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(54) Title: MEDICINES FOR TREATING TUMORAL PATHOLOGIES CONTAINING THE RO5-4864 COMPOUND AND AN

APOPTOSIS-INDUCING AGENT

(54) Titre : MEDICAMENTS DESTINES AU TRAITEMENT DES PATHOLOGIES TUMORALES CONTENANT LE COM-
POSE R05-4864 ET UN AGENT INDUCTEUR DE L’APOPTOSE

(57) Abstract: The invention concerns the use of R05-4864, and compounds denved therefrom, for preparing medicines for treat-
ing tumoral pathologies. The invention also concerns said compounds combined with an apoptosis-inducing agent, as combination
products for simultaneous, separate or prolonged use, in cancer therapy.

(57) Abrégé : La présente invention a pour objet I'utilisation du composé Ro5-4864, et de composés dérivés de ce dernier, pour
O la préparation de médicaments destin€s au traitement des pathologies tumorales. L’invention concerne €galement les composés
susmentionnés en association avec un agent inducteur de 1’ apoptose, comme produits de combinaison pour une utilisation simultanée,

séparée ou €talée dans le temps, en thérapie cancéreuse.



10

15

20

25

30

CA 02407338 2002-10-22

WO 01/82969 PCT/FR01/01322

1

'UTILISATION DU COMPOSE Ro5-4864 ET DE COMPOSES DERIVES POUR LA

PREPARATION DE MEDICAMENTS DESTINES AU TRAITEMENT DES
PATHOLOGIES TUMORALES '

La présente invention a pour objet 1'utilisation du compose R05-4864, et de composés

N  médicaments destinés au traitement des pathologies tumorales.

Actuellement, la cancérothérapie consiste en ['utilisation de la radiothérapie, de la

" trouve ‘les composes mduoteurs de lapoptose A savon‘ les composes ayant un effet de:

stimulation de la mort programmée des cellules. Ces methodes ont des’ effets secondau'es

nefastes et sont mal supportees par les patlents

L ut111sat10n d agents pharmacolo glques Vis ant a augmenter la sus cept1b111te des B

cellules tumorales a 1' mductlon de 'apoptose, serait trés avantageuse dans la mesure ol elle

permetirait de réduire sensiblement la posolo gle des composés directement ou indirectement

mduoteurs d' apoptose utilisés en radlo ou chlmlotheraple

A ce titre, le composé PK11195de formule suivante

est décrit dans la demande internationale WO 99/66958 pour la préparation de

medicaments destinés au traitement de cancers, en combinaison avec des inducteurs

~ d'apoptose.

La présente invention découle de Ia mise en évidence sur un modéle expérimental

animal par les Inventeurs du fait que le composé Ro5-4864, et les composés dérivés de ce

dernier répondant & la formule (Ia) ci-aprés, ont un effet de stimulation de 1'apoptose

induite par les composés inducteurs d'apoptose, supérieur a celui observé avec le Diazépam

et le composé PK 11195 indiqué ci-dessus.

- dérivés de ce dernier répondant & la formule (I) ci-aprés, pour la préparation de = -

,chnmotheraple ou de leur combmals on. Parmi les produ1ts utilisés en chimiothérapie, on
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La présente mventmn a pour objet 1! utlhsatlon d’ au moins un compose ch01s1 parmi

ceux de formule (I) suivante :

'dans'l'aouelle '
- R, represente un atome d' hydrogene ou un atome d'halogene tel que Cl
- - R, un atome d halogene tel que CI, . o
pour la preparatlon d'un med1cament destiné au traltement des patholo g1€es tomorales , "
ledit composé étant avantageusement en as sociation avec au moins un. agent inducteur de R

Iapoptose dans Ie cadre de produits de cornblnalson pour une utilisation smmltanee

separee ou etalee dans le temps en thérapie cancereuse

L mventlon a plus partlcuherement pour Obj et lutﬂlsatlon susmentlonnee du

. compose R05~4864 de formule suivante :
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L mventlon a plus part1cu11erement pour Ob] et les produits comprenant :
E au moins un compo sé¢ de formule (I) ci-dessus dans laquelle R, et R,
représentent un atome d'halogene tel que CI,

* et au moins un agent inducteur de lapoptose comme produits de

combmamon pour une utilisation simultanée, séparée ou etalee dans le temps, en thérapie

cancéreuse.

