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PEPTIDES MODULANT L’ACTIVITE DE L’IGF-1 ET LEURS APPLICATIONS

L'invention concerne des peptides modulateurs de I''GF-1.

Arriére-plan technigue :

Le processus cancéreux, qui se traduit par une prolifération cellulaire non contrblée,
est souvent I'expression d'une surexpression de facteurs de croissance et/ou de leurs
récepteurs dans une méme cellule (Moyse et al. 1985, Cassoni ef al. 2006, Hanahan et al.
2000).

De nombreux facteurs, agissant en réseau, sont responsables de la progression du
cycle cellulaire et de la prolifération cellulaire. En particulier, un groupe de ces facteurs, dits
de « croissance », sont représentés par des peptides capables de stimuler I'entrée en
phase S et, in fine, la division cellulaire. C’est le cas des IGF (Insulin-like Growth Factors)
(Pardee 1989, Cross et al. 1991).

L’IGF-1, en particulier, synthétisée aprés stimulation par 'hormone de croissance
(Growth Hormone, GH), agit comme une hormone endocrine, et peut méme étre vue
comme la véritable hormone de croissance (Laron, 2001). Agissant également selon un
mécanisme paracrine/autocrine, cette hormone a un role important chez I'enfant dont elle
stimule la croissance, tandis que chez I'adulte elle augmente I'anabolisme.

Le récepteur spécifique de cette hormone (IGF-1R) est exprimé sur de nombreux
types cellulaires différents et donc plusieurs tissus de lI'organisme dépendent de I'action
de L’IGF-1: on peut citer le foie, les reins, le poumon, les muscles, le tissu osseux et le
cartilage, mais aussi le tissu nerveux. Par ailleurs I''GF-1 a des effets proches de I'insuline
puisque il peut se lier — avec une faible activité — au récepteur de l'insuline, il régule le
développement des cellules nerveuses, et régule la synthése de 'ADN.

La liaison de I'IGF-1 au récepteur induit un signal intracellulaire qui stimule la
croissance et la prolifération cellulaire (Perona, 2006). Cette activité fait de I'lGF-1 a la
fois un puissant inhibiteur de I'apoptose (mort cellulaire programmeée) et un activateur de
la synthése protéique (Yanochko et al 2006, Colon et al 2007, Inoue et al 2005). Enfin,
dans certaines conditions, I'lGF-1 peut avoir le double role d’'inducteur de 'apoptose et de
stimulateur de la prolifération cellulaire (Fu et al 2007, Rabinovsky 2004 a).

Le réseau de signalisation de I'lGF a un rdle crucial dans la progression tumorale, y
compris dans le phénoméne métastatique (Hofmann et al 2005), et de nombreux travaux
experimentaux mais aussi épidémiologiques tendent a établir une correlation significative
entre un taux important de IGF-1 et/ou de son récepteur et le risque accru, voire

I'établissement d'une prolifération cancéreuse (Vella ef al 2001, Talapatra et al 2001,
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Kucab et al 2003, Kambhampati et a/ 2005, Bjorndahl et al 2005, Gennigens et al 2006,
Velcheti et al 2006, Yanochko et al 2006, Sisci et al 2007, Samani et al 2007). D’'une fagon
generale, le role de I'axe GH/IGF-1 dans I'oncogenése et surtout dans |a stimulation de la
progression tumorale est donc bien établi, comme le montrent de nombreux travaux
épidémiologiques et une étude trés récente montrant qu’une déficience congénitale de
'lGF-1 semble protéger du développement d'un cancer (Sheva et al 2007).

Des études cliniques sur des molécules inhibitrices de I'activité IGF montrent le grand
intérét que peut avoir leur utilisation dans différents types de cancer, leur effet
thérapeutique agissant en synergie avec la chimiothérapie et I'irradiation (Min et af 2005,
Carmiraud et al 2005, Chinnavian et al 2006, Wu et al 2006, Deutsh et al 2005,
Warshamana-Greene et al 2005). L’'IGF-1 étant un médiateur de 'hormone de croissance,
sa production peut étre retardée ou inhibée en amont de la production de I'hormone de
croissance (GH), par la somatostatine.

La Somatostatine (Somatotrope Release Inhibiting Factor, ou SRIF), sécrétée dans
I'hypothalamus, est un antagoniste naturel de la GHRH (neuropeptide stimulant la
synthése de GH). En particulier, en inhibant la GH, le SRIF a un effet d’inhibition sur la
synthése de I'IGF-1. Mais le SRIF a également une action a la périphérie, notamment en
agissant comme une hormone digestive en inhibant, par exemple, la sécrétion des
hormones gastro-intestinales et pancréatiques.

La capacité du SRIF et de ses analogues synthétiques a inhiber la prolifération
cellulaire et a déclencher la mort cellulaire par des mécanismes indirects ou directs est
mise a profit dans plusieurs protocoles thérapeutiques visant différents types de cancers
en clinique humaine. De plus, le SRIF est capable dinhiber I'angiogénése, ce qui
représente un intérét potentiel en clinique pour le contrdle indirect de la croissance des
tumeurs (Ferjoux et al 2000). En effet, les tumeurs s’alimentent par la néovascularisation
(angiogénése), or les analogues de SRIF, qui inhibent la prolifération cellulaire, ont
egalement un effet indirect d’inhibition sur la sécrétion de facteurs de croissance comme
le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), tout en réduisant la chimiotaxie
monocytaire (Dasgupta 2004, Garcia de la Torre et al. 2002).

