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LIGAND ANTAGONISTE RAR-y OU AGONISTE RAR-q
EN TANT QU'INHIBITEUR D'APOPTOSE

La presente invention concerne ['utilisation de rétinoides particuliers dans la préparation

S  d'une composition pharmaceutique en vue de diminuer le taux d'apoptose.

Il existe deux types de mécanisme impliqués dans la mort des cellules. Le premier de
type classique est appelé la nécrose. Morphologiquement, la nécrose est caractérisée
par un gonflement des mitochondries et duy Cytoplasme et par une altération nucléaire,
10 suivi de la destruction de la cellule et son autolyse, ceci étant accompagné par un
phenomene d'inflammation. La nécrose survient de maniere passive et incidente. La
necrose tissulaire est généralement due a un trauma physique des cellules ou un poison

chimique, par exemple.

15 L'autre forme de mort cellulaire est appelee l'apoptose [Kerr, J.F.R. and Wyllie, A.H., Br.
J. Cancer, 265, 239 (1972)], mais contrairement 3 la nécrose l'apoptose n'entraine pas
un phénomene d'inflammation. 1l est décrit que l'apoptose peut se réaliser sous
difféerentes conditions physiologiques. C'est une forme hautement sélective du suicide
cellulaire qui se caractérise par des phénomeénes morphologiques et biochimiques

20 aisement observables. Ainsi. on observe notamment une condensation de la chromatine
assocliee ou non a une activité endonucléasique, la formation de corps apoptiques et une
fragmentation de I'acide desoxyribonuciéique (A.D.N.) par l'activation d’endonuéléases
en des fragments d'A.D.N. de 180-200 paires de bases (ces fragments peuvent étre
observes par électrophorése sur gel d'agarose).

25
L'apoptose peut étre considérée comme une mort programmeée des cellules impliquée
dans le développement, la différenciation et le renouvellement tissulaire. Ii est également
considere que la différenciation, la croissance et Ia maturation des cellules sont
etroitement liées a I'apoptose et que les substances capables de jouer un réle sur Ia

30 differenciation, la croissance et la maturation des cellules sont aussi liées au phénomeéne
de l'apoptose. Ainsi, chez un étre humain en bonne sante, il existe un équilibre entre

'ensemble de ces phénomeénes.

Dans le domaine médical, un certain nombre de situations pathologiques présente un

35  mecanisme d'apoptose modifié, voire deréglé, ou un mécanisme d'apoptose qui ne
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l'equilibre. Ainsi, il est decrit qu'une modulation volontaire de I'apoptose en l'induisant ou
en la reprimant peut permettre de traiter de nombreuses maladies, telles que des
maladies liees a une insuffisance du taux d'apoptose, telles que dans le cas du cancer,
des maladies auto-immunes ou des allergies, ou au contraire des maladies liées a un
exces du taux d'apoptose, telle que dans les cas du syndrome d'immunodéficience du
virus d'immunodeficience humain (H.L.V.), des maladies neuro-dégénératives (maladie

d'Alzheimer) ou des dommages excessifs induits lors de l'infarctus du myocarde.

De maniére concrete, il a déja eté decrit de nombreux inhibiteurs d'apoptose, tels que la

cycloheximide, la cyciosporine et certaines interleukines.

Dans le domaine des retinoides, on sait que I'acide rétinoique tout-trans est un puissant
modulateur (i.e. un inhibiteur ou, au contraire, un stimulateur, selon la nature des cellules
traitées) de la differenciation et de la prolifération de nombreux types cellulaires normaux
ou transformes. Par exemple, il inhibe la différenciation des cellules épithéliales, tels que
les keratinocytes de l'epiderme. |l inhibe aussi la proliféeration de nombreuses cellules

transformeées telles que les cellules de mélanomes. Ces effets sur la prolifération et la
difféerenciation peuvent affecter simuitanément un méme type cellulaire, comme cela est
par exemple le cas pour les cellules promyélocytaires humaines, référencées HL-60 :
ainsi, 1l est connu que la proliferation de ces cellules est inhibée par l'acide rétinoique
tout-frans et, dans le méme temps, que leur différenciation en granulocytes et leur

apoptose sont induites.

