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le traitement ou la prévention des maladies intflammatoires oculaires, en particulier pour le traitement et/ou la prévention de
I'uvéite, de la conjonctivite sévére, du syndrome de I'ceil sec ou de la rétinopathie diabétique.
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COMPOSES POUR LE TRAITEMENT/LA PREVENTION DES
MALADIES INFLAMMATOIRES OCULAIRES

DOMAINE DE L'INVENTION

La présente invention concerne une nouvelle utilisation
thérapeutique des composés de formule (1) tels que définis ci-aprés.

Plus spécifiquement, la présente invention concerne I'utilisation de
ces composés et de leurs sels pharmaceutiquement acceptables pour le
traitement et/ou la prévention des maladies inflammatoires oculaires, et
plus particuliérement de l'uvéite, de la conjonctivite sévere (kérato-
conjonctivite vernale), du syndrome de l'ceil sec (kérato-conjonctivite
seche) et de la rétinopathie diabétique.

ARRIERE-PLAN DE L'INVENTION

Les maladies inflammatoires oculaires sont la principale cause
d’altération de la vision dans le monde.

Plus précisément, l'uvéite désigne l'inflammation de l'uvée, la
couche moyenne vasculaire de I'ceil constituée de I'iris, du corps ciliaire et
de la choroide. L'inflammation dans I'uvéite résulte d'une grande variété
d'agressions traumatiques et a mediation immunitaire.

La conjonctivite regroupe les maladies se caractérisant par un
gonflement, un sentiment de démangeaison ou de br{lure ou une rougeur
de la conjonctive, membrane couvrant le blanc de I'ceil. L'étiologie de la
conjonctivite inclut les conjonctivites infectieuses et non infectieuses. Les
conjonctivites sont typiquement aigues dans le cas d'infections
bactériennes ou virales et chroniques dans le cas d'allergie.

Le syndrome de I'ceil sec est I'une des maladies oculaires les plus
courantes. Elle est aussi appelée kérato-conjonctivite seche (KCS). Elle est
caractérisée par des symptémes d'irritation des yeux et peut provoquer un
trouble de la vision, ces symptdmes augmentant le risque d'infection et
d’ulcération de la cornée. La pathogenese de la sécheresse oculaire n'est
pas totalement comprise, bien qu’il soit largement admis que la
sécheresse oculaire est associée a une inflammation de la surface oculaire.

La rétinopathie diabétique est une conséquence de I'hyperglycémie
chronique, entrainant des lésions capillaires avec des altérations
fonctionnelles du type cedéme et ischémie. La photocoagulation au laser
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est toujours le traitement de référence, et la vitrectomie est utilisée en cas
de décollement de la rétine. Le Lucentis® (Ranibizumab) est utilisé pour

traiter I'cedéme maculaire.
Le choix thérapeutique principal pour les sujets atteints d'uvéite, de

conjonctivite sévere et du syndrome de I'aeil sec est constitué par les
corticostéroides administrés localement ou de maniére systémique.
Néanmoins, les corticostéroides présentent de graves effets secondaires
par voie systémique mais aussi par voie locale tels que la cataracte
corticosonique, le glaucome corticosonique, la surinfection et le retard de
Cicatrisation.

Il existe aussi des agents anti-inflammatoires non stéroidiens
comme le Diclofénac ou le Flurbiprofen. Toutefois, de nombreux sujets ne
réagissent pas ou deviennent réfractaires a la thérapie stéroidienne ou
non stéroidienne.

Il existe aussi des médicaments antimétabolite comme
I’Azathioprine et le Méthotrexate présentant des toxicités hématologiques
et hépatiques utilisés essentiellement pour traiter les uvéites récalcitrantes
et trés sévéres, et les immunosuppresseurs comme la Cyclosporine A et le
Tacrolimus administrés par voie orale, qui présentent également de
nombreux effets secondaires, comme des risques d‘altérations de la
fonction rénale, une augmentation du risque de syndromes
lymphoprolifératifs et de tumeurs cutanées malignes. Afin de limiter ces
effets secondaires, ces immunosuppresseurs peuvent étre utilisés par voie
topique mais étant donné leurs structures macrocycliques, ces composés
ne sont pas solubles dans les milieux aqueux. Ils sont formulés
notamment dans des véhicules huileux présentant l'inconvénient d'étre
irritants, douloureux et de provoquer un trouble de la vision. Au final ces
composés sont mal tolérés par les sujets.

La présente invention surmonte les inconvénients de I'état de la
technique en fournissant une nouvelle utilisation d'un ou plusieurs
composés de formule (I) et de leurs sels pharmaceutiquement acceptables
et, en particulier, leur utilisation dans le traitement et/ou la prévention des
maladies inflammatoires oculaires comme I'uvéite, la conjonctivite sévére,
le syndrome de I'ceil sec ou la rétinopathie diabétique.

Par ailleurs, la présente invention fournit des compositions
pharmaceutiques agueuses, contenant les composés de formule (I), qui
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permettent d’atteindre la chambre postérieure de I'ceil, ce qui représente
une avancée considérable pour le traitement des maladies inflammatoires
oculaires.

De plus, les composés de la présente invention n‘ont que peu ou
pas d'effet sur la réponse immunitaire systémique, ce qui limite par
conséquent de maniére significative les effets secondaires potentiels
associés a I'administration desdits composeés.

RESUME DE L'INVENTION

La présente invention est basée sur les résultats inattendus
démontrant que les composés de formule (I) (que I'on nommera ci-apres
« composés de linvention ») et leurs sels pharmaceutiquement
acceptables sont capables, lorsqu’ils sont administrés localement,
d'améliorer les signes cliniques dans les modeles d'uvéite, avec en
particulier une protection des barrieres hémato-oculaires et des tissus
oculaires de la chambre antérieure et postérieure sans modification de la
réponse immunitaire systémique. De fagon similaire, les composés de
I'invention sont également utiles pour le traitement de la conjonctivite
sévere, du syndrome de I'ceil sec et de la rétinopathie diabétique.

Les effets bénéfiques des composés de l'invention et de leurs sels
pharmaceutiquement acceptables, en particulier du Trespérimus et de
['Anispérimus obtenus dans différents modéles pharmacologiques
suggérent que ces composés sont capables d'induire une régulation de
I'activation des macrophages et de la réponse a médiation lymphocytaire T
dans I'ceil.

Les composés de linvention et leurs sels pharmaceutiquement
acceptables, avec leur structure linéaire, sont solubles et stables dans les
milieux aqueux, de sorte qu'ils peuvent étre administrés localement dans
des formulations aqueuses parfaitement biocompatibles et n’entrainant
pas d'irritation ou d‘altération de la vision.

Selon un premier aspect, la présente invention concerne donc
['utilisation des composés de linvention et de leurs sels
pharmaceutiquement acceptables, en particulier le Trespérimus et
[Anispérimus, pour la préparation d'un médicament utile pour le
traitement et/ou la prévention des maladies inflammatoires oculaires, en
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particulier de I'uvéite, de la conjonctivite sévere, du syndrome de I'ceil sec
ou de la rétinopathie diabétique.

Selon un second aspect, la présente invention fournit une méthode
de traitement et/ou de prévention des maladies inflammatoires oculaires,
notamment de l'uvéite, de la conjonctivite sévere, du syndrome de I'ceil
sec ou de la rétinopathie diabétique, comprenant I'administration a un
sujet qui en a besoin d'un ou plusieurs composés de l'invention ou d'un sel
pharmaceutiquement acceptable de ces composés. Dans un mode de
réalisation, le composé de linvention ou son sel pharmaceutiquement
acceptable est le Trespérimus ou I'Anispérimus. Le ou les composes de
I'invention peuvent étre administrés de maniére locale. De préférence, le
ou les composés de l'invention sont administrés sous la forme de gouttes
oculaires ou sous la forme d’'une solution injectable par voie intraoculaire
ou périoculaire, ou de systéeme implantable.

Les composés de linvention et leurs sels pharmaceutiguement
acceptables, en particulier le Trespérimus et ['‘Anispérimus, sont en
particulier utiles pour le traitement et/ou la prévention de luvelte du
syndrome de I'ceil sec ou de la rétinopathie diabétique.

Selon un troisieme aspect, la présente invention concerne des
formulations appropriées d'une composition pharmaceutique comprenant
comme seule substance active un composé de linvention ou un sel
pharmaceutiguement acceptable de celui-ci pour réaliser une
administration locale a des sujets ayant des maladies inflammatoires
oculaires, et plus précisément une formulation  aqueuse
pharmaceutiquement acceptable pour une administration locale.

Selon un quatrieme aspect de Vlinvention, les composés de
I'invention, en particulier le Trespérimus et I'Anispérimus, ou leurs sels
pharmaceutiquement acceptables, peuvent étre administrés en association
avec un anti-VEGF, un anti-TNF, un corticostéroide, un agent anti-
inflammatoire non stéroidien, un antibiotique ou un immunosuppresseur.

On peut acquérir une meilleure compréhension de la nature et des
avantages de la présente invention en se référant aux parties restantes de
la description et aux revendications.
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DESCRIPTION DES DESSINS

La Figure 1 montre l'effet d'une injection de Trespérimus sur
['uvéorétinite auto-immune expérimentale (UAE) clinique chez le rat.

La Figure 2 montre I'effet d'une injection intravitréenne (IVT) de
Trespérimus sur les scores histopathologiques de I'UAE (A) et les
changements histopathologiques de I'UAE chez des rats traités avec le
Trespérimus (C) par comparaison avec des rats soumis a une injection de
solution salée (B). a, b, d, e = couches de photorécepteurs; ¢, f =
papilles optiques.

La Figure 3 montre I'effet du Trespérimus dans I'hypersensibilité de
type retardé (HTR) spécifique a l'antigéne S chez des rats traités par
injection intravitréenne.

La Figure 4 montre la distribution oculaire du Trespérimus apres
instillation de gouttes oculaires d’une solution a 1 % deux fois par jour
pendant 4 jours chez le lapin New Zealand male.

La Figure 5 montre l'effet du Trespérimus apres traitement par
instillations sur les signes cliniques de l'uvéite induite par le LPS
(lipopolysaccharide).

La Figure 6 montre l'effet du Trespérimus aprés traitement par
instillations sur le nombre de cellules inflammatoires infiltrantes dans
I'uvéite induite par le LPS.

La Figure 7 montre l'effet du Trespérimus sur le volume lacrymal
mesuré par le test du rouge de phénol.

La Figure 8 montre l'effet du Trespérimus sur la stabilité du film
lacrymal mesuré par le temps de rupture du film lacrymal.