Cependant, l'utilisation d’analogues du SRIF n’est possible que dans les cancers
exprimant les récepteurs du SRIF. Ainsi I'efficacité des analogues du SRIF utilisés en
clinique a été explicitement démontrée seulement dans le traitement des tumeurs
neuroendocrines, gastroentéropancréatiques, du cerveau, du sein, de la prostate et du
poumon (Ferjoux et al 2000). Par ailleurs, il ne faut pas oublier que le taux et le profil

d’expression de récepteurs du SRIF varient énormément dans les différents carcinomes.
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Des molécules analogues de la somatostatine, inhibitrices du «systéme IGF»
(Pawlikowski M. et al., 2004), ont été proposées. Il s'agit notamment du BIM 23A387, de
I'Octreotide et du Lanreotide (deux peptides 8-méres). Ces molécules modulent I'expression
du récepteur ou de son ligand, et sont des candidats intéressants dans la thérapie de
differents types de cancer et de l'acromégalie. Autre exemple, le ligand de synthése
bispécifique, BIM-23244 (Rani C., 2004, Rani C., 2006, Pandit A., 2008), est capable
d'inhiber la sécrétion de 'hormone de croissance dans les adénomes somatotropes.

Résumé de l'invention:

Les inventeurs proposent maintenant de nouveaux peptides capables de moduler les
effets de IlGF-1. Ces peptides comprennent la séquence de 20 & 24 acides aminés (I) ci-

aprées:
P,—X; —Phe—Trp—Xo—X;—P, (1) (SEQ ID NO: 1)

dans laquelle :
- P, représente une séquence comprenant 10 a 12 acides aminés choisie parmi les
séquences:

Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 3)
Asn-Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 4)
Ser-Asn-Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 5)

-X1 est un résidu lysine, arginine ou histidine ;
-X, est un résidu thréonine ou lysine ;
- Xz est un résidu aspartate ou glutamate ; et

- P, représente une séquence comprenant 5 a 7 acides aminés choisie parmi les séquences:

Val-Thr-Thr-Ser-Glu (SEQ ID NO: 6)
Val-Thr-Thr-Ser-Glu-Leu (SEQ ID NO: 7)
Val-Thr-Thr-Ser-Glu-Leu-Gly (SEQ 1D NO: 8)

Il est également compris dans l'invention, un peptide résistant a la protéolyse dérivé de la
séquence (l) par une ou plusieurs modifications de I'extrémité N-terminale sous forme d’'un
acétyle, et/ou de I'extrémité C-terminale sous forme d’'un groupe amide et/ou d’au moins une

liaison peptidique modifiée et remplacée par une liaison (CH2NH), une liaison (NHCO), une

CA 2755778 2019-10-16
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liaison (CH2-O), une liaison (CH2-S), une liaison (CH2CH2), une liaison (CO-CH2), une
liaison (CHOH-CHZ2), une liaison (N-N), une liaison alcene-E ou encore une liaison -CH=CH,
ou un peptide homologue défini comme étant dérivé de la séquence (l) par une ou plusieurs
substitution(s) conservative(s) et présentant plus de 80% des acides aminés identiques a la

séquence (I).

CA 2755778 2019-10-16
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Ces peptides sont utiles pour moduler, de préférence stimuler, une prolifération
cellulaire in vitro.

L’invention a également pour objet une composition pharmaceutique comprenant au
moins un tel peptide en tant que principe actif, en association avec un ou plusieurs
excipients physiologiguement acceptables.

La présente invention a aussi pour objet un peptide, tel que défini ici, pour une

utilisation a titre de médicament.

Description détaillée de 'invention :

Définitions :

Le terme "modulation” sg référe 3 une activits inhibitrice elfou aclivairice des peplides
de Finvention sur las fonctions de NGF-1.

Far "inhibition™ on entend tout sffet inhibilsur sur la synthése de IGF-1 sfou
Fexpression de IGF-1R incluant une inhibiion e¥ou une régulation négalive rédulsant
Pactivite, Vaclivation, las fonclions stiou Pexpression de [GE-1. Par "activation” on sntend
tout effet potentiaiisant, stimulant ou activant la synthése de IGF-1 elfou Pexpression de
IGF-1R incluant une activation etiou uns réguigtion positive de 'aclivité, des fonclions
gtfou de Pexpression de HGF-1, Un effet inhibiteur st/ou aclivaleur d'un peplide esi &tudis
par des meswes de Pexpression de IGF-1 elou de IGF-1R. Il est également possible
d’'étudier linhibition et/ou I'activation induite par un peptide de I'invention au moyen de

culture cellulaire exprimant {GiF-1 gtiou [GF1R,

Le terme "patient” se r&fére & loul animal humain ou non humain, de préférence un
mammitére, incluant male, famelle, adulle etfou enfant nécessitant un rattement modulant

g synthase de IGF-1 eliou de Pexpression du recepteur de HGF-1.

