peut comprendre oubre le compose
de formule (1), dventueliement un autre prindpe actif, au moins un exciplent
atfou un support pharmacautiquement acceptable, en particulier de Peau, En
particulier, la compaosition ou le médicament comprend un ou des excipients
nermettant d'obtentr la formulation sous i forme souhaités, par exemple de
gélule, de gramue, de comprimé, de gel, de suppositoire, de solution, de
suspension, démuision, de oréme ..

En particulier, 18 composition, le médicament, Futifisation ou la méthode
selon Pinvention peut impliguer une administration parentérale, en particulier
par vole intraveineuse ou Intrapéritonéale, une adminisiration orale et done
les compositions pharmaceutiques et médicaments adaptés & un tal mode
dadministration sont préférés.

Lorsaus Fon prépare une composition solide sous forme de comprimas,
on mélange Vingrédient actif principal aver un vehicule pharmaceutique, tel
gue la gdlating, lamidon, le lactose, le stéarate de magnésium, le talg, I3
gomme arabique ou analoguss, Un peut enrcber les comprimés de
saccharose, dun dérivd cellulosique, ou daulres matidres approprides ou
SRICOMS, On peut B tralter de telle sorte gquils alent une activité prolongse ou
retardée et quitls Hibérent d'une fagon continue une guantité prédéterminds
de principe actif,

On chilent une préparation en gélules en mélangeant Fingrédient actf
avec un diluant st en versant le mélange obtenu dans des gélules molles ou
dures,

Les compositions pharmacsutiquss confenart un composé de formule
{13, ou un de ses sels ou solvals pharmaceutiguement acceptables ou
hydrates, peuvent ausst se présenter sous forme Hquide, par exemple, des
solutions, des émulsions, des suspensions ou des sirops. Les supports
liquides approprids peuvent &tre, par exemple, Veau, les solvants organiques
tels que le glivcérol ou les glyeols, de méme que leurs mélanges, dans des
proportions variées, dans l'sau.

Line préparation sous forme de sivop ou d'8ibdr ou pour Padministration

sous forme de gouttes peut contenir Pingrédient actif conjointement avec un
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éduicorant acalorigue, un antiseptique, ains! gu'un agent donnant du golt at
un colorant approprié. Les poudres ou les granules dispersibles dans {'eau
peuvent contenir Vingrédient actif en melange avec des agents de dispersion
ou des agents moutlllants, ou des agents de mise en suspension, comme 3
polyvinyipyrrotidone, de méme qu'avec des edulcorants ou des correcteurs
de gotit,

Selon un autre de ses aspects, Finvention a pour obiet un composé de
formule (1), ou un de ses sels ou sohals pharmaceutiquement acceptables
ou hydrates, une composition pharmaceutique ou medicament, comprenant
un compose de formule (1) ou un de ses sels ou solvats pharmaceutiquement
acceptables ou hvdrates tel gue définl dans le cadre de Pnwention, en
association aver au moins un exciplent pharmaceutiquement acceptable,
pour son utilisation dans e trattement d'une maladie ou affection intestinale

- ol une diminution de Psxpression stfou de Factivitd de s
cyclooxyaénase 1T {COX 1) est souhaitde, etfou

- ou une diminution de Fexpression de fa BCL-2 stfou de la HEP-37 ast
soyhaitée, etfou

~ dans lagualle Fexpression etfou de Pactivitd de s oytlooxygénase 11
{COX I}, et en particulier une forte expression etfou activitd de fa COX 1T,
contribue & Vétat pathologigue etiou aux symptdmes de iz maladie ou de
Vaffection ;

ainst que les composés de formule () tels que définis dans le cadre de
Finvention, ef leurs sels ef solvals pharmaceutiquement acceptables et
hydrates, pour lewr utilisation dans la fabrication d'un médicament pour le
fraitement, en particulier chez 8tre humaln, dune ielle pathologie ou
affection ;

et les méthodes de traftement d'une telle pathologie ou affection dans
lesquelles une guantité efficacs, et en particufier thérapeutiquemnent efficace,
d'un composé de formule (1) tel gue défint dans e cadre de Yinvention, ou
dun de ses solvalts ou sels pharmaceutiguement acceptables ou hydrates,

est administré 3 un patient humain ou animal ndcessitant un tal traitement.
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Dune fagon générale, toutes les varlantes indiguées précedermment
pour les composés (1) sont applicables mutally mutandis aux médicaments,
compositions, miéthodes et utilisations mettant en ceuvre £es composés.

