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PEPTIDES A ACTIVITE ANTI-PROLIFERATIVE

La présente invention a pour objet des polypeptides et peptides a activitée anti-
oroliférative ou un de leurs sels pharmaceutiquement acceptables, ainsi que leur
utilisation pour la prévention ou le traitement du cancer.

Il existe de nombreux types de cancers. Parmi ceux-ci, on peut citer en particulier
le neuroblastome.

Le neuroblastome est un cancer relativement rare du systeme nerveux
sympathique qui affecte principalement les enfants. Le Neuroblastome est une tumeur
maligne la plus commune chez les enfants, se developpant a partir de cellules
progénitrices de la créte neurale devant coloniser ia médullo-surrénale et les ganglions
sympathiques. Le neuroblastome est habituellement trouve chez les bébés et les jeunes
enfants. Environ 96% des cas de neuroblastomes apparaissent avant I'age de 10 ans.
| a maladie apparait généralement dans la glande médullaire adrénale ou dans d'autres
sites du tissu nerveux sympathique, le site le plus commun etant dans 'abdomen aux
environs de la glande adrénale. On peut aussi trouver des neuroblasiomes dans la
poitrine, le cou ou le pelvis. Les patients atteints d'un cancer du type neuroblastome ont
une grande probabilité de se faire détecter. Les symptomes fréquents des
neuroblastomes sont une pression provoquée par la tumeur ou une douleur osseuse.
Les neuroblastomes peuvent aussi comprimer la moelle épiniere provoquant une
paralysie. On peut aussi constater des cas de fievres, d’anémie, ou de pression
sanguine élevee.

Le traitement du Neuroblastome est basé sur une approche multidisciplinaire
associant essentiellement la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie. Parmi les
traitements connus a ce jour, on peut citer les traitements utilisant le cyclophosphamide,
la doxorubicine, I'étoposide, les sels de platine ou la vincristine.

Parmi les cancers, on peut également citer les leucémies.

La leucémie désigne un ensemble de cancers affectant le sang. L'adulte moyen
posséde environ cing litres de sang, dont le role est de fournir les éléments nutritifs,
'oxygénation et I'évacuation des déchets. Le sang se compose de globules rouges, de
globules blancs, de plaquettes et de plasma. Les globules blancs aident a combatire
linfection. Les plaquettes de sang forment des caillots empéchant la perte de sang au
cours des blessures et hémorragies. Approximativement 55 % du sang est constitue de
olasma, un liquide de couleur clair paille qui contient les cellules de sang et les
olaquettes, et transporte l'alimentation provenant de la digestion et les hormones
provenant des glandes dans l'organisme. Comme indique, les globules blancs sont
responsables d'un mécanisme de défense. Il y a deux types principaux de globules
blancs, les lymphocytes et les monocytes. Il y a deux types de lymphocytes, les
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lymphocytes B, impliqués dans la production des anticorps, et les lymphocytes T. Les
lymphocytes T sont encore divisés en 3 groupes : les cellules T inflammatoires, qui
recrutent des macrophages et des neutrophiles a I'emplacement de l'infection ou de tout
autre tissu endommageé ; les lymphocytes cytotoxiques T, qui tuent les virus ayant
infecte des cellules ; et cellules T-helper, qui augmentent la production des anticorps par
les cellules B. La leucémie lymphoblastique aigué est la leucémie la plus commune
chez les enfants. C'est un cancer des globules blancs, spécifiquement des lymphocytes.
Les cellules cancéreuses de leucémie sont des cellules de sang qui ne fonctionnent
plus normalement. Par conséquent, les globules blancs ne peuvent pas aider le corps a
combattre des infections. Pour cette raison, les enfants présentant une leucemie
lymphoblastique aigue ont fréequemment des infections et font des fievres. Selon le
nombre de cellules anormales et selon leur localisation, les patients présentant une
leucemie peuvent avoir un certain nombre de symptémes. Les enfants présentant une
leuceémie lymphoblastique aiguée ont fréguemment de faibles quantités de globules
rouges et de plaquettes saines. En conséquence, il n'y a pas assez de globules rouges
pour porter I'oxygéne aux organes, ce qui se traduit par une anémie, les patients
pouvant sembler pales avec une sensation de faiblesse et de fatigue. Quand il n'y a pas
assez de plaquettes, les patients saignent et se blessent facilement. Certains des
sympiomes communs de la leucémie lymphoblastique aigue incluent : fievre ; fatigue ;
iInfections frequentes ; paleur ; saignement facile ou meurtrissure ; taches rouges
minuscules (appelées les petechiae) sous la peau ; et/ou douleur des os ou des
articulations.