On sait, d'une maniere generale, que l'acide retinoique fout-trans (all-trans retinoic acid)
agit sur la différenciation et la prolifération des cellules en interagissant avec des
recepteurs nucieaires appeles RARs (Retinoic Acid Receptors) contenus dans le noyau
cellulaire. |l existe, a ce jour, trois sous-types identifies de récepteurs RAR appeiés
respectivement RAR-o, RAR-3 et RAR-y. Ces recepteurs, aprés fixation du ligand (i.e. de
l'acide retinoique fout-trans), interagissent avec la region promotrice de genes réguiés
par l'acide rétinoique au niveau d'éléments de réponses spécifiques (RARE). Pour se

fixer sur les éléments de réponse, les RARs s'hétérodimeérisent avec un autre type de

- recepteurs connus sous le nom de RXRs. Le ligand naturel des RXRs est |'acide 9-cis-

retinoique. Les RXRs sont consideres comme des "master regulatory proteins” car ils

interagissent avec d'autres membres de Ia superfamille des récepteurs

steroidiens/thyroidiens pour former des hetérodimeres, comme avec les RARs, tels que
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le récepteur de ia vitamine D3 (VDR), le recepteur de la triiodothyroxine (TR) et les
PPARs (Peroxisome Proliferator Activated Receptors). De plus, les RXRs peuvent
interagir avec des éléments de reponse spécifiques (RXRE) sous forme d'homodimeres.
Ces interations complexes et l'existence de muitiples récepteurs RARs et RXRs

exprimes de maniére différente en fonction du tissus et du type cellulaire expliquent les

effets pleiotropiques des rétinoides dans pratiqguement toutes les cellules.

De nombreux analogues structuraux synthetiques de I'acide rétinoique tout-trans ou de
'acide S-cis-rétinoique, couramment dénommeés ‘rétinoides”, ont été décrits a ce jour
dans la litterature. Certaines de ces molécules sont capables de se fixer et d'activer
specifiquement les RARs ou, au contraire, les RXRs. De plus, certains analogues

peuvent se fixer et activer un sous-type de recepteur RAR («, 8 ou y) particulier. D'autres

analogues, enfin, ne présentent aucune activité sélective particuliere vis-a-vis de ces
differents récepteurs. A cet égard, et par exemple, I'acide 9-cis rétinoique active a la fois
les RARs et les RXRs, sans sélectivité notable pour I'un ou f'autre de ces récepteurs
(ligand agomste non specifique), alors que l'acide retinoique tout-trans active, quant a lui,
seélectivement les RARs (ligand agoniste spécifique RARSs), tous sous-types confondus.
D'une maniere générale et qualitativement, une substance donnée (ou ligand) est dite
specifique d'une famille de récepteurs donnée (respectivement vis-a-vis d'un recepteur
particulier de cette famille) lorsque ladite substance presente une affinité pour I'ensemble
des récepteurs de cette famille (respectivement pour le recepteur particulier de cette
familie) plus forte que celle qu'elie presente par ailleurs pour tous les recepteurs de toute

autre famille (respectivement pour tous les autres recepteurs, de cette méme familie oy

pas).

Il est décrit que l'acide 9-cis retinoique et ['acide retinoique tout-trans sont des
modulateurs de l'apoptose (activateur ou inhibiteur de 'apoptose notamment en fonction
du type cellulaire) et que l'acide 9-cis retinoique est le plus actif de ces deux
modulateurs, ceci pouvant s'expliquer par le fait qu'il active a la fois iles RARs et les

RXRs contrairement a I'acide rétinoique fout-trans qui n'active que les RARSs.

Compte-tenu de qui a été dit precédemment, il apparait intéressant de trouver de

nouveaux modulateurs de 'apoptose.
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Dans ce sens, la Demanderesse vient de découvrir que les ligands agonistes specifiques
aux recepteurs de type RAR-a ou les ligands antagonistes spécifiques aux recepteurs de
type RAR-y sont d'excellents inhibiteurs de I'apoptose dans différents types cellulaires, et

plus particulierement dans les thymocytes, cette apoptose ayant été induite par le biais

des recepteurs de type RAR-y ou des récepteurs des cellules T ( T-cell receptors).

Ainsi, la presente invention a pour objet I'utilisation d'au moins un ligand choisi parmi un
ligand agoniste specifique aux recepteurs de type RAR-a et un ligand antagoniste
specifique aux récepteurs de type RAR-y dans la preparation d'une composition

pharmaceutique destinee a diminuer le taux d'apoptose dans au moins une population
cellulaire. Plus particulierement, la population cellulaire correspond a des cellules dans
lesquelles l'apoptose peut étre réguiée par induction et/ou inhibition par le biais des

recepteurs de types RAR-y et/ou RAR-a ou dans laquelle I'apoptose peut étre regulée

par induction par le biais des récepteurs des celiules T.