La Figure 9 montre l'effet du Trespérimus sur la production de MCP-
1 et d'IL-6 dans le vitré.

La Figure 10 montre l'effet du Trespérimus sur I'amplitude des
pseudo-oscillations a différentes fréquences.

DESCRIPTION DETAILLEE

Sauf indication contraire, tous les termes techniques et scientifiques
utilisés ici ont la méme signification que celle comprise communément par
I'homme du métier concerné par cette invention. De plus, les définitions
suivantes sont fournies pour aider le lecteur dans la pratique de
l'invention.
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Le "sujet" est de préférence un mammifere, de préférence encore
un humain.

Le terme "destiné a étre utilisé dans le traitement et/ou la
prévention”, tel qu'il est utilisé ici, doit étre compris comme couvrant
I'utilisation directe du composé ou de son sel pour le traitement et/ou la
prévention de la maladie spécifiée.

"Méthode de prévention et/ou de traitement" doit étre compris
comme couvrant les procédés dans lesquels un composé ou dérivé ou sel
de celui-ci est administré pour le traitement et/ou la prévention de la
maladie spécifiée.

"Maladies inflammatoires oculaires" : est un terme général pour
l'inflammation affectant toute partie de I'ceil ou du tissu environnant.
L'inflammation impliquant I'ceil peut aller de la conjonctivite allergique
familiere du rhume des foins a des affections rares entrainant
potentiellement une cécité comme la conjonctivite sévére (kérato-
conjonctivite vernale), 'uvéite, la sclérite, I'épisclérite, la névrite optique,
la kératite, la pseudotumeur rétrobulbaire, le syndrome d'Eales, le
syndrome de l'ceil sec, la rétinopathie diabétique, la dégénérescence
maculaire liée & I'age (DMLA), une manifestation oculaire d'une Iésion par
maladie systémique des tissus oculaires, cest-a-dire de la rétine,
pouvant finalement conduire a la cécité. La localisation de l'inflammation
gouverne la dénomination diagnostique de la maladie inflammatoire
oculaire. Les maladies inflammatoires oculaires peuvent résulter de
plusieurs causes.

Selon la présente invention, l'uvéite est non infectieuse et provient
de causes traumatiques, induites par des médicaments, de causes a
médiation immunitaire, de causes malignes, ou de causes consécutives a
une chirurgie ophtalmique.

Les compositions pharmaceutiques de la présente invention
peuvent aussi étre utilisées apres une chirurgie ophtalmique provoquant
une inflammation oculaire comme une greffe de cornée.

"L'uvéite" désigne l'inflammation de l'uvée, la couche moyenne
vasculaire de I'ceil composée de l'iris, du corps ciliaire et de la choroide.
Elle est classée selon sa localisation, son évolution clinique et sa latéralité.
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"Antérieur" désigne l'implication de l'iris, de la cornée, de la pupille,
de 'hnumeur aqueuse ou du corps ciliaire. Par exemple, nous pouvons citer
comme uvéite antérieure la maladie de Kawasaki.

"Intermédiaire” désigne le vitré, la zone postérieure du corps
ciliaire, la rétine périphérique et la sclere.

"Postérieur" désigne la choroide ou la rétine par extension, la fovéa
et le nerf optique. Parmi les uvéites postérieures non infectieuses, on peut
citer la maladie de Behcet, la maladie de Vogt-Koyanagi-Harada,
I'inflammation de la zone postérieure du corps ciliaire, la sarcoidose, la
vascularite rétinienne idiopathique et l'inflammation multifocale de la
rétine et de la choroide.

"Panuvéite”" est employé quand deux ou plusieurs segments sont
affectés.

Selon la présente invention, la conjonctivite est non infectieuse et
provient principalement d'allergies graves oculaires puisqu'elle conduit
parfois a des ulcérations qui comportent toujours un risque de pertes
visuelles importantes et définitives.

La conjonctivite allergique est une réaction inflammatoire de la
conjonctive (fine membrane qui recouvre l'ceil et lintérieur de la
paupiére). Les yeux peuvent alors devenir rouges, picoter, brller, gratter,
démanger et larmoyer. La lumiere est difficile a supporter (photophaobie).
Les paupieres sont souvent rouges et gonflées, et l'on remarque
quelquefois le gonflement de la conjonctive (chemosis), voire un
marquage plus foncé des contours des yeux ou des sécrétions de mucus
importantes. Elle affecte peu la cornée. C'est la forme la plus fréquente et
sans doute la moins grave d'allergie oculaire. Cette réaction de type I est
souvent la conséquence de I'abondance des pollens au printemps et en
été (pollens d'arbres et graminées). On utilise le terme kérato-
conjonctivite allergique lorsque I'atteinte concerne également la cornée et
pas seulement la conjonctive.

Il existe d'autres types d'allergies plus rares, plus spécifiques et
surtout plus graves qui combinent parfois un type de sensibilité de type 1
avec le type IV. Par exemple, la conjonctivite vernale est une forme grave
d'allergie oculaire puisqu'elle conduit parfois a des ulcérations qui
comportent toujours un risque de pertes visuelles importantes et
définitives. Ces ulcérations se situent souvent dans la partie supérieure de
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la cornée et des papilles se forment sur la conjonctive notamment sur la
paupiére supérieure.

De fagon analogue a I'uvéite, les conjonctivites séveres sont traitées
par des corticostéroides, des anti-inflammatoires non stéroidiens ou des
immunosuppresseurs.

Le «syndrome de l'eeil sec ou kérato-conjonctivite seche ou
sécheresse oculaire » désigne toutes les pathologies de I'ceil résultant de
la sécrétion par les glandes lacrymales de larmes en quantité ou en qualité
inadéquates. Dans la présente demande, le syndrome de l'ceil sec
concerne également toutes les formes déficientes en larmes (incluant le
syndrome de Sjogren de I'ceil sec auto-immun et le déficit en larmes non
Sjogren) et les formes évaporatives. Les yeux secs sont également
reconnus comme la perturbation de l'unité fonctionnelle lacrymale, un
systéme intégré comprenant les glandes lacrymales, la surface oculaire
(cornée, conjonctive et glandes meibomiennes) et les paupiéres, ainsi que
les nerfs sensoriels qui les connectent.

La «rétinopathie diabétique » désigne une atteinte de Ia
microcirculation rétinienne et choroidienne (les organes atteints sont la
rétine, choroide, papille et iris) due a I'hyperglycémie chronique. Il en
existe deux formes : simple (ou non proliférative) et proliférative.

Dans certain cas, il y a une apparition d'un cedéme rétinien et
généralement maculaire. Dans d'autres cas, des occlusions des capillaires
rétiniens surviennent provoquant ainsi une ischémie rétinienne. De plus,
ces deux grandes caractéristiques peuvent s'associer et conduire ainsi a
des ischémies en périphérie rétinienne et des exsudats maculaires.

Les composés de l'invention sont aussi utiles dans le traitement de
la dégénérescence maculaire liée a I'dge (DMLA).

Les composés de l'invention répondent a la formule (I) :

NH o) 0
H NLN/(CHzﬁN/U\A)LN/\/\/ﬁ\/\/NHQ
H

2 H
H R

dans laquelle :
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- nestégalabous,

- A est une liaison, un groupe CH;, un groupe CH(OH), un
groupe CHF, un groupe CH(OCH3), un groupe CH;NH ou un
groupe CH;0,

- R est un atome d'hydrogéne ou un CHs.

Les "sels" des composés de linvention peuvent étre obtenus par
réaction chimique entre un acide inorganique ou organique et les
composés de formule (I) mentionnés ci-dessous.

Les acides inorganiques préférés pour la formation de sels sont :
l'acide chlorhydrique, l'acide bromhydrique, T'acide sulfurique, I'acide
phosphorique.

Les acides organiques préférés pour la formation de sels sont :
I'acide fumarique, I'acide maléique, I'acide oxalique, I'acide citrique, I'acide
trifluoroacétique, l'acide tartrique et les acides sulfoniques (de I'acide
méthanesulfonique a I'acide dodécanesuifonique).

Les composés de formule (I) sont choisis avantageusement parmi :
le N-[4-[(3-aminopropyl)amino]butyl]-carbamate de 2-[[6-
[(aminoiminométhyl)amino]hexyl]amino]-2-oxoéthyle ;
le N-[4-[(3-aminopropyl)amino]butyl]-N'-[6-[ (aminoiminométhyl)amino]-
hexyl]-propanediamide ;
le N-[4-[(3-aminopropyl)amino]butyl}-N'-[6-[(aminoiminométhyl)amino]-
hexyl]-2-hydroxy-propanediamide ;
le N-[4-[(3-aminopropyl)amino]butyl]-N'-[6-[(aminoiminométhyl)amino]-
hexyl]-2-fluoro-propanediamide ;
le N-[6-[(aminociminométhyl)aminolhexyl]}-N'-[4-[(3-aminopropyl)amino]-
butyl]-2-méthoxy-propanediamide ;
le N-[6-[(aminoiminométhyl)amino]hexyl]-2-[[[[4-[(3-aminopropyl)amino]-
butyl]lamino]carbonyl]amino]-acétamide ;
le N-[6-[(aminoiminométhyl)amino]hexyl]-N'-[4-[(3-aminopropyl)amino]-
butyl]-éthanediamide ;
le N-[8-[(aminoiminométhyl)amino]octyl]-N'-[4-[(3-aminopropyl)amino]-
butyl]-éthanediamide ;
le N-[8-[(aminoiminométhyl)aminoJoctyl]-N'-[4-[(3-aminopropyl)amino]-
butyl]-propanediamide ;
le N-[8-[(aminoiminométhyl)amino]octyl]-N'-[4-[(3-aminopropyl)amino]-
butyl]-2-hydroxy-propanediamide ;
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le N-[8-[(aminoiminométhyl)amino]octyl]-N'-[4-[(3-aminopropyl)amino]-
butyl]-2-fluoro-propanediamide ;

le N-[4-[(3-aminopropyl)amino]butyl]-2-méthoxy-N'-[8-[(aminoimino-
méthyl)amino]octyl]-propanediamide ;

le N-[8-[(aminoiminométhyl)amino]octyl]-2-[[[[4-[(3-aminopropyl)amino]-
butyllamino]carbonyl]amino]-acétamide ;

le N-[4-[(3-aminopropyl)amino]butyl]-carbamate de 2-[[8-
[(aminoiminométhyl)amino]octyl]lamino]-2-oxoéthyle ;

le N-[4-[(3-aminobutyl)amino]butyl]-carbamate de 2-[[6-
[(@aminoiminométhyl)aminolhexyl]amino]-2-oxoéthyle ;