Les traitements connus a ce jour des leucémies sont entre autre les traitements
utilisant I'Ara-C, I'ldarubicine, la Daunorubicine, le Melphalan ou le Busulphan.

Parmi les cancers, on peut egalement citer les cancers de la prostate.

Le cancer de la prostate est un cancer frequent touchant exclusivement 'nomme.
La prostate fait partie du systéme reproducteur masculin. Une prostate saine est de la
taille d'une chéataigne. La prostate est un organe situé immédiatement sous la vessie, en
arriere de la symphyse pubienne et en avant du rectum. Elle entoure sur 3 a 4 cm
l'uretre, canal évacuant les urines. La prostate est une glande qui produit une partie du
liquide séminal. Une prostate élargie serrera l'urétre posant des problémes urinaires en
ralentissant ou en arrétant ['écoulement de l'urine du réservoir souple au pénis. Plus de
70% de tous les cancers de l|a prostate sont diagnostiqués chez les hommes
généralement au-dela de I'dge 65 ans. Bien que ['étiologie du cancer de |a prostate soit
inconnue, les facteurs de risque incluent l'environnement, la génétique et les
antécédents familiaux. Le taux de mortalité pour le cancer de la prostate est au moins 2
fois plus élevé chez les hommes afro-américains que chez les hommes caucasiens. En
raison du risque additionnel, un dépistage plus précoce pour le cancer de la prostate est
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recommandé pour les hommes afro-américains. Selon la société americaine du Cancer,
les hommes agés de 50 ans et plus, et ceux au-dela de I'age de 45 ans qui sont dans
les groupes a haut risque, tels que les hommes afro-américains et les hommes avec
des antécédents familiaux de cancer de la prostate, devraient avoir une analyse de
sang avec dépistage de l'antigéne spécifique de la prostate (PSA) et un examen rectal
chaque année. Les symptdomes du cancer de la prostate incluent généralement : des
problémes urinaires ; une incapacité d'uriner, ou une difficulte pour commencer ou
stopper le flux d'urine ; la nécessité d'uriner fréquemment, particulierement la nuit ;
'’écoulement faible ou interrompu d'urine ; une douleur ou brilure pendant la miction ;
une difficulté pour obtenir une érection ; la présence de sang dans l'urine ou le sperme ;
et des douleurs fréquentes dans le bas du dos, les hanches ou les cuisses.

Les traitements connus a ce jour pour traiter le cancer de la prostate sont entre
autre [l'utilisation d'un peptide, la triptoreline, qui est un analogue de la LHRH
(Luteinizing Hormone Releasing Hormone), utilisé tant que la croissance des cellules
tumorales est sous contrdole hormonal androgénique. Tres frequemment, apres une
longue période de traitement avec les analogues de la LHRH, les cellules tumorales
perdent leur sensibilité au contréle hormonal et deviennent alors hormono-resistantes.

l.a chimiothérapie est de préférence utilisée dans le cancer de la prostate quand
celui-ci a évolué avec une extension extraprostatique et qu'il ne répond plus au
traitement hormonal. Elle comprend I'utilisation de produits ou de mélanges de produits
comme le docetaxel, le paclitaxel, I'estramustine/docetaxel, I'estramustine/etoposide,
estramustine/vinblastine, et I'estramustine/paclitaxel.

Le traitement des cancers, tels que par exemple le neuroblastome, la leucemie, le
cancer de la prostate, le cancer du sein, le mélanome ou le cancer colorectal, peut etre
local ou systémique. Les traitements locaux, tels que la chirurgie et le rayonnement,
affectent les cellules cancéreuses de la tumeur et le secteur pres de celle-ci. Les
traitements systémiques, tels que la chimiothérapie, la thérapie hormonale, et Ia
thérapie biologique, sont véhiculés par la circulation sanguine, atteignant les cellules
cancéreuses partout dans le corps, mais également des cellules saines provoquant
beaucoup d’effets indésirables.

Afin de répondre aux exigences des industriels, il est devenu necessaire de
trouver de nouveaux traitements du cancer et en particulier d’autres composes ayant
une activite anti-cancéreuse.

Aussi le probléme que se propose de résoudre linvention est de fournir de
nouveaux composes ayant une activité anti-cancéreuse.