Des produ1ts de combinaison définis 01-dessus preferes dans le cadre de la presente

mventmn sont ceux comprenant a tltre de compose de formule (I) le composé Ro5- 4864

dont la formule est mdlquee ci-dessus.

L'ivention concerne également les produ1ts de combinaison tels ‘que définis ci-
dessus, comprenant au moms un agent mducteur de I’ apoptose le cas echeant msere dans
un vecteur apprOpne pour la theraple gemque notamment un vecteur d or1gme v1ra1 ledit

agent étant choisi parmi ceux qui endommagent I ADN les hgands naturels ou synthethues '

du récepteur aux gluoocort1001des ou autres composés pro-apoptotiques.

L'invention a plus part1cu11erement pour objet les produits de combinaison tels que

:deflms ci-dessus, caracterisés en ce que l'agent inducteur de I’ apoptose est cho151 parmi :

- les dérivés des glucocortlcmdes tels que la dexamethasone
- les agents alkylants tels que :
. les mootardes al azote, notaMent le cyclopho sphafnide,
. les complexes de platine,
les dérivés de 1'éthyléne-imine.
. les :dérivés de diméthane sulfonoxy-alcanes,
. les dérivés de la pipérazine, o
_ les inhibiteurs des topoisomerases tels que :
‘ : les 1n]11b1teurs de la topoisomérase 2, notamment les anthracychnes
I’ eplpodophyllotoxme tel que 1'étoposide,
. les inhibiteurs de la topoisomérase 1, notamment les dérivés de la
camptothecine, . ;
- les antimétabolites tels que :
. les antlfolates notamment le méthotrexate,
. les antipurines, notamment la 6-mercaptopurine,

. les antipyrimidines, notamment la 5-fluorouracile,,
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- les antnmtothues tels que :
' . les vmca—alcalmdes
. les taxoides, notamment le taxol, le taxotere,
- les composés cytolytiques tels que :
la bléomycine,
. la dacarbazine,
. I'hydroxycarbamide,
‘ -.'l'asparaginasé,
. la mitoguazone,
. . la pllcamycme
- les rad1at1ons gamma
- l et0pos1de '
- la doxorubwme;
-~ -des composés tels que 1a" lonidamine ou dérivé‘s,,t
- des antictorps: monoclonaux ou autres, ou tout compos€é ou autre traitement
d'irnmunothérapie.‘ . ' : :

‘ Da. préférence, les prqduits de cor‘nbinaikson susme'zntionnész de 1'invention, c':'ontienneat, '
un produit de foﬁnule (§) dans laquelle R, et R représenteﬁt un atome :d*"]i?'aloz gélie tel que -
Cl avantageusement le composé RO5-4864, et un agent mducteur d apoptose dans un
rapport en pcnds d environ 1 : 5 a envu‘on 1:1. .

De preference encore, les doses de ROS 4864 env1sagees chez l’homme S€ 51tuent

ﬁentre Tet 10 mg quotldlens

Avantageusement les produits de combinaison susmcntlonnes de 11nvent1on=
comprennent aussi un ou plusieurs véhicules pharmaceut1quement acceptables et
présentent sous une forme admlmstrable par voie orale ou parentérale, notamment par voie
intramusculaire, intraveineuse, ou sous-cutanée.

L'invefition concerne égalément l'utilisation de produits de combinaison
susmentionnés, pour la préparation d'un medicament destiné au traitement des pathologies

tumorales telles que définies ci-dessus.
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L'invention sera davantage illUStrée' a 1'aide de la description qui suit de la mise en
ceuvre d'expériences de mesure de l'effet du compose Ro5-4864 de stimulation de
1'apoptose mduite par les oomposés inducteurs d'apoptose.

- Matériel : souris nu/nu femelles, d'un poids de 30 g, agees de 6 8 semaines.

Elevage dans des conditions dépourvues d'agents pathogenes, sous lumiére artrfrorelle (12

‘heures de c.larte 12 heures d'obscurité).