le N-[4-[(3-aminobutyl)amino]butyl]-N'-[6-[(aminciminométhyl)amino]-
hexyl]-éthanediamide ;

le N-[4-[(3-aminobutyl)amino]butyl]-N'-[6-[ (aminoiminométhyl)amino]-
hexyl]-propanediamide ;

le 2-[[[[4-[(3-aminobutyl)amino]butyllamino]carbonyl]lamino]-N-[6-
[(@aminoiminométhyl)aminolhexyl]-acétamide ;

le N-[4-[(3-aminobutyl)amino]butyl]-N'-[6-[(aminoiminométhyl)amino]-
hexyl]-2-hydroxy-propanediamide ;

le N-[4-[(3-aminobutyl)amino]butyl]-N'-[6-[ (aminoiminométhyl)amino]-
hexyl]-2-fluoro-propanediamide;

le N-[4-[(3-aminobutyl)amino]butyl]-N'-[6-[(aminociminométhyl)amino]-
hexyl]-2-méthoxy-propanediamide ;

le N-[4-[(3-aminobutyl)amino]butyl]-N'-[8-[ (aminoiminométhyl)amino]-
octyl]-éthanediamide ;

le N-[4-[(3-aminobutyl)amino]butyl]-N'-[8-
[(aminoiminométhyl)amino]octyl]-propanediamide ;

le N-[4-[(3-aminobutyl)amino]butyl]-carbamate de 2-[[8-
[(@aminoiminométhyl)amino]octyl]amino]-2-oxoéthyle ;

le 2-[[[[4-[(3-aminobutyl)amino]butyl]amino]carbonyl]lamino]-N-[8-
[(aminoiminométhylamino]octyl]-acétamide ;

le N-[4-[(3-aminobutyl)amino]butyl]-N'-[8-
[(@aminoiminométhyl)amino]octyl]-2-hydroxy-propanediamide ;

le N-[4-[(3-aminobutyl)amino]butyl]-N'-[8-
[(@aminoiminométhyl)amino]octyl]-2-fluoro-propanediamide ;

le N-[4-[(3-aminobutyl)amino]butyl]-N'-[8-
[(aminoiminométhyl)amino]octyl]-2-méthoxy-propanediamide ;
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et leurs sels pharmaceutiquement acceptables.

Les composés de formule (I) préférés sont choisis parmi :
le N-[4-[(3-aminopropyl)amino]butyl]-carbamate de 2-[[6-
[(@aminoiminométhyl)aminolhexyllamino]-2-oxoéthyle (Trespérimus) ou
le N-[4-[(3-aminobutyl)amino]butyl]-carbamate de 2-[[6-
[(@aminociminométhyl)aminolhexyl]amino]-2-oxoéthyle (Anispérimus)
et leurs sels pharmaceutiquement acceptables.

Les composés de formule (I) particulierement préférés sont le
tris-chlorhydrate de N-[4-[(3-aminopropyl)-amino]butyl-carbamate de 2-
[[6-[(aminoiminométhyl)amino]hexyl]lamino]-2-oxoéthyle, et le tétra-
chlorhydrate de N-[4-[(3-aminobutyl)-amino]butyl-carbamate de 2-[[6-
[(@aminoiminométhyl)aminolhexyl]lamino]-2-oxoéthyle.

Les compositions pharmaceutiques de linvention comprennent
typiguement un composé de l'invention ou un sel pharmaceutiqguement
acceptable de celui-ci comme seule substance active, ainsi gu'un ou
plusieurs vecteurs ou excipients pharmaceutiquement acceptables.

Les « vecteurs pharmaceutiques» se référent a un excipient ou a
un mélange de plusieurs excipients pharmaceutiquement acceptables qui
permettent [l'administration de substances actives. Ils permettent et
peuvent faciliter ou améliorer la préparation de la composition et peuvent
stabiliser la composition. En outre, les vecteurs pharmaceutiquement
acceptables peuvent augmenter I'efficacité de la composition, améliorer la
tolérabilité oculaire de la substance active et/ou modifier son profil de
libération.

Ils doivent aussi étre pharmaceutiquement et physiologiquement
acceptables en ce sens qu'ils doivent étre compatibles avec les autres
ingrédients de la composition et qu'ils doivent étre biocompatibles et
dénués de toxicité. De tels vecteurs peuvent revétir une grande variété de
formes selon la forme de préparation souhaitée pour I'administration, par
exemple I'administration locale.

"L'administration locale" doit  étre  comprise  comme
définissant toutes les voies oculaires, c'est-a-dire les administrations
topiques, injectables ou les administrations a laide de systémes
implantables.

"L'administration topique" peut étre sous forme par exemple et de
maniére non limitative de gouttes oculaires ou collyres ou instillations
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oculaires, de sprays, de cremes, de pommades, de gels, d'hydrogels,
d'oléogels, de lentilles hydrophiles, d'inserts et dimplants. Les formes
galéniques peuvent étre par exemple et de maniere non limitative des
solutions, des suspensions, des systemes colloidaux (par exemple
liposomes, émulsions, microémulsions, nanoémulsions, microparticules,
nanoparticules, microsphéres, niosomes, dendrimeres), des micelles, des
micelles mixtes, des systéemes complexants, par exemple des solutions de
cyclodextrines, et également des inserts non implantables sous forme, par
exemple et de facon non limitative de disques, de films ou de lamelles.

"L’'administration injectable” peut étre de fagon non limitative sous
forme intraoculaire (intravitréenne, IVT), péri-oculaire incluant
I'administration  sous-conjonctivale, sous la capsule de Ténon,
rétrobulbaire et intrasclérotique.

"L'administration intravitréenne" peut étre réalisée sous forme de
systéemes injectables ou implantables. Les formes galéniques peuvent étre
de facon non limitative des solutions, des suspensions, des systémes
colloidaux (par exemple liposomes, émulsions, microémulsions,
nanoémulsions, microparticules, nanoparticules, microsphéres, niosomes,
dendrimeres), des micelles, des micelles mixtes, également des implants
biodégradables ou non biodégradables sous forme, par exemple et de
facon non limitative de batonnets, de clous, de pellets.

Dans la présente demande, lorsqu’une concentration est exprimée
en m/V il est considéré que la densité de la solution est égale a 1.

Pour les deux voies d'administration (topique et injectable), selon le
composé qui doit étre délivré, la plupart des formes galéniques citées ci-
dessus peuvent potentiellement augmenter le temps de séjour du principe
actif a la surface de I'eeil ou dans le vitré, permettre une libération lente et
prolongée des composés encapsulés et/ou éviter la toxicité et augmenter
la tolérabilité oculaire.

Selon la présente invention, pour le traitement et/ou la prévention
des maladies inflammatoires oculaires, et en particulier de l'uvéite, de la
conjonctivite sévere, du syndrome de I'ceil sec ou de la rétinopathie
diabétique, les composés de l'invention ou leurs sels pharmaceutiquement
acceptables peuvent étre administrés via une composition ou formulation
pharmaceutiquement acceptable, aqueuse et adaptée a une
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administration topique, préférentiellement par instillation, ou a une
administration injectable, préférentiellement intravitréenne.

Pour l'administration topique ou injectable, le ou les excipients
doivent étre pharmaceutiqguement acceptables et appropriés pour ce type
d’administration oculaire.

Les milieux aqueux utilisés dans la présente invention sont
constitués d’eau ne contenant pas d’agents néfastes physiologiquement et
ophtalmologiquement. La composition pharmaceutique selon l'invention se
présente sous forme d’une formulation aqueuse de pH physiologiquement
compatible pour la voie oculaire. On entend par «pH physiologiquement
compatible pour la voie oculaire » un pH compris dans la gamme d’environ
5,5 a environ 8, de préférence d’environ 6,0 a environ 7,5. Le pH des
préparations est ajusté avec un acide comme par exemple |‘acide
acétique, l'acide borique, I'acide lactique, I'acide hydrochlorhydrique ; une
base comme par exemple I'hydroxyde de sodium, le borate de sodium, le
citrate de sodium, l'acétate de sodium; ou une solution tamponnée
acceptables pharmaceutiquement, comme par exemple le tampon
phosphate sodique, le tampon phosphate potassique, le tampon citrate
sodique. Les préparations aqueuses selon linvention sont isotoniques,
physiologiquement adaptées a des administrations oculaires topiques et
intraoculaires. La pression osmotique des préparations est proche de la
pression physiologique et est généralement comprise entre environ 200
mOsm et environ 400 mOsm, préférentiellement entre environ 260 et
environ 340 mOsm. Si nécessaire, la pression osmotique peut étre ajustée
en utilisant des quantités appropriées d'excipients physiologiquement et
ophtalmologiquement acceptables. Le chlorure de sodium est
généralement utilisé comme agent de tonicité a une concentration
(exprimée en m/V) n’excédant pas 0,9%. Egalement, des quantités
équivalentes d’un ou de plusieurs sels composés d’un cation et d’'un anion
peuvent étre employées. Eventuellement et selon lindication
thérapeutique de la présente invention, la pression osmotique peut étre
corrigée en ajoutant des sucres ou des polyols, seuls ou associés en
meélange. Les préparations de la présente invention ont une viscosité
variable de 0 a environ 2000 Centipoises, préférentiellement inférieure a
environ 100 Centipoises, et plus préférentiellement inférieure a environ 30
Centipoises.
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La composition de la présente invention peut contenir des agents
augmentant la viscosité permettant de prolonger le temps de résidence
précornéenne du principe actif aprés instillation. Egalement, ces agents
viscosifiants peuvent avoir des propriétés mucoadhésives. Des polyméres
mucoadhésifs capables de créer des liaisons non covalentes avec les
glycoprotéines présentes notamment au niveau conjonctival, peuvent étre
utilisés dans la présente invention pour restreindre la formulation
localement a I'ceil, pour optimiser le temps de résidence de la formulation
localement et potentiellement augmenter la biodisponibilité du principe
actif au niveau oculaire, réduire la fréquence d'administration et ainsi
améliorer I'observance thérapeutique. Ces polymeéres sont généralement
des hydrocolloides macromoléculaires. Ils peuvent étre utilisés seuls ou en
association dans la présence invention et sont par exemple des dérivés
cellulosiques comme les méthylcelluloses, les carboxyméthyicelluloses
sodiques, les hydroxyéthylcelluloses, les hydroxypropylceliuloses, les
hydroxypropylméthylicelluloses, des dérivés acryliques tels que par
exemple les sels dacide polyacrylique et ses dérivés fonctionnalisés
(ou polycarbophiles), les carboméres, des produits d’origine naturelle tels
que par exemple les alginates, les chitosans, les pectines, l'acide
hyaluronique et ses dérivés, les dérivés polysaccharidiques tels que par
exemple la gomme gellane et ses dérivés, la gomme xanthique, les
carraghénanes, les co-polymeres tels que par exemple les poloxamers.
Des polyméres doués d'une capacité de gélification /n situ peuvent étre
incorporés dans la préparation de la composition pharmaceutique de
l'invention. Les systémes dits a transition de phase sont liquides et
aboutissent a la formation de gels compatibles avec les fonctions oculaires
par activation ionique, en fonction du pH ou de la température. On peut
citer par exemple des polyméres tels que des dérivés de lacide
polyacrylique, les carbomeéres, des dérivés cellulosiques, les
méthylcelluloses, des copolymeres, les poloxamers.