De maniére inattendue, les inventeurs ont mis en évidence que des peptides de
séquence SEQ ID n° 1 ou SEQ ID n° 2 ou SEQ ID n° 3 possédent une activite anti-

proliférative.
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Dans ce but la présente invention propose un polypeptide d’au plus 150 acides
aminés comprenant au moins une séquence peptidique choisie parmi la séquence SEQ
IDn°1ouSEQIDN®2o0uSEQIDN® 3.

|'invention propose aussi en tant que médicament, le peptide de sequence SEQ
ID n° 1 ouSEQID n°® 2 ou SEQ ID n° 3, ainsi que le polypeptide décrit ci-dessus.

L’invention concerne également des compositions pharmaceutiques comprenant
le polypeptide ou peptide selon l'invention.

Enfin, I'invention a également pour objet I'utilisation des polypeptides, peptides et
composés selon l'invention pour traiter ou prévenir les cancers du colon, du rectum, du
sein, des poumons, du pancréas, des testicules, du rein, de I'utérus, de l'ovaire, de la
orostate, de la peau, des os, de la mcelle épiniére ainsi que les sarcomes, les
carcinomes, les fibroadénomes, les neuroblastomes, les leucémies, les lymphomes, les
mélanomes.

L 'invention concerne aussi des anticorps dirigés contre les polypeptides, les
peptides ou les composés selon linvention.

| 'invention offre des avantages déterminants, en particulier les polypeptides,
peptides ou les composés selon linvention étant trés spécifiques des celiules ciblées,
ce qui diminue les effets secondaires.

Avantageusement les polypeptides, les peptides ou les composés selon l'invention
ou leurs sels présentent une solubilité accrue dans les milieux biologiques, en particulier
dans les milieux agueux.

L’invention a pour avantage de pouvoir étre mise en ceuvre dans toutes industries,
notamment I'industrie pharmaceutique, vétérinaire ou cosmétique.

D'autres avantages et caractéristiques de I'invention apparaitront clairement a la
lecture de la description et des exemples donnés a titre purement illustratifs et non
limitatifs qui vont suivre.

Par I'expression cancer, on entend au sens de linvention tout type de cancer,
c'est & dire invasif, non invasif, infiltrant, hormonal, non hormonal, localisé ou
metastatique.

Par 'expression polypeptide, on entend au sens de l'invention une macromolecule
comprenant au moins 31 résidus acides aminés. Ces acides aminés forment ou non une
séquence continue, linéaire ou non, branchée ou non. Un polypeptide selon l'invention
peut également comprendre des polypeptides variants tels que définis ci-apres.

Par 'expression peptide, on entend au sens de linvention une séquence en
acides aminés comprenant au plus 30 résidus acides aminés. Ces acides amines
forment ou non une séquence continue, linéaire ou non, branchée ou non. Un peptide
selon Iinvention peut également comprendre des peptides variants tels que definis ci-
apres.
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|'invention concerne un polypeptide d'au plus 150 acides aminés comprenant au
moins une séquence peptidique choisie parmi la séquence SEQ ID n° 1, SEQ ID n® 2
ou SEQID n® 3.

En particulier I'invention concerne un polypeptide d’au plus 100 acides aminés
comprenant au moins une séquence peptidique choisie parmi la séquence SEQ ID n° 1,
SEQIDn°2ou SEQ ID n® 3.

En particulier I'invention concerne un polypeptide d’au plus 75 acides aminés
comprenant au moins une séquence peptidique choisie parmi la sequence SEQ ID n® 1,
SEQIDn°2ou SEQ IDn® 3.

Plus particulierement, le polypeptide selon l'invention est un polypeptide d'au plus
50 acides aminés comprenant au moins une séquence peptidique choisie parmi la
séquence SEQIDN° 1, SEQIDn°2o0u SEQID n°® 3.

Encore plus particulierement le polypeptide selon linvention est un polypeptide
d'au plus 35 acides aminés comprenant au moins une séquence peptidique choisie
parmi la séquence SEQ IDn° 1, SEQIDn°2ou SEQID n® 3.

L'invention a également pour objet un peptide d’au plus 30 acides amines
comprenant au moins une séquence peptidique choisie parmi la séquence SEQ [ID n® 1,
SEQIDn°2o0u SEQIDN® 3.

L’'invention a également pour objet un peptide dau oplus 25 acides amines
comprenant au moins une séquence peptidique choisie parmi la sequence SEQ ID n® 2
ou SEQ ID n° 3.

Plus particulierement, le peptide selon l'invention est un peptide d'au plus 18
acides aminés comprenant au moins la séquence peptidique SEQ ID n° 2 ou SEQ ID n°®
3.