La composition pharmaceutique selon l'invention comprend un milieu physiologiquement
acceptable.

Par ligand agoniste spécifique aux récepteurs de type RAR-a, on entend selon l'invention
tout ligand agoniste présentant une constante de dissociation pour les récepteurs de type
RAR-a au moins 10 fois inférieure a sa constante de dissociation pour les récepteurs de

type RAR-y et induisant la différenciation des cellules F9.

Par ligand antagoniste spécifique aux récepteurs de type RAR-y, on entend selon
linvention tout ligand présentant une constante de dissociation pour les récepteurs de
type RAR-y au moins 10 fois inférieure a sa constante de dissociation pour les

recepteurs de type RAR-a et n'induisant pas la différenciation des celluies F9.

On sait en effet que l'acide rétinoique tout-trans et certains de ses analogues sont
capabies d'induire la différenciation des cellules (F9) de tératocarcinome embryonnaire
de souris, on les considére alors comme des agonistes aux récepteurs RARs. La
secretion de l'activateur plasminogéne qui accompagne cette différenciation est un indice
de la réponse biologique des cellules F9 aux rétinoides (Skin pharmacol. 1990: 3 :
PP.256-267).
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Marcel Dekker Inc, édité par Maria A. Livrea et Lester Packer . (2) "Synthetic Retinoids -
Receptor Selectivity and Biological Activity" in Pharmacol Skin, Basel, Karger, 1993
Volume. 5, pp 117-127 ; (3) "Selective Synthetic Ligands for Human Nuclear Retinoic
Acid Receptors" in Skin Pharmacology, 1992, Vol. S, pp 57-65 ; (4) "ldentification of
Synthetic Retinoids with Selectivity for Human Nuclear Retinoic Acid Receptor-y" in

Mol. Pharmacol., Vol 40 pp 556-562.

D'autres Caracteristiques, aspects, objets et avantages de l'invention apparaitront encore
plus clairement a la lecture de |a description qui va suivre, ainsi que des divers exemples

concrets, mais nullement limitatifs, destinés 3 Fillustrer.

Parmi les ligands agonistes spécifiques aux recepteurs de type RAR-a, on peut
notamment citer I'acide 4-((5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,.8-tetramethyl-2-
naphtalenyl)carboxamido) benzoique, I'acide 4-((5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-
naphtalenyl)carbamoyi) benzoique et I'acide 2-hydroxy-4-(5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-

tetrahydro-naphtalene-z-carboxamido)—benzoique.

De préférence, on utilise dans Ia presente invention, parmi les ligands agonistes
specifiques aux récepteurs de type RAR-a, au moins un ligand agoniste présentant une
constante de dissociation pour les recepteurs de type RAR-. au moins 20 fois inférieure
a sa constante de dissociation pour les récepteurs de type RAR-y, tel que I'acide 4-
((5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-z-naphtalenyl)carboxamido) benzoique et I'acide
2-hydroxy-4-(5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-naphtalene-z-carboxamido)-

benzoique.

Parmi les ligands antagonistes spécifiques aux recepteurs de type RAR-y, on peut
notamment citer I'acide 2-hydroxy—4-[7—(1-adamantyl)-6-benzyloxy~2-naphtyl]benzo‘fque,
['acide 2-hydroxy-4-[7-(1-adamantyl)-6-hexyloxy-2-naphtyl]benzo'fque, l'acide 4-[7-(1-
adamantyl)-6-méthoxyéthoxyméthoxy-2—naphtyl]benzo'fque, l'acide 5-[7-(1-adamantyl)-6-
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benzyloxy-2-naphtyl]-2-thiophenecarboxylique, I'acide 4-[7-(1-adamantyl)-6-benzyloxy-2-
naphtyllbenzoique, l'acide 4-[7—(1-adamantyl)-6-benzyloxycarbonyl-2-naphtyl]benzoi’que,
'acide 2-hydroxy-4-[7-(1-adamantyl)-6-(4-fluorobenzyl)oxy-2-naphty!] benzoique, |'acide
4-[7-(1-adamantyl)-6-heptyloxy-2-naphtyllbenzoique, l'acide 6-[7-(1-adamantyl)-6-
methoxyethoxymethoxy-2-naphtyllnicotinique, ['acide 2-hydroxy-4-[7-(1-adamantyl)-6-
meéthoxyethoxymethoxy-2-naphtyllbenzoique, 'acide  2-chloro-4-[7-(1-adamantyl)-6-

meéthoxyéthoxymethoxy-2-naphtyljbenzoique, I'acide 4-[7-(1-adamantyl)-6-
meéthoxybutyloxy-2-naphtyl]benzoique, ['acide 4-[7-(1-adamantyl)-6-
methoxymethoxypropyl-2-naphtyllbenzoique, l'acide 4-[7-(1-adamantyl)-6-
meéthoxyethoxypropyi-2-naphtyiibenzoique et I'acide 4-{7-(1-adamantyl)-6-

acetyloxybutoxy-2-naphtyljbenzoique.

