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(57)Une cyclodextrine inhalable destinée a étre Fig. ¢
utilisée dans le traitement et la prévention de la
bronchoconstriction en phase tardive de l'asthme
provoqué par des allergénes est divulguée.
L'utilisation d'une cyclodextrine dans le traitement et
la prévention par inhalation de la bronchoconstriction
tardive dans l'asthme allergique est également
divulguée.
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Cyclodextrine utilisée dans le traitement ot la prévention de la

bronchoconstriction en phase tardive de lasthme provogqué par des allergénes

DOMAINE TECHNIQUE

Lasthme est une maladle complexe e multifactorielle ceractérisde par une
inflarmation chronigue des voles respiratolres qul touche plus de 300 millions de
personnes dans e monde. Lasthme entraine une constriction des voles respiratoires,
appelée bronchoconstriction. On distingue deux formes Jasthime, Tasthme non provogqué

par des allergenes ef asthme provogué par des allergenes.

LHISTORIQUE DE UINVENTION
Asthine

Dans lasthme induit par des allergénes, une réponse inflammatoire est générée par les
antigénes. Cette réponse impligus différents types de cellules du systéme immunitaire
inné et adaptatif. Ces cellules recrutent ot activent les celiudes inflammatoires, ce qul
entraine une hyperréactivité bronchique, uns surproeduction de mucus et un remodelags
de la parct des voles agriennes, Les microdomaines lipidigues membranaires regulent
tes cascades de sighalisation celiudaire. Celles-<f comprennent des Interactions lpide-
protéine complexes ef le regroupement de récenteurs spécifiques. Le cholestérol est un
Slément clé des domaines ordonngés par les liquides swr la membrane celiulaire, appelés
radeaux lipidiques. Les radeaux Hpidigues sont également fmplicués dans a présentation
das allergdnes ef Dactivation ultérieurs des cellules T par Terrichissement localisé des

moiecides du CMH de classe 1| & la surface des cellules presentant Vantigéne,

Raaction de phase précoce dans Vasthme Indult par des allergénes

La bronchoconstriction en phase pr&coce survient généralement immédiatement aprés
Pexposition 2 (allergéne. Les mastooytes produisent des mediateurs qui provoguent des
changements dans les  wvoles respiralolres.  Certaing  médiateurs  provoguent

immeédiatement une Inflammation dans i phase précoce.
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Réaction de phase tardive dans lasthme indudt par des allergdnes

La réaction de phase tardive se prodult environ deux & guatre heures apres Pexposition
inftiale & un antigéne, Les médiateurs induisent le recrutement chimdotactique et
Cactivation des dosinophiles et des neutrophiles pendant iz réaction de phase tardive.
Les renforcements provoquent une inflammation persistante des voles regpiratolres.
Cela rend les volss respiratoires de plus en plus hypersersibles aux deéclencheurs de
tasthme ot augments le risque de futurss orises dasthme. La phase tardive peut durer
de 12 3 24 heures.

Cyclodextrine pour le traftement des troubles pulmonaires

Les oyclodextrines ond &té proposées powr le traiterment des froubles puimonaires, v

compris asthime @

EP1799231 & lUniversité de Ligge révale lutilisation dun composé de cyclodedrine pour
ta fabrication dun médicament desting au traftement et a la prévention des maladies

inflammatoires des bronches, en particutier {asthme.

EFZSO0R4541 & Solderomed divulgue lutlisation de ta méthvi-b&la-cyclodextrine pour
e traftermnent du dysfonctionnement des surfactants pulmonaires. Cette publication
affirme gue le dommage oaxydatif du surfactant pulmonalre est df 3 Vinteraction entre
les espéces réactives de loxygéne et le cholestérel. Elle affirme en outre gue la méthyt
béta-cvclodexiring peut restaurer le fonctionnement normal dun agent de surface
dysfonctionnel retird des poumons denfants atteints de mucoviscidose et de bronchiolite

non mucoviscidose.

USZO10T7386%41 & Solderomed dhvulgue une méthode de traftement dun agent
tensioactif, en particutier un agent tensioactif pulmonaire. Uagent tensioactif est traité
aver un agent de traltement tensicactf séquestrant les tpides ou le cholestérdl, dans
tegusl des Hpides ou du cholestérol neutres, notamment, sont séquestrés de maniere
selective au moven de lagent de traltement tersioactif, de sorte que leffet des lipides
gtfou leffet du cholestéral sur Lagent tensioactif est rédult ou inverss,

US201302993741 3 Solderomed divulgus une méthode pour amdliorer un agent de
surface par ia cyclodextrine. Le document porfe sur une méthode datténuation des

dommages oodatifs causds aux agents de surface pulmonaires par lajout de
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cyclodexiring comme agent séquestrant du cholestérol, Cette publication présents
sgalement une méthode de traltement dun patient présentant un dysfonctionnement
du tensioactif ¢ & un dommage oxydatif du tensioactf pulmonaire par Tadministration
dune quantité protectrice de tensicactif dune oyclodextrine comme agent séquestrant
e cholestérol powr protéger le tensioactii des effets négatifs de la dégradation

axydative,

Enfin, EPI15183641 & [Université de Lidgge of Paul Maes divulgue des compositions
pharmaceutigues formulées aver un composs de a oclodextrine, en particulier e
HPBCD ef un dériveé du budsésonide pour le traltement stfou ia prévention des maladies

nflammatoires pulmonaires,

Cependant, aucune des publications ci-dessus ne révele la différence gruclale entre le
yraitement de la phase précoce et celui de ia phase tardive de lasthme indult par les

allergénes.

Afnist, il est touiours urgent Jamdliorer lefficacité des ordlodextrines dars le traftement
et la prévention de Vasthime provoque par des allergsnss,

Les inventeurs actuels ot maintenant découvert de maniére swprenante que s
cyclodexirine peut 8tre utilisée dans le traftement de la bronchoconstriction en phase
tardive chez les asthimatigues legers & modéres. Les demandsurs suggerent que les
cyclodextrines entrainent une perturbation de lorganisation des membranas des celitles
T des poumnons ou entravent leur activation aprés la reconnadssance des allergdnes.

BREVE DESCRIPTION DE LINVENTION

Un premier aspect de Unvention est une owlodexirine inhalable ou un dérivé
pharmaceutiquement acceptable de celle-ci, destinde & &tre utilisée dans le traltement
au la prévention de la bronchoconstriction en phase tardive de lasthms induit par des

allergénes.
Dans un audre aspect, la oyclodextring est Mvdroxypropyi-béta-cyclodexirine.

Dans un autre mode réalisation, la orclodextring est une solution agueuse inhalable,
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Dans un autre mods réalisation, la concentration de oyclodextrine est de 5 millimoles &

50 mitlimoles.,

Dans un autre mode réalisation, a congentration de gydlodextrine est de 7 millimoles &

40 millimoles.

Dans un aulre mode réslisation, & concentration en oyclodextrine est de 103 30

mittimoles,
Dans un aulre aspect, ta oyclodexirine sst une poudre séchée par pulvérisation.

Dans un autrs mode réalisation, a oydlodextrine ast adminisirde en quantité efficacs
pour réduire lordre des membranes dans les cellues,

Dans un autre mode réalisation, la cyclodextrine est administrée par inhalation a raison
de 4,1 mg 3 30 mg per jour,

Dans un aure mode réalisation, a oyclodextrine est administrée par inhalation & rafson

de 0,5 mg & 20 mg par jowr,

Dans un autre mode réatisation, & oyclodextrine est administrée par inhalation & raison

de 1mg & 10 mg par jour,

Dans un autre mode réalisation, la oydlodedring est administrée aux enfants dgds de

det ans au maximum par inhalation & rafson de 8,1 mg 2 3,5 mg par jouwr.

Dans un audre mode réalisation, s oyclodextrine est administrée aw enfants dgés de

deux 3 six ans par inhatation & raison de 0,% mg & 1 mg par jour.

Dans un autrs mode réalisation, la oyclodextrine st administrée aux enfants dgds de 8
& 14 ans par inhalation & rafson de 1 & ¢ mg par jour.

Dans un autre mode réalisation, la orclodextrine est administrée arabonde 0,1 mg & 15
mg par jour dans {asthme iéger 8 modéng indull par des allergenes et de 1 mg a 30 mg

dans Pasthme grave induit par des allergenes.

Un autre aspect de Vinvention est unes méthode de traltement du dysfonctionnement
des celiules T dans le tissu pulmonaire, dans laguelle la cyclodextrine est administrée
par inhalation an une quantité efficace pour réduire Vordre de la membrane des cellules
chez les sujets présentant un dysfonclionnement des cellules T dans lewr tdssu

pulmonaire, de préférence sans provoquer deffets secondaires limitant le traltement,
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tels que ceux cholsls dans le groupe constitué par la clairance rénale, Unsuffisance
hépatique exprimée par des niveaux dlevés de transaminase, et a respiration sifflante
apres Padmindstration, par rapport s suiets non traités aved la oyclodextring,

Dans un autre aspect de ia méthode de traitement du dysfonctionnement des cellules
T, ta cyclodextrine est administrée par inhalation sous la forme dune solution sotonigus
saline HPBCD de 153 mM.

Dans un autre aspect de ia méthode de traltement du dysfonctionnement des cellules
T, la owclodexirine est administrée par inhalation sous la forme dune sclution & base de
HPBCD PBS, ph 4, 15 miol.