Encore plus particulierement, le peptide selon l'invention est un peptide d'au plus
10 acides aminés comprenant au moins la séquence peptidique SEQ 1D n° 3.

'invention a également pour objet un peptide de séquence SEQ ID n® 1
reproduite ci-apres :

Tyr Thr Val Leu Ser Val Gly Pro Gly Gly Leu Arg Ser Gly Arg Leu Pro Leu GIn Pro Arg
Val GIn Leu Asp Glu Arg.

L'invention a également pour objet un peptide de séquence SEQ ID n° 2
reproduite ci-apres :

Ser Gly Arg Leu Pro Leu GIn Pro Arg Val Gin Leu Asp Glu Arg .

L'invention a également pour objet un peptide de séquence SEQ ID n® 3
reproduite ci-apres :

Val GIn Leu Asp Glu Arg .

Selon une variante de l'invention, le polypeptide, le peptide ou le composé selon
linvention peut présenter des modifications.
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Selon une variante de linvention, le polypeptide ou le peptide selon l'invention
peut &tre un polypeptide ou pepiide variant, ce qui signifie un polypeptide ou peptide qul
differe du polypeptide ou peptide natif par des substitutions, des insertions, des
délétions et/ou des modifications en acides aminés. Certains variants contiennent des
substitutions conservatrices. Une substitution conservatrice est une substitution dans
laquelle un acide aminé est substitue par un autre acide aminé ayant les memes
oropriétés, comme celles determinees par 'homme du métier qui n'attend aucun
changement dans la structure secondaire, ainsi que dans la nature hydropathique du
polypeptide ou peptide. Les substitutions d'acide aminé peuvent généralement étre
réalisées sur la base de similarité de polarité, de charge, de solubilité, d'hydrophobicite,
d'hydrophylicité, et/ou de la nature amphipathique des résidus. Par exemple, des acides
aminés chargés négativement incluent I'acide aspartique et l'acide glutamique ; des
acides aminés chargés positivement incluent la lysine et 'arginine ; et des acides
aminés non chargés polaires ayant des valeurs d’hydrophobicité similaire incluent la
leucine, l'isoleucine et la valine ; la glycine et 'alanine ; l'asparagine et la glutamine ; la
sérine, la thréonine, la phénylalanine et la tyrosine. D'autres groupes d'acides amines
qui peuvent représenter des changements conservateurs sont notamment les suivants :
groupe (1) Ala, Pro, Gly, Glu, Asp, Gin, Asn, Ser, Thr;
groupe (2) Cys, Ser, Tyr, Thr;
groupe (3) Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe ;
groupe (4) Lys, Arg, His ;
et (5) Phe, Tyr, Trp, His.

Un variant peut également, ou alternativement, contenir des changements non
conservateurs.

Des variants faisant partie de cette invention incluent également des polypeptides
ou peptides dans lesquels la structure primaire du polypeptide ou peptide natif est
modifiée par insertion d’espaceurs chimiques entre 2 acides amines.

Des variants faisant partie de cette invention incluent également des polypeptides
ou peptides dans lesquels la structure orimaire du polypeptide ou peptide natif est
modifiée par formation de conjugués covalents ou pas avec d'autres polypeptides ou
des structures chimiques comme des groupes lipidiques ou des groupes glycosyle, ou
phosphate acétyle.

Des variants faisant partie de cette invention incluent également des polypeptides
ou peptides dans lesquels la structure primaire du polypeptide ou peptide natif est
modifiée par délétion de un ou plusieurs résidus acides aminés, les acides amines
supprimés pouvant étre contigus ou non.

La présente invention inclut également des polypeptides ou peptides avec ou sans
motifs de glycosylation. Par exemple, le polypeptide ou le peptide selon I'invention peut
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atre glycosylé ou comprendre des résidus de glycosylation comme des acétyls. Dans ce
cas des groupes acétyls sont greffés sur la chaine peptidique.

La présente invention inclut également des polypeptides ou peptides portant une
ou plusieurs mutations de site de clivage par les proteases permettant une resistance
aux protéases et donc une stabilité accrue dans la circulation.

Selon un mode de réalisation particulier de I'invention, le polypeptide ou le peptide
selon linvention présente des résidus arginine des séquences SEQ ID n° 1 ou SEQ ID

n° 2 ou SEQ ID n° 3 qui sont, en totalité ou en partie, supprimes, modifiés ou remplaces

par d’autres acides amines.