Le lerme "irallement” ou "thérapie”™ comprend sussi bien un traitement curatif qu'un
fraftement prophyiactigue d'une maladie. Un traitement curatif est defini par un trailement
aboutissant & une guérison ou un raitement allageant, amsliorant e¥ou Aliminant,
réduisant elfou stabilisant les symptdmes dune maladie ou la souffrance quelle
provogue. Un traitement prophedactigue comprend ausst bien un fraflement aboulissant &
i préevenbion d'une maladie gu'un ailement reduisant eliou relardant Uincidence d'uneg

maladie o le risque qu'elle survienns,
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Les inventeurs proposent aussi de nouveaux peptides comprenant la séquence de 20 & 24 acides

aminés (I) suivante :

Pa-X1 -Phe-Trp-X2—X3-Pb  (I) (SEQ ID NO: 1)

dans laquelle :

- P, représente une séquence comprenant 10 a 12 acides aminés choisie parmi les séquences :
Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 3),
Asn-Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 4), et
Ser-Asn-Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 5) ;

- X1 est un résidu lysine, arginine ou histidine ;

- X2 est un résidu thréonine ou lysine ;

- X3 est un résidu aspartate ou glutamate ; et

- Pb représente une séquence comprenant 5 & 7 acides aminés choisie parmi les séquences :
Val-Thr-Thr-Ser-Glu (SEQ ID NO: 6),
Val-Thr-Thr-Ser-Glu-Leu (SEQ ID NO: 7), et
Val-Thr-Thr-Ser-Glu-Leu-Gly (SEQ ID NO: 8).

1l est également compris dans I’invention, un peptide résistant & la protéolyse dérivé de la
s€équence (I) par une ou plusieurs moditication(s) chimique(s) et ayant la méme activité
biologique que le peptide comportant la séquence (1), ou un peptide substantiellement identique
dérivé de la séquence (1) par une ou plusieurs substitution(s) conservative(s) et ayant la méme

activité biologique que le peptide comportant la séquence ().

CA 2755778 2017-09-15
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Lsxpression "substitulion conservative”™ exprime tout remplacement d'un résidu acide
aming par un aulrs, sans aligralion de la conformation géndrale ni de la fonction du
septide, La substituiion consanvative inclul, sans s'y imiler, lg rempiacement par un acide
aming ayant des propridlds similgires {comme par exemple & forms, lg polaritg, e
potentie] de laison hydrogene, Vacidité, la basichtd, hydrophobiclie et autres). Les acldes
amings ayant das propriglés similaires sont bien connus dans Parl FPar exempls,
i'arginine, l'histidine et la lysine sont des acides aminés hydrophiles basiques et peuvent
étre interchangeables. De la méme fagon, l'isoleucine, un acide amine hydrophobe, peut
étre remplacé par une leucine, une méthionine ou une valine. Les acides aminés
hydrophiles neutres pouvant se substituer les uns les autres incluent 'asparagine, la
glutamine, la sérine st ia hrdonings. Far "subsiitug” ef "modifié ” linvention comprend les
acides aminés avant &1é altéré cu maodifié par rapport & un acide aming trouvé dans la
natura. L'expression "séquence substantiellement homologue® camprand toids séauence

soumise a uns ou plusieurs substitution(s) conservativels).

Ainsi, dans le confexde de la prdsents invantion, une substilulion consarvative est
conpue dans art comme une substitution d'un acide aminé par un aulre avant des
oroprielés similaires. Des examples de subsiiulions conservatives sont donnés dansg e

tableay 1 ci-dessous

Tableau 1. Substifutions conservalives i

Caractéristigus de Ia chaine latérale Acide amind
Mon polaire GAPILY
Polaire non chargée C3TMNG
Polaire chargde DHKE
Arorpaticue HEWY
autre MODE

Selon Lehninger, 1878, les acides amines conservalifs peuvent également élre groupds
comme Hiusird dans la tableay 2 ci-dassous

Table 2. Substiivtions consarvatives H

Caractéristigae de Ia chalne Iatlérale Agide amind

Non polatre (hydrophobe)

A Aliphatique ALTYP

B, Aromaltique By
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. Contenant un sulfryle %]
0. Autre G
Poluire non chargde
A, Hydroxvie: STY
B Amidexs ¢ N
. Sulfhydryle: C
2. Autio G
Chargde posttivement (basique) KRH
Chargée négativement (acide) DE

Encore une aufre alternative de substitution conservalive est prasentae dans e tableau 3
ci-desgnus:

Table 3. Substitutions Conservatives

Résidu ¢ oarigine Exemple de substitntion
Al {A) Val (Vi Leu (L), Ua{h
Arg (R} Eove (K, Glo (), Asn (M)
Asn (N} Gin {03}, His (H), Lys (K}, Arg (R)
Asp (D) Glo {E)
Cya{) Ser {5)
Gin {03 Asr (N
Gl (E) Asp (B
His (1) Asn (N, Gln (€, Lys (K, Arg (B)
Hethy Fen (L), Val(V), Met (M), Ala (A), Phe ()
Len (L) tefl), Val (V) , Met (M), Ala (A), Phe (F)
Lyvs (K Arg (R, G (02), Asn (04
St (M) o (1), Phe (F), He(B
Phe {F} Eeu Ly, Val (V) Ha(hy, Ala {A)
Pro (P) Gly {5}
Ser (5) Thr (T}
The (T Ser {8
Tip (W} Tyr (Y}
Tyr (Y3 Tep (W), Phe (F), The (T, Ser (S5}
Wal (V) Tie(Dy, Len (L3, Met (M), Phe (F), Ala (A
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Préparation des peptides :

Les peptides conformes a l'invention peuvent étre préparés par toutes les techniques
classiques de synthése peptidique, a savoir notamment par synthése chimique ou
recombinaison génétique. Dans un mode de réalisation préféré, les peptides sont obtenus
par synthése chimique. De préférence encore, les peptides sont obtenus soit par
condensation successive des résidus d'acides aminés dans l'ordre requis, soit par
condensation des résidus sur un fragment préalablement formé et contenant déja
plusieurs acides aminés dans l'ordre approprié, ou encore par condensation de plusieurs
fragments préalablement préparés, en prenant soin de protéger, au préalable, toutes les
fonctions réactives portées par les résidus d'acides aminés, excepté les fonctions amine
et carboxyle engagées dans la liaison peptidique lors de la condensation, et notamment

par la technique de synthése en phase solide de Merrifield.