Dans un autre aspect de la méthode de traftement du dysfonctionnement des cellules
T, ia oyclodextrine est administrée par inhalation sous iz forme dune solution isolonigue
sating HPBCD, 5 miol.

Dans un aulre aspect de la méthode de traitement du dysfonctionnement des cellules
T, {a cyclodexdrine est administrée par inhalation sous la forme dune solution & base de
HPBCD PES, ph? 4, 25 miol,

Dans un autre aspect de ia méthode de traltement du dysfonctionnement des cellules
T, ta oyclodextrine est adminisirée par inhalation sous la forme dune solution otonique
saline HPBCD de 40 miol,

Dans un autre aspect de la méthode de traftement du dysfonctionnement des cellules
T, & cyclodextrine est administrée par inhalation sous la forme dune solution isotonigue
saline HPBCD de 25 mMol.

Dans un aulre aspect de la méthode de traitemnent du dysfonctionnement des cellules
T, o cyclodextrine est administrée par inhalation sous 1a forme dun citrate HPRCD 10
mMal pH 4.5,

Dans un aulre aspect de ia méthode de traftement du dysfonctionnement des cellules
T, la oyclodextrine est administrée par inhalation sous la forme dun citrate HPBCD de
AG Mol pH 4.5,

Dans un autre aspect de la méthode de traltement du dysfonctionnement des cellules
T, ta cyclodextrine est administrée par inhalation sous la forme dune solution isolonigue
saling HPBCD de 50 mMal,
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Les oyvclodextrines peuvent Stre adminisiréss dans une solution Botonigue oy une

sodution hypertonicue,

Une solution est isotonique lorsgue sa concentration effective en osmole est la méme
gue gelle du ovtosol & lintérieur de la cellule ot en particulier des cellules respiratoires,

de préférence les cellules de la mugueuse pulmonaire.

Une solution hyperionique est dite hypertonique si elle présente une plus grande
concentration de solutds que le oytosol & Uintériswr de la cellide et en particudier des

celiuies respiratolres, de préférence les cellules de b muguesuse pulmonaire,

il est en outre préférable gue le pH de la composition soit ajusté & 3,5 & 7.5, de
préféremce de 8,58 7.

Afin dajuster le pH, s tension de surface, o viscosité, losmolalité, la stabilité, le golit
et davtres proprigtés de la composition, un ou plusieurs autres excipients peuvent 8tre
utitisés. Par exemple, {a composition peut comprendre un ou plusieuwrs excipients choisis
parml les acides organigues pharmaceuticuement acceptables, ies sels dacides
arganiques, les acides norganiques, les sels norganiques, les bases, les sucres, les
alcools de sucre, les stabliisateurs, les antioxydants, les tensioactifs, ios comservatewrs

et les agents masquant le golit.

DESCRIPTION DETAILLEF DF UINVENTION

Les inventeurs actuels ont découvert de manidre surprenante gue b oyclodextrine paut
atre utilisée pour extraire des tipides ou réduire tordre de e membrane des cellules
épithéliales et en particutier de s membrane des cellules T du parenchyme pulmonaire,
La réduction de lordre de la membrane par Uinhalation de cyclodetrine entraine une
dimminution de lactivation et de la prolifération des cellules T, Lactivation &t
protifération des ymphooytes T ont un impact swr 8 bronchoconstriction en phase
tardive de lasthme induit par les allergénes. Alnsi, un premier aspect de Pinvention est
une cyclodextrine inhalable ou un dérive oyclique pharmaceutiguement acceptable de
celle-ci pour une utitisation dams le raltement de 3 bronchoconstriction en phass

tardive de lasthine indult par des sllergénss.
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Définitions

Le terme “asthme” déorit une maladie entrainant une inflamymation chronique ot une

constriction des voles respiratolres,

Le terme “bronchoconstriction” désigne ls constriction des voles respiratolres dans les
poumons due au resserrement des muscles lisses environnants, avec pour consdquence
une toux, ung respiration sifflante &t un essoufflement dus & une réaction
fmmunologique impliquant (a thération de médiateurs inflammatoires. Dans un ¢as, la

bronchoconstriction est mesurde pay une diminution du VENS,

Le terme FEVT déorit le volume expiratoire forcd en 1 seconde. Le VEMS est e volume
dair gul peut Stre expirg de foree en une seconds apres uns Inspiration complets,

Le terme "phase précoce” désigne ta bronchoconstriction qui se prodult généralement
immediatement aprés lexposition 4 Tallergéne dans lasthme induit par lallergéne

jusgua 80 rrinutes apres Uexposition & Lallergsne,

Le terme bronchoconstriction “en phase tardive” décrit une bronchoconstriction de 180
minutes & 360 winutes  aprds  lexposiion 3 lallergdne. Un exemple de
bronchoconstriction en phase tardive est une diminution de 15 % du VEMS de 180 minutes
& 360 minutes apres lexposition aux allergénes. Dans certains ¢as, g bronchoconstriction
an phase tardive dure plusieurs heures, par exemple de 180 minutes 3 cing, sk, sept,
hult, neuf ou dix heures aprés lexposition aux allergdnes. Dans certains cas, la phase

tardive peut durer jusqua 24 heures aprés Uexposition aux allergenes.

Lexpression "trouble membranalre” ou “réduction de Vordre membranairg” signifie uns
réduction de lorganisation ef de la rigidité des membranes celiulaires, en particulier des
membranes des celldes T du parenchyrne pulmonaire. Dans wn cas, le trouble de lordre
des membranes signiffe une augmentation de la mobilité et de la polarité des
phospholipides dans les membranes des cellules T, Dans une forme de vie, la mobilite
at ia polarité des phosphotipides sont mesurdes par marcquage aver des fluorescents tels
que le Lawrdan ou par coloration bleus de sections de poumons. La dvnamique et a
fluidite des lipides au niveau de la chaine acyle aprés incubation de g oyclodedrine
pelvent &tre mesurdes a 37 degres Celsius, Lanisotropie & 37 degres Celsius peut élys

utitisée pouwr mesurer {a rigidité de la membrane. Un exemple dune fagon de mesurer
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le désordre membranaire ou la réduction de Pordre de s membrane est donné dans

fexermple 1 cl-dessous,

Le tenme "protifération des cellules T signifie une augmentation des cellules T sur une
période donnée. Dans un autre mode realisation, ia prolifération des lymphoovtes Test
mengrée par analyse de cytometrie de flux des cellules TH2 du pourmon et par complage
des leucooytes totaux. Un exemple de méthode de mesure de la prolifération des
tymphooytes T est donné dans lexemple 1 di-dessous. Dans une des applications, des
celiiies T DM+ natves sont exposées & une concentration de 5 mM de HPECD ot dun
anti-Ch3 (3 meg/mi) pendant 24 heures ou 48 heures aver du HPBCD (8 mM) ou avec un
miliey de adture seut & 37 "0 5 % €02, Pendant les 2 demieres heures du test de
protifération, la bromodésogaridine est ajoutde au millew et Uincorporation est
gquantifide par ELISA. La secrétion diL-2 et meswee dans le mitieu aprés 24 heures et
48 heures de stimulation anti-Cl3 par ELISA

Le terme "raitement” ou soigner” decrit linhalation dune cyclodexdrine pour réduire la
bronchoconstriction en phase tardive de Uasthme. En particulier, e terme "trattement”
décrit Uinhalation dune oyciodextrine pour réduire lordre de ta membrane des cellules
T.

Le terme "prévention” déorit touts réduction du risgue de bronchoconstriction en phase
tardive de Uasthme par Uinhalation dune odlodexirine. En particubier, le terme
"prévention” déorit Uinhalation dune oyclodextrine pour réduire lordre de la membrane

des callules T

Les termss "quantité efficace” ou “quantité thérapeutiguement sfficace”, tels quils sont
utilisés dans le présent document, désignent une quantité dun agent actif tel que déait
dans te présent document, qui est suffisante pour atteindre, ou contribusr & atteindre,
un ou plusteurs résultats clinigues souhaitables, tels que ceux déorits dans la description
g "trafterment” ci-dessus, Une quantité "efficace” approprise dans chague cas individusl
peut étre déterminge en utilisant des techniques standard connues dans la profession,
tetles quune &ude descalade de dose. Dans certains cas, tebs quils sont utiiisés dans le
présert document, Uexpression “quantité thérapeutiguement efficace” désigne une
guantité dun agent actif ou dune combinabion dagents efficace pour amsliorer,

retarder ou prévenir tes symptdmes.
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Le terme "oyclodextring” déorit les oligosaccharides composés dunités de glucopyranose.,
Les principales oyclodextrines non substituges sont géndralement prépardes par B
dégradation enzymaticue de lamidon. La owlodextrine de Unvention peut &re
wimporte  quelle owlodexdtrine, en particulier les alphs-, b & gamma-
cyclodextrines, comprenant respectivement &, 7 et B unités glucopyranose. Dans une
autre variante de Unvention, des dérivés de oyclodetrines sont ulilisés, par exemple
das oyclodextrines modifides chimiquement, qui peuvent avolr une solubilité dans lsau
ples importante gue ies oyclodextrines non modifides. Parmi les exemples de tels
gdérivés, on peut citer en particulier a 2-hydroxypropyl-béta-cyclodextring (HPRCD), B
otwydroypropyl-gammae-gyclodextrine (HPGEDY, la sulfobutyléther-béta-oyclodextrine
{SBERCD) ot la méthyl-béta-oyclodextrine (MBCD)