Selon des modes de réalisation particuliers des  compositions,
medicaments, méthodes et utilisations selon finvention, ladite composition,
ledit médicament, ladite méthode ou ladite utilisation exclura Futilisation de
ladite composition ou dudit médicament pour une activité danti-agrégation
plagquetiaire, ot en particulier pour son effet contre les maladiss cardio-
vasculaires, vy compris Pathérosclérose et contre les insuffisances ou
déficiences en acldes gras essentiels, en particilier dans le cerveay,
notamment déorite dans g demande WO 94/12170, &t pour une activied
modulant ou inhibant Pactivitd du PAF, en parliculier décrite dans I
demands WO 301370378862,

Les sxemples chamres permettent dfiflustrer Vinvention, mais nont
aucun coractére fimitatif,

Tests réalisés

LaceDoPC est préparé selon e procddd déokt dens fa demande WO
J008/068413, par trans-estérification de 13 position sn-f de {-palmitoy,2-
docosahexagnoyli-glvcérophosphocholine  {(PC-DHAY, par une fipase en
présence d'acdtate de vinyle et en abssnce dsay, permettant Vobtention
divecte d'AceloPC. UAceDoPC a éke soumis aux tests sulvants :

1. Cellules en culture,

La fgnde cellulalre HT29 parentale (HT29p), dérivant dun
adénocarcinome coligue, a &té cultivée en monocouche jusqud 80% de
confluance en milley DMEM {(Dulbecco’s Modifled Eagle Medium} contenant
109% de Sérum de Veau Foetal (SVF) décomplémente et 1% de Pénicilling-
Streptomycine,

2. Tests avec la molécule AceDoPL,

ta molécule 3 &8 testée en solution dans VPéthanol a 0,2%,
comparativement awx  contrbles cellulaires incubdés avec 8 méme
concentration d'éthanol.
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3. Prolifération cellulaire.

Elle a &é testée par le aux dincorporation du BrdU (5-bromo-2'-
deoxvuriding), nuciéoside synthdétigue de la thymidine, dans PADN
nouvellement synthétisé par les callules en cours de replication.

4. Expressions protéigues,

Lexpression des protéines anti-apoptotigues Bo-2 et HSP-27 ont &é
mesuréas par immunc-empreinte {western blotting) avec un anticoms
commercial  spécifigue foumni par la sociéld  Sigma-Aldrich selon I8
méthodologie recommandée par ce fournisseur,

Lactivité anti-apopiotigue de ces protéines g &t édtablie dans &
Hitrérature
pour Bo-2 ¢
Expression of cell survivalideath genss: Bol-2 and Bax at the rate of colon
cancer prognosis. Biochimica st Blophysica Acta 1741 (2005) 25-29 Monika
Paul-Samaiedny, Danuta Kokocinska, Arkadiusz Samojedny, Urszula Mazurek,
Robert Partyka, Zbigniew Lorens, Tadsusz Wilezok,

The Bod 2 family: regulators of the cellular life-or-deat switch Nat, Rev,,
Cancer, 2 {9) {3002), pp. 647656, 5. Cory, LM, Adams,

Bol-2 constitutively suppresses pi3-dependent apoptosis in colorectal cancer
cells, Genss & Dey, 2003, 17 832-837. Ming Jang and Jo Milner,

Pour HSP27 ¢

Heat shock protein 27 enhances the tumarigenicity of imynunogenic rat colon
carcinoma cell clones, Cancer Res, 1998 Dec 1;58(23):5485-9. Garido 1,
Fromentin A, Bonnotte B, Favre N, Moutet M, Arrigo AP, Mehilen P, Solary E,

Apoptosis Versus Cell Differentiation: Role of Heat Shock Proteins HSPSG,
HEPZO and HSPZ2Z. Prion 2007, 1 {1), p53-60. David Lanneay, Aurdlie de
Thonel, Sebastien Maurel, Celing Didelot & Carmen Garrido,

LUexpression de Viso-forme inductible cyclo-oygénase-2 (COX 11} a été

mesurée de la méme maniére avec un anticorps fournt par ia societd Abcam,



WO 2017/006047 PCT/FR2016/051702

1Q

20

30

13

5. Mesure des prostagiandines.

Les prostaglandines D; &t B, {nommées également PGEZ st PGED2)
représentatives de i3 vole générale de biosynthése des prostaglandines i
sy, et prostaglandines pro-inflammatoires issues de {COX ), ont &g
mesuréss par chromatographie liguide a haute performance couplée 3 la
spectrométrie de masse en tandem (LO-MSMS), méthodologle wiilisée par Ia
plateforme I8ISA de Upidomique Fonctionnelle (IMBL-INSA de Lyon).