De preference, on utilise dans la présente invention, parmi les ligands antagonistes
specifiques aux recepteurs de type RAR-y, au moins un ligand antagoniste présentant
une constante de dissociation pour les récepteurs de type RAR-y au moins 20 fois
inferieure a sa constante de dissociation pour les récepteurs de type RAR-qa, tel que

'acide 4-[7-(1-adamantyl)-6-méthoxyéthoxyméthoxy-2-naphtyllbenzoique.

Ainsi, la composition pharmaceutique selon ['invention va pouvoir étre utilisée lorsque
une diminution du taux d'apoptose est nécessaire pour au moins une population
cellulaire. Plus particulierement, la population cellulaire correspond a des cellules dans
laquelie l'apoptose peut étre régulée par induction et/ou inhibition par le biais des
recepteurs de types RAR-y et/ou RAR-o ou dans laquelle I'apoptose peut étre régulée
par Induction par le biais des récepteurs des celiules T, et donc notamment dans des

populations cellulaires ou des récepteurs de type RAR-~y et/ou RAR-a ou des récepteurs

des celiules T sont présents, tels que par exemple dans les cellules venant du thymus ol

ces trois types de récepteurs sont présents.

Une diminution du taux d'apoptose peut s'avérer nécessaire lorsqu'il y a donc un excés
du taux d'apoptose, cet excés resultant de conditions génétiques ou acquises présentées
par la personne a qui l'on veut administrer la composition pharmaceutique. Ces
conditions genetiques ou acquises favorisent 'accumulation de signaux qui induisent

'apoptose ou diminuent le seuil auquel ces signaux induisent I'apoptose.
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Parmi les maladies ou les désordres liés a un exces du taux d'apoptose, on peut citer
plus particuliérement le syndrome d'immunodéficience du virus d'immunodéficience
humain (H.L.V.), les maladies neuro-degeéneératives, les syndromes myeélodisplasiques
(tels que l'anémie aplasique), les syndromes d'ischémie (tels que linfarctus du
myocarde), les maladies du foie induites par des toxines (telles que l'alcool), I'alopécie,
les dommages de la peau dus aux U.V., le lichen plan, l'atrophie de la peau, la cataracte

ou encore le rejet de greffes.

Ainsi, dans les maladies neuro-degeéneratives, on peut citer plus particuliérement la
maladie d'Azheimer, la maladie de Parkinson, la sclérose latérale amyotropique et
d'autres maladies liées & une degeneration du cerveau, telles que la maladie de
Creutzfeld-Jakob.

L'administration de la composition selon l'invention peut étre effectuée par voie entérale,
parenterale, topique ou oculaire. De preference, la composition pharmaceutique est
conditionnée sous une forme convenant & une application par voie systémique (pour

injection ou perfusion).

Par voie entérale, la composition, plus particulierement Ia composition pharmaceutique,
peut se présenter sous formes de comprimes, de gélules, de dragees, de sirops, de
suspensions, de solutions, de poudres, de granules, d'eémulsions, de microsphéres ou
nanospheres ou vésicules ipidiques ou polymériques permettant une libération
controlee. Par voie parentérale, |a composition peut se présenter sous forme de solutions

Ou suspensions pour perfusion ou pour Injection.

Les ligands choisis parmi les ligands agonistes spécifiques aux recepteurs de type RAR-
a et les ligands antagonistes specifiques aux récepteurs de type RAR-y utilisés selon
linvention sont généralement administrés a une dose journaliére d'environ 0,01 mg/kg a

100 mg/kg en poids corporel en 1 a 3 prises.