La composition de la présente invention peut également contenir
par exemple des surfactants, des co-solvants, des agents de pénétration,
des agents de gélification, des émulsionnants, des antioxydants, des
conservateurs, des polyméres pour libération prolongée, excipients bien
connus de 'homme du métier. V



WO 2012/013884 PCT/FR2011/051639

15

La composition pharmaceutique peut étre également sous forme
d'un insert ou d’'un implant solide permettant une administration oculaire
et une libération prolongée du principe actif. Par exemple, la préparation
d'insert peut étre réalisée a l'aide d’'un polymére solide hydrosoluble. Des
polyméres biocompatibles pour la voie oculaire, inertes, utilisés pour la
préparation d’un insert adapté a la voie oculaire sont synthétiques, semi
synthétiques ou d’origine naturelle. La composition des implants solides
peut également étre constituée par des polyméres synthétiques, semi
synthétiques ou d'origine naturelle, de préférence par des polymeres
biodégradables tels que par exemple les alcools polyvinyliques, les acides
polylactique-co-glycoliques, les poly-epsilon-caprolactones, les esters
d’acide hyaluronique. Ces polyméres biodégradables peuvent également
étre utilisés pour I'encapsulation du principe actif dans des microsphéres,
des nanospheres, des microcapsules, des nanocapsules dispersées en
solution aqueuse en vue d’une libération prolongée et ciblée du principe
actif.

D’autres matrices telles que les lentilles hydrosolubles imprégnées
ou contenant le principe actif peuvent permettre d’augmenter le temps de
résidence du principe actif a la surface de I'ceil.

Les principes de fabrication et de stérilisation de ces formulations
sont classiqguement bien connus dans le domaine des techniques de
formulation galénique.

Selon un premier mode de réalisation préféré, la composition
pharmaceutique sous forme de gouttes oculaires ou de solution injectable
comprend une dose efficace d'un composé de linvention tel que par
exemple le Trespérimus, dissous dans une solution aqueuse physiologique
comme vecteur principal. Cette solution comprend idéalement une solution
aqueuse de chlorure de sodium & une concentration n‘excédant pas de
préférence 0,9% (m/V), ou une solution aqueuse de glycérol & une
concentration n‘excédant pas de préférence 2,5% (m/V) et ceci afin
d’obtenir une tonicité de la composition pharmaceutique comprise entre
environ 260 et environ 340 mOsm. Cette solution est ajustée a un pH
voisin de 6,5 a I'aide par exemple d’hydroxyde de sodium. Un polymeére
bioadhésif tel que préférentiellement I'acide hyaluronique ou un de ses
dérivés est ajouté. Cette forme galénique est stérilisée de préférence par
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traitement aux rayons gamma. Cette fabrication galénique peut étre
conditionnée sous forme unidose.

Selon un autre mode de réalisation préféré, la solution injectable
pour administration sous forme dimplant biodégradable comprend une
dose efficace d'au moins un composé de linvention encapsulé de
préférence dans des micro- ou des nanoparticules constituées de poly-
epsilon-caprolactones.

Un avantage majeur de la présente invention est que tous les tissus
oculaires (chambres antérieure ou postérieure) sont exposés aux
composés de linvention, par exemple par administration d'une
composition aqueuse pharmaceutiquement acceptable. Lors d'une étude
de distribution oculaire chez le lapin New Zealand male (figure 4) avec le
Trespérimus aprés instillation de gouttes oculaires d’une solution a 1 %
deux fois par jour pendant 4 jours, il a été observé que la rétine/choroide
(chambre postérieure) et le corps ciliaire/iris (chambre antérieure) étaient
exposés a des niveaux de Trespérimus de 0,53 0,7 yMet de 0,32 0,7 uM
pendant les 24 h suivant linstillation répétée de gouttes oculaires deux
fois par jour sous forme d'une simple solution aqueuse a 1 %. De ce fait,
par comparaison avec une autre administration locale comme linjection
intraoculaire ou les implants, et en plus d'une meilleure observance,
['administration topique des composés de l'invention peut permettre une
bien meilleure maitrise des concentrations de substance active dans les
tissus oculaires. De plus, on a observé que les niveaux plasmatiques
étaient bas (< 50 ng/mL de 5 min a 2 h apreés l'instillation) et pendant une
courte durée, inférieure a la limite inférieure de quantification (Blq)
(2 ng/mL 4 h aprés la dose) apres instillation de gouttes oculaires. Ceci
permet d'éviter les effets non souhaités dimmunosuppression au niveau
systémique.

La concentration de la substance thérapeutiquement active dans les
formulations destinées a la voie intravitréenne peut varier de 0,1 uM a
100 mM, préférentiellement de 1 yuM a 10 mM, et plus préférentiellement
de 10 uM a 0,1 mM. La concentration de la substance thérapeutiquement
active dans les formulations pour instillation topique oculaire peut varier
de 0,001 % a 5% (exprimée en m/V), et préférentiellement de 0,001% a
1,5%, plus préférentiellement de 0,01% a 1,5%. Ces concentrations
peuvent étre appliquées pour d'autres voies d'administration locale
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oculaire et peuvent varier selon Vindication thérapeutique. 1l est laissé a la
discrétion du praticien le mode d'administration et de dosage selon le
sujet, ses symptémes et le degré de sévérité de sa pathologie.

Ces compositions sont préparées par tout procédé de fabrication
galénique bien connu dans le domaine des techniques pharmaceutiques.

Selon un autre aspect, le ou les composés de la présente invention
peu(ven)t étre combiné(s) avec ou utilisé(s) en association avec d'autres
agents thérapeutiques. Par exemple, un sujet peut étre traité avec un ou
plusieurs composés de linvention ou un sel pharmaceutiquement
acceptable de ceux-ci, en particulier le Trespérimus et/ou I'Anispérimus,
en méme temps qu'avec d'autres médicaments conventionnels pour le
traitement des maladies oculaires inflammatoires. L'administration des
différentes substances actives peut étre simultanée, séquentielle ou
espacée dans le temps. De préférence, le composé de l'invention ou un sel
pharmaceutiqguement acceptable de celui-ci ne sera pas administré
conjointement avec un inhibiteur de I'enzyme Lck.

Selon un mode de réalisation, la présente invention concerne donc
une composition pharmaceutique comprenant, en tant que substances
actives, au moins un composé de formule (I) ou un sel
pharmaceutiquement acceptable de celui-ci en association avec un ou
plusieurs médicaments utilisés dans le traitement de l'uvéite, choisis
parmiles corticoides tels que par exemple la Dexaméthasone, la
Prednisolone et la Triamcinolone ; les immunosuppresseurs ayant un
mécanisme d'action différent des composés de linvention tels que par
exemple le Cyclophosphamide, le Méthotrexate, |'Azathioprine, la
Cyclosporine A, le Tacrolimus, le Sirolimus, le Mycophénolate mofétil ; les
anti-TNF tels que par exemple le Rituximab, le Daclizumab, I'Infliximab,
I"Adalimumab et I'Etanercept.

Selon un mode de réalisation, la présente invention concerne donc
une composition pharmaceutique comprenant, en tant que substances
actives, au moins un composé de formule (I) ou un sel
pharmaceutiquement acceptable de celui-ci en association avec un ou
plusieurs médicaments utilisés dans le traitement de la conjonctivite
sévere, choisis parmiles corticoides tels que par exemple la
Dexaméthasone, la Prednisolone; les anti-inflammatoires non stéroidiens
tel que le Nédocromil, I'Todoxamide, 'Olopatadine ; les antibiotiques, les
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antifongiques et anti-bactériens tels que la Tobramycine, la Natamycine, la
Moxifloxacine; les immunosuppresseurs ayant un mécanisme d'action
différent des composés de l'invention tels que par exemple la Cyclosporine
A, le Tacrolimus, le Sirolimus ;

Selon un autre mode de réalisation, la présente invention concerne
une composition pharmaceutique comprenant, en tant que substances
actives, au moins un composé de [linvention ou un sel
pharmaceutiquement acceptable de celui-ci en association avec un ou
plusieurs médicaments utilisés dans le traitement du syndrome de l'ceil
sec, choisis parmi les immunosuppresseurs ayant un mécanisme d'action
différent des composés de l'invention tels que par exemple la Cyclosporine
A et le Mycophénolate mofétil ; les corticostéroides tels que par exemple
le Lotéprednol, le Rimoxelone et la Fluorométholone ; et les Tétracyclines.
Ils pourront également étre utilisés en association avec les larmes
artificielles et les sécrétagogues.

Selon un autre mode de réalisation, la présente invention concerne
une composition pharmaceutique comprenant, en tant que substances
actives, au moins un composé de linvention ou un sel
pharmaceutiquement acceptable de celui-ci en association avec un ou
plusieurs médicaments utilisés dans le traitement de la rétinopathie
diabétique, choisis parmi les anti-VEGF tels que par exemple le
Ranibizumab, le Pegatapnib, le Bevacizumab ; les anti-TNF tels que par
exemple le Rituximab, le Daclizumab, IInfliximab, I'Adalimumab et
I'Etanercept ; les corticostéroides tels que par exemple la Dexaméthasone,
la Prednisolone et la Triamcinolone ; et les immunosuppresseurs ayant un
mécanisme d'action différent des composés de linvention tels que par
exemple la Cyclosporine A, le Tacrolimus, I'Everolimus et le Sirolimus. Ils
pourront également étre utilisés en association avec la thérapie au laser
(photocoagulation).

L'invention va étre illustrée de maniére plus détaillée dans les
exemples ci-aprés en se référant au Trespérimus, mais 'homme du métier
comprendra que la présente invention n'est pas limitée a ce composé de
formule (I).