Ces prostaglandines ont ¢ mesurdes sur les cellules sn culturs et en

présence des so-formes de ovalo-oxygénases constitutive et inducdtible purss,

Résultats obtenus

La Figure 1 présente Pévolution de Fexpression protéigue de COX U 3
différentes concentrations dAceDoPC (1, 2 et 20 uM).

La Figure 2 présente Févolution de la séorétion de PGER en absence
d'AceDolC st 3 une concantration de 20 uM en AceDoPC.

La Figure 3 présents Svolution de la prolifération des celiules HT29P 3
différentes concentrations d'aceDoPC {1, 2, 20 e 100 uM),

La Figure 4 présente Pevolution de Pexpression protéique de Bol-2 &
différentes concentrations daceDoPC {1, 2 ef 30 uM).

.3 Figure 5§ présente lexpression protéique de HSP-27 & différentes
concentrations dAaceDoPC {1, 2 & 20 uM).

Sur ces figures, p o probabilits ou risque ) O7: contrdle qui a &8 fait
sans AceDoPl, Cest-a-dire an présence de son sobvant.

Les résultats présentés sur ces figures montrent gue sur les cellules
intestinales tumarales .

~ Vexpression protéique de la oydlo-oxygénase inductible COX 1T est
dirinués d'environ 1/3 par 20 pM dAceDolC {Fig. 1},

- cette diminution par la méme concentration d'&ceDoPC passe 3
anviron 80% en mesurant la PGEZ issue de COX T (Fig. 2).
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Ce résultat suggdre une inhibition additionnslls de Vactivité de COX 11,
résultal qui est en accord aver ceux présentds plus loin sur s COX U
purifide,

Les résultats présentés Fig. 3 & § montrent

- gue 13 prolifération des celiules cancéreuses est inhibde dlerwiron
50% a une concentration de 100 oM d'dceloPC (Fig. 3),

- Pexpression protéigue des deux protéines anth-apoptotiques B2 =t
HEP-27 sl significative awx Talbles concentrations dAceDoPC {1 uM sy ies
Fig. 4 ot 5 respectivement).

L'aceDoPC présente donce ung activité antl prolifdrative sur les cellules
carcdreusas, certainement liée 3 13 sous axpression des deux protéines anti-
apoptotiques et & une diminution de Uexpression de COX 1L

Les essals reafisss sur oydlo-owygénase purifise ont &€ menés pour
comparer Peffet FAceDoPC & son dquivalent sans acdtvle {1-lvso, 2-DHAPC
5t & son analogue acdtyld sans DHA (1-acéhy, Zoléovie-PCY, Stant donné que
e DHA est connu pour inhiber les COX purifices (Rao GH, Radha €, White G,
1983, 117¢2) : 549-555). Les résultals sort présentds dans les Tableaux 1
et 2 chapres, Les résultals sont présentds en ng et représentent la somme
de PGD2 + PGEZ, puls la movenne des trols masures réalisées plus ou moins
5D {déviation ou errewr standard) ast donnde,
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Tableau 1

Effet des composes @ 1-lyso,2-DHA-PC, 1-acéiyl2-oldoy-PC et AcelioPC suy
la protéine COX 11 recombinante humaine {40 unités de COX II féchantifion)

| Contrile 1-lyso,2-  ieacetyl2- | AceDoPC
- DHA-PC - oleoyl-PC {100 M)
(100 MY (100 uM)
.................... X - - .
EEK 75 XR] 163
p— e . -
- moyennetSD | 37.85:2.2° 18.8+1.45 | 243410.0° | 1484405
“Tnhibition 56.45% 35.88% 61.48%

5 Tableau 2 :
Effet des composds @ I-yso-2-DHA-PC, 1-acétyl-2-oléoyi-PC et AceDoPC sur
la protéine COX 1 de mouton {40 unités de COX Iéchantifion)

Contrile 1-tyse,3- t-acetyl 2 | AceDoPC
DHA-RC otenyb-PC {100 uM}
(00 uM) {100 M)
771 48.7 W) 3L
71.6 317 48.4 225
a7.5 353 437 198
moyenne+SD | B5.2+L0% | 282410157 1 53841520 | 3457
inhibition 55.21% 17.48% R

10 Les nombres portant 3 méme lettre en exposant ne sont pas
significativenent différents les uns des aulres ; 3 st b ingdlguent dong deux
valeurs significativement différentes. Les astérisquss permetient de précissr
te niveau de signification,

* 1 p<(,05, **p<(,01 versus le contrile, ANOVA (analyse de variance) subv

15 par le test de Fischer,
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1 apparait :

- une plus forte inhibition de COX 1T aver VAceDoPC comparativement &
ia 1-lyso-2-DHA-PC, ce qui suggérs un effet propre de acéivie. Dans le ¢as
ott {e DHA st remplacé par un radical oléoyle, une plus faible inhibition est
constatée comparativement aux deux autres composés testss,