- Greffe SOUS -cutanee Inters capularre des tumeurs humames etudrees
- Trartement des souris avec un oomposé mducteur d'apoptose tel que défini Cl-,

dessus, et le compose R05-4864, lorsque les tumeurs attergnent un diamétre d'environ 5

mm (ou un Volume de 60 mm ) _
'~ _Pesée hebdomadmre des souris. Mesure 3 fors par semame des. tumeurs
- Analyse mesure du volume tumoral (V ) et du volume tumoral relatlf (V TR)
Sl ‘V = g’ xb/2, a le plus grand drametre et b le plus petrt diametre de la tumeur
VTR Vx/Vr Vx le volume moyen au temps X, Vi le volume moyen au temps :
JO.

. Comparars on des resultats obtenus chez les souris traitées par le compose mducteur

d’ apoptose seulement avec les résultats obtenus d’ une part chez les sour1s tra1tees par le

' :compose inducteur d'apOprose et le composé R05-4864 et, d autre part chez les souris

traitées par le compose Ro5-4864 seul

- Sacrrfrce des sourrs lorsque les tumeurs atteignent un volume de 2500 mny’.
I- Ihtroduotipn
L’apoptose , ou mort cellulaire programmée, est contrblée au niveau d’un effecteur

‘central commun localisé au niveau des mitochondries (Kroemer. and Reed - 2000). La

permeabrhte membranaire mitochondriale (membrane externe) constitue levenement

irréversible qui induit la mort cellulaire. Cette perméabilité est sous controle d’une part |

d’un complexe multiprotéique permettant 1’ouverture ou Ila fermeture de pores

membranaires et, d’autre part, de protéines régulatrices comme Bcl-2 ou Bax.

Dans ce complexe multiprotéique, appelé pore de transition de perméabilité, se trouve
le récepteu’r périphérique des benzodiazépines (RPB) (Zoratti and Szabo, 1995). Il existe

deux sites de fixation des benzodiazépines : les récepteurs centraux localisés dans le SNC et
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au niveau de la membrane plasmique des cellules, et les récepteurs périphériques localisés

principalement au niveau de Ia membraﬁe externe mito chondriale. De méme, il existe
differents types de ligands des RPB des I1ga11ds endogenes (DBI ou diazepam binding

mhzbztor et porphyrines) et des ligands exogenes (Ies Benzodlazepmes comme le diazépam

et le 4 chlorodlazepam (ou ROS5- 4864) et les carboxamides d’isoquinolines comme le
PK11195)

Nous avons montré Sur difféj:entes Ii'gnées celliﬂaii:es ’ qué l’effet antitumoral des

~ anticorps ann-Fas -récepteur (FasR) était augmente par des 1 gands du RPB (RO5-48 64

dlazepam ct PK11195) et que cet effet était nettement (au moins 3 ou 4 fois) supérieur avec 1

le RO-4864 qu'avec les autres composés. D’autre part, seul le RO5-4864 est capable, sur

- ume 11gnee transfectée . par un gene de res1stance a lapoptose telle que les lignées
i surexPrnnant les geénes bcl-2 ou bcl—XL, d’ augmenter I effet apoptothue des antlcorps anti-
R FasR De meme sur deux tumeurs humaines de carcmome bronchlque A petltes cellules |

greffées chez la souris nude, nous avons montré que le R05~4864 augmenta1t l’effet de la

. chmuotheraple antitumorale.

I Matériel et méthodes :

1- Lignées cellulaires, conditions de culture et induction de 1 apoptose :

~ Les lignées humames Jurkat (lymholde T) SHEP (neuroblastome) transfecté avec un

_ vecteur contrble ou avec un vecteur bcl-2 ou bcl—-X 143N2 (osteosarcome) et SNB79

(ghoblastome) ont été cultwees en DMEM ou RPMI 1640 (Slgma Chemical C°, St Lou1s
MO) supplementé en SVF 10% (Dutscher, Brumath, France), pemcﬂlme G( 10° UI/ml) +
streptomycine (50 pg/ml) (Slgma) et L-glutamine (2nM, Slgma)

" Les cellules ont été cul:tl.vees en présence d’anticorps anti—Faﬁs'Récepteur CH11
(1 pg/ml ; Immunotech, Marseille, France) concomitamment ou apreés exposition au ROS5-
4864 (BioBlock Scientific, Illkirch, France), diazépam (Roche, Neuilly sur Seine, France),
ou PK11195 (BloBlock) a différentes concentrations. ' '
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2- Quantification de I’apoptose et de la viabilité cellulaire