Le polypeptide ou le peptide selon linvention peut également comprendre une
fonction amide a I'une des ses extrémités, ou a ses deux extrémites.

De préférence, linvention a pour objet un compose de formule ou peptide amide
de séquence SEQ ID n° 1 reproduite ci-apres :
NH, -Tyr Thr Val Leu Ser Val Gly Pro Gly Gly Leu Arg Ser Gly Arg Leu Pro Leu GIn Pro
Arg Val GIn Leu Asp Glu Arg- CO -NH; |

De préférence, linvention a également pour objet un composé de formule ou un
peptide amidé de séquence SEQ ID n° 2 reproduite ci-apres :
NH. -Ser Gly Arg Leu Pro Leu Gin Pro Arg Val GiIn Leu Asp Glu Arg — CO - NH;

De préférence, l'invention a également pour objet un composé de formule ou un
peptide amidé de séquence SEQ ID n” 3 reproduite ci-apres :
NH, -Val Gin Leu Asp Glu Arg- CO -NHa.

| es modifications et variants décrits ci-dessus pour le polypeptide ou le peptide
selon I'invention sont également valables pour le composé selon I'invention.

De préférence le polypeptide, le peptide ou le composé selon linvention est
linéaire, mais il est possible qu'il se présente sous forme circulaire ou hélicoidale.

Le polypeptide, le peptide ou le compose selon 'invention peut comprendre des
acides aminés lévogyrs (L) ou dextrogyrs (D) ou les deux.

De préférence, le polypeptide, le peptide ou le composé selon linvention
comprend des acides amines levogyrs.

L'invention a également pour objet le peptide de séquence SEQ ID n° 1 ou SEQ
ID n° 2 ou SEQ ID n° 3 pour utilisation comme médicament.

L'invention a également pour objet le polypeptide selon Finvention décrite ci-
dessus pour utilisation comme médicament.

|’invention a également pour objet le composé selon l'invention décrite ci-dessus
pour utilisation comme medicament.

Selon certains aspects de linvention, les polypeptides, peptides, COMpOsSeESs,
anticorps selon linvention peuvent éetre incorporés dans des compositions
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pharmaceutiques. Les compositions pharmaceutiques comprennent un ou plusieurs de
ces produits et un ou des excipients (transporteurs) pharmaceutiquement acceptables.

Aussi linvention concerne des compositions pharmaceutiques comprenant au
moins un polypeptide, un peptide ou un composé selon l'invention.

L'invention concerne aussi des anticorps dirigés contre les polypeptides, les
peptides ou les composés selon [invention. Il peut s’agir de serums contenant des
anticorps, ces sérums étant soit polyclonaux ou monoclonaux. Selon une variante de
l'invention il peut s’agir d’un fragment d’'un anticorps, ce fragment comprenant le site de
liaison a I'antigéne qui fixe spécifiquement le polypeptide, le peptide ou le compose tel
que décrit précédemment, et en particulier un anticorps monocional, ou un fragment de
celui-ci, qui fixe spécifiquement le peptide de séquence SEQ. ID.n°1,n°2oun® 3.

Les anticorps peuvent é&tre préparés par n'importe quelle technique disponible a
'homme du métier (cf. Harlow et Lane, Antibodies. A laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, 1988). En général, les anticorps peuvent etre produits
par des techniques de culture cellulaire incluant la géneration d'anticorps monoclonaux
ou via des transfections de génes d'anticorps dans des cellules hbtes de bactéries ou de
mammiféres afin de produire des anticorps recombinants.

Parmi d'autres techniques, on préférera employer celles décrites ci-apres. Un
immunogéne contenant le polypeptide, le peptide ou le composé selon I'invention est
injecté chez un groupe de mammiféres (par exemple souris, rats, lapins, moutons ou
chévres). Dans cette étape, les polypeptides, les peptides ou les composés de la
présente invention peuvent servir dimmunogénes sans modification.

Alternativement, une réponse immunitaire supérieure peut étre induite si le
polypeptide, le peptide ou le composé est joint & une protéine de transport comme
I'albumine de sérum bovin ou 'hémocyanine de patelle.

L'immunogéne est injecté chez 'animal hote, de preference selon un schema
prédéterming, et les animaux sont saignés périodiquement. Des anticorps polyclonaux
spécifiques du polypeptide, du peptide ou du composé selon linvention peuvent ainsi
atre purifiés & partir de tels antisérums, par exemple par chromatographie d'affinité en
utilisant le polypeptide ou peptide couplé a un support solide adequat.