Le terme “dérivé pharmmaceutiquement acceptable” dune oyclodextrine déorit les
composés organiques cyclivues dérives des oyclodextrines qul sont capables de order un
trouble de le membrane epithéliale dans le parenchyme pulmonaire dans une mesurs
comparable aux oyclodedrines,

Le terme “solution aqueuse” tel quil est utilise id se réfere & une composition
comprenant au moins une oyclodextrine, de leau et éventusliement un ou plusiews
autres composants appropriés pour une utilisation dans ladministration pharmaceutique
tels que des supports, des stabilisateurs, des diluants, des agents dispersants, des agents
de suspension, des agents épalssissants, des exciplents et similaires, Dans certains cas,

ta composition pharmaceutigue ost exempte dalpha ou de gammar-oyclodextrine,

Le terme Tingrédient pharmaceutique actif” désigne touts substance ou combinaison de
substances utilisée dans un prodult pharmaceutique find, destinée 3 exercer une activitd
pharmacotogioue ou & avolr un effet diredt sur le diagnostic, a gudrison, Tattédnuation,
e traitement ou la prévention dune maladie, ou & avoir un effet direct swr la
restauration, fa correction ou la modification des fonctions physiologioues ches les 8tres
humains., De préférence, le terme “ingrédient pharmaceutique actl” désigne une
mictéciie destinde A &tre bivlogiouement active, par exempls pour trafter une maladig,

un trouble ou un &tat inflamimatoire, auto-imimun ou pulmonaire,
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Réduction de Pordre des membranes des celludes 7

Les inventeurs actuels ont découvert de maniere surprenante que s ovclodextrine peut
atre utilisde pour extraire des tipides ou réduire tordre de ia membrane des celltdes
épithélinles et en particulier de ls membrane des celludes T du parenchyme pulmonaire.
La réduction de lordre de la membrane par Uinhalation de cyclodextrine entraing une
dirminution de Vactivation et de la prolifération des cellules T, Lactivation &t &
protifération des cellules T ont un fmpact sur la bronchoconstriction en phase tardive de
Vasthme indult par les allergenes. Alnsi, un premisr aspect de Unvention est une
cyclodextrine inhalable ou un dérivé oydlicue pharmacsutiguament acceptable de celle-
i powr une utilisation dans e raftement de ia bronchoconstriction en phase tardive de
fasthme indidt par des sllergénes. les inventswrs montrent en outre que les
cyclodextrines administrées par inhalation diminuent Uinflammation indulte par les
allergénes et thyperréactivite associée dans la bronchoconstriction induite par les

allergenes.

Dans un autre mods de réalisation, b owlodextrine de Uinvention est utilisée powr

récuire la prolifération des celiules T ou lactivation des cellides T,

De plus, les inventeurs actuels ont découvert que les oyclodextrines peuvent navolr

aucun impact sur fasthme en phase précoce.
La cyclodextrine de Uinvention est [Hydroxypropyl-béta-cyclodexirine.
Dans un autre aspect, Fasthme ost un asthme 1éger & moddre Indult par des allergénes.

Un autre aspect de Hnvention est une composition comprenant une oyclodedrine ou un
dérivé cycligue pharmacsutiguement acceptable de celle-dd powr une utilisation dans e
traftement de la bronchoconstriction en phase tardive de Pasthme indull par des

allergdnes,

Quantitd, concentration ot dosage

La oyclodextrine de la présente invention est utilisée pour trafter ou prévenir
bronchoconstriction en phase tardive de Uasthme provoqué par des allergénes. Ells est
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administrée en une ssule fois aux patients g présentent une bronchoconstriction
tardive dans {asthme dorigine allergique. | est adminisire en quantiteé suffisante pour
réduire la bronchoconstriction dans asthme en phase tardive par rapport sux patients
sous placebao.

Dans une des formes dadministration, 3 oyclodextrine est administrée 3 une dose
guotidienne de 0,1 mg & 30 mg, de préference de 0.5 mg 8 20 mg, derwiron 1 mg & 10

g, et encore plus préférablement derviron Smg & 10 me.

Dans une autre variante, s oyclodextrine est administrée aux enfants agés de deux ans

au maximum par inhatation & ralson de 8,1 34,5 mg par jowr.

La oyclodextrine est administrée par inhalation aux enfants duds de deux 3 sk ans a

raisory de 0,5 mg & 1 mg par jour.

La cyclodextrine est administrée aux enfants 3gés de 6 4 14 ans par inhalation, & raison

de 1 a2 mg par jour.

La oyclodextrine est administrée & raison de 8,1 mg & 15 mg par jour dans Pasthms
allergigue ldger & modéré et de 1 mg & 30 mg dans Pasthme allergique sévére.

La cyclodextrine est adminisirée une fols par jow par inhalation.

Dans une autre varlante, la oyclodextrine est adminbirde deux fols par fowr par

inhalation, de préférence une fois le matin et une Tols e soir.

Dans une autre varlante, la oyclodexirine est administrée trols fols par jowr par

inhalation, de préférence une fols le matin, une fols 2 midi et une fols e soir.

Toutefols, on peut prévelr un plus grand nombre dinhalations par jour, par exemple

quatre, cing, six o sept fois par jour,

La cyclodextrine est une composition Ugulde comprenant de la cyclodextrine dans a
garnme de 1 mgdml & 100 me/mi, de préfdrence de 5 mg/mil & environ 50 me/mi, st
plus préférablement de 10 mg/mi & environ 30 mg/mi. Les autres concentrations

préféréas vont de 15 mgfmi 2 25 medmil.

Dans une aulre varlante, la concentration de owclodexirine dans 8 compaosition du
Houide est comprise entre 1 ef 100 millimoles, de préférence entre 3 of 80 millimoles,
pless préférablement encove entre 5 et 50 millimoles, plus préférablement encore entrs
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7 et 40 millimoles, plus préférablement encore entre 10 e 30 millimoles, et pls

préférablement encore entre 12,5 et 17,5 millimoles.

Autres ingrédients

Dans une de ses formes, la owlodexirine est assooi®e a4 un aulre ingrédient

pharmacsutique actif.

Dans une aulre version, aucun autre ingrédient pharmaceutigue actif rest associé a a

oyclodextrine de la présente fnvention.

Dans un autre mode de réslisation, la composition inhalable comprend en outre un
composant chols! dans le groupe constitué par les supports, les stabilisatews, les
dituants, les agents dispersants, les agents de suspersion, les apents Spaississants, les
axciplents o les consenvatews antimicrobiens. Dans les solutions aqueuses, ces
composants sort présents en faibles quantités, généralement dans la fourchette de 0,9

mgdml a5 mg/mi.

Un autre aspect de Vinvention est {utitisation dune oyclodextring ou dune composition
de Unvention dans le taltement o la prévention par inhalation de i

bronchoconstriction sn phase tardive de Vasthims indult par des allergenes.

Un autre aspect de Pivention est un dispositif générateur dadrosel o un inhalatewr de

poudre seéche comprenant la oyclodextrine ou la composition de Vnvention.

BREVE DESCRIPTION DES DESSING

Fig. 1 La figure { montre comment e HPBLD protége contre Mnflammation
induite par los allergdnes ot la progrdation assistée chez Ia sourls

Fig. 14 Frotocole pour Pinflarmimation induite par les HDM et thyperrdactivité des

voles agriennss, intranasale 100meg/50md

Fig. 18 Tests de la fonction respiratoire aprds exposition & des doses orofssantss
de méthacholine de 3 3 12 mg/mi et résistance pulmonaire de base sans
meéthacholing,
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Fig. 1C Les celides BALF comptent les éosinophiles, ies lymphooytes, lss
neutrophiles

Fig. 1B Sections pulmonaires colordes & Thématowline et a Véosine o scores
dinflammation

Fig. 1E {oloration bleu dAldan des sections pulmonaires

Fig, 1F Analyse par ovtométrie de fling des cellules TH? du poumon et
numération des leucooytes totaux

Fig. 2 La figure 2 montre comment e HPBCD cble s rdactivitéd et
Finflammation des voles adriennes indultes par Vovalbumine,

Fig, 24 Protocole pour Uinflammation indudte par IOVA of Uinhalation de TANR,

Fig, 28 Mesure des résistances des voles respiratoires sulte aux défs de la
miéthacholing avec
Augrenter les doses (3224 mg/mi) et la résistance pulmonaire de base
sans methacholine. Rn, Résistance Newlonienne.

Fig, 2C Contern cellulaire dans le BALF. Eosing, éosinophiles ; Lympho,
bemnphocytes, Neutro,
tes neutrophiles,

Fig. 2D Taches rouges de congo représentatives des sections pulmonalres e
nombre déosinophiies/mm de membrane basale.

Fig. 2k Pourcentage déosinophiles (%) dans le BALF chez les amimesnd raites par
HRFBCD, dextrines lindaires et glucose.

Fig. IF Les scores dinflammation péri-bronchique.

Fig. 2E - F | n=7-8mice/groupe, movenne +/-5.8.m, fest JANOVA 3 sens unique, *
Pe(,08, ™ Fa(, 01, ™ P0,001, Les donndes sont représentatives de deux
sxpériences indépendantes.