Propriétés des peptides :

Les peptides de linvention sont capables de moduler les effets de I'lGF-1. Ces
peptides comprennent, ou sont constitués, de la séquence de 20 a 24 acides aminés (I)
ci-aprés :

P,—X;—Phe-Trp—X—Xs—P, (1) (SEQ ID NO :1)

dans laquelle :

- P, représente une séquence comprenant 10 a 12 acides aminés choisie parmi les

séquences :
Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 3)
Asn-Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 4)
Ser-Asn-Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 5)

- X1 est un résidu lysine, arginine ou histidine ;

- Xz est un résidu thréonine ou lysine ;

- X3 est un résidu aspartate ou glutamate ; et

- P, représente une séquence comprenant 5 a 7 acides aminés choisie parmi les
séquences :

Val-Thr-Thr-Ser-Glu (SEQ ID NO: 6)
Val-Thr-Thr-Ser-Glu-Leu (SEQ ID NO: 7)
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Val-Thr-Thr-Ser-Glu-Leu-Gly (SEQ ID NO: 8)
Il est également compris dans l'invention, un peptide résistant & la protéolyse dérivé de la
sequence (1) par une ou plusieurs modifications chimiques ou un peptide
substantiellement homologue dérivé de la séquence (I) par une ou plusieurs

substitution(s) conservative(s).

De préférence, X, est un résidu lysine, X; est un résidu thréonine, et X; est un résidu
aspartate.

Dans un mode de réalisation préféré, le peptide comprend la séquence d’acides
aminés suivante :

SNFGSRKFSYKAKFWTDVTTSELG (SEQ IDNO: 2)

De préférence, les extrémités N- et/ou C-terminales sont protégées de la protéolyse.
Par exemple, I'extrémité N-terminale peut étre sous la forme d’un acétyle, et/ou I'extrémité
C-terminale peut étre sous la forme d’'un groupe amide. Toute modification visant a rendre
résistants les peptides de l'invention est envisagée, par exemple des peptides dans
lesquels au moins une liaison peptidique est modifiée et remplacée par une liaison
(CH2NH), une liaison (NHCO), une liaison (CH2-Q), une liaison (CH2-S), une liaison
(CH2CH2), une liaison (CO-CH2), une liaison (CHOH-CH2), une liaison (N-N), une liaison
alcéne-E ou encore une liaison -CH=CH.

Tous les peptides modifiés chimiqguement pour résister a la protéolyse sont compris

dans la présente invention.

Par exemple le peptide ci-dessus désigné P70 peut étre sous la forme
Acétyl-SNFGSRKFSYKAKFWTDVTTSELG-Amide

L’invention prévoit également des peptides substantiellement homologues dérivés de
la séquence (l) par une ou plusieurs substitution(s) conservative(s). Deux séguences
d’acides aminés sont dites « substantiellement homologues »ou « substantiellement
similaires » quant un ou plusieurs résidus acides aminés sont remplacés par un ou
plusieurs résidus similaires d'un point de vue biologique, ou lorsque plus de 80% des
acides aminés sont identiques, ou de maniére préférée lorsque plus de 90% des résidus
sont identiques (fonctionnellement identique). Les séquences similaires ou homologues
sont de préférence identifiées par alignement en utilisant, par exemple, le programme

« Pileup » GCG (Genetics Computer Group, manuel de programme pour le Package



10

15

25

30

35

CA4 02755778 2011-00-14

WO 2010/106294 9 PCT/FR2010/050490

GCG, Version 7, Madison, Wisconsin), ou tout autre programme connu par 'homme du
métier (BLAST, FASTA, etc.)

Conformément a l'Invention, tous les résidus acides aminés des peptides peuvent
appartenir a la série L (Iévogyre). Toutefois, il est également possible, quelque soit I'acide
aminé de la séquence (1), de substituer la forme D (dextrogyre) a la forme L. En particulier
il est envisagé que certains acides aminés - lesquels sont situés en positions 11 a 18
dans la séguence (1) et notamment le tryptophane en position 15- appartiennent a la série
D, de maniére a conférer aux peptides une meilleure résistance a I'action des peptidases.

Avantageusement, les peptides conformes a linvention sont liés de fagon covalente,
au niveau de leur extrémité C-terminale ou d'un résidu lysine, a une ou plusieurs
molécule(s) de polyéthyléne glycol (PEG), et notamment d'un PEG de PM 1500 ou 4000,
propre a augmenter la demi-vie plasmatique et a diminuer la dose thérapeutique a
administrer. Cette liaison peut étre réalisée comme décrit par Abuchowski et al. (J. Biol.
Chenu., 1977,252 : 3582-3586). Selon un autre mode de réalisation, les peptides de
linvention sont introduits dans des polyméres ou des co-polyméres biodégradables
formant des  microsphéres, par exemple le poly(D,L-lactide-co-glycolide
(US2007/0184015, SoonKap Hahn et al).

Les peptides de l'invention, trés différents de la somatostatine endogéne (native) ou
des peptides précédemment décrits, présentent une conformation moléculaire en
« épingle a cheveux » (ou R-hairpin) trés stable en milieu physiologique comme en milieu
hydrophobe. Avantageusement, aucune condition du milieu ne peut induire une transition

de la conformation peptidique en hélice a.