Par voie topique, la composition pharmaceutique selon [invention est plus
particulierement destinée au traitement de |a Peau et des muqueuses et peut se
presenter sous forme d'onguents, de cremes, de laits, de pommades. de poudres, de
tampons imbibés, de solutions, de gels, de sprays, de lotions ou de suspensions. Elle

peut egalement se présenter sous forme de microsphéres ou nanosphéres ou vésicules
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lipidiques ou polymériques ou de patches polymeériques et d'hydrogels permettant une
libération contréiée. Cette composition par voie topique peut se présenter soit sous forme

anhydre, soit sous forme aqueuse.
Par voie oculaire, ce sont principalement des collyres.

Les ligands choisis parmi les ligands agonistes spécifiques aux recepteurs de type RAR-
c et les ligands antagonistes spécifiques aux récepteurs de type RAR-y sont utilisés par
voie topique ou oculaire a une concentration généralement comprise entre 0.001 % et 10
% en poids, de préférence entre 0,1 et 1 % en poids, par rapport au poids total de Ia

composition.

Les compositions telles que décrites précédemment peuvent bien entendu en outre
contenir des additifs inertes ou méme pharmacodynamiquement actifs ou des
combinaisons de ces additifs, et notamment : des agents mouillants: des agents
depigmentants tels que l'hydroquinone, l'acide azélaique, l'acide caféique ou l'acide
Kojique; des emollients; des agents hydratants comme le glycérol, le PEG 400, Ia
thiamorpholinone, et ses dérivés ou bien encore l'urée: des agents antiseborrhéiques ou
antiacneiques, tels que la S-carboxymeéthylcystéine, la S-benzyl-cystéamine, leurs sels
ou leurs derivés, ou le péroxyde de benzoyle; des agents antifongiques tels que le
ketoconazole ou les polyméthylene-4,5 isothiazolidones-3: des antibacteriens, des
carotenoides et, notamment, le B-caroténe; des agents anti-psoriatiques tels que
'anthraline et ses dérivés; et enfin les acides eicosa-5.8,1 1,14-tetraynoique et eicosa-

3,8,11-trynoique, leurs esters et amides.

Ces compositions peuvent'également contenir des agents d'amélioration de la saveur,
des agents conservateurs tels que les esters de l'acide parahydroxybenzoique, les
agents stabilisants, des agents régulateurs d'humidité, des agents régulateurs de pH,
des agents modificateurs de pression osmotique, des agents émulsionnants. des filtres

UV-A et UV-B, des antioxydants, tels que I'o-tocophérol, ie butylhydroxyanisole ou le

butylhydroxytoluene.

Bien entendu, 'homme du métier veiliera a choisir le ou les éventuels composeés 3

ajouter a ces compositions de telle maniére que les propriétés avantageuses attachées
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intrinséquement a la presente invention ne soient pas ou substantiellement pas altérées

par I'addition envisagee.

On va maintenant donner, a titre nullement limitatif, plusieurs exemples destinés a

illustrer la présente invention.

XEMPLE 1

Cet exemple met en évidence l'efficacite in vitro en tant qu'inhibiteur d'apoptose de ligand

antagoniste specifigue de RARY, I'apoptose ayant éte induite par d'autres rétinoides.

Culture et preparation des cellules

Des suspensions de thymocytes sont preparees a partir des glandes de thymus des
souris males NMRI de 4 semaines (vendus par la societé LATI, Géddllo, Hongrie) non
traités. Le milieu utilisé est le milieu RPMI 1640 de Sigma supplementé en sérum de

veau fetal de Gibco, 2mM de glutamine, 100Ul de penicilline et 100 pg de

streptomycine/mi. Les thymocytes sont ensuite lavees et diluees pour obtenir une

7 . . . .
concentration finale de 10 celiules/ml. avant incubation a 37°C dans un incubateur

humidifie sous un atmosphere de 5% de CO, et 95% d'air. La mort des cellules est

mesurée par la prise de bleu de trypan.

Analyse qualitative et quantitative de 'ADN

Les thymocytes sont incubées dans 24 puits avec divers composeés a tester. Apres 6
heures d'incubation, 0,8m! de suspensions cellulaires ont ete lysées par addition de 0,7

ml| de tampon de lyse contenant 0,5% (v/v) de Triton X-100*10mM Tris. 20mM EDTA,
pH 8.0, avant centrifugation pendant 15 minutes a 13000g.

- Analyse quantitative de 'ADN : La teneur en ADN dans le surnageant (les fragments) et
le culot (chromatine intacte) a &te precipitée avec une quantité équivalente de 10% |

d'acide trichloroacetique, resuspehdue dans 5% d'acide trichloroacetique, puis quantifiee

en utilisant le réactif diphénylamine (Burton, K. (1956) Biochem. J.. 62, 315-322).