Fig. 3 La figure 3 montre comment le HPBCD rédult s proliferation des
gellules T dans les ganglions hmphatigues drainant i3 lande (LDLN).

Fig, 34 Nombre total de celiples en LN

Fig. 3B Analyse par ovtométrie de flu de DC-OVAL (F4/80- (Do MHCH+ ) dans

les LN
dans
LN,

BE2021/5463



203175483

14

Fig. 34 - B | N=7 mice/groupe, signifie +/- s.e.m, test de Mann-Whitney bilatéral,
*B<0,05, Les données sont représentatives dau moins deux expériences
indépendantes,

Fig. 4 La figure 4 montre comment Pextraction des bpides par HPBCD
gntrave Factivation et la prolifération des celiules T,

Fig. 44 Etude de séparation de phases {Uguid-ordered (o) - Uguid-disordersd
(diy dans les GUYV (TR-DPPE (rouge, id} ; NBOD-PE {vert, lo} sulte &
Vincubation du HPBCD {5 mM).

Fig. 4B GPex {n=6) ot anisotropie (=3} sur celivles de jurkat (HPBCD & md}
incubation 3 h.

Fig, 4C Etude de ta prolifération (ncorporation de Brall - n=4} et de la seorétion
di.-d dans ie mitieu de cullurs (ELISA ~ n=8} sur des cellules T CD4+ nalves
{Balb/c} stimulées par des anti-CD3 fixés sur plague (3 ug/mil

Fig. 4D Erude de restimulation ssevive des cellules LBUN, Mesure ELISA des i,
-5 et 13 séordtés,

Fig, 4B-D | Test ¢ bilatéral par palres.

Fig, 4F Cytomdétrie de flux des pournons DU F4/80- CB1ios MHTHES) pour
Vexpression OVA-FITT et MHCH (WF1) n=6 mice/groupe, signifie +/-s.eum,
test de Mann-Whitney bilatéral, Les données sont représentatives de
detx expérisnces indépendantss.

Fig. B La figure 5 montre comment o bronchoconstriction induite par les
allergénes HPBCD inhalés dars un essal clinfque de validation de principe

Fig. 34 Profil des essals chinlques.

Fig. 58 Yariation du VEMS (% par rapport & la valeur de r&féremce suite 3 la
provocation par ios atlergdénes (HDM),

Fig, 5C CUA de {a diminution du pourcentage de VEMS ajuste au termps.

Fig, 50 Dimvinution maximale du YEMS (% par rapport au nivesu de référence}
pendant les phases précoce {0460 min) et tardive (180-360 min} (B-EL

Fig. 58 Pourcentage moven de balsse du VEMS pendant les phases précoce 0-60
ming et tardive {(180-360 min).

Flg. 5B-E | N=15 patients asthmatiques égers & modérds, slenifie «/-s.eum. |, untest

de Wilcoxon a la gueus par paires appariées.
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EXEMPLES

Les exemples sulvants filustrent la présente invention sans en limiter la portée. Les
figures 1 4 5 fllustrent les exernples de maniére plus déailiée.

5  Abréviatons

APCs Cellutes présentatrices dantigénes

AHR Hyper-réactivité des voles adriennes

AUC Cowrbe FEVT en fonction du temps

BALF Liguide de lavass bronchoalvéolaire

Brdil Bromodésoauridine

ELISA Lssal immuno-sorbant Hé & une ensyvme

FEVY Volume expiratoire forcé apras une seconde

BREC Bonnes pratiques cliniques

GUYs Vésicules unflametiaires géantes

HIM Acariens de la poussiers de malson

HPBCD Hydraxypropyl-b&ta-cyclodextrine

i fog instillations intranasales

i Linuid-disordered

LILN Ganglions mphatigues gui drainent les poumons
s} Commands de Houide

meg IHCrogramme

mel mricrolitre

PEs Solution saline tamponnge au phosphate

PDZ0 Dose provocatrice qul provoque une baisse de 20 % du VEMS
PORC 1-patmitovi-2-cleovl-sn-glyedro-3-phosphocholine
R Les résistances newioniennes

SEM Erreur type de la movenne

TRM Cellides T de ia mémoire résidents 3 long terme
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Exemple 1 solution isotonigue saline HPBCD de 15 miol

Dissoudre 21,73 grammes de Kleptose® HPBCD (HP-Betadey, disponible chex Roguette
Frares, France} st 8,54 gramimes de NaCl dans 1 litre dieau pour injection, o stériliser
a {a vapeur deau,

Exempile 2 : solution & base de 15 mdiol de HPECD PES ph7 4

Drssoudrs 21,73 grammies de Kleptose® HPECD (HP-Betadex) ; 7g de Nall ; §,2g de KO
: 1,44z de NalHPO4 ; 0,24z de KHZPO4 dans 800 mi deau stérile. Ajuster le pH 3 7.4
avec du HCEG, TN, Ajuster e volume & 1L avec de TH20 distillé supplémentaire, Stériliser
a Pautociave ou distribuer dans des flacons stériles en ulfisant une double filtration de

5 rvicrons ot 8,22 microns.
Exemple 3 : solution isotonigue saline HPBCD de B miMol

Dssoudre 8,75 grammes de Kleptose® HPBOD® (HP -Betadex) ot §,74 grammes de Na(l

dans 1 litre deau pour injection, ou stériliser & ia vapeur,
Exemple 4 ; solution & base de HPBCD PBS de 25 miMol, ph7 4

Dissoudrs 36,22 grammes de Kleptoss® HPBCD (HP-Betadex) ; 647z de Nall ; O8g de
KCL; 1,440 de Na@HPO4 ; §,24g de KH2POL dans B0 mi deau stérile. AlustezlepHa 7.4
aver du HCEG, TN, Ajuster le volume & 1L ave de TH2O0 distillé supplémentaire, Stériliser
3 Pautociave ou distribuer dans des flacons stériles en utiisant une double filtration de

5 microns ot 8,22 microns.
Bxemple 3 solution isotonigue saline HPBECD de 40 miel

Drissoudre 37,91 grammes de Kleptose® HPBCD (HP-Betadex) ot 7,%4 grammes de Na(l
dans 1 ltre deau pour injection, ou stériliser & Ia vapeuwr,

Exemple 6 : solution isctonique saline HPFBCD de 25 mbal

Dissoudre 36,22 grammes de Kleptose® HPBCD (HP-Betadexh et 8,74 grammes de Nall

dans 1 litre deau pour injection, ou stéritiser & ta vapeur.
Exemple 7 © solution 10 mMol de citrate HPBCD pH45

Dissoudre 17,45 grammes de Kleptose® HPBCD (HP-Beladex) ; 8,278 de Nall ; 0,308¢
dacide citrigue monohydraté, §,500g de citrate de sodium dihydraté dans 800 ol deau
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stérile. (Ajuster le pH & 4,5 aver HOL G, TN oy NaOM G, 1N sl ndcessaire). Ajuster le volume
3 1L avec de PHO distillé supplémentaire. Stériiser & Pautoclave ou distribuer dans des
flacons stériles en utilisant une double filtration de 5 microns ot 0,22 microns.

Exemple 8 ; solution 40 miol de dirate HPBCD, pH4, 5

Dssoudre 57,91 grammes de Kleptose® HPRCD (HP-Beladex} ; 7,%7g de Na(l ; §306g
dracide citrique monchydrats, §,500g de atrate de sodium dihydrate dans 800 mi deay
stérile. (Afuster le pH & 4,5 avec HCLS, 1N ou NaDH 0, 1N si nécessaire), Ajuster le volums
& 1L aveo de (MO distillé supplémentaire. Stériliser a Pautoclave ou distribuer dans des
flacons stériles en utilisant une double filtration de 5 microns et 0,22 microns,

Exemple § : solition kotonique saline HFBCD de 58 mol

Dgsoudre 72,38 grammes de Kleptose® HPBLD (HP-Betadex} ot 7,77 grammes de Nall

dans 1 litre deau pour injection, {ou stériliser 3 la vapewr deau chauds)

Exemple 10 Ulnhalation de HPBCD rédult Minflammation induite par les allergénes
gt Uhyperréactivité des voles respiratoires

Limpact du HPBCD sur Uinflarmmation et thyperréactivitd bronchique sssocifes 3
Pasthime a 818 Studié dans un modéls murin Jinflammation et dhyperréactivité des voles

respiratolres,

Six & sept souris par groupe ont 818 testées, Un test de Mann-Whitney bilatéral 3 &t
affectus aver des valeurs p de "P < G005, P < 0,01 dans deur expériences

indépendanies.