Il est entendu que les exemples et les modes de réalisation décrits
ici le sont a des fins illustratives seulement et que différentes
modifications ou différents changements a la lumiére de ceux-ci seront
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suggérés a 'homme du métier et doivent étre inclus dans l'esprit et la
portée de cette demande et des revendications annexées. Bien que des
méthodes et matériels similaires ou équivalents a ceux décrits ici puissent
étre utilisés dans la pratique ou les tests de la présente invention, les
méthodes et matériels préférés sont décrits.

Exemple 1 : L'uvéite

L'ceil est un site de privilkge immunologique néanmoins des
maladies de I'ceil provenant d’un déséquilibre du systéme immunitaire se
développent et sont responsables d'altérations de la vision pouvant aller
jusqua la cécité. Les modeles animaux, principalement l'uvéite auto-
immune expérimentale (UAE) et I'uvéite induite par endotoxine (UIE) sont
considérés comme des modeles cliniguement pertinents de maladies
oculaires et sont des outils précieux pour l'étude des mécanismes
immunologiques permettant la régulation des maladies chez I'homme :

- 'UAE induite chez le rat par immunisation avec des antigenes
purifiés de la rétine, principalement l'antigéne S (Ag-S) est considéré
comme un modeéle cliniquement pertinent pour I'étude des mécanismes de
l'uvéite postérieure chez I'homme et le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques des uvéites

- JUIE est un modele d'uvéite inflammatoire aigué, spontanément
résolutive, mettant en jeu les composants du systéeme immunitaire inné.
C'est un modele utile pour I'étude des aspects locaux de l'inflammation
oculaire et est considéré comme un modéle pertinent de l'uvéite
antérieure chez 'homme.

Dans la présente invention, nous avons démontré pour la premiere
fois que I'administration oculaire locale de composés de formule (I) et de
leurs sels pharmaceutiques est trés bénéfique dans ces deux modeles
expérimentaux considérés comme des modéles cliniquement pertinents
des uvéites chez I'homme.

Le modeéle d’'UAE

Les modeéles de I'UAE contribuent a comprendre les mécanismes
physiopathologiques et en particulier I'implication des lymphocytes CD4+
(cluster de différenciation 4), des macrophages et des cytokines pro-
inflammatoires dans les mécanismes de destruction de la rétine.
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L'UAE est un modele de maladie inflammatoire qui a en commun de
nombreuses caractéristiques cliniques et histopathologiques avec ['uvéite
humaine comme l'ophtalmie sympathique, la rétinochoroidopathie de type
birdshot, le syndrome de Vogt-Koyanagi-Harada, la maladie de Behcet et
la sarcoidose. C'est un modele cliniguement pertinent pour linflammation
oculaire humaine.

L'UAE est induite par immunisation avec ['auto-antigene rétinien
purifié, I'antigéne S (S-Ag) qui est reconnu aussi par les sujets ayant une
uvéite. L'UAE est dépendante des cellules effectrices Thl (cellules
produisant I'interféron-gamma) et Th17 (cellules produisant l'interleukine-
17) CD4+, chaque phénotype d'effecteur peut induire une réaction
pathologique.

Cependant, I'IL-17 (interleukine-17) joue un réle prépondérant
dans I'UAE induite par la protéine IRBP (de I'anglais « interphotoreceptor
retinoid-binding protein », en frangais protéine inter-photorécepteurs se
liant au rétinol). La neutralisation de I'IL-17 prévient ou fait régresser la
maladie. Par ailleurs les cellules effectrices Th17 induisent une UAE en
I'absence d'interféron (IFN)-gamma.

Puis, localement, les macrophages et les cellules microgliales
amplifient la réaction et induisent la destruction des photorécepteurs et du
tissu rétinien. Les monocytes/macrophages ainsi que les neutrophiles sont
des cellules effectrices importantes dans I'UAE tandis que les cellules T
agissent davantage pour initier et maintenir la réponse. Les macrophages
franchissent la barriére hémato-rétinienne et infiltrent la rétine, ol la
libération de médiateurs comme NO (oxyde nitrique) et TNF (facteur de
nécrose des tumeurs) peut provoquer de graves lésions rétiniennes et, par
conséquent, une perte de vision chez les sujets.

Nous avons étudié I'effet de I'administration locale de Trespérimus
sur I'UAE et sur les réponses immunitaires oculaires et systémigues
induites par une immunisation avec S-Ag.

Matériels et méthodes
I Induction de I'UAE chez des rats Lewis

Des rats Lewis femelles de huit semaines (R. Janvier, Le Genest
Saint Isle, France) ont été immunisés de maniére systémique avec 40 pg
d'auto-antigéne rétinien antigéne S (S-Ag) purifié comme décrit
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antérieurement (de Kozak Y., Sainte-Laudy J., Benveniste J. et Faure J.-P.,
Eur. J. Immunol. 1981 ; 11 : 612-617).
II. Protocole des traitements

L'administration de Trespérimus a été réalisée par des injections
intravitréennes (IVT) (5 uL) dans les deux yeux, les jours 6, 9 et 12 aprés
I'immunisation avec S-Ag. A la fin des expériences, c'est-a-dire 19-20 jours
apreés l'immunisation, les rats ont été anesthésiés par injection
intrapéritonéale de pentobarbital (Sanofi-Aventis, France) avant la collecte
de sang par ponction intracardiaque. Les rats ont ensuite été euthanasiés
avec une dose létale de pentobarbital et les deux yeux et des échantillons
de sang ont été recueillis pour I'analyse.

Dans une premiére expérience, un groupe de rats a regu une
solution salée stérile, sensiblement isoosmolaire et physiologique @ 9 mM
de Trespérimus pour obtenir une solution finale a 1 mM dans le vitré, un
groupe témoin de rats a regu un véhicule (solution salée) et un groupe
témoin de rats n‘a pas été traité. Les animaux ont été examinés
cliniquement avec une lampe a fente a partir du jour9 aprés
limmunisation avec S-Ag jusqu'au moment de [I'euthanasie. Une
histopathologie des yeux a été réalisée et une immunocoloration a été
faite sur des coupes obtenues au cryostat. Les ganglions lymphatiques
inguinaux ont été prélevés pour I'analyse des cytokines par RT-PCR.

Dans une seconde expérience, un groupe de rats a regu trois
injections de Trespérimus dans le vitré et les rats témoins ont regu une
injection de solution salée. Les rats ont été observés cliniguement et
soumis a une analyse de I'hypersensibilité de type retardé (HTR). Les
niveaux de Trespérimus dans le plasma et les tissus oculaires ont été
mesurés 1 h, 3 jours et 8 jours apres la troisieme injection.

III. Evaluation de la gravité de I'UAE

1. Evaluation clinique

Les animaux ont été examinés avec une lampe a fente le jour 7,
puis chaque jour a partir du jour 11 jusqu'au moment de 'euthanasie pour
évaluer le moment de déclenchement de la maladie et la gravité de la
maladie. L'intensité de I'inflammation oculaire clinique a été notée sur une
échelle de 0 & 7 pour chaque ceil comme décrit antérieurement (de Kozak,
Eur. J. Imm. 2004).
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2. Histopathologie

Au moment de I'euthanasie (jour 19-20 apres limmunisation), les
yeux de rats énucléés ont été fixés, traités, des coupes dans la paraffine
ont été pratiquées et colorées avec de I'hématoxyline-éosine-safran pour
I'évaluation histologique. Les coupes ont été examinées et notées selon la
gravité de I'UAE sur une échelle semi-quantitative de 0 & 7 comme suit :
(0) pas de destruction tissulaire, (1-2) destruction des segments externes
des batonnets et des cones, (3-4) destruction de la couche nucléaire
externe, (5-6) destruction de Ila couche nucléaire interne, et
(7) destruction de la couche de cellules ganglionnaires.

3. Immunohistochimie

Les yeux (2 yeux/groupe) ont été recueillis, des coupes au cryostat
ont été réalisées (10 um) et colorées pour I'immunochimie comme décrit
antérieurement le jour 19-20 aprés l'immunisation. On a utilisé un
anticorps primaire contre NOS-2 (Beckton Dickinson Biosciences,
Transduction laboratories, San Jose, USA), un anticorps primaire contre
NF-xBp65, puis un anticorps secondaire conjugué a Alexa Fluor® 488
(Molecular Probes, Eugene, OR), des un anticorps primaire anti-CD68 de
macrosialine (clone ED1) (Serotec, Oxford, GB) puis un anticorps
secondaire conjugué a Alexa 564 (rouge). Les coupes ont été observées
par photomicroscopie de fluorescence (FXA ; Microphot ; Nikon, Melville,
NY) et des micrographies numérisées ont été obtenues avec un appareil
photographique numérique (Spot ; BFI Optilas, Evry, France).
IV. Evaluation de la réponse immunitaire

1. Hypersensibilité de type retardé

La HTR a été estimée par un test auriculaire mesurant la réponse
anti-S-Ag spécifique 18 jours aprés l'immunisation. Des rats ont été
sensibilisés avec 10 ug de S-Ag dans l'oreille droite et avec de la solution
salée dans l'oreille gauche. Le gonflement auriculaire spécifique a été
mesuré 24 et 48h aprés la sensibilisation et la différence
d'épaisseur (mm) entre les deux oreilles a été calculée.

2. Isolement d'ARN, PCR a transcription inverse dans les
ganglions lymphatiques et dans les cellules oculaires

L'ARN total a été isolé a partir de ganglions lymphatiques drainant
le site dimmunisation, 19-20 jours aprés l'immunisation, et a partir de
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cellules recueillies aprés centrifugation d'humeur aqueuse/corps vitré
provenant d'yeux de chague groupe.
V. Analyse statistique

Les données sont présentées sous forme de moyenne + écart type
de la moyenne (ETM). Les évaluations cliniques, histologiques et de HTR
de V'UAE sont comparés au moyen du test ¢ de Mann-Whitney non
paramétrique puis par le test de comparaisons multiples de Bonferroni.
Une valeur p ajustée par les tests de comparaison multiple a été calculée
dans chaque expérience.
VI. Résultats

1. Pharmacocinétique du Trespérimus dans les tissus
oculaires et le plasma aprés des injections intravitréennes

Les concentrations de Trespérimus dans le plasma, I'humeur
aqueuse/vitré et la rétine/choroide apres des injections intravitréennes de
Trespérimus a des rats Lewis sont indiquées dans le tableau 1 :

Tableau 1 : Effet d'une injection intravitréenne de Trespérimus sur
I'histopathologie de [UAE le jour 19-20 aprés immunisation avec S-Ag

(M + ETM)
Concentrations du Trespérimus Rats immunisés
(N =6) (3 injections IVT)
Temps apreés l'injection 1h 3 jours 8 jours
humeur Moyenne 270 2,2 1,8
aqueuse/vitré ETM 61 1 1
(uM)
rétine/choroide Moyenne 155 36 11
(HM) ETM 25 4 4
plasma Moyenne 0,11 biq biq
(HM) ETM 0,03 - -

Blg : en dessous de la limite inférieure de quantification (6 ng/mL)

Aprés injection intravitréenne de Trespérimus, les niveaux
plasmatiques de Iéchantillon testé ont été quantifiés seulement au
premier point temporel 1 h aprés I'injection, avec de faibles concentrations
moyennes voisines de 0,1 uM (environ 40 ng/mL). Les tissus oculaires ont
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été hautement exposés au Trespérimus, avec des teneurs significatives
(> 10 uM) dans la rétine/choroide 8 jours apreés l'injection.