* (marque de commerce)
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- Analyse qualitative de I'ADN : En paralléle, le surnageant a ete précipité pendant une
nuit dans de I'éthanol contenant 0,15mM de NaCl. Les culots sont redissouts dans un
tampon contenant 10mM Tris, 1mM d'EDTA, pH 8,0, traités a la RNase,
sequentiellement extraits a volume égal de phenol, chloroforme/isoamylaicool (24/1) et
S  precipités dans de I'éthanol avant électrophorese pendant 3 heures & 60V dans 1,8% de
gel d'agarose. Les fragments d'ADN ont ensuite été visualisés par UV aprés avoir coloré
le gel avec du bromure d'éthidium. Les gels obtenus présentent l'image d'une échelle de
fragments d'ADN multiples de 180 a 200 paires de bases typiques d'une induction

d'apoptose. Le degré de fragmentation est corrélé avec le nombre de cellules mortes

10 positives selon le test au bleu de trypan tout le long des expériences.

Les resultats de I'analyse quantitative sont rassembiés dans e tableau 1 suivant.

composes Kd RARo Kd RARY quantités
(nM)

S- ClsRA

-— 1
CD437 6500 300 24

CD2665 >2253 110 200 0.5
CD2665 200
+ ATRA 5000

CD2665 | 200 | 1.5
1000
CD2665 - | 200 1.0
+ CD437 | 300 |
15 Tableau 1

ATRA est l'acide rétinoique tout-trans
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9-cisRA est 'acide 9-cis rétinoique
CD437 est l'acide 6-3-( 1-Adamantyl)-4-hydroxyphényl)-Z-naphtano’n’que,
CD2665 est I'acide 4-[7-( 1-adamantyl)-6-méthoxyéthoxyméthoxy-z-naphtyl]benzo‘l’que

Le pourcentage de fragment d'ADN dans ce tableau correspond a la différence de
pourcentage de fragment d'ADN obtenu dans des thymocytes traitées et du pourcentage
de fragment d'ADN obtenu dans des thymocytés non traitées (taux basal d'apoptose de

ces thymocytes).

Ce tableau montre clairement que 'apoptose induite par ATRA. 9-cisRA et CD437 est
Inhibée par le CD2665 qui est un ligand antagoniste spécifique des recepteurs de type
RAR-y.

EXEMPLE 2

Cet exemple met en évidence I'efficacité in vitro en tant qu'inhibiteur d'apoptose de ligand

agoniste spécifigue de RAR-a., l'apoptose ayant été induite par un autre rétinoide

On procede de la méme maniére que dans 'exemple précédent, en modifiant la nature

des ligands a tester et leur concentration.

Ainsi, le CD437 (acide 6-3-(1-Adamantyl)-4-hydroxyphényl)-2—naphtano‘i‘que) (2 une
seule concentration) est mis a incuber avec les thymocytes en présence de différentes
concentrations de CD336 (acide 4-((5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-—tetramethyl-2-

naphtalenyl)carboxamido) benzoique).

Le tableau 2 suivant rassemble les résultats obtenus.
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PRODUITS QUANTITES (M) % de fragments d'ADN
CD437 seul 0.3.10" 17
107

CD336 seul

107

10™°

CD336: 10 17

CD336 : 10°

CD336 : 10°°

Tableau 2

Le pourcentage de fragment d'ADN dans ce tableau correspond a la différence de
pourcentage de fragment d'’ADN obtenu dans des thymocytes traitées et du pourcentage

de fragment d'’ADN obtenu dans des thymocytés non traitées (taux basal d'apoptose de

ces thymocytes).

Ainsi, ce tableau montre clairement que I'apoptose induite par le CD437 qui est un ligand
agoniste specifique des récepteurs de type RAR-y est inhibée de maniére dose-

dependante par le CD336 qui est un ligand agoniste specifique des récepteurs de type
RAR-c.

EXEMPLE 3

Cet exemple met en évidence l'efficacité in vitro en tant qu'inhibiteur d'apoptose de ligand
agoniste specifique de RAR-a, I'apoptose ayant été induite par 'activation d'un recepteur

des cellulles T

On procede de la méme maniére que dans I'exemple 1, en modifiant la nature des

composes a tester et leur concentration.

Il est connu que les cellules T se différencient en lymphocyes T matures dans le thymus.