Deux instillations intranasales dacariens ont &8 effectudes les jours O &t 7 pour indulre
fa migration des cellules T CD4+ & mémpire spécifique dans le parenchyme puimonaire,
suivies dune instillation de provocation le jour 14, Les cellides T a mémoire résidente a
long terme dans les poumons sont assocides a un fadble niveau de protifération mails sont
irés efficaces contre los allergdnes connus. La dermigre instillation dacariens a été
précédée de deu jours dinhalations de HPBCD ou de PES ot sulvie de trols inhalations
jusquiau sacrifice (flgurs 1AL Uhyperrdadtivité des voles respiralofres sst une
caraciéristigue de lasthme et et principelement induite par des changements
structursls et une inflammation des voles respiratolrss. La réactivité des voles adriennss
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a 18 évalude en exposant des animaux & des doses oroissantes de méthacholine inhalée
et en mesurant les résistances newloniennes représentant la résistance des voies
adriennss centrales ou conductrices. Les inventews ont observd gue linhalation de
HPBCD diminualt de maniére significative 3 réactivité des voles afriennss & s
méthacholine, alors que la réactivitd de base étalt similaire entre les groupes {figure
18). Le liguide de lavage ronchoalvéolaire (BALF) a ensulte 16 récupérd ef analysé
pour en determiner e conteny cellidaire, Uinflammation éosinuphile lide 3 lexposition
aux allergénes a &t significativement réduite chez les animal exposss au HPBCD par
rapport au placebs Figure 10), Udtendue de Unflammation autour des bronches {figure
10} et le nombre de cellules épithéliales productrices de mucus bleu dalcian positif
{figurs 1E) ont &galement &t rédults lorsque les sourls ont &é traitdes avee du HPBCD
par rapport au placebo, Leffet de Ninhalation de HPBCD sur le nombre de cetliles T dans
te parenchyme puimonaire a &é dudié par oytométrie de flux. N le nombre total de
cetlides T CDd+ {03+ CD4+) i te nombre de celiules THZ {CD3s (hds TISTE+ KOS}
ront &t¢ modifids, ce quil suggére Tabsence de mort significative des celludes T sulte aux
inhalations de HPBCD {figure 1F). Ces résullats démontrent leffet du HPBCOD sur
Uinflarnmation et thyperrdactivitd induttes par les allergenes ot ont &é confirmes dans
un autre modéle dexposition au allergénes utilisant de ovalbumine en nébulisation
{Figurs 2A). Dars ce modsle, les inhalations de HPBCD ont également réduit de maniérs
significative thyperréactivité des voies respiratoires induite par lovalbumine (figure 28)
at le nombre de cellddes inflammatoires dans le BALF ainsi que le nombre d'éosinophiles

autour des bronches (Hgures 2C et 2D)

Protocole dessal de Vexempls 4

Souris

Des souris BALB/c males gées de § a § semaines ont &8 achetées aux laboratoires
Jarvier Gaint-Berthevin, Francs), Toutes les sours ont éte élevées st héberpdes dans
des installations universitaires. Toutes les expériences ot les protocoles ont &6
préatablement approuvds par le comité diédthioue local Boin et utilisation des animawd

de PUniversité de Lidge,

Réactifs ot anticorps
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Doz extraits vophilisés de HDM Dermatophagoides pheronyssinus) pour les Studss sur
tes animaux ont £18 achetés aud laboratoires Greer {Lenolr, USAL La méthacholine &
Povalbuming  proviennent de Sigme-aldrich  arbrube, Allemagnes). Le HPECD
{Kleptose® HPB - substitution molaire = (,64) a &1¢ aimablement fourni par Rogquette
{Lestrem, France). Le D{+)-Glucose et la dextrine lindaire ont &té achetés auprss de
YWR (Louvain, Belgigue). Le test ELIBA colorimeétrique de proliferation cellulaire au Brdld
a 1@ fourni par Roche Mannheim, Allemagne). Le TR-DPPE (Texas red 1,2-dipalmitoyl-
sn-ghycere-3-phosphosthanolamine) et le NBD-PE (N-{7-nitrobenz-2-oxa-1, 3-diazol-4-yi}-
i, &-dihexadécanoyben-glvcero-d-phosphoethancl  aming) ont &¢  achetés chez
invitrogen {Paisley, Foosse). Le DPH {1,6-diphényl-1,3,5-hexatridne} et le Laurdan (6-
dodécanoyl-2-diméthyl-aminonaphtaléneg) ont & achetés auprés de Molecular Probes
{Invitrogen, Carlsbad, CA). POPC {T-palmitoyl-2-olegyl-sn-glycere-3-phosphaocholine), s
sphingomystine et le cholestérol ont é16é commandés a Avanti Polar Lipids Birmingham,
LK) LOWA-fluorescéine isothiocyanate (FITC) a &2 commandg® a invitrogen (Paisiey,
Ecossel, Lanti-F4/80 (BMB) conjupud 4 la phycodrvthrine, Tanti-CD11c (N418) conjugue
& PAPCoyanine? et Yantib-MHCH (AF5-120.1) conjugué au PerCP-OyR.5 proviennent de
eRinscience (San Diego, Frats-Unis). Les anti-CD3 {1747) conjugués & APCovanine? et
tes anti-CUDMd (RM4-3) conjuguds au BYSTD ont éié achetés auprés de BD biosciences
{Mississauga, Canadal. Lanti-ICOS conjugué a Talexa 647 (CI98.44) a &t€ obteru aupres
de Biolegend (San Diego, Etats-Unis). Lanti-TISTZ conjugué & du PE (DJB) a &t
commandd auprds de MD Blosciences (Gt Paud, USA) Les contriles disotypes of les
anticorps provenatent du méme fabricant. Les anticorps du récepteur Fo 2.4G2 ot &té

prodults en interne,
Cytomdirie en fiux

Les réactions de coloration ont 2té effectudes 3 4°C. Les cellules ont 818 prealablement
ncubées aves des anticorps du réceptewr Fo 2,462 pour réduire ba laison non spécifique,
Les donndes ont &t2 analysées & Uaide du logiclel Flowldo.

Protocoles sur Ninflammation des voles adrisnnes

Les souris ont et lépgdrement anesthésiées & Uisoflurane et ont requ une instiliation intra-
nasale {.n) dexdrait de HOM (100 pg ; 50 yl) dans une solution saline sans endotoxine les
jours 8, 7 et 14, Des sours ont &té soumises 3 Uinhalation {(generée par un nébuliseur

ultrasonique {Devilbiss 20001 de HPBCD 10 m ou dune solution saline sans endotodine
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pendant 40 minutes entre les jours 12 et 16, Le 14e jour, slles ont regu Uinhalation 1h
avant (a derniére instifiation de HDM. Apres la mesure de la réactivité bronchinue a Uaide
du systéme FlexiVent, les souris ont &1 sacrifides le 17 jouwr, Les sourls soumises &
fovalburnine comme allergene ont recu une injection Lp. de 10 mog dovalbumine de
grade 5 et ont &té exposées & Vovalbumine de grade 3 par inhalation entre le 2ie et le
25e jour. Les sourls ont €08 traitées avec du HPBCD 10 mM administré par inhalation
antre le 19 et e 25 jour. Apres la mesure de la réactivité bronghigue & lalde du
systéme FlaxiVent, les sourls ont &1 sacrifides le 262 jour.

Mesure de la réactivité ronchigue

Les sourds ont &t anesthésides par injection Intrapdritongale dun mélange de kétaming
{10 me/mi, Merial, Bruxelles, Belgiouel ot de xylazine {1 mg/mi, VMDD, Arendonk
Belpioque). Une trachdotomie a &té réalisée par Uinsertion dun cathéter en polvéthylene
de calibre 20 dans {a trachée. Les souris ont 616 ventilées avec un ventilateur pour petits
animaux FlexiVent® (SCIREQ, Montréal, Canada} comme déorit précédemment (18). Les
paramstres respiratoires 3 {3 suite dune provocation & la méthacholine (3, et 12 grdl
(o 24 gr/h)) ont &t dvaluds 3 Vaide dun signal & large bande de 3 secondes pour mesurer
Vimpédance dentrde de 1 8 20,5 Hz et pour calouler les parameatres du modele & phase
constante {Quick-prime 3}, La résistance newtonienne (Rn) a &t@ le principal paramétre

mesuré pendant le déft.

Liguide de lavage ronchoalvéolaire (BALF)

Des sourls ont £ sacrifides ot un lavage bronchoslvéolaire o &t effectud aver du PRS-
EDTA 0,05 mM {Calblochem, Darmstadt, Allemagne). Les cellules ont &68 récupérées par
aspiration manuelie douce. Aprés centrifugation du Uguide bronchoalvéolaire {(BALF)
{1200 trimin ¢ 10 min 5 4 °C), e culot celiulaire a &8 remis en suspension dans 8,5 mi
de PRS-EDTA 0,05 mM. Les numérations cellulaires différentielles ont eté effectuces sur
des préparations ovtocenirifugées {Cytospind aprés coloration DHT-Quick {Dade,

Belgiquel.

Histologie pulmaonaire ot traitement des tssus

Le poumnon gauche a &1 exclsd st congelé dans de Vazote Houide. Le poumon droit a

&te perfuse aver 4 ¥ de paraformaldéhyde, incorporé dans de la paraffine ef utilisé powr
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Chistologie. Des sections de 5 um dépaisseur ont été coupdes de la paraffine et wolordes
avar de thématoxviine-Sosine powr estimer Udtendue de Unflarmmation (18) et aver du
beu daldan {coloration de la mucine).