Le ﬂuoroCh;ome lipophilique DiOC(3) (Molecular Probes, Eugene, OR) a été utilisé

pour mesurer le protentiel membranaire des mitochondries (Ay,,). Bri¢vement, les cellules

~ ont été incubées 15 min & 37°C en présence de 40ﬁM de DiOC6(3) avec analyse immédiate

de I'incorporation de la fluorescence sur un cytofluorométre de type Epics Profile II= =

(Coulter M1a.1:m FL). L’ hydroéthydine (HE) (2 uM, 15 min 37°C Molecular Probes) a . '

 6t6 utilisée pour mesurer la producthn d’anion superoxide (Marchetti et al., 1996); Enfin,
. T |

la proportion de cellules ayant perdu une pzartie de 'ADN chromosomal (cellules

subdiploides) a &t¢ déterminée par 10dure de pmpldmm Sur cellules f1xees en ethanol

. (Nlcolettl et al, 1991)

- La v1ab111te cellulan:e a été mesuree par un test au bleu de méthylene (Dxmanche-»

B01trel et al. ,1992).

3. Etudes 7 vivo

Des souris suisses, nu/nu femelles agees de 6 A 8 semaines et pesant env1ron 30g,

~ont été utﬂlsees pour les experlences in vivo. Pour les essa1s thérapeutiques, les souris

greffées avec les tumeurs humaines ont été randormsees en groupes equlvalents de 4ag8

 animaux et traitées dés que la tumeur atte1gna1t un dlametre de 5 mm (smt un volume

' .approxunauf de 60 mm3) La croissance tumorale a été evaluee par la mesure des deux :

diametres tumoraux perpendlculalres ,

Deux tumeurs humames de carcinome bronchlque a pet1tes cellules ont eté utlllsees la
SCLC6 et la SCLC61. ' ' '

La chimiothérapie, administrée par voie mtraperltoneale a comporte soit de

I’ etopos1de seul a la dose de 12 mg/kg/j J1 & I3, soit une association etoposmle 12 mg/kg/J

+ ifosfamide 90 mg/kg/j de J1 & J3. Le RO5-4864 a éts préparé dans un exc1p1ent

contenant éthanol + Tween et injecté par voie sous-cutanée 3 la dose 12 & 40 mg/kg/j de J1

a J3. Le groupe témoin a recu des injections de sérum physiologique. .
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4 AnalySes statistiques :

Un test student t a eté utilisé pour comparer la croissance des tumeurs xénogreffées

chez les souris nude des d1fferents groupes randorrnses

 III- Résultats :

1- Etudes in vitro :

Sur la lignée 1ymph01de T Jurkat, le R05-4864 1e dlazepam et le PK11195 |
potentlallsent I effet apoptothue de l’antlcorps antl-FasR CHll (Flg 1A et 1B). Cet effet

B : _ est maxunal avec le ROS 4864 pu1sque a concentratlon equlvalente de GOMM lar proporuon |

de cellules subd1p101des (apoptothues) est de 73%, 25% et 20% pour le ROS- 4864 le

: PK11195 et le d1azepam respectlvement en association avec le CH11.

Le RO5-4864 reverse la r631stance A I’anticorps anti-FasR CI—Ill des llgnees SHEP—

controle SHEP—-bcl-2 ou bel-X,, 143N2 et SNB79. Inversement cette reversmn n ‘est
| observee avec Ie dlazepam et Ie PK11195 que sur la seule Ilgnee SHEP-controle (flg 2 3 

et 4).
2~ Etudes In Vivo !

Les sourls greffees avec la tumeur humaine SCLC61 ont ete traltees par l'etoposnde N

:mjecte par voie intrapéritonéale 2 la dose de 12 mg/kg/j de | 13 J3 avec ou sans RO5-4864

a la dose de 12 mg/kg/j SC J1 a J3. La croissance tumorale n’a pas été modifi€e par le

, R05-4864 seul. Par contre I’effet antitumoral de l’et0p031de est augmente par:
I’administration conconutante de RO5-4864 (p<0.005) (fig. SA) L’excipient du ROS- "

4864, injecté seul ou en assoc1at10n avec 1'€toposide, ne modifie pas la croissance tumorale
du groupe contrdle et du groupe étoposide. : -

Les tumeurs SCLC6 greffées ont ét€ traitées par I’élssociation =ét0posid.e 12

mg/kg/j-l—ifosfanﬁde 90 mg/kg/j de J1 a J3, avec ou sans RO5-4864 40 =mg/kg/j de J1 a J3.