Selon un autre aspect de la présente invention, les polypeptides, les peptides ou
les composés ainsi que leurs variants selon linvention, peuvent étre utilises dans le
traitement des maladies prolifératives.

Ainsi les polypeptides, les peptides ou les composés, ainsi que leurs variants
selon l'invention, peuvent étre utilisés dans le traitement des cellules cancéreuses, pre-
cancéreuses ainsi que les cancers. En particulier, les polypeptides, les peptides ou les
composés peuvent étre utilisés pour inhiber la croissance et induire une modulation de
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la prolifération cellulaire en thérapie anticancereuse, comme par exemple dans des

tumeurs spécifiques du sein ou de la prostate.

De tels polypeptides, peptides ou composés peuvent également éire utilisés pour
la thérapie de nombreux carcinomes incluant les mélanomes, les formes multiples de
glioblastomes, les carcinomes du poumon ainsi que les cancers colorectaux. Des
agents qui activent I'expression de tels polypeptides, peptides ou composés peuvent
également étre employés dans le cadre de ces therapies.

Selon ces aspects de l'invention, les polypeptides, les peptides ou les composes,
ainsi que leurs variants selon linvention, sont de preference incorporés dans des
compositions pharmaceutiques comme décrites ci-dessus.

Les patients adéquats pour la thérapie sont tous les animaux a sang chaud, et de
préférence I'étre humain. Un patient éligible pour une thérapie selon l'invention peut ou
non étre diagnostiqué comme étant affecté par un cancer. Autrement dit, les
compositions pharmaceutiques décrites ci-dessus peuvent ainsi étre uftilisées pour
inhiber le développement d'un cancer a différents stades de la maladie (pour prévenir
'apparition d'un cancer ou pour traiter un patient affecté par un cancer).

De maniére particuliére, l'invention a pour objet I'utilisation du polypeptide, du
peptide ou du composé décrit ci-dessus, ainsi que leurs variants, pour traiter ou prévenir
les cancers du colon, du rectum, du sein, des poumons, du pancréas, des testicules, du
rein, de l'utérus, de l'ovaire, de la prostate, de la peau, des os, de la moeelle épiniere
ainsi que les sarcomes, les carcinomes, les fibroadénomes, les neuroblastomes, les
leucémies, les lymphomes, les mélanomes.

Les compositions pharmaceutiques de la présente invention seront adminisirees
de maniére appropriée pour chaque cancer spécifique a traiter.

Le polypeptide, le peptide ou le composé selon Finvention ou son sel peut se
présenter sous forme solide, par exemple des poudres, des granules, des comprimes,
des gélules, des liposomes ou des suppositoires. Les supports solides appropries
peuvent &tre, par exemple, le phosphate de calcium, le stéarate de magnésium, les
sucres, le lactose, la dextrine, I'amidon, la gélatine, la cellulose, la cellulose de méthyle,
la cellulose carboxyméthyle de sodium et la polyvinylpyrrolidine.

Le polypeptide, le peptide ou le composé selon l'invention ou son sel utilisé selon
linvention peut aussi se présenter sous forme liquide, par exemple, des solutions, des
émulsions, des suspensions ou des sirops. Les supports liquides approprieés peuvent
atre, par exemple, I'eau, les solvants organiques tels que le glycérol ou les glycols, de
méme que leurs mélanges, dans des proportions variees, dans l'eau.

Le polypeptide, le peptide ou le composé selon I'invention ou son sel utilisé selon
'invention peut aussi se présenter sous forme semi-liquide, par exemple des geis.
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|'administration du polypeptide, du peptide ou du compose selon l'invention ou
son sel utilisé selon Finvention pourra se faire par voie topique, systémique, orale,
parentérale, par injection intramusculaire, intraveineuse, sous-cutanee, intra-
pérotonéale etc. On peut aussi envisager une administration locale, au niveau d'une
tumeur cancéreuse ou suspectée cancereuse.

La dose du produit selon la présente invention, a prévoir pour le traitement des
maladies ou troubles mentionnés ci-dessus, varie suivant le mode d'administration, I'age
et le poids corporel du sujet a traiter ainsi que 'état de ce dernier, et les propriétés
pharmacologiques et pharmacodynamiques des polypeptides, des peptides ou des
composés selon l'invention.

A titre indicatif, la dose d'administration envisagee pour un médicament selon
linvention est comprise entre 0,1 ug et 1 g/ kg suivant le type de composé actif utilise.