- jes résuftats sont proches sur COX 1 {oydlo-oxygénase constitutive),
aver cependant un moindre affet de 3 présence du radical acétyle dans -
acéhyl, 2-oldoyie-PC. On note cependant que Vinhibitdon est plus forte envers
COX I que COX 1, o qul est un avantage pour Hintestin,

Ces résultats suggérent que YaceDoPC seralt capable dacdtyler des
citles protéiques en raison d'une possibile activation du groupement acstyls,
présent en position externe sur VAceDoPC, gu plus géndralement du

groupement acdtyle sur les composés de formule (1)
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REVENDICATIONS
1 - Compose de formule (1)
O
) _—
p—
R
—Q 0
YN e
o \@“
Formuie {1}

dans laguelie ;

- X représente O, S ou NH, et

- R représente un aoyle gras inseturé comprenant ay moins ung double
laison carbone-carbong, volre au maoins dewx doubles lialsons carbone-
carbong ;

ou un de ses hydrates, sels ou sohals pharmacsutiguement acceptables,
sous la forme dun somére pur ou dun meélange disoméres en toutes
proportions,

ou médicament ou composition pharmaceutigus compranant un tel composé
de formule {I) ou un de ses hydrates, sels ou solvats pharmaceutiquement
acceptables, sous 13 forme dun isomére pur ou dun mélange disoméras en
toutes proportions,

pour son utilisation dans le tratement d'un cancer intestinal ou d'une
inflammation intestinale,
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2 - Composé de formule (1} :

Q»;fp\@m
Formule (4
dans laguelile :
- ¥ représente O, S ou NH, st
- R représente un acyle gras insaturg comprenant au moins une double
fialson carbone-carbone, volre ay moins deux doubles Halsons carbone-
carbone ;
ou un de ses hydrates, sels ou solvals pharmaceutiquement acceptables,
sous la forme d'un isomére pur ou dun mélange disomeres en toutes
propartions,
ou médicament ou composition pharmaceutique comprenant un tel composé
de formule (I} ou un de ses hydrates, sels ou solvats pharmaceutiguement
acceptables, sous la forme d'un isomsre pur ou d'un mélange disomeéres en
toutes proportions,
pour son ulilisation dans le traltement d'uns maladie ou affection intestinale
- ol une dimingtion de Vexpression sffou de Pactivité de Ia
cyclomopgénase 1T {COX 11} est souhaitde, etfou
- o une diminution de Fexpression de la Ba-2 etfou de s HEP-27 est
southaitde, etfou
- dans laguelle Vexpression etfou de Pactivité de la cyclomygénase I
{COX 1D, et en particulier une forte expression effou activite de s COX I,
contribue & Pétat pathologique etfou aux symptdmes de fa maladie ou de
Vaffaection.
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3 - Composé, médicament ou composition pharmaceutique powr son
utiisation, selon la revendication 1 ou 2, caractérisé en ce que R est choist
parmi
* lag didnes ou trienes corjuguds, notammernt cholst parmi les dignes EE, 22,
ZE et EZ, los didgnes 22 étant préférés, ef les triénes EZE, EEZ, ZEE, ZZE,
ZEZ, F27, FEE st 227, les trignes EZE ot 227 étant préferds,

* lox acyles gras polyinsatursés comprenant 2, 3, 4, 5 ou & doubles Halsons
carbone-carbone sépardées par un atome de carbone, en particulier dans
fesquels les doubles Halsons carbone-carbone sont toutes de configuration 2,
et plus particuligrement Facyvle gras corraspondant & un acide gras n-3 gu n-
&,

* leyrs dérives, ef leurs métabolites.

4 - Composs, médicament ou composition pharmaceutigus pour son
utifisation, selon Fune des revendications 1 3 3 caracherisé en ce que R
représenta un acyie gras triéne EZE conjugué ou correspond 2 ia partie acvie
du DHA, EPA, DPA, ARA, LNA ou LA

% -~ Composs$, meédicament ou composition pharmaceutigue pour son
utilisation, selon Fune des revendications 1 3 4 caractdriseé en ce gue le
composé  de formule (1) utilisd est le  l-acstyl-2-docosahexasnoyl-
ghrcerophosphocholing.

& - Compose, medicament ou composition pharmsceutique pour son
utilisation, selon fune des revendications 1 8 5, dans lg traltement d'une
maladie inflammatoire intestingle chronique, nofamment pour e traltement
de colites uicérsuses ou de la maladie de Crohn, ou dans le traitement de
diverticuloses coligues.
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