Mesure des cellides THE des poumons

Pour oblenir des suspensions monoceliutaires, les pournons ont &0é perfusés aver 10 mi
ghe HBSS par le ventricule drolt, coupds au rasolr en petits morceaux st digérés pendant
1 heure & 37 “C dans 1 mg/mi de collagénase A (Roche) ot §,05 mg/ mi de DNase! (Rochs)
dans le HBSS. Les leucooytes ont &8 envichis grice au gradient de Percoll (Easveoll,
Millipore). Les celiules THZ ont & définies comme des cellules C03+ D4+ TISTE
O8+ La ovtomstrie de flux a ot€ réalisde sy un FACScanto H {Becton Dickinson,
Mountain View, CA)L

Labsorption d'allergénes ot I migration des PED

Pour evaluer Pabsorption dallergenes par les C0 pulmonaires (F4/80- CH e+ MHCH+ ) st
ta migration des Ch vers Iz LIAN, des sours ont regu une injection de 100 ug SOVAFITC
24 heures plus tard, les poumons et la LDLN ont 218 analysés par ovtometrie de s pour
gdétecter la présence de CD chargées dantigénes {CD FITCH). Pour dvalusr Vimpagt du
HPBCD sur Uabsorption des allsrpénes of les migrations des DC, des souris ont &8 traitées
par inhalation de HPBCD & -2, b1 ot Th avant Unstillation Ln., JOVAFITC, La ovtométrie

de flux a &t effectude sur un FACScanto 8 (Becton Didkinson, Mountain View, CA)

Exempie 11 : Le HPBCD inhslé rédult la bronchoconsiriction induite par les

allergénes chaz les asthmatigues humains

Dix-sept asthmatigues (égers & modérds sensibilisés 3 a MHD ont 888 indlus dans une
atude crofsde en double aveugle comprenant des défis allergénes aver la MHD. De
manigre surprenants, tes patients ont montré une diminution plus faible du VEMS aprés
une provocation par la HDM {aire sous & cowrbs VEMS-temps {ASC) 0-380 min) lorsqulils
gtalent traités par inhalation de HPBCD par rapport aux périodes de traitement par
placeho {Fgure 5B}, Lanalyss {ASC) de ta diminution du VEMS pendant les phases précoce
et tardive apras une provocation par HDM montre un effet prédominant de Vinhalation
de HPBLD sur la prévention de la diminution du VEMS pendant la réaction de a phase

tardive {fgure 5C) La diminution madmale du VEMS et le pourcentage moyen de

BE2021/5463



2021/5483

18

13

28

25

30

2

dirninution du VEMS aprés une provocation par HDM ont &8 caloulds ef se sont avérés
netlement inférieurs chez les patients traités par HPBCD (figurss 30 et 3E) Ces
sxpériences montrent un offet significatif de Uinhalation de HPBCD swr ta prévention de
la diminution du VEMS induite par les allergenes pendant la phase tardive. Aucune
différence significative sntre [HPBCD et le placebo wa ét¢ observée pendant la phase
prégoce de bronchoconstriction. Aucun changement significatif na i@ observé dans
Phématologie, la biochimie sérique, Vanalyse durine, les signes vitaux, les tests ECG st
ia radiographie pulmonaire entre les groupes de traitement

Protocole dessal de lexemple 2
Frovédures dessals clinlques

Les protocoles dessais dlinfgues ont i@ approuvds par un comité ethique indépendant
{CHLU Ligge - Université de Lidge) conformeément awx BRC, 3 la Déclaration dHelsinki st
& la reglementation europdenne EudralT). Tous les participants ont donng lewr
consentement éclaird par 8ot avant fouts procédure spécifique & Mélude. Pour lessal
clinigue de phase 1, 8 sujets sains {4 femmes ef 4 hommes) de 18 & 40 ans ont &té
recrutes et insorits & Pétude au CHU de Ligge (Belgicus). Les patients ont été randormisss
et ont dabord requ e placebo (NaCl 8,9 %) ou e HPBCD 8 2,5 mM et 8 jowrs aprds, e
traftement inverse, Aprés une semaing, tous les patients ont regu e HPBCD 4 15 mM. Un
rnods plus tard, tous les patients ont requ le HPBCD & 15 mM pendant § jours conséoutifs,
La poudre de HPRCD apyrogdne of stdrile a &té dilude aver du Nall .9 % avant détrs
inhalée 8 mi) aver un nébuliseur ultrasonigue (Devilbiss 2000 Les symptdmes
géndrau, los scorss dasthime (ACGY, s dyspnéde, la radiographie thoradique, a biclogie
clinigue, (FCG, les signes vitaux, {a spirométrie, le NG, les crachats {induits par le Nall
4.5 %) ont && analysés apres les périodes de traftement. Le dewdéme essal clinfgus
{phase Za - preuve du concept) &lalt une &tude en double aveugle, crolsée, contrlée
nar acebo, 17 patients asthmaticues iégers & modérés ont &té inclus dans [Stude sur
deu sites différents {Hopital universitaire de Lisge et Hipital universitaire Frasme} en
Belgique. Les visites de caractérisation ont consiste en lenregistrement des symptdmes
de dspnde, ECG, i radiographie thoracique, la bivlogie clinigue, la spirométrie et
Canalyse des signes vitaux, Le PR20 {dose provocatrice qui provogque unechute de 20 %
du VEMS par rapport a ia valeur du sérum physiologioue seul) a lallergene inhalé a 88

déterming. Afin de déterminer g réponse bronchious individueile & Uallergene, un test
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de provocation a &@ réalise aver un exirait de Dermatophagoides preronvssinus
{Stallergen ; Antony, France) ditué dans une solution saline isotonique dont Vindice de
réactivité otalt compris entre 0,2 ot 5, La PDED de Vallorgéne a &8 caloulée & partir
dune courbe dose-réponse cumulative, comme déarit précédemment, Cataldo et al,
Métalloprotéinase-® de la matrice, mals pas linhibiteuwr tissulaire de la
métatioprotéinase-1 de la matrize, les augmentations dans les expectorations de
patients  asthmatiouss  allergiguss aprss  ung provocation  allergicue,  Chest,
20012251 1553-9. Tous les sujets salns ont regu une concentration cumulative de
Dermatophageides pteronyssinus aveo un indice de réactivité de 6. Aprés une périnds
de lavage de 14 jours, les patfents ont &té répartis au hasard en dewsd groupes et ont
recu soit du HPBCD 15 mM, soit un placebo fNaCl 0,9 %) par inhalation {(nébuliseuwr
ultrasonique {Devilbiss 20001 deux fols par jour. A la fin de cette période de traitement,
la fonction pulmonaire (FEV) a &6 analysée aprss provocation allergioue (HDM sous s
supervision de physiclogistes dinigues respiratoires expérimentes. Le VEMS a 818 mesurg
apres un test dinhalation dallergsnes & 5, 15, 30, 40, 120, 180, 240, 300 ot 360 minutes.
Aprés une période de lavage de 28 jows, les patients ont requ le traftement frverse
pendant 14 jours supplémentaires et e VEMS aprds provocation allerpénique a &8
avatud, Tous les paramétres cliniques ont &0¢ examings aprés chague périnde de
traftement. Le oritére ddvaluation de catte dtuds de preuve de concept &tait évolution
i VEMS sur une périods de § a 360 minutes apres la provocation allergioue. Le VEMS en
phase précoce {8-60 min} et en phase tardive (180-380 min) a 814 exprimé comme sult
: aire sous la courbe du VEMS en fonction du temps (ASC), pourcentage maximal de chute
2t pourcentage moyen de chute {ealoud® en divisant Uadre sous 1a courbe du pourcentage
de chute du VEMS par la durée de la périnde de réponsel. Un patient qui a requ un
pacebo a su une diminution maximale ndgative du VEMS et un pourcentage moyen de
chute négatif du VEMS. Ces valeurs négatives ont €46 tronguées & §. Les patients ont au
acces a Bl-agonist {satbutamol 100 ug) tout au long de Udtude comme traltement “au
besoin”,

Préparation ot visualisation des GV

Les GUV ont &t préparss par dlectroformation. En bref, 1 mad dune solution de
chioroforme de SW/Chol/PORC (1:1:1) a éte atalée sur un verre recowvert doxyde

dindium et detain, Les sondes fluorescentes (TR-DPPE of NBD-PE) ont elé ajoutdes a la

BE2021/5463



2021/5483

1

13

28

25

30

24

solution de chioroforme a une concentration de 8,1 % mol/mol. La solution a 846 séchée
dars une chambre & vide pendant 2 h. Une chambre délectroformage a &6 construite
en utitisant une autre lame de verre recouverts doxyde dindium et détain, avec la facs
conductrice dirigde vers Uintérieur de la chambre délectroformage, gl a &6 remplie
dune solution de saccharose 8,1 M. Du polydiméthylsioxane contenant 5 % de silice
fumée a &1é utilisé pour separer les deux lames de verre, Les GUY ont éte cultivess en
anptiguant un courant alternatif sinusoidal de 10Hz et TV pendant 2 h 3 60 7€ Les GLWV
ont &t¢ analysées au microscope Adoskop 40 (Carl Zelss, iéna, Allemagne) avec un
ghjectif Zelss EC Plan-Neofluar® 40-/0,75 ot ley images ont &t€ enveglstrées aver un
apparet] photo Nikor D5-3 M 3 visée numérigue {Ntkon, Tokye, Japon). Le TR-DPPE a été
sxcite & 561 nm ot analysé 2 617 nm, Le NBD-PE 7 &té excité 5 460 nm of analysé 2 535
nm. La séparation des phases {ld/lo) a éte évalude aprés incubation aver le HPBCD & 5
T,

Organisation of rigidité de b membrane des collides 7

Pour analyser Uimpact du HPBRCD sur la mobilité et la polarité des phospholipides au
miveau du squelstis du ghwedrol, des cellules Jurkat ont é68 incubdes aver du Laurdan,
En bref, tx106 cellides ont &6 ensemencdes dans 3 mi de RPMI 10 % FRS 1 % pen/strep
et traftdes & 37 °C aveo du HPBCD 5 mbi. Aprés 3 b, le milieu 3 &6 remplace et lss
celivles ont &1@ incubdes aver 1,4 mchM de Laurdan pendant 1 h a 37 °C. Le GPex a été
déterming 3 37 °C comme une mesure de Porganisation et de la rigidité de la membrans,
comme décrit dans Lorent et al, Induction of Highly Curved Structures in Relation to
Membrans Permeabilization and Budding by the Triterpencid Saponins, - et §-Hederin,
The Journal of Blological Chermistry 2013288201 14000-17. La dynamigue des lipides/ia
fluidité de la chaine acvle aprés incubation du HPECD & &6 analysée de 3 méme
maniére grice & la sonde DPH. Lanisotropie a &té déterminde & 37 T comme mesure

de la rigidité de la membrane.