L’etfet antitumoral de Ia chimiothérapie a €t€ augmenté par le ROS5-4864 (p<0.‘05) (fig.
SB).
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IV- Conclusion

L’ensemble de ces expériences monire que le RO5-4864, sur plusieurs variétés de

lignées humaies, est capable de lever la résistance aux anticorps anti-FasR et, sur 2

tumeurs de carcinome bronchique 3 petites cellules, d’augmenter I’effet antitumoral d' une

chumotheraple associant et0p051de + /- tfosfamide. De plus, sur Ia lignée de neuroblastome
humam SHEP transfectee par les genes bcl—2 ou bcl—XL, le ROS 4864 reverse la res1stance
aux ant1corps anti-FasR.

Différentes expériences ont montré que ’effet du RO5-4864 était nettement supéricur

B! ce1u1 du d1azepam ou du PK11195 et que, en partlcuher le R05-4864 était le seul capable

de réverser la résistance aux anticorps ant1-FasR sur la lignée SHEP trans fectee par les

genes bcl~2 ou bcl-X; .
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50 :677-82.
VI- Légendes des figures :

1. Figure 1 : culture des cellules Jurkat en présence de CHI11 avec (histogrammes

: 'blancs) Ou Sans (hietogramrnes nowrs) ROS5-4864, PK11195 ou diazéparn.: En A,

* détermination de la proportion de cellules subdiploides (en ordonnée), en fonction de la o

concentration en pM des ligands PBR R05 4864, PK11195 et DIAZEPAM. En B,

détermination du % de cellules (en ordonnee} avec chute du (Awm) (histogrammes noirs),

I;productlon d’anron superoxrde (hlstogrammes gris) et subdrplordes (hrstogramrnes blancs),

~ en absence (0) ou en presence d'antrcorps annFas CHll (encore desrgne Mab) en fonctron

de la concentration en M des hgands PBR ROS 4864 (a BOy,M ou R030 et a 60 p,M ou '

. 1..R060) PK11195 (2 404M ou PK40, et 4 60 p,M ou PK60) et DIAZEPAM (2 90uM ou
- DIA90, et 2 120uM ou DIA120). L =

| 2 F gjt_lre 2 : culture des hgnees SHEP de controle (SHEP control), des lignées SHEP -

~ transfectées _par bcl2 :(SHEP BCIZ) et des Irgnees SHEP transfectees par bch

(SHEP.BclX,), en présence de CHI'I avec (hrstogrammes noirs) ou sans (histogrammes

- gris) RO5 -4864. Evaluation de la viabilité cellularre (test au bleu de méthyléne; pourcentage |

- de: cellules en ordonnee) en foncuon de la concentratlon de ROS 4864 (O 100,u,M ou RO

100, 200uM oi RO 200).

3. Figure 3 : culrnre de la lignée 143N2 en présence de CH11 avec (histogramrnes' |

: noirs) ou sans (hiStogranlrnes gris) RO5-4864, PK11195 ou diazépam. Evaluation de la’

viabilité cellulaire (test au bleu de méthylene; :pourcentage de cellules en ordonnée);, en

fonction de la concentration de RO5-4864 (100uM ou RO 100, 200uM ou RO ';200),
PK11195 (30uM ou PK50, 80 uM ou PK80) et DIAZEPAM (50uM ou DIAS50, 80pM ou
DIAS0). :
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4. F gl_u:e 4 culture de la lignée SNB79 en presence de CH11 avec (o) Ou sans (o)

RO5-4684. Evaluatlon de la viabilité cellulau"e (test au bleu de methylene pourcentage de

cellules en ordonnée), en fonction de la concentration (uM) de RO5-4864.