Pendant cette différenciation, les cellules T proliférent et générent des récepteurs aux
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cellules T. Les celiules qui expriment des recepteurs de cellules potentiellement
autoreactifs et qui interagissent avec les cellules présentant un antigene
I'apoptose(sélection negative) (Smith et al. (1989) Nature 337, 1 81-184).

subissent

avec les thymocytes en absence ou en presence de différentes concentrations de CD336

10  (acide 4-((5,6,7 ,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl—2-naphtaIenyl)carboxamido) benzoique).

Le tableau 3 suivant rassemble les resultats obtenus.

PRODUITS W % de fragments d'ADN

CD336 seul 30 _
300
3000
CD336 : 30

9,6
8,4
1,1

CD336 : 300
CD336 :3000

15 Tableau 3

P + C signifie dibutyrate de phorbol (O5ng/ml) et un Ca++ ionophore (0,5 pM)

Le pourcentage de fragment d'ADN dans Ce tableau correspond a la différence de
20 pourcentage de fragment d'ADN obtenu dans des thymocytes traitées et du pourcentage

de fragment d'ADN obtenu dans des thymocytés non traitées (taux basal d'apoptose de
ces thymocytes).

inhibée de
25 maniére dose-dépendante par le CD336 qui est un ligand agoniste specifique des
recepteurs de type RAR-qa.
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EXEMPLE 4

Cette experience montre l'efficacité in vivo de ligand antagoniste specifique de RARY en
tant quiinhibiteur d'apoptose, I'apoptose ayant été induite par un ligand agoniste
specifique de RARYy.

Des souris méles NMRI de 4 semaines (vendus par la société LATI, Gdédéllo, Hongrie)
ont ete utilisées. Pour l'induction de 'apoptose dans le thymus, ces souris males ont &té
traitees par injection intraperitonéale unique avec 0,5 mg de I'acide 6-3-(1-Adamantyl)-4-
hydroxyphenyl)-2-naphtanoique, dissout dans 40ul de DMSO et 0.5 ml d'éthanol a 20%.
Pour voir 'effet inhibiteur d'apoptose induite par un ligand agoniste specifique de RARYy
dans le thymus, des souris males ont été traitées par injection iIntraperitonéale unique
avec un melange de 0,5 mg d'acide 6-3-(1-Adamantyl)-4-hydroxyphényl)-2-naphtanoique
(CD437) et de 5 mg dacide 4-[7-(1-adamantyl)-6-méthoxyéthoxyméthoxy-2-
naphtyl]benzoique (CD2665), ce mélange ayant été dissout dans 40ul de DMSO et 0,5
ml d'éthanol a 20%. Pour le contrdle, des souris males ont été traitées par injection
intraperitonéale unique d'un mélange de 40ul de DMSO et de 0,5 ml d'éthanol a 20%. Le

CD2665 a egalement été testé seul dans les mémes conditions que précdeemment a
0,5mg.

Le poids du thymus a été déterminé aprés 48 heures de traitement, les résultats sont
rassembiles dans le tableau 4 suivant.

poids du thymus Etat général de I'animal
(Mg) |

98,2+ 196 norma

CD437 (0,5mg) 31,3+ 13,6 normal
CD2665 (0,5mg) 107,6 £ 21,7 normal

CD437 (0,5mg) + 63,3 £ 9,1 normal
CD2665 (5mg)

Tableau 4

Alnsi, on observe une involution du thymus aprés un traitement avec le CD 437 seul,
aucun changement significatif n'est observé avec le CD2665, alors que !'association
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65 et CD 437 présente une involution du thymus beaucoup moins Importante que
celle observée avec le CD 437 seul

L
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REVENDICATIONS

1. Utilisation d'au moins un ligand choisi parmi un

ligand agoniste spécifique aux récepteurs de type RAR-a et

un ligand antagoniste spécifique aux récepteurs de type

RAR-y dans la préparation d'une composition pharmaceutique

destinée a diminuer le taux d'apoptose dans au molins une

population cellulaire.

2. Utiligsation selon la revendication 1, caractérisée en
ce que la population cellulaire correspond a des cellules

dans lesquelles 1'apoptose peut étre régulée par induction

et /ou inhibition par le biais des récepteurs de types RAR-Y

et /ou RAR-o ou dans laquelle 1'apoptose peut étre régulée

par induction par le biais des récepteurs des cellules T.