2. L'injection intravitréenne de Trespérimus est un
traitement efficace de I'UAE ; observation clinique

Le traitement avec le Trespérimus a conduit & une réduction
significative de la gravité clinique de I'UAE & partir du jour 13 aprés
I'immunisation, par comparaison avec des rats qui ont recu des injections
de solution salée (jour 13 : * p < 0,02 ; jours 14 3 19 : *** p < 0,0006),
ou par comparaison avec des rats qui n'ont recu aucun traitement
intraoculaire (jour 12 : * p < 0,02 ; jour 19 : *** p < 0,0006) (figure 1).
La gravité de la maladie a été réduite significativement par le traitement
jusqu'a 19 jours aprés l'immunisation, ce qui indique que la thérapie
intraoculaire est tres efficace.

3. L'injection intraoculaire de Trespérimus protége la rétine
contre la destruction et module I'activité des macrophages

Des rats traités avec trois injections de Trespérimus ont présenté
une UAE de trés bas degré au niveau histologique (degré moyen de
gravité de I'UAE : 1,45 £ 0,26, n = 10, p = 0,007) par comparaison avec
les Iésions observées chez les rats témoins ayant subi une injection de
solution salée (degré moyen de gravité de I'UAE : 3,25 +0,5, n = 10)
(figure 2A) et par comparaison avec des rats qui n'‘ont recu aucun
traitement intraoculaire (degré moyen de gravité de I'UAE: 3,15+ 0,6,
n = 10, p = 0,08). Le score histopathologique moyen de I'UAE a été basé
sur les altérations rétiniennes.

L'examen histopathologique de rétines provenant de rats témoins
ayant subi une injection de solution salée (figure 2B) a révélé une uvéite
postérieure grave avec une destruction importante de la couche cellulaire
de photorécepteurs (a, b, astérisques blancs), une infiltration de I'espace
subrétinien par des cellules inflammatoires (fleche) et des exsudats de
fibrine dans le corps vitré (téte de fleche). De nombreuses cellules
inflammatoires étaient présentes dans le corps vitré au niveau de la papille
optique (fleche) (c). Au contraire, chez les rats traités avec le Trespérimus
(figure 2C), la couche cellulaire de photorécepteurs était largement
épargnée par la destruction (e, astérisques blancs) ou présentait une
perte partielle des segments externes (d, fleche) avec infiltration de la
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choroide par des cellules inflammatoires (d, téte de fleche). Aucune
inflammation n'était visible au niveau de la papille optique (f, fleche).

Comme le montre l'immunocoloration chez des rats témoins ayant
subi une injection de solution salée, de nombreux macrophages et
lymphocytes positifs pour ED1 présentent une expression cytoplasmique
et nucléaire de NF-kappaBp65, principalement dans le corps vitré ou de
nombreuses infiltrations par des cellules inflammatoires sont visibles.
Au contraire, chez les rats traités avec le Trespérimus, une faible
infiltration par des cellules inflammatoires est visible dans les tissus
oculaires, avec un nombre réduit de cellules infiltrantes dans les tissus et
les milieux oculaires et montrant seulement une expression cytoplasmique
de NF- kappaBp65.

4. L'injection intravitréenne de Trespérimus n'a pas d'effet
sur la réponse immunitaire systémique /n vivo

a. Cytokines dans les ganglions lymphatiques inguinaux
(RT-PCR)

Aucune différence dans les niveaux de TNF-alpha, IL-2, IFN-
gamma, IL-17 n'a été détectée dans les ganglions lymphatiques inguinaux
provenant de rats traités et de rats témoins, ce qui indique que le
traitement n'a pas d'effet systémique.

b. Hypersensibilité de type retardé

La HTR a été estimée par un test auriculaire mesurant la réponse
anti-S-Ag spécifiqgue. Les rats traités avec le Trespérimus n‘ont pas
présenté de réduction significative du gonflement auriculaire a 24 h et
48 h par comparaison avec les rats témoins qui ont recu une injection IVT
de solution salée (p = 0,8 ; p = 0,4 respectivement), ce qui montre que la
réactivité des cellules T a I'égard de S-Ag /n vivo n'est pas réduite par le
traitement avec le Trespérimus et ce qui confirme que le traitement n'a
pas d'effet systémique (figure 3).

En conclusion l'injection de Tresperimus dans le pdle postérieur de
I'ceil de rat au niveau de la zone postérieure du corps ciliaire a permis sa
diffusion dans les segments antérieur et postérieur de I'ceil comme I'a
démontré son efficacité sur [linflammation oculaire antérieure et
postérieure dans I'UAE. De plus, des taux faibles (< 90 ng/mL) de
Trespérimus ont été trouvés dans le plasma, sans effet sur la réponse
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immunitaire systémique. En fait, I'effet du Trespérimus a été limité a I'ceil,
ce qui confirme qu'il ne s'est produit aucune diffusion efficace dans la
circulation générale.

Nous avons montré que trois injections intravitréennes de
Trespérimus réalisées aprés une immunisation avec S-Ag pendant la phase
afférente de la maladie (jours 6, 9, 12) sont efficaces pour réduire
l'inflammation oculaire clinique et préservent les photorécepteurs
rétiniens.

Pour examiner le niveau d'action du Trespérimus, I'nypersensibilité
de type retardé (HTR) a S-Ag, telle gu'elle est estimée par un test
auriculaire, n'a pas été différente chez les rats témains et les rats traités
(figure 3), ce qui suggere que le traitement n‘a pas modifié la réactivité
des cellules T systémique a S-Ag.

De plus, nous avons montré que le traitement oculaire n'a pas
d'effet sur la réponse immunitaire systémique. En effet, dans les ganglions
lymphatiques inguinaux drainant le site dimmunisation, le niveau de
cytokines inflammatoires comme TNF-alpha, et de cytokines produites par
les lymphocytes T comme IL-2, IFN-gamma (interféron-gamma), IL-17 n'a
pas été modifié par le traitement avec le Trespérimus.

Le modele d'UIE

Le modele d'uvéite induite par endotoxine est un modele
d'inflammation oculaire aigué chez le rat ou la souris, induite par injection
systémique ou locale de lipopolysaccharide (LPS) de bactéries a gram
negative. C'est un modéle pour les uvéites antérieures aigués humaines
qui sont souvent associées a des désordres systémiques, comme au cours
de la maladie de Crohn, la spondylathrite ankylosante et le syndrome de
Blau.

L'UIE est caractérisée par la rupture de la barriere hémato-oculaire,
Vinfiltration intraoculaire par des cellules inflammatoires dans les segments
antérieurs et postérieurs de I'ceil et par la production de NO, de cytokines
et de chimiokines inflammatoires par des cellules inflammatoires infiltrées,
principalement des macrophages, des leucocytes polymorphonucléaires
(PMNs) et par des cellules oculaires de I'endothélium vasculaire, de
I'épithélium pigmentaire rétinien, de la microglie et des cellules de Miiller.
Bien que cette uvéite inflammatoire soit spontanément résolutive en
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quelques jours mettant en jeu le systéme immunitaire inng, elle est a
l'origine de lésions importantes des tissus oculaires.

Nous avons étudié l'effet du Tresperimus dans ce modéle d'UIE
chez le rat apreés instillations de gouttes a différentes concentrations.
Matériels et méthodes

1. Induction de l'uvéite a I'endotoxine

Des rats Lewis femelles de huit semaines (R. Janvier, Le Genest
Saint Isle, France) pesant environ 250g ont été utilisés dans cette étude et
ont regus une injection, dans le coussinet d'une de leur patte, de 200ug
de LPS de Salmonella typhimurium (Sigma) dans 0,1 ml d’eau stérile.

2. Protocole des traitements

Le Trespérimus a été administré par instillations de gouttes a 5%
(m/m) et 0,5% (m/m) dans une solution aqueuse d'hyaluronate sodique a
0,1% (m/m), 2 fois par jour dans chaque ceil et pendant 4 jours.

Le 3°™ jour le LPS a été administré dans le coussinet d’une patte et
24h plus tard le Trespérimus a été administré une derniere fois. Les
animaux ont ensuite été examinés avec une lampe a fente, leur sang a été
collecté puis ils ont été sacrifiés. Les yeux ont ensuite été prélevés pour
analyse.

3. Examen clinique

Les animaux ont été examinés avec une lampe a fente 24h apres
l'administration du LPS correspondant au maximum de [linflammation
clinique de l'uvéite. L'intensité de linflammation a été notée selon une
échelle de 1 a 6 pour chaque ceil comme décrit antérieurement (De Kozak
Y. et al., J. Neuroimmunol 1998 ;86(2) :171-181) et comme suit: 0, pas
de signe dinflammation; 1, inflammation discrete de liris et de la
conjonctive; 2, dilatation de liris et des vaisseaux de la conjonctive; 3,
hyperémie dans l'iris associée a l'effet Tyndall dans la chambre antérieure;
4-6, signes similaires au stade 3 mais avec en plus présence d'une
synéchie, ou d'une exsudation fibrinoide ou d’'un hypopion. L'UIE clinique
est considérée comme positive si le grade est égal ou supérieur a 1.

4. Histopathologie et décompte des cellules inflammatoires

Aprés |'euthanasie des animaux (soit 24h aprés l'injection de LPS),
les yeux des rats ont été énucléés puis fixés et traités. Des coupes dans la
paraffine ont été pratiquées pour I'évaluation histologique. Les cellules
inflammatoires infiltrées ont été comptées sur les coupes réalisées au
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niveau du segment antérieur de I'ceil (5 sections par ceil) aprés coloration
avec de I'hématoxyline-éosine-safran pour ['évaluation histologique. Le
nombre de cellules a été exprimé sous la sous forme de moyenne + ETM
du nombre total de cellules dans chaque il et pour chaque animal
comme décrit précédemment (de Kozak Y. et al, IOVS 1999
Sep ;40(10) :2275-82).

5. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous la forme de la moyenne + ETM et
comparés au moyen du test U de Mann-Whitney. P<0,05 est considéré
comme significativement pertinent.

6. Résultats

L'effet du Tresperimus a été évalué dans le modéle d'UIE chez le
rat. L'inflammation oculaire aigue et bilatérale induite par injection de LPS
est caractérisée par linfiltration de cellules inflammatoires 4h aprés
I'injection. Elle est maximale entre 18 et 24 heures et disparait apres 4
jours.

Le Trespérimus a été administré par instillations 2 fois par jour
pendant 4 jours a 5% (m/m) et 0,5% (m/m) dans une solution aqueuse
d'’hyaluronate sodique a 0,1%. Les résultats (figure 5) sont exprimés en
scores cliniques + ETM pour chaque ceil.

En comparaison avec les animaux témoins, le traitement avec le
Trespérimus a permis dobtenir une réduction significative de
I'inflammation oculaire (respectivement p= 0,001 et p= 0,0001).

Pour confirmer l'effet clinique observé avec le Tresperimus le
nombre total de cellules présentes dans la chambre antérieure de I'ceil a
été compté et comme illustré en figure 6, il apparait clairement que
l'infiltration des cellules inflammatoires a été réduite significativement
(nombre moyen de cellules/coupe: 7,7 = 0,9, n=13 coupes, p=0,003 et
7,3 £ 0,7, n=13 coupes, p=0,0004) comparativement aux animaux
témoins (moyenne du nombre de cellules/section: 12,2 + 0,8, n=17

sections).
Ces résultats illustrent le fait que linstillation de Trespérimus dans

I'ceil d’'un rat a permis d'obtenir des effets bénéfiques avec réduction de
I'inflammation oculaire dans un modéle d’uvéite induite par endotoxine et
suggerent que le Trespérimus permet de traiter les signes cliniques de
l'uvéite par instillations de gouttes oculaires et par extension des
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conjonctivites séveres puisqu’a ce jour ces pathologies sont traitées
essentiellement par les corticoides et des immunosuppresseurs actifs dans
ces 2 modeles pharmacologiques animaux.

Exemple 2 : Le syndrome de I'ceil sec

Les thérapies actuelles sont essentiellement palliatives et visent a
remplacer ou conserver les larmes d’un sujet par 'application fréquente de
larmes artificielles. La sécheresse oculaire grave, caractérisée par une
lésion cornéenne grave avec un risque accru d'infections secondaires peut
étre traitée occasionnellement par une thérapie anti-inflammatoire.

Plusieurs modeles animaux ont été développés pour refléter les
différents mécanismes pathophysiologiques impliqués dans la KCS. L'effet
du Trespérimus a été étudié dans un modele de souris de sécheresse
oculaire utilisant linhibition pharmacologique de la production de larmes
qui induit des changements épithéliaux de la surface oculaire ressemblant
a la KCS humaine, et qui sont exacerbés par un stress environnemental
desséchant.

La sécheresse oculaire est induite chez des souris par la
combinaison de Scopolamine, qui blogue les récepteurs cholinergiques
muscariniques des glandes lacrymales et par la mise en place des souris
dans une hotte soufflante qui réduit le degré d’humidité et augmente le
flux d’air. La production et le volume des larmes aqueuses, la clairance
des larmes et la fonction de la barriere cornéenne sont évalués avant le
traitement, puis deux fois par semaine aprés le traitement. Les résultats
sont comparés entre les groupes de souris témoins non traitées et les
groupes de souris placées dans la hotte soufflante et traitées avec 'agent
anticholinergique Scopolamine traitées ou pas avec le Trespérimus.

Ce modele de sécheresse oculaire induite expérimentalement
conduit a des changements épithéliaux de la surface oculaire, avec une
coloration de la cornée par la fluorescéine, une fonction de la barriére
épithéliale cornéenne modifiée, une densité réduite des cellules
caliciformes conjonctivales et une prolifération épithéliale conjonctivale
accrue. Ce modele animal reproduit les composantes de déficience en eau
et évaporative du syndrome de I'ceil sec chez 'homme.
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I Matériels et méthodes

1. Induction de la sécheresse oculaire avec blocage des
récepteurs cholinergiques et dessiccation avec une hotte
soufflante

Des souris 129SV/CD-1 maéles ont été utilisées dans cette étude et
ont regu trois injections sous-cutanées de 200ul de scopolamine a 2,5
mg/ml dans une solution saline pendant 21 jours. Les souris ont été
placées dans une hotte soufflante (humidité < 50 %) pendant toute la
durée de I'expérience.

2. Production de larmes aqueuses

La production de larmes (PRTT) a été mesurée avec des fils de
coton imprégnés de rouge de phénol (Zone-quick; Menicon, Japon)
appliqués a la surface oculaire dans le canthus latéral pendant 60
secondes. Le mouillage du fil a été mesuré en millimétres, au moyen de
I'échelle sur le fil de coton.

3. Stabilité du film lacrymal

Le test de stabilité du film lacrimal (TBUT) est utilisé pour évaluer le
degré d'ceil sec en mesurant le temps écoulé entre un clignement complet
de I'ceil et le développement d’un premier signe de tache séche sur le film
lacrymal.

Un microlitre de fluorescéine sodique a 0,1 % a été appliqué au
niveau du sac conjonctival et le temps (en secondes) d‘apparition d’une
tache séche a été mesuré aprés trois clignements de I'ceil. 90 secondes
plus tard, les dommages de I'épithélium cornéen ont été mesurés et
photographiés a l'aide d’un biomicroscope a lampe a fente au moyen
d’une lumiere bleu cobalt. Un score clinique a été établi selon I'échelle
oculaire de Draize.

II. Résultats

Le volume de larmes a été mesuré pendant trois semaines chez des
souris C57B16 en utilisant le test du rouge de phénol. Les résultats
reportés sur la figure 7 sont exprimés en volume moyen de larmes (en
millimetre) + [‘écart type de la moyenne (ETM). Ils montrent que le
volume de larmes a diminué dramatiquement deux jours aprés le début
des injections sous-cutanées de Scopolamine. Des instillations de
Trespérimus, deux fois par jour a la dose de 1% (m/m) en solution dans
une solution d'hyaluronate sodique a 0,1% dans une solution saline
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aqueuse (0,6% de NaCl) ont fortement amélioré le volume de larmes du
jour 6 au jour 20 par comparaison aux souris traitées par le véhicule
composé d’hyaluronate sodique a 0,1% en solution dans une solution
saline aqueuse (0,9% NaCl) (analyse de la variance a deux facteurs
réalisée par comparaisons multiples de Bonferroni, p<0,0001). En
revanche, des instillations de Dexaméthasone a 0,1%, deux fois par jour,
n‘ont montré aucun effet significatif sur le volume de larmes.

La figure 8 montre que le traitement a la Scopolamine et une
exposition a I'air desséché ont conduit a une diminution de la stabilité du
film lacrymal comme mesuré par le test du temps de rupture du film
lacrymal avec une importante baisse sur les 3 premiers jours puis une
diminution progressive jusqu’a 21 jours. L'administration de Trespérimus
par instillation a 1%, deux fois par jour, a amélioré significativement la
stabilité du film lacrymal du jour 7 au jour 21 par comparaison aux souris
traitées par le véhicule composé d’hyaluronate sodique a 0,1% en solution
dans une solution saline aqueuse (0,9% NaCl) (p< 0,0001) ; en revanche
la Dexaméthasone a seulement montré un effet modeste qui ne s’est pas
poursuivi au jour 21.

En conclusion ces résultats ont montré qu’une application topique
de Trespérimus a des effets bénéfiques sur le syndrome de I'ceil sec en
augmentant la sécrétion des larmes et en augmentant la stabilité du film
lacrymal, deux parameétres cliniques caractéristiques de I'ceil sec. Ces
résultats démontrent lintérét du Trespérimus en instillations pour traiter
les signes cliniques de I'ceil sec.

Exemple 3 : La rétinopathie diabétique

La photocoagulation au laser est toujours le traitement de
référence, et la vitrectomie est utilisée en cas de décollement de la rétine.
Toutefois, une proportion importante de sujets est réfractaire a la photo-
coagulation au laser, et avec le temps, I'atrophie épithéliale pigmentaire
de la rétine associée aux cicatrices du laser progresse parfois sous la
fovéa entrainant une diminution de la vision. Le Ranibizumab a été
approuvé récemment pour le traitement de l'cedéme maculaire mais
d'autres anti-VEGF (Bevamizumab) sont utilisés hors Autorisation de Mise
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sur le Marché. Un traitement combiné avec des agents anti-VEGF pourrait
retarder le traitement au laser.

Les corticostéroides permettent d'observer une régression de
l'cedéme maculaire et de la néovascularisation. Cependant, les effets
indésirables  sont  fréquents (hypertension oculaire, cataracte,
endophtalmie) et de plus, I'efficacité a long terme dans I'cedéme maculaire
diabétique n’a pas été prouvée par rapport au traitement au laser.

L'effet du Trespérimus a été évalué chez le rat sur un modéle de
rétinopathie diabétique couramment décrit, le modele de diabéte de type I
induit par la Streptozotocine. Ce modeéle de rat imite la maladie humaine
en induisant une hyperglycémie liée a la destruction des cellules béta du
pancréas, cellules qui régulent normalement la glycémie en produisant
une hormone, l'insuline. Bien qu'il y ait des changements vasculaires dans
ce modele, la vasculopathie ne progresse pas vers la néovascularisation
comme on l'observe chez 'homme.

La Streptozotocine est administrée par injection intraveineuse a des
rats a jeun. Une hyperglycémie se développe rapidement dans les cing
jours qui suivent le traitement par la Streptozotocine. Trois semaines
apres l'induction du diabéte, les niveaux de VEGF et des biomarqueurs de
linflammation sont mesurés dans le vitré. Les mesures par
électrorétinogramme (ERG) des ondes a et b et des potentiels oscillatoires
sont analysés pour contrbler les lésions des photorécepteurs. Les résultats
sont comparés entre groupe témoin de rats non diabétiques et groupe de
rats diabétiques, traités avec le Trespérimus ou un véhicule.

Matériels et méthodes
I. Induction du diabete par la Streptozotocine

Le diabete a été induit chez des rats Sprague Dawley (SD) rats (200
g) aprés un jeun d’une nuit par une seule injection intraveineuse de 60
mg/kg de Streptozotocine (Sigma) dans un tampon citrate de sodium, pH
4.5. Les animaux témoins non-diabétiques ont regu du tampon citrate
uniguement. Cing jours plus tard, les animaux ayant une glycémie
supérieure a 5 g/l ont été considérés diabétiques.