En outre, cette conformation en « épingle a cheveux » permet de bien exposer, juste
au centre du coude formé par le repliement de la séquence peptidique, deux acides
aminés (Phe-Trp) sur les quatre acides aminés contigus (Phe-Trp-Lys-Thr) considérés
dans SRIF comme majeurs pour la liaison aux récepteurs. Sans vouloir étre liés par une
hypothése, les inventeurs pensent que dans la séquence des peptides de l'invention, une
attraction de type électrostatique entre I'acide aminé en position 13 et 'acide aminé en
position 17 permet de reproduire une sorte de « coude », en faisant assumer au peptide

entier une conformation de type 5 {(conformation 3 de type VIII).
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Les peptides de l'invention présentent un effet bi-phasique. lls sont ainsi capables,
selon la concentration utilisée, de stimuler ou d’inhiber la production de IGF-1 ainsi que
'expression de son récepteur (IGF-1R). In vitro, ces effets ont pour conséquence soit de

stimuler soit d’inhiber la prolifération cellulaire.

Cet effet bi-phasique, ou « effet en cloche » d’'une molécule biologique, qui en
fonction de la dose utilisée se traduit en un effet agoniste ou antagoniste, est bien connu
pour d'autres molécules et dans différents systémes biologiques (enzymes [Gamage et al.
2003, He et al. 2003], canaux ioniques et co-transporteurs [Arias et al. 1996, Lombardi et
al. 2001, Borst et al. 2002, Incerpi et al. 2003], transporteurs [Henry et al. 2002],
récepteurs de tyrosine kinases [Leiser et al. 1986, Schlessinger 1988], récepteurs couplés
aux protéines G (GPCRs), neurotransmetteurs, hormones et chemokines [Winding et al.
1993, Chidiac et al. 1996, Bronnikov et al. 1999, Cuthbert 2003, Hornigold et al. 2003,
Griffin et al. 2003, Fuh et al. 1992, Talmadge 1998] et en particulier concernant la GnRH
et ses analogues [Browning J.Y et al. 1983, Ho M.N. et al.1997, Barbarino A et al.1982,
Imai, A et al.1993, Kang, Sung K et al.2000 et 2001, Griindker C et al. 2003, Leung P.C.K
et al. 2003, Bhasin S. et al. 2008].

Les peptides de linvention sont ainsi utiles pour stimuler in vitro une prolifération
cellulaire, par exemple dans le cadre de cultures de chondrocytes, de kératocytes ou

d'hépatocytes ou pour la préparation de tissus d’intérét médical.

Compte tenu de leurs propriétés remarquables, les peptides conformes a I'lnvention
trouvent de nombreuses applications, in vitro et in vivo, notamment en médecine humaine

ou en médecine vétérinaire.

Les peptides de l'invention peuvent étre utilisés a une dose adaptée
- soit pour stimuler la synthése de IGF-1 et/ou 'expression du récepteur de I''GF-1 ;

- soit pour inhiber la synthése de IGF-1 et/ou I'expression du récepteur de I'lGF-1.

La stimulation de la synthése de I'lGF-1 et/ou de I'expression de son récepteur est
recherchée notamment dans les cas suivants :
- lorsque les peptides sont utilisés en tant que substitut de I'hormone de
croissance. Les peptides sont en effet particuliérement utiles dans toutes les
indications thérapeutiques liées a un déficit complet ou partiel, congénital ou

acquis, de I'hormone de croissance endogéne ou de I'lGF-1, et notamment dans
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le traitement des retards structuraux chez I'enfant ou chez l'adulte. D'autres
applications thérapeutiqgues comprennent par exemple le syndrome de Turner, le
syndrome de Prader-Willi, l'insuffisance rénale chronique. Les peptides de
linvention sont en particulier utiles dans les affections dans lesquelles une
augmentation de la masse musculaire peut étre recherchée comme les états
cachectiques liés au syndrome d'immuno-déficience aquise (SIDA) ou au cancer.
Les peptides sont également utiles dans le domaine vétérinaire, notamment dans
I'élevage bovin, porcin, de moutons, de chevaux, etc.

dans le traitement thérapeutique du syndrome métabolique, tel que I'obésité ou le
diabéte de type Il (notamment en abaissant le taux des lipides sanguins et en
améliorant le métabolisme du glucose), ainsi que pour stimuler ou restaurer les
défenses immunitaires, en particulier chez les sujets agés ou immunodéprimés,
ou pour le traitement de maladies autoimmunes (telles que diabéte de type |)
et/ou neuro-dégénératives (telles que la sclérose en plaque).

pour stimuler la survie des cellules neuronales (effet anti-apoptotique), la
différenciation ou le développement neuronal, la régénération des nerfs moteurs
ou sensitifs, la synaptogénése et la remyélinisation. En stimulant la production
d’'IGF-1, les peptides de linvention sont donc utilises en tant qu’agents
neurotrophiques pour stimuler la neurogénése et/ou comme agents

neuroprotecteurs (en particulier en cas d’épisode ischémique).