3. Utilisation selon 1la revendication 1 ou 2, caracté-

risée en ce gque le 1ligand antagoniste spécifique aux

récepteurs de type RAR-y est choisi parmi 1l'acide 2-
hydroxy-4-[7- (1-adamantyl) -6-benzyloxy-2-naphtyl]benzolque,
1'acide 2-hydroxy-4-[7-(l-adamantyl)-6-hexyloxy-2-naphtyl]
benzoligue, l'acide 4-[7-(1l-adamantyl) -6-méthoxyéthoxy-
méthoxy-2-naphtyl]lbenzoique, l'acide 5-[7-(l-adamantyl)-6-
benzyloxy-2-naphtyl] -2-thiophénecarboxylique, 1l'acide 4-[7-
(1-adamantyl) -6-benzyloxy-2-naphtyl]benzoique, 1l'acide 4-
[7- (1-adamantyl) -6-benzyloxycarbonyl-2-naphtyl]benzolque,

l'acide 2-hydroxy-4-[7-{(l-adamantyl)-6-(4-fluorobenzyl)oxy-
2 -naphtyl]lbenzoique, l'acide 4-(7-(l-adamantyl)-6-heptyloXy-
2-naphtyl]lbenzoique, 1l'acide 6-[7-(1-adamantyl)-6-méthoxy-

éthoxyméthoxy-2-naphtyl]lnicotinique, 1'acide 2-hydroxy-4-

st I A S R i ey e et R s e e e
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[7- (1-adamantyl) -6-méthoxyéthoxyméthoxy-2-naphtyl] benzoique,
l'acide 2-chloro-4-[7-(l-adamantyl) -6-méthoxyéthoxyméthoxy -
2-naphtyl]benzolique, 1l'acide 4-[7-(l-adamantyl)-6-méthoxy-
butyloxy-2-naphtyl]benzoique, l'acide 4-[7-(l-adamantyl) -6-
mélhoxyméthoxypropyl-2-naphtvl]benzoique, l'acide 4-[7-(1-
adamantyl) -6-méthoxyéthoxypropyl -2-naphtyl]lbenzoique et
l'acide 4-[7-(l-adamantyl) -6-acétyloxybutoxy-2-naphtyl]

benzolique.

4 . Utilisation selon 1l'une quelconque des revendications

1 a 3, caractérisée en ce que le ligand antagoniste

spécifique aux récepteurs de type RAR-y présente une

constante de dissociation de ce ligand pour les récepteurs
de type RAR-y au moins 20 foilis inférieure a la constante de

dissociation de ce ligand pour les récepteurs de type RAR-

.

5. Utilisation selon la revendication 4, caractérisée en

ce que le ligand antagoniste spécifigque aux récepteurs de
type RAR-y est 1l'acide 4-[7-(l-adamantyl)-6-méthoxyéthoxy-

méthoxy-2-naphtyl]benzolique.

& . Utiligsation selon la revendication 1 ou 2, carac-

o~

térisée en ce que le 1ligand agoniste spécifigue aux
récepteurs de type RAR-a présente une constante de

dissocilation pour les récepteurs de type RAR-a au moins 20

fois inférieure a sa constante de dissociation pour les

récepteurs de type RAR-Y.

7 . Utilisation selon 1'une quelconque des revendications

1, 2 et 6, caractérisée en ce gue le ligand agoniste
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spécifique aux récepteurs de type RAR-a est choisi parmi
ltacide 4-((5,6,7,8-tetrahydro-5,5, 8, 8-tetramethyl -2-naphtalenyl)
carboxamido) benzolque et 1l'acide 2-hydroxy-4-(5,5,8,8-tetra-

méthyl-5,6,7,8-tetrahydro-naphtalene-2-carboxamido) -benzoique.

8 . Utilisation selon 1l'une quelconque des revendications
1 a 7, caractérisée en ce que la composition pharmaceutique

.,

eat destinée a8 traiter les maladilies liées a un exces du

taux d'apoptose.

0. Utilisation selon la revendication 8, caractérisée en
ce que les maladies liées a un exces du taux d'apoptose
sont choisies parmi le syndrome d'immunodéficience du virus
d'immunodéficience humain (H.I.V), les maladies neuro-
dégénératives, les syndromes myélodigplastiqgues, les
syndromes d'ischémie, les maladies du foilie induites par des

toxines, l'alopécie, les dommages de la peau dus aux U.V.,

le lichen plan, 1l'atrophie de la peau, la cataracte et le

rejet de greffes.

10. Utilisation selon la revendication 9, caractérisée en

ce que les maladies neuro-dégénératives sont cholsies parmi
la maladie d'Azheimer, la maladie de Parkinson, la sclérose

laterale amyotropique et la maladie de Creutzfeld Jakob.
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