La figure 1 présente l'effet des composes 1. 2 et 3 sur la prolifération des cellules
tumorales de neuroblastomes humains SHSY-5Y.

La figure 2 présente I'effet du composée 1 sur la prolifération des cellules tumorales
de neuroblastomes humains SHSY-5Y xénogreffées chez la souris athymique.

La figure 3 présente 'absence de toxicite du composé 1 chez la souris athymique
xénogreffée.

Les exemples suivants illustrent l'invention sans en limiter la portee.

Etude pharmacologique des produits de I'invention

Dans les exemples ci-aprés, on designe par :

- « Composé 1 » le composé de formule ou peptide amidé de séquence SEQ 1D
n° 1 reproduite ci-apres :
NH, -Tyr Thr Val Leu Ser Val Gly Pro Gly Gly Leu Arg Ser Gly Arg Leu Pro Leu GIn Pro
Arg Val GIn Leu Asp Glu Arg-CO-NH; ;

- « Composé 2 » le composé de formule ou un peptide amidé de séquence SEQ
ID n° 2 reproduite ci-apres :
NH. -Ser Gly Arg Leu Pro Leu GIn Pro Arg Val GIn Leu Asp Glu Arg —CO- NH3 ;

- « Composé 3 » le composé de formule ou un peptide amidé de séquence SEQ
ID n° 3 reproduite ci-apres :
NH2 -Val Gin Leu ASp Glu Arg—CO-NHz.
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1/ Synthése des composés 1,2 et 3 :

La synthése des composeés 1, 2 et 3 a &té réalisée en utilisant les techniques
connues de synthése des peptides.

La synthése des composés 1, 2 et 3 a ete réalisée en utilisant la chimie dite F-
moc. La résine utilisée est la résine rinc-amide, fournie par Applied Biosystems. Les
acides aminés proviennent également du meme fournisseur. La méthode d’activation
utilisée est la méthode dite HAUT/DIPEA. Le clivage de la resine et des protections
latérales se fait grace a la méthode suivante : 02% de TFA, 4% H-0, 2,5% EDT et 1,5%
TIS. La purification est réalisee par chromatographie liquide haute pression (ou HPLC)
phase inverse, en utilisant des colonnes aquapores C8, 250 X 10 mn, 20 pm.

2/ test in vitro de prolifération cellulaire sur cellules du type SHSY-5Y avec
les composés 1,2 et 3 :

Des cellules cancéreuses de neuroblastome humain SHSY-5Y (Code
ATCC ‘CRL-2266 sont cultivées dans du milieu DMEM (milieu de Eagle modifie par
Dulbeco) contenant 100 U/ml de pénicilline et 100 ug/ml de sulfate de streptomycine,
complémentée avec du sérum de veau foetal 3 10 %. Les cellules sont sous-cultivees 24
h avant I'addition de concentrations croissantes des composés 1, 2 et 3
(0,001/0,01/0,1/1/10/100/1000 nM).

Les résultats sont reproduits en figure 1, décrivant l'effet des composés 1, 2 et 3
sur le pourcentage du nombre de cellules SHSY-5Y.

Les 3 composés montrent une forte activite anti-proliférative a la dose de 1000 nM
sur les cellules SHSY-5Y.

3/ test in vivo de prolifération cellulaire sur cellules du type SHSY-5Y avec le

compose 1:

Des cellules cancéreuses de neuroblastomes humains SHSY-5Y (Code ATCC .
CRL-2266) sont cultivées dans du milieu DMEM (milieu de Eagle modifie par Dulbeco)
contenant 100 U/ml de pénicilline et 100 pg/mi de sulfate de streptomycine,
complémenté avec du sérum de veau fetal & 10 %. Les cellules ainsi cultivées sont
ensuite xénogreffées par voie sous-cutanée dans le flanc de souris balb-c athymiques
NCr-nu/nu, agées de 4 a 6 semaines.

Aprés un temps de latence de plusieurs jours suivant la greffe, les cellules SHSY-
5Y proliférent et forment une tumeur de petite taille (environ 70 mm3) palpable sous le

flanc de 'animal.
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Le composé 1 est, & ce stade de croissance de la tumeur, injecté par voie intra-
péritonnéale aux doses de 5 et 10 mg/kg. |

Les résultats sont reproduits en figure 2 décrivant l'effet du composé 1 sur la
cinétique de croissance et le volume tumoral.