L’inhibition de la synthése de FIGF-1 et/ou de l'expression de son récepteur est

recherchée notamment dans les cas suivants :

lorsque les peptides sont utilisés en tant que substitut de la somatostatine,
comme par exemple dans des pathologies pour lesquelles l'octréotide et le
lantréotide sont prescrits. L'effet biologique alors recherché peut, entre autre,
étre : une inhibition de la sécrétion hypophysaire de GH, une inhibition de la
sécrétion biliaire, des secrétions endocrines et exocrines pancréatiques et gastro-
intestinales. Les peptides peuvent par exemple étre utilisés en tant que substitut
de la somatostatine pour le traitement de la maladie d'Alzheimer.

dans le traitement de 'acromégalie, en particulier chez des patients pour lesquels
la chirurgie et/ou le traitement par radiation n’est pas adapté. Le traitement par les
peptides de l'invention a alors pour but de normaliser les taux sériques d’IGF-1.
dans le traitement d'un cancer, en particulier mais sans s’y limiter, pour le
traitement du cancer du sein, du pancréas ou de la prostate ou pour le traitement
d’'un adénome hypophysaire, ou d’'une tumeur endocrine digestive. Les peptides

de linvention peuvent également traiter les métastases (en particulier les
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métastases gastro-intestinales). Il est également envisagé d'utiliser les peptides
de l'invention a une dose inhibitrice pour traiter des symptomes (diarrhée, flushs)

associes a des tumeurs endocrines digestives.

Compositions pharmaceutiques :

Les peptides de linvention peuvent étre administrés par toute voie d’administration
connue, incluant les voies: systémique (parentérale, intraveineuse...), orale, rectale,
topique, sous-cutané, intrapulmonaire (voir Agu et al, 2001) et intranasale. Selon un mode

de réalisation préféré, les peptides de l'invention sont administrés par voie intranasale.

In vitro, un exemple de dose adaptée pour stimuler la synthése de IGF-1 et/ou
I'expression du récepteur de I'lGF-1 est une dose a une concentration de I'ordre de 107M,
et un exemple de dose adaptée pour inhiber la synthése de IGF-1 et/ou I'expression du

récepteur de I'lGF-1 est une dose a une concentration d’au moins 10M.

Les doses correspondantes in vivo sont ajustées de maniére classique en fonction de
I'effet souhaité, et de la pathologie visée :

Une dose efficace pour stimuler in vivo la synthése de I'|GF-1 et/ou I'expression de
son récepteur inclut une concentration de moins de 100 pg par jour, de préférence de 10
Mg a 100 pg par jour. De maniére préférée, la dose journaliére efficace est comprise entre
10 yg et 50 yg. Une dose efficace pour inhiber in vivo la synthése de I'lGF-1 et/ou
I'expression de son récepteur inclut une concentration d’'au moins 300 ug par jour, de
préférence de 300 pg @ 3 mg par jour. De maniére préférée, la dose journaliére efficace
est comprise entre 1 mg et 3 mg, de maniére encore plus préférée la dose journaliere
efficace est comprise entre 2 mg et 3 mg. Pour une administration intranasale ou
intrapulmonaire, ou encore pour des formulations a libération prolongée, les doses
stimulatrices et/ou inhibitrices a prévoir peuvent étre de 10 a 100 fois inférieures. Ces
administrations peuvent étre répétées sur de longues périodes, de préférence sur une

période allant de 3 a 6 mois.

La présente Invention sera mieux comprise a l'aide du complément de description
qui suit et qui se réfere a des exemples de mise en évidence de l'activité biologique d'un

peptide conforme a I'lnvention.
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La séquence du peptide de l'invention utilisé dans les exemples et les figures de la
présente demande - nommé P70 — consiste en la séquence en acides aminés suivante :
Acetyl-SNFGSRKFSYKAKFWTDVTTSELG-amide (SEQ ID NO : 2)
[l doit étre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnés uniguement a titre

d'illustrations de I'objet de I'lnvention et n'en constituent en aucune maniére une limitation.

LEGENDE DES FIGURES

La FIGURE 1 est un graphe montrant I'effet de P70 sur l'incorporation de [H] Thymidine
dans I'ADN.

La FIGURE 2 est un graphe montrant I'effet de P70 sur I'expression de I'lGF-1R évalué
par mesure de la densité optique.

La FIGURE 3 montre l'effet de P70 sur I'expression de I'lGF-1R sur une culture primaire
de chondrocytes de mandibule de souris nouveau-né, par immunohistochimie.

La FIGURE 4 montre l'effet de P70 sur la synthése de I'lGF-1 sur une culture primaire de
chondrocytes de mandibule de souris nouveau-né, par immunochistochimie

La FIGURE 5 montre l'effet de P70 sur la production de Collagéne de type Il sur une
culture primaire de chondrocytes de mandibule de souris nouveau-né, par
immunohistochimie.

La FIGURE 6 montre l'effet de P70 sur le processus de chondrogénese sur une culture
primaire de chondrocytes de mandibule de souris nouveau-né. Les fleches montrent les

nodules de formation de cartilage.
EXEMPLES :

EXEMPLE 1 : Effet d’'un peptide de I'invention sur la prolifération cellulaire

Les effets biologiques des peptides de I'invention sont démontrés dans un modéle de

culture primaire de chondrocytes de mandibule de souris nouveau-né.

Afin d’évaluer la capacité du peptide a faire proliférer les cellules, les inventeurs ont
mis en oesuvre un test capable de montrer I'incorporation de [H?] Thymidine au cours de la
duplication de I'ADN selon la méthode de Kurz et al., 1997. Ce test a été adapté au
modéle utilisé par les inventeurs, a savoir une culture primaire de chondrocytes

embryonnaires de souris.