Essal in vitro de prolifération des cellules T

Le HPBCD a &té utilisé & une concentration de 5 mM. Celte concentration ma pas 818
associe & une ovlotoxicitd {telle que mesurde aprés 48 h dincubation par

incorporation de BrdUl). Des celiules T Ch4+ nadves ont 616 fsolées de s rate de souris
Bath/c et purifides avec un kit de sélection négative MALSE, Des celiules 1,5x105 ant
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&6 ensemencées dans une plague de 98 puits et incubdes avec du HPBCD 5 mM {en
RPME 10 % FBS 1 % pendstrep) ou aver e mitleu seul pendant 3 h, Les cellules ont
ansulte 818 rdounérées et plagudes dans un puits recouvert danth-CD3 3 mog/mi)
pendant 24 ou 48 b aver du HPBECD (5 mMl ou avec le milleu de culture sell 3 37 (5
% CO2. Au cours des 2 dernidres heures du test de prolifération, du Brdl) a &é ajouté
au mitieu et Nncorporation a été quantifide par ELBA en sulvant les instructions du
fabricant. Dautres pulls ont &té utiisds powr dvaluer s séorétion dIL-2 ELBA dans e
ilieu aprés 24 et 48 h de stimulation anti-CD3.

Essal i vitro de stimudation des cellides T

Les cellules des ganglions himphatioues quil drafnent tes poumons ont éte isolées cher
des sours gui avalent &4é préalablement confrontées 4 la HDM. Ces cellules ont &té re.
stimuddes dans une plagque & 96 puits aves 30 mog de HOM en RPMIL Les surmagsants ont

&ié dvaluds aprés 48 heures pour la séorétion dil-4, -5 of 1413 par ELISA

Analyse statistique

Essal chinique de phase 2 - Inclusion ot exclusion
Critéres dinclusion

= Hormme ou fernime souffrant dasthime i8ger & modéré

o Age: 18765 ams

«  Pas de fumeurs actusts {consommation maximale de tabac @ 10/an)

«  Sensibilisation aux acariens {Dermatophagoides Pleronyssinus} contrlée par
RAST ou par des tests de plglrs

o Pas de traitement régdier de lasthme {ssweption ¢ bronchodilatatews &
courts durde daction)

«  Pas dexacerbation de Uasthme ni dinfection des voles respiratoires au cours
des & semaines précédant Vinclusion dans Tdtuds

e indice de masse corporelie (MC)H 18 - 28 kg/m?

«  Pas de maladie conomnitante significative ni danomalies des signes vitaux

«  Consentement éclairé & donner

= Suiet disponible pendant [étude

Criteres dexchsion

BE2021/5463
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Tout médicament pris au cours des 28 dernders jows

Les fumeuwrs actifs ou les personnes dépendantas de toute aulre drogue
Allergie aux médicaments

Consormnmation dalcool {» 7 verres/ jour) et de café (> 4 tasses/ joun}
Antdeédents médicaux de problémes cardiagquss, rénaux et hépatiouss
susceptibles dinterférer avec (dtude

Farticipation concormitante 3 une autre étude

Pas de consentement éclairé

Les dormdes sont présentdes sous Torme de movenne  SEM, saul indication contraire.

Les différences entre les valeurs movennes ont &8¢ estimées a Ualde dun test de Mann-

Whitney bilatéral (expdriences sur animaux ot in vitro}, sauf indication contraire. Toutes

tes expériences sur tes animaux ont &t répétées au moins 2 fols ; n » & dans chague

groupe sxpérimental. Le test ANOVA Frisdman {dose unigue) et te test de Wilcozon &

rang signé {doses muitiples) ont 2@ utilizés pour analyser les résultats obtenus lors de

Pessat chinfgue de phase 1. Le test de Wilcoxon & un rang {paires apparises) a &t utilisé

pour évaluer les différences intra-individuslies dans Uessal dlinique de preuve de

concept. Une valewr P inférisurs 3 0,05 a &8 jugde significative. Les logiciels GraphPad

Prism ef Satistica ont €t utilisés pour analyser les résultats.

Les résuliats sont présentds dans le tableau 1 cl-dessous ¢
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RECLAMATIONS

. Cyclodestrine inhalable ou un dérivé pharmacettiguement acceptable de celle.

¢i, destinde & Stre ubilisée dans le traftement ou la prévention de B
bronchoconstriction en phase tardive de Uasthme induit par des allergénes.
Cyclodendrine selon a revendication 1, dans laguells 8 oyclodextrine est
UHydroxyoropyvi-b8ta-cyclodestrine.

La ovclodextrine de lune des revendications précédentes, dans laquelle &
oyclndextrine est une solution aqueuse inhalable.

Cyclodendrine selon g revendication 4, dans bauelle a concentration en
cyclodexdrine est comprise entre 5 millimoles et 50 mitlimoles.

{yclodextrine selon {a revendication 4, dans laquelle la concentration en
gyclodexdring est comprise entre 7 millimoles et 40 millimoles,

Cyclodextrineg selon s revendication 4, dans laguelle la concentration en
cyclodexntrine est comprise entre 10 millimoles ¢t 30 millimoles.

Le ovclodextrine de lune des revendications précédentes, dans laquelle &
gyclodedrine est une poudre séchée par pulvérisation.

La cycdlodextrine de lune des revendications precédentes dams le thsu
pulmonaire, dans lagueile la ovdlodexivine est adminisirée en une guantite
efficace pour réduire Pordre de la membrane dans les cslivles.

La oyclodextrine de {une des revendications précédentes, dans laguelle &
gyclodextring est administrée par inhalation dans b quantitdé de 8T me 3 30 mg
par o

La ovclodextrine de lune des revendications précédentes, dans laquelle &
cyclodextring est administrée par inhalation dans la quantité de 83 mg 3 20 mg
par o

La oyclodexrine de {une des revendications précddentes, dans laguelle la
cyclodexiring est administrée par inhalation ders b oguantitd de T mg a 10 me
par iour.

La cydlodextrine de lune des revendications précédentes, dars laguslle la
cyclodextrine est administrée aux enfants &gés de deux ans au maxdmum par

inhalation dans la quantits de 0,1 mg 8 4.5 me par jour,
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13. La oyclodexivine de Tune des revendications précédentes, dars lagusile la
cyclodedrine sst administrée awe enfants 88 de deux 2 six ans par inhalation
dans la guantité de 8,5 mg & 1 mg par jour,

14, La cyclodextrine de lune des revendications précédentes, dans laguslle ia

5 cyclodextrine est adminisirée aux enfants 8gés de 6 3 14 ans par inhalation dans
fa quantits de 1 mg & 2 myg par jour.

15, La qvclodextrine de lune des revendications précédentes, dans laquslle i
gyclodexiring est adminbstrée de 8,1 mg 2 15 mg par Jour dans Vasthime idger a
modéré indult par un allergéne et de 1 mg a 30 mg dans Lasthme grave indult par

10 un allergéne.

iy
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technique pertinent, mais cité pour comprendre le prinsipe
ou la théorie constituant la base de lnvention

3

Date a iaquelle la resherche de type international a éié effectivement achevée

mars 2021

Date d'expédition du rapport de recherche de type internationai

Nom et adresse postale de Fadministration chargée de la resherche internationale

Cffice Européen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040,

Fonctionnaire autorisé

Fax: (+31-70) 340-3018 Houyvet~Landriscina

Formulaire PCTASA201 {deuxiems feuills) (Janvier 2004)
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Document brevet cité Date de Membre(s) de la Date de
au rapport de recherche publication famille de brevet(s) publication

WO 2006DB37769 Al 13-04-2006 AT 456955 T 15-02-2010

£p 1655034 Al 10-05-2006

EP 1799231 Al 27-06-2007

ES 2340511 T3 04-06-2010

JP 4989481 BZ 81-88-2012

JP 2008515847 A 15-05-2008

PL 1799231 13 30-67-2010

Us 2009012041 Al 08-01-2009

US 2011628432 Al 83-02-26011

US 2012295872 Al 22-11-2012

WO 2006037769 Al 13-04-2006

US 2013196847 Al 01-08-2613 US 2013196947 Al 81-88-26013

US 2015258133 Al 17-09-2015
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OPINION ECRITE