5. I ggre 5 en A, tumeur SCLC61 xenogreffée chez la souris nude et traitée par

. etopos1de avec (O) Ou sans (A) RO5-4684. Deux groupes controles onf recu I’ exmplent du

‘RO5-4864 seul (A.) ou avec étoposide (¢). .En B, tumeur SCLC6 xenogreffée chez la souris
nude et traitée par €toposide + ifosfamide avec (O) ou sans (A) ROS5-4684. Le volume

- médian des tumeurs est indiqué en ordonﬂée en fonction du nombre de jours fapres le début

du tra1tement Deux groupes controles ont regu des mjectlons so1t de RO-4864 seul (I:l),

 soit de NaCl 0, 9% (®).
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REVENDICATIONS

-1, Produits comprenant :

* au moins un composé de formule (I) suivante :

5
- :
()
10 |
15
: dans laquelle R1 et R, representent un atome d’ halo gene tel que Cl,

. au moins un agent mducteur de l'apopto s, comme prodults de .
combinaison pour. une utilisation simultanée, séparée ou étalée dans le temps : en theraple |
cancéreuse. '

: 2. Produit selon la revendication 1, caraCtérisé en ce qu’ 1l comprend 3 titre de
comp‘osé de formule (I) le composé Ro5-4864 de formule suivante : l
25

30 : - Cl
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3. Produii; selon la revendication 1 ou 2, se présentant sous une forme administrable

par voie orale ou parentérale, notamment par voie intramusculaire ou intraveineuse.

4. Produit selon 1'une des revendications 1 a 3, caractérisé en ce qu'il comprend au
moins un agent inducteur de 1‘ap0ptose le cas échéant inséré dans un vecteur -approprié

pour la theraple gemque notamment un vecteur d'ongme viral, ledlt agent ¢étant ch0151

{
glucocorticoides, ou autres cComposés pro-ap0ptot1ques.

3. Produ1t selon.1'une des revendications L a 4 caractense en ce que 1'agent inducteur

de I'apoptose est choisi parmI

~ Ies dérivés des glucocortlcmdes tels que la dexaﬁaethasone
- Ies agents alkylants tels que "
1. les moutardes a 1’ azote, notamment le cyclopho sphamide,
- les complexes de platme
. les derxves de I’ ethylene-lmine .
. les défivés de diméthane sulfonoxy-alcanes,
. les dérivés de la pipérazine, :
- les 1nhibiteurs des topoisbmérasés tels que :

. les inhibiteurs de la topoisomeérase 2 notamment les anthracyclmes

I ep1podophyllotoxme tel que l'etOpos1de

. les inhibiteurs de la topoisomérase 1, notamment les dérivés de la

camptothecine,

- les antimétabolites tels que :
‘ . les antifolates, notamment le méthotrexate,
. les antipurines, notamment la 6-mercaptopurine,
. les antipyrimidines, notamment la 5-fluorouracile,
- les antimitotiques tels que :
' . les vinca-alcaloides,

. les taxoides, notamment Ie taxol, le taxotere,
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- les c‘omﬁosés cytolytiques tels qﬁe .

. 1a bléomycine,

L la dacarbazinei,
. I'hydroxycarbamide,
. 1'asparaginase,
. la mitoguazone,
. la'plicamycine, :

-~ des :cbmposés tels que 1a lonidamine ou .dérivés,

- ou des anticorps monoclonaux ou autres, ou tout composé ou autre traitement

~d'immunothérapie.

6. Prodmt selon ' une des revendlcatwns 1as, caracterlse en ce qu'il comprend aﬁ
moms un agent mducteur de [ apoptose ch0131 parml _
- les radiations gamma, '

- 1':ét:ci)poside,:
~ la doxorubiéine, -
- la dexamethasone,

- 1a lonidamine.

7 Produits selon 1'une des revendlcatmns la 6, caracterlses en ce qu'1ls contlennentz

un prodmt de formule ) et un agent mducteur d' apoptose dans un rapport en p01ds .

d'environ1:52a enwron 1:1.

5,

8. Produ1ts selon ["une des revendications 127, caractérisés en ce qu'ils comprennent

aussi un ou plu51eurs vehlcules pharmaceuthuement acceptables

9, Utilisation de pr:oduits selon 1'une des revendications 1 a 8, pour la préparation

d'un médicament destiné au traitement des pathologies tumorales.
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