10

15

25

30

35

CA4 02755778 2011-00-14

WO 2010/106294 14 PCT/FR2010/050490

Les chondrocytes, obtenus par dissociation de condyles de mandibule de souris
(MCDC) ont été incubés dans un milieu de culture aptes a permettre la chondrogénése,
en particulier, 5 x 10° cellules/ml ont été incubés avec 1uCi [*H]-thymidine/ml de milieu
(Amersham, code TRA120, stock 1mCi/ml, activité spécifique 5 Ci/mmol) pendant 3
heures a 37°C dans un milieu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium) ne contenant
pas de sérum de voeu feetal (FCS) mais supplémenté avec 100 pg/ml d’acide ascorbic,1
mmol/L de chlorure de calcium, 10 mmol/L de R-glyceroposphate, et antibiotiques. Le
méme milieu, dans lequel ont été ajoutés pendant 2 minutes 5ul de [°H]-thymidine, est
utilisé comme contrble négatif. Aprés avoir jeté le surnageant et lavé 2 fois les cellules
avec une solution physiologique tamponnée a pH 7.0 (PBS), les cellules sont lavées deux
fois (pendant 5 minutes) avec du méthanol. Ensuite les cellules sont lavées trois fois avec
une solution froide de 10% d’'acide tri chlore acétique (TCA). Aprés avoir lavé encore deux
fois les cellules avec du DDW, les cellules sont mises dans 200 pl de NaOH 0.3M
pendant 15 minutes. Les cellules ont été ensuite transférées dans 3 ml d'un liquide a
scintillation neutralisé avec 200 pl de HCI 0.3M. Enfin, aprés avoir été fortement
vortexées, les échantillons contenant les cellules ont été placées dans un compteur béta

pendant 1 minute.

Les résultats obtenus montrent (Figure 1) que le peptide P70 a un effet de stimulation
de la prolifération des chondrocytes de 53% supérieure au contrdle non ftraité
(chondrocytes n'ayant été incubés avec aucun peptide ni autre facteur de croissance), a
la concentration la plus forte (10°M), alors que cet effet de stimulation n’est pas observé a

une concentration plus faible (107M).

EXEMPLE 2: Effet dun peptide de linvention sur la synthése de I'|GF1 et sur

'expression du récepteur de I'lGF1

Les inventeurs ont étudié 'effet de P70 sur la synthése de I''GF-1 et sur I'expression de
son récepteur (IGF-1R) au moyen de chondrocytes en culture. Les inventeurs ont pu
montrer que le peptide a un effet important de stimulation de la production de I'lGF-1 et de
I'expression de son récepteur (IGF-1R) quand les chondrocytes sont incubés avec une

faible concentration de peptide (10°° M) (Figure 2).

En revanche, a une concentration plus élevée (10°M), le peptide inhibe sensiblement la
production de I'|GF-1 et de son récepteur.
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Par immunohistochimie (IHC) sur une culture primaire de chondrocytes de 5 jours (Figure
3) les inventeurs montrent également que le peptide P70 inhibe I'expression du récepteur
d'IGF-1 & 10® M (inhibition de 36,8% a une forte concentration de peptide) tandis qu'il
stimule I'expression de ce méme récepteur @ 100’ M (augmentation de 23,8 % a une
faible concentration de peptide). De méme (Figure 4), P70 inhibe la synthése de IGF-1 a
10°M (inhibition de 30% a une haute concentration de peptide) et il la stimule a 10"M
(augmentation de 90 % a une faible concentration de peptide).

EXEMPLE 3 : Effet d’'un peptide de l'invention sur la différenciation cellulaire

Les chondrocytes d’'embryons de souris obtenus selon le méme protocole que les
exemples précédents, ont ét¢ mis en culture et incubés a une concentration de 10”’M du
peptide P70. Au 5°™ jour de culture, les inventeurs montrent par immunochimie
(marquage par anticorps spécifiques anti-collagéne de type Il) que le peptide stimule
significativement une production de collagéne de type |, composant majeur de la matrice
extracellulaire servant a la production du cartilage articulaire (Figure 5). En effet, une

augmentation de 150% est observée par rapport au témoin (control) non traité.

Dans la Figure 6 I'effet du peptide, P70 a la concentration de 107M, a été comparé a des
chondrocytes non traités (contrdle). | apparait clairement qu’au 7éme jour d’incubation,
en présence du peptide, on assiste a une accélération de la formation de nodules de
cartilage. Le développement des nodules cartilagineux (volume/culture) est accéléré de
85%.

CONCLUSION

Le peptide P70 présente un profil bi-phasique :
- & faible concentration (107M) :
¢ il stimule la différentiation cellulaire, notamment en accélérant les
premiéres phases de la chondrogenése (voir Fig. 5 - expression du
Collagéne de type II- et Fig. 6 —chondrogenése-)
¢ il stimule la production de I'lGF-1 et I'expression du récepteur de I'GF-
1 (voir Fig. 2 —Densité optique- et Fig. 3 —immunohistochimie-) et la

synthése de IGF-1 (voir Fig. 4 - immunohistochimie).