Dogsier N°

SN76216

Date du dépotijourimoisiannée) Date de priorité fourimoisfannée) Demande n°

15.06.2020 BE202005430

Classification infernationale des brevets (CIB)

INV. AB1K31/724 AG1K2/00 AGT1KI08 AG1P11/06

Déposant

UNIVERSITE DE LIEGE

La présente opinion contient das indications st les pages correspondantas relatives aux points suivants :

Cadre n° |
Cadre n°
Cadre n° il

Cadre n° IV
Cadren° V

RO OOX

Cadre n° Vi

Cadre n° Vil

B OO0

Base de 'opinion

Priorité

Absence de formulation d'opinion quant & la nouveautéd, 'activité inventive et la possibilité
d'application industrielle

Absence dunité de linvention

Déclaration motivée quant 4 la nouveauté, l'activité inventive et la possibiiité d'application
industrielle; citations et explications & 'appui de cette déclaration

Ceriains documents cités
Irrégularités dans la demande

Cadra n° Vill Observations relalives 3 la demande

Formulaire BE237A (feuille de couverture) (Janvier 2007)

Examinateur

Houyvet-Landriscina




Demande n°

OPINION ECRITE BE202005430

Cadren®! Base de 'opinion

1. Cette opinion a &t¢ établie sur la base des revendications déposées avant le commencement de la racherche.

2. En ce qui concerne la ou les séquences de nucléotides ou d'acides aminés divulguées dans la demande, le
cas échéant, cette opinion a éié effeciuée sur la base des éléments suivants :

a. Nature de I'element:
[ unlistage de la ou des séguences
[ un ou des tableaux relatifs au listage de la ou des séguences
b. Type de support:
{1 sur papier
O sous forme électronigue
c. Moment du dépét ou de la remise:
L1 contsnu(s) dans la demande telle que déposée
1 déposé(s) avec ia demands, sous forme élecironique
L1 remis ultérieurement
3. [ De plus, lorsque plus d'une version ou d'une copis d'un listage des séguences ou d'un ou plusieurs
tableaux y relatifs a é1é déposée, les déclarations requises selon lesquelies les informations fournies
ultérieurement ou au titre de copies supplémentaires sont identiques a celies initiaiement fournies et ne
vont pas au-dela de ia divuigation faile dans ia demande internationale telle que déposée initialement,
sslon le cas, ont 816 remises.

4. Commentaires complémentaires :

Formulaire BE2378 (Janvier 2007)



Demande n°

OPINION ECRITE BE202005430

Cadre n°V  Opinion motivée guant 3 la nouveauté, Vactivité inventive et Ia possibilité d'application
industrielie; citalions ef explications a 'appui de cetle déclaration

. Déclaration
Nouveauté Qui : Revendications  9-15
Non : Revendications 1-8
Activité inventive Qui : Revendications

Non: Revendications  1-15
Possibilite d'application industrielle Qui: Revendications  1-15

Non : Revendications

. Citations et explications

voir feuille séparée

Cadre n° Vill Observatlions relatives 3 la demande

voir feuille séparée

Formulaire BE2378 (Janvier 2007)



OPINION ECRITE N° d'enregisirement nationai
(FEUILLE SEPAREE) BE202005430

Ad point V

Déclaration motivée quant a la nouveauté, I'activite inventive et la possibilité
d'application industrielle ; citations et explications a 'appui de cette deéclaration

i est fait référence aux documents suivants :

D1 WO 2006/037769 A1, cité dans la demande
D2 US 2013/196847 A1

A moins qu'il n'en soit indigué autrement, il est également fait référence aux passages
pertinents cités dans le rapport de recherche pour ces documents.

La présente administration considére que f'objet des revendications 1-15 a trait & une
méthode de traitement thérapeutique du corps humain. Par conségquent, leur
bravetabilité dépend de la maniére dont ces revendications sont formuiées. Ainsi,
[Office suropéen des brevels n'accepte pas de revendications d'utilisation dune
substance ou composition a des fins médicales et ne reconnait pas non plus comme
brevetables des revendications redigées selon le format dit de type Suisse, pour les
demandes ayant une date de priorité ou de dépdt du ou uliérieure au 28.01.2011,
lorsque les produits revendiqués sont déja connus. Par contre, peuvent élre acceptées
des revendications relatives 4 un composé connu, pour une premiére ulilisation 4 des
fins médicales ou une utilisation thérapeutique uliérieure, sous la forme : "substance/
composition ... pour utilisation dans le traitement de ...", comme c'est le cas ici a la
revendication 1. Peuvent élre également acceptées des revendications dépendantes
sous la forme : "substance/composition ... pour utilisalion selon la revendication 1,
ladite .....".

V.2.1. La présente demande ne remplit pas les conditions de brevetabilité, 'objet des
revendications 1-8 n'étlant pas nouveau.

D1-D2 tous deux décrivent futilisation de la cyclodexirine, sous forme de composition
aqueuse inhalable, dans le traitement et la prévention des maladies inflammaioires des
bronches ielles que P'asthme allergique. Les exemples de D1-D2 démontrent que
Fhydroxypropyl-beta-cyclodextring et la 2-O-methyl-cyclodextrine permettent de réduire
Finflammation, Fhyperactivité, la métacholine et le nombre d'eosinophiles induits par
Fallergéne ovalbumine, 24 heures aprés la derniére exposition a l'aliergéne. D1-D2 ne
mentionnent aucunement les termes de phase précoce ou tardive. Cependant, les tests
étant effectués 24 heures aprés la derniére exposition a l'allergene, il est considéré que
ce moment correspond a une phase tardive de 'asthme (voir définition donnée dans la

Formuiaire BE237-3 (feullie séparée) (janvier 2007) (feuille 1)



OPINION ECRITE N° d'enregisirement nationai
(FEUILLE SEPAREE) BE202005430

demande en page 7, lignes 14-15). Ainsi, les revendications 1-8 ne sont pas nouvelies
au vu de D1-D2.

Les revendications 9-15 apparaissent nouvelles au vu de l'art antérieur.

V.2.2. La présente demande ne remplit pas les conditions de brevetabilité, l'objet des
revendications 1-15 nimpliguant pas d'activité inventive.

L'objet des revendications 9-15 de la demande differe de l'enseignement de Fart
antérieur de part le fait que ce dernier ne divulgue pas les quantités journalieres de
cyclodexirine a administrer.

Aucun effet technique particulier ne semble étre associé a ces doses journalieres.

Sans effet technique particulier, e probleme peut donc étre considéré comme la simple
détermination de la dose de cyclodextrine journaliere a administrer.

La solution étant donnée dans les revendications 89a& 15.

Cetle solution ne peut pas étre considérée comme impliquant une activité inventive en
fabsence d'avantage technique lié a ces doses. De plus 'homme du métier est en
mesure de déterminer la dose optimale de cyclodextrine a administrer par jour aux
patients concernés.

Par conséquent, l'objet des revendications 9-15 est considéré comme dépourvy
d'activité inventive.

En ce qui concerne leffel de la cyclodexirine sur la bronchoconstriction en phase
tardive de l'asthme allergique, i est déja connu dans les exemples de D1-D2 comme
expliqué plus haut. Par ailleurs, il est observé que les résultats de 'essai clinique de
phase 1 présenté dans le tableau 1 de la demande ne démonirent aucun effel
significatif de la cyclodextrine HPBCD ni a dose unique comparé au placebo, ni a doses
multiples.

Ad point Vil
Certaines observations relatives a la demande
a) Le terme "dérivé" utilisé a la revendication 1 prive sa portée de clarté puisque

Fhomme du metier qui lirait le document ne saurait pas reconnaitre toutes les structures
censées éire couvertes par ce terme et possédant l'activité recherchée.

Les termes tels que dérivés et analogues englobent en effet des composés obtenus par
réaction chimique a partir d'un autre composé (y compris les composés dont la structure
est éloignée de I'élément de départ), les dérivés fonclionnels (tels que les composés

Formuiaire BE237-3 (feullie séparée)} (janvier 2007) (feuille 2)



OPINION ECRITE N° d'enregisirement nationai
(FEUILLE SEPAREE) BE202005430

dans lesquels les hétéroatomes sont remplacés par d'autres atomes), les composés
comportant de nombreux types de groupes latéraux différents, etc.

Les dérivés de cyclodextrine englobent donc une infinité de composés alors qu'il
n'existe pas de définition claire qui permetirait de définir dans quelle mesure les
composés selon la revendication 1 peuvent élre modifiés, tout en étant encore
considérées comme "dérivés”. Ceci a donc pour conséquence gque 'homme du métier ne
peut pas décider clairement quels composés tombent scus la définition de la
revendication, alors que seuls les composés définis en page 9, ligne 9 4 11 se fondent
sur la description.

En conséquence, f'objet de la revendication 1 ne remplit pas les conditions de clarté.
b} Ladépendance des revendications 4, 13-15 n'est pas correcte.

¢} La revendication 8 ne satisfait pas a 'exigence de clarté, car son objet n'est pas
clairement défini. La revendication tente de définir 'objet par le résultat recherché
{(guantité efficace pour réduire F'ordre de la membrane dans les cellules), ce qui revient
simplement a énoncer le probléeme sous-jacent, sans indiquer les caractéristiques
technigues nécessaires pour parvenir a ce résultat.

Formuiaire BEZ37-3 (feullie séparée) (janvier 2007) (feuille 3)
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