1. Marqueurs de l'inflammation

Trois semaines apres l'induction du diabéte par la Streptozotocine,
les yeux des rats ont été excisés et les vitrés isolés. Plusieurs
biomarqueurs de l'inflammation sont mesurés en utilisant un kit de dosage
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Luminex en multiplex (VEGF, MCP-1, ICAM-1, IL-6, IL-1beta; Procarta)
pour le rat selon les recommandations du fabricant.

2. Electrorétinographie (ERG)

Les rats diabétiques ont été acclimatés a 'obscurité pendant une
nuit avant I'examen ERG a l‘aide d’un électrorétinographe de la société
LKC. Une série de réponses en fonction de lintensité adaptée a I'obscurité
a été enregistrée a laide d'une série de flash de type plein champ
(Ganzfeld) afin d’obtenir une réponse rétinienne par lintermédiaire des
batonnets. L'amplitude et la latence des composants individuels
d'ondoiement de I'ERG (ondes a et b, pseudo-oscillations), ainsi que les
potentiels oscillatoires ont été mesurés de maniere conventionnelle.

II. Résultats

L'effet du Trespérimus a été évalué dans le modéle expérimental de
rétinopathie diabétique induite par la Streptozotocine chez des rats SD. La
Streptozotocine a détruit les cellules béta du pancréas et induit une
hyperglycémie, imitant ainsi la maladie du diabéte de type 1. La rétine des
animaux diabétiques a montré des anomalies biochimiques et
électrophysiologiques corrélées a l'inflammation.

Des instillations de Trespérimus administrées deux fois par jour
pendant deux semaines a la dose de 0,2 % (m/m) dans une solution
d'hyaluronate sodique a 0,1 % dans une solution saline aqueuse (0,9%
NaCl) n'ont modifié ni la glycémie ni le poids corporel comparé aux rats
diabétiques traités par le véhicule composé d'hyaluronate sodique a 0,1%
dans une solution saline aqueuse (0,9% NaCl).

Les niveaux de cytokine et de chimiokine ont été évalués sur des
echantillons de vitré en utilisant la technologie du dosage Luminex en
multiplex. Les résultats reportés sur la figure 9 montrent que les niveaux
de MCP-1 et IL-6 dans le milieu vitréen ont dramatiquement augmenté
trois semaines apreés induction du diabéte par la Streptozotocine. Le
traitement sur deux semaines par des instillations de Trespérimus a la
dose de 0,2%, deux fois par jour et dans les deux yeux du jour 7 au jour
21 a réduit significativement les niveaux de MCP-1 et IL-6 dans le vitré
des rats diabetiques, suggérant un effet inhibiteur sur le recrutement des
monocytes au cours du processus inflammatoire (analyse de variance a un
facteur réalisée par comparaisons multiples de Dunnett, p<0,001).
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Trois semaines apres le traitement par la Streptozotocine, 'examen
ERG a révélé que les rats diabétiques montraient aprés adaptation a
I'obscurité, une diminution de I'amplitude des ondes a et b, une anomalie
des potentiels oscillatoires, et une forte détérioration de I'amplitude des
pseudo-oscillations (‘flicker’) (figure 10) quelle que soit l'intensité du flash
lumineux. Les cOnes et les batonnets sont les deux types de
photorécepteurs atteints par I'hyperglycémie. La figure 10 montre qu‘aprés
deux semaines de traitement par des administrations deux fois par jour
d'instillation oculaire de Trespérimus a 0,2%, le Trespérimus a amélioré
significativement lamplitude des pseudo-oscillations comparé au lot
témoin (rats diabétiques traités par le véhicule) et aussi a amélioré les
amplitudes des ondes a et b et des potentiels oscillatoires, suggérant un
effet neuroprotecteur des fonctions rétiniennes et en particulier des cones
et batonnets chez les rats diabétiques.

En conclusion ces résultats montrent donc que 'administration
topique de Trespérimus a des effets bénéfiques sur la rétine des rats
diabétiques en diminuant le niveau d'inflammation au niveau de la rétine
et en protégeant les fonctions neuro-rétinienne et en particulier les cones
et les batonnets de I'hyperglycémie. Ces résultats démontrent donc
lintérét du Trespérimus en instillations pour traiter la rétinopathie
diabétique chez I'nhnomme et prévenir la dégradation de Ia vision des sujets
diabétiques.
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REVENDICATIONS

1. Composeé de formule (1) :
NH O O
H
I emn I K NH,
HNT N N~ AT N \/\(
2 H H H b

(1

dans laquelle :

- nestégalabous,

- A est une liaison, un groupe CH,, un groupe CH(OH), un
groupe CHF, un groupe CH(OCH3), un groupe CH;NH ou un
groupe CH,0,

- RestHouCHs,

ou un sel pharmaceutiquement acceptable de celui-ci,
pour son utilisation dans le traitement et/ou la prévention des maladies
inflammatoires oculaires.

2. Composé selon la revendication 1 qui est le N-[4-[(3-
aminopropyl)amino]butyl]-carbamate de 2-[[6-
[(@aminoiminométhyl)aminolhexyl]lamino]-2-oxoéthyle ou un sel
pharmaceutiquement acceptable de celui-ci.

3. Composé selon la revendication 2 qui est le tris-chlorhydrate de
N-[4-[(3-aminopropyl)amino]butyl]-carbamate de 2-[[6-
[(@aminoiminométhyl)aminolhexyllamino]-2-oxoéthyle.

4. Composé selon la revendication 1 qui est le N-[4-[(3-
aminobutyl)amino]butyl]-carbamate de 2-[[6-
[(@aminoiminométhyl)aminolhexyllamino]-2-oxoéthyle  ou un sel
pharmaceutiquement acceptable de celui-ci.

5. Composé selon la revendication 4 qui est le tétra-chlorhydrate
de N-[4-[(3-aminobutyl)amino]butyl]-carbamate de 2-[[6-
[(aminoiminométhyl)amino]hexyllamino]-2-oxoéthyle.
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6. Composé ou un sel pharmaceutiqguement acceptable de celui-ci
selon l'une quelconque des revendications 1 a 5 pour son utilisation dans
le traitement ou la prévention de I'uveéite non infectieuse.

7. Composé ou un sel pharmaceutiquement acceptable de celui-ci
selon I'une quelconque des revendications 1 a 5 pour son utilisation dans
le traitement ou la prévention de la conjonctivite sévere telle que la
kérato-conjonctivite vernale.

8. Composé ou un sel pharmaceutiquement acceptable de celui-ci
selon 'une quelconque des revendications 1 a 5 pour son utilisation dans
le traitement ou la prévention du syndrome de I'ceil sec.

9. Composé ou un sel pharmaceutiqguement acceptable de celui-ci
selon 'une quelconque des revendications 1 a 5 pour son utilisation dans
le traitement ou la prévention de la rétinopathie diabétique.

10. Composé selon I'une quelconque des revendications 1 a 9, ou
un sel pharmaceutiquement acceptable de celui-ci, qui est administré sous
la forme de gouttes oculaires.

11. Composé selon 'une quelconque des revendications 1 a 9, ou
un sel pharmaceutiquement acceptable de celui-ci, qui est administré sous
la forme d'injection ou de systéeme implantable.

12. Composé selon 'une quelconque des revendications 1 a 11, ou
un sel pharmaceutiquement acceptable de celui-ci, qui est administré en
association avec un anti-VEGF, un anti-TNF, un corticostéroide, un agent
anti-inflammatoire  non  stéroidien, un  antibiotique ou  un
immunosuppresseur.

13. Formulation topique aqueuse qui comprend en tant que seule
substance active un composé tel que défini dans l'une quelconque des
revendications 1 3 5, et un ou plusieurs excipient(s) pharmaceutiquement
acceptable(s) approprié(s) a I'administration topique, et dont Ila
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concentration en substance active est de 0,001 % a 1,5 %, de préférence
de 0,01% a 1,5%.

14, Formulation topique aqueuse selon la revendication 13 qui se
présente sous la forme de gouttes oculaires de pH sensiblement neutre.

15. Formulation topique aqueuse selon la revendication 14 qui
comprend de l'acide hyaluronique ou un de ses dérivés et/ou du chlorure
de sodium ou du glycérol.

16. Formulation injectable aqueuse qui comprend en tant que seule
substance active un composé tel que défini dans I'une quelconque des
revendications 1 a 5 et un ou plusieurs excipient(s) pharmaceutiquement
acceptable(s) approprié(s) a [I'administration oculaire injectable, la
concentration en substance active étant de 0,1 pM a 100 mM, de
préférence de 1 uM a 10 mM.

17. Formulation injectable aqueuse selon la revendication 16, qui
est une formulation intraoculaire ou périoculaire.

18. Formulation injectable agueuse selon la revendication 17, qui se
présente sous la forme d’une solution injectable intravitréenne de pH
sensiblement neutre.

19. Formulation injectable aqueuse selon ['une quelconque des
revendications 16 & 18 qui comprend du chlorure de sodium ou du
glycérol.

20. Formulation injectable aqueuse selon la revendication 17 qui est

un implant oculaire.

21. Utilisation d'un composé de formule (I) tel que défini dans 'une
quelconque des revendications 1 a 5, ou d'un sel pharmaceutiquement
acceptable de celui-ci, en particulier le Trespérimus ou I'Anispérimus, dans
la préparation d'un médicament utile pour le traitement ou la prévention
des maladies inflammatoires oculaires, en particulier de l'uvéite, de la
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conjonctivite sévere, du syndrome de l'ceil sec ou de la rétinopathie
diabétique.

22. Méthode de traitement ou de prévention d'une maladie
inflammatoire oculaire qui comprend l'administration a un sujet en ayant
besoin d’'une quantité thérapeutiquement efficace d'un composé de
formule (I) tel que défini dans I'une quelconque des revendications 1 a 5,
ou d’un sel pharmaceutiquement acceptable de celui-ci.

23. Méthode selon la revendication 22, dans laquelle la maladie
inflammatoire oculaire est 'uvéite, la conjonctivite sévere, le syndrome de
I'ceil sec ou la rétinopathie diabétique.

24. Méthode selon la revendication 22 ou la revendication 23, dans
laguelle le composé de formule (I), ou l'un de ses sels
pharmaceutiquement acceptables, est administré sous la forme de gouttes
oculaires.

25. Méthode selon la revendication 22 ou la revendication 23, dans
laquelle le composé de formule (I), ou Ilun de ses sels
pharmaceutiquement acceptables, est administré sous la forme d'injection
ou de systeme implantable.
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