Le composé 1 présente une activité anti-tumorale dose-dépendante, liee a son
activité anti-proliférative. En effet avec la dose de 5 mg/kg, on observe un
ralentissement de la cinétique de croissance de la tumeur avec une diminution de la
taille de la tumeur d’environ 20 % apres 21 jours.

Cet effet est plus marqué lorsque le compose 1 est administré a la dose de 10
mg/kg pour laguelle on observe un tres net ralentissement de la cinétique de croissance
de la tumeur associé & une diminution de la taille de la tumeur d'environ 50 % apres 21
jours.

4/ test de toxicité du compose 1 :

Des cellules cancéreuses de neuroblastome humain SHSY-5Y (Code ATCC :
CRL-2266) sont cultivées dans du milieu DMEM (milieu de Eagle modifieé par Dulbeco)
contenant 100 U/ml de péniciline et 100 pg/mi de sulfate de streptomycine,
complémenté avec du sérum de veau feetal 3 10 %. Les cellules ainsi cultivées sont
ensuite xénogreffées en sous-cutanée dans le flanc de souris athymiques.

Aprés un temps de latence de plusieurs jours, les cellules SHSY-5Y proliférent et
forment une tumeur palpable, de petite taille (environ 70 mm3).

Le composé 1 est, a ce stade de croissance de la tumeur, injecté par voie intra-
péritonnéale aux doses de 5 et 10 mg/kg.

Les résultats sont reproduits en figure 3 décrivant I'évolution du poids des
animaux en fonction du temps, qui est un indicateur de la toxicité éventuelle des
produits testés dans ce modele de souris athymique.

e composé 1 ne présente aucun effet sur le poids des animaux quelle que soilt la
dose testée du composé 1 (5 et 10 mg/kg). Ce résultat indique absence de toxicite
apparente de ce produit.
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REVENDICATIONS

. Peptide d’au plus 30 acides aminés comprenant au moins une sequence peptidique

choisie parmi la séquence SEQ ID n° 1, SEQ IDn° 2 ou SEQ ID n” 3.

Peptide de séquence SEQ ID n® 1.

Peptide de séquence SEQ ID n"2.

Peptide de séquence SEQ ID n°3.

Peptide selon 'une des revendications précedentes caractérisé en ce que les

résidus arginine des séquences SEQ ID n° 1 ou SEQ ID n® 2 ou SEQ ID n° 3 sont, en

totalité ou en partie, supprimés, modifiés ou remplaces par d'autres acides amines.

0.

Peptide selon 'une des revendications précédentes caracterise en ce qu’il comprend

une fonction amide a 'une des ses extrémités.

7.

Peptide selon I'une des revendications précedentes pour son utilisation comme

meéedicament.

8. Peptide de séquence SEQ ID n° 1 ou SEQ ID n® 2 ou SEQ ID n” 3 pour utilisation
comme médicament.

9. Composé de formule suivante :
NH, -Tyr Thr Val Leu Ser Val Gly Pro Gly Gly Leu Arg Ser Gly Arg Leu Pro Leu GIn Pro
Arg Val GIn Leu Asp Glu Arg- CO -NH..

10. Composé de formule suivante :
NH, -Ser Gly Arg Leu Pro Leu GIn Pro Arg Val Gin Leu Asp Glu Arg — CO - NH5

11. Composé de formule suivante :
NH. -Val GIn Leu Asp Glu Arg- CO -NH..

12. Composé selon I'une des revendications 9 & 11 pour utilisation comme meédicament.
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13. Composition pharmaceutique comprenant au moins un peptide ou un compose
selon l'une des revendications 1a6ou 9 a 11.

14. Anticorps dirigés contre les peptides ou les composés selon I'une des revendications
1a6ou9ail.

15. Peptide ou composé selon f'une des revendications 1 a 6 ou 9 a 11 pour utilisation
comme médicament dans le traitement des maladies prolifératives.

16. Peptide ou composé selon l'une des revendications 1 a 6 ou 9 a 11 pour utilisation
comme médicament dans le traitement des cellules cancereuses, pré-cancéreuses ainsi

que les cancers.

17. Peptide ou composé selon l'une des revendications 1 a2 6 ou 9 a 11 pour utilisation
comme médicament pour traiter ou prévenir les cancers du colon, du rectum, du sein,
des poumons, du pancréas, des testicules, du rein, de l'utérus, de l'ovaire, de Ia
prostate, de la peau, des os, de la meelle épiniere ainsi que les sarcomes, les
carcinomes, les fibroadénomes, les neuroblastomes, les leucémies, les lymphomes, les

meéelanomes.
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