- 4 haute concentration (10°M) :
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e il stimule la prolifération cellulaire (voir Fig. 1 -incorporation de
thymidine tritiée-)

¢ il inhibe la production de IGF-1 (voir Fig. 4 —immunohistochimie-) et
I'expression du récepteur de I''GF-1 (voir Fig. 2 —Densité optique- et

Fig. 3 -immunohistochimie-)
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REVENDICATIONS

1. Peptide comprenant la séquence de 20 a 24 acides aminés (l) suivante :

P.—X; —Phe-Trp-X,—Xs~Py (1) (SEQ ID NO: 1)

dans laquelle :

- P, représente une séquence comprenant 10 a 12 acides aminés choisie parmi les
séquences :

Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 3),

Asn-Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 4), et

Ser-Asn-Phe-Gly-Ser-Arg-Lys-Phe-Ser-Tyr-Lys-Ala (SEQ ID NO: 5) ;

- X4 est un résidu lysine, arginine ou histidine ;

- Xz est un résidu thréonine ou lysine ;

- X; est un résidu aspartate ou glutamate ; et

- Py, représente une séquence comprenant 5 a 7 acides aminés choisie parmi les séquences :
Val-Thr-Thr-Ser-Glu (SEQ ID NO: 6),

Val-Thr-Thr-Ser-Glu-Leu (SEQ ID NO: 7), et

Val-Thr-Thr-Ser-Glu-Leu-Gly (SEQ ID NO: 8),

ou un peptide résistant a la protéolyse dérivé de la séquence (I) par une ou plusieurs
modification(s) de I'extrémité N-terminale sous forme d’'un acétyle, et/ou de extrémité C-
terminale sous forme d’'un groupe amide et/ou d’au moins une liaison peptidique modifiée et
remplacée par une liaison (CH2NH), une liaison (NHCO), une liaison (CH2-O), une liaison
(CH2-S), une liaison (CH2CH2), une liaison (CO-CH2), une liaison (CHOH-CH2), une liaison
(N-N), une liaison alcéne-E ou encore une liaison -CH=CH, ou un peptide homologue défini
comme étant dérivé de la séquence (I) par une ou plusieurs substitution(s) conservative(s) et

présentant plus de 80% des acides aminés identiques a la séquence (l).
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2. Peptide selon la revendication 1, dans lequel X, est un résidu lysine, X, est un résidu

thréonine et X; est un résidu aspartate.

3. Peptide  selon la  revendication 2, consistant en la  séquence
SNFGSRKFSYKAKFWTDVTTSELG (SEQ ID NO: 2).

4, Composition pharmaceutique comprenant un peptide selon I'une quelconque des
revendications 1 & 3 en tant que principe actif, en association avec un ou plusieurs excipients

pharmaceutiquement acceptables.

5. Utilisation du peptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, pour moduler

une prolifération cellulaire in vitro.

6. Peptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, pour une utilisation a une
dose adaptée pour stimuler la synthése de IGF-1 et/ou I'expression du récepteur de I''GF-1,

ou la dose est une dose journaliére efficace de moins de 100 pg.

7. Peptide selon la revendication 6, ol la dose est une dose journaliére efficace de 10
Hg a 100 ug.

8. Peptide selon la revendication 6, ou la dose est une dose journaliére efficace de 10

Mg a 50 pg.

9. Peptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, pour une utilisation en tant

que substitut de 'hormone de croissance.

10. Peptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, pour une utilisation dans le
traitement de l'insuffisance rénale chronique, du syndrome de Turner ou du syndrome de
Prader-Willi.

11. Peptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, pour une utilisation dans le
traitement thérapeutique du syndrome métabolique, ou de maladies autoimmunes et/ou

neurodégénératives.

CA 2755778 2019-10-16



24

12. Peptide selon Fune quelconque des revendications 1 a 3, pour une utilisation en tant

qu’agent neurotrophique et/ou neuroprotecteur.

13. Peptide selon 'une quelconque des revendications 1 a 3, pour une utilisation a une
dose adaptée pour inhiber la synthese de IGF-1 et/ou I'expression du récepteur de I'lGF-1,

ou la dose est une dose journaliére efficace d’au moins 300 ug par jour.

14. Peptide selon la revendication 13, ou la dose est une dose journaliére efficace de 300
Mg a 3 mg.
15. Peptide selon la revendication 13, ou la dose est une dose journaliére efficace de 1
mg a 3 mg.

16. Peptide selon la revendication 13, ou la dose est une dose journaliére efficace de 2

mg a 3 mg.

17. Peptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, pour une utilisation en tant

que substitut a la somatostatine.

18. Peptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, pour une utilisation dans le
traitement de la maladie d’Alzheimer.

19. Peptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, pour une utilisation dans le

traitement de I'acromégalie ou du cancer.

20. Peptide selon la revendication 19, pour une utilisation dans le traitement de

métastases.

CA 2755778 2019-10-16



WO 2010/106294 PCT/FR2010/050490

1/4

Incorporation de Thymidine [H?] dans 'ADN
(cpm x 10°/mg protéine, % de contréle )

Contréle P70 P70
10°M 107'M

Figure 1



CA 02755778 2011-09-14

WO 2010/106294 PCT/FR2010/050490

2/4

« ¥
\5-}
S 0w Az
& £
ot = 1O
= O
o £ 2
w\ &:
g = &
=
2 5 o«
g =
© ¢ Rro T PTO
10-7M 10-6M

Figure 2



CA 02755778 2011-09-14

WO 2010/106294 PCT/FR2010/050490

3/4

Controle P70

Figure 3

\%&Q\ 28 X\ §\\\ SR Q‘\ 3 :
.. -
Controle P70 P70
10 -¢ 10 -7

Figure 4



CA 02755778 2011-09-14

PCT/FR2010/050490

WO 2010/106294

4/4

CONTROLE

Figure 5

ide

Pept

ole

Contr

Figure 6



	Page 1 - COVER_PAGE
	Page 2 - ABSTRACT
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - CLAIMS
	Page 27 - CLAIMS
	Page 28 - CLAIMS
	Page 29 - DRAWINGS
	Page 30 - DRAWINGS
	Page 31 - DRAWINGS
	Page 32 - DRAWINGS

