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Utilisation d'un undécapeptide cyclique pour la préparation d'un

médicament administrable lors de situations ischémiques myocardiques

La présente invention concerne l'utilisation d'un undécapeptide cyclique
pour la préparation d'un médicament administrable lors d'une situation d'ischémie

myocardique.

Les ischémies myocardiques sont définies comme un déséquilibre entre
besoins et apports en oxygéne. Ce déséquilibre conduit @ un désordre de la
fonction cardiaque. Les ischémies myocardiques sont, dans la grande majorité
des cas, causées par une insuffisance de la circulation sanguine vers le tissu
musculaire cardiaque, privant ou diminuant drastiquement ainsi les cellules
myocardiques en apport d'oxygéne. Ces ischémies peuvent étre dues a
l'obstruction d'un vaisseau (thrombose) ou a la réduction du diamétre interne d'une
artére (sténose) ou a une diminution du flux sanguin coronarien (hypoperfusion)
tel que dans les états d’insuffisance circulatoire lors d’'un sepsis sévére avec choc
endotoxinémique. En ce qui concerne le sepsis séveére, il entraine également un

dysfonctionnement hémodynamique avec une dépression myocardique directe.

La reperfusion se définit comme le rétablissement d’'une circulation
sanguine adéquate au sein d'un tissu ischémique permettant d’atteindre a
nouveau I'équilibre entre besoins et apports en oxygéne. La reperfusion lors
d’interruption compléte du flux sanguin coronarien est effectuée par

désobstruction de l'artére occluse.

Les infarctus sont consécutifs & des ischémies. Le terme d'infarctus définit
un foyer circonscrit de nécrose tissulaire. Ainsi, l'infarctus du myocarde entraine la
destruction d'une partie du cosur du fait de la mort des cellules du muscle

cardiaque.

L'infarctus du myocarde est une maladie malheureusement trés fréquente.
A titre d'exemple, en France, environ 180'000 a 200'000 personnes par an sont
affectés par cette maladie prédominante chez I'homme. Elle apparait, en priorité,

chez les sujets ayant des facteurs de risques cardiovasculaires tels que la
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consommation de tabac, I'obésité, un diabéte, [I'hyperlipidémie ou une
hypertension artérielle.

Lors de sepsis sévére une hypoperfusion myocyardique est accompagnée
d’'une dépression myocardique directe. A I'heure actuelle, il n‘'est pas clair quel
mécanisme est prédominant (hypoperfusion ou dépression myocardique par des
cytokines circulants) conduisant a une diminution de la fonction du myocarde.
Néanmoins, il est bien connu que le patient avec sepsis sévére souffre souvent

d’une défaillance cardiovasculaire avec dysfonctionnement myocardique.

L'infarctus aigu du myocarde ("Acute Myocardial Infarction", "AMI")
constitue une urgence cardiologique absolue qui implique une prise en charge par
des services médicaux et hospitaliers spécialisés avec un traitement de la phase
aigué ayant pour but de reperfuser le muscle cardiaque ischémique et de prévenir
et/ou limiter les complications possibles liées a l'infarctus entrainant fréquemment

le décés des patients dans les premiéres heures ou les premiers jours.

L'étendue de l'infarctus du myocarde est un élément déterminant pour la
récupération fonctionnelle contractile du myocarde et du pronostic a long terme

des patients.

Bien que la reperfusion protége incontestablement des cellules
myocardiques de la mort cellulaire causée par la persistance de l'ischémie, elle
s'accompagne aussi d'effets délétéres sur la fonction contractile (sidération
myocardique), le rythme cardiaque (survenue d'arythmies) et la perfusion tissulaire
("no-reflow"). Des données récentes indiquent méme que la reperfusion peut aussi

paradoxalement tuer une partie des cellules reperfusées (nécrose de reperfusion).

Lors de la reperfusion de linfarctus du myocarde, des médicaments
appartenant a des classes thérapeutiques différentes telles que, par exemple,
celles des inhibiteurs de I'agrégation plaquettaire comme l'acide acétylsalicylique,
celle des béta-bloquants, celle des inhibiteurs de I'enzyme de conversion (IEC) ou
celle des statines ont un apport bénéfique sur le pronostic des patients. Toutefois,

aucun de ces médicaments ou d'autres médicaments disponibles actuellement
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administrés lors de la reperfusion n'est pas capable de limiter la taille de l'infarctus
du myocarde.

En revanche, la répétition d'épisodes d'ischémie-reperfusion de durée
bréve (ne provoquant pas par eux-mémes de Iésion cellulaire irréversible) réalisée
soit avant ("pré-conditionnement"), soit aprés ("post-conditionnement") la période
d'ischémie responsble de linfarctus, ont montré in vivo un effet protecteur
endogéne et une limitation de la taille de l'infarctus. Cependant, les thérapies de
pré-conditionnement ne sont pas applicables en clinique aux patients AMI pour
des raisons physiopathologiques et pratiques. Quant aux traitements de post-
conditionnement, ils ne s'appliquent qu'a un nombre limité de patients présentant
un infarctus aigu du myocarde, comme ceux pouvant étre traités par angioplastie

coronaire transluminale percutanée.

Bien que les mécanismes cellulaires et enzymatiques impliqués dans les
lésions nécrotiques du myocarde dues a une ischémie-reperfusion ne soient pas
complétement élucidés, Di Lisa et al. sont d'avis, dans J. Biol. Chem., 2001,
276(4), 2571-2575, que l'ouverture de pores situés dans la membrane interne de
la mitochondrie, appelés pores de transition de perméabilité mitochondriale
("Mitochondrial Permeability Transition Pore", MPTP) joue un réle prépondérant
dans la mort des cellules du myocarde lors de reperfusion aprés ischémie. Ainsi,
une action inhibitrice directe ou indirecte de l'ouverture de ces MPTP par un
médicament tel que la Cyclosporine A conduit & une diminution de I'effet délétére
des phénomeénes induits par une ischémie-reperfusion sur la viabilité du tissu

cardiaque.

Cependant deux points suggérent qu’une simple inhibition du MPTP, bien
que nécessaire, n'est pas suffisante pour obtenir un effet protecteur du myocarde
dans les situations d'ischémie-reperfusion susmentionnées. D'une part, il existe
des inhibiteurs du MPTP comme le glutathion, qui présente un effet additif avec la
Cyclosporine A sur linhibiton du MTPT. Cependant, une protection des
phénomeénes induits par l'ischémie-reperfusion n’est néanmoins pas obtenue ou
alors uniquement si le traitement est associé a d’autres facteurs protecteurs tel

entrainement de la fonction contractile du myocarde. D'autre part, la chronologie



10

15

20

25

30

WO 2006/072639 PCT/EP2006/050140

-4 -

d'administration proposée par différents auteurs dans les modéles expérimentaux
est questionnable pour obtenir des effets bénéfiques induits par l'inhibition du
MPTP. L'administration proposée dans beaucoup de modéles expérimentaux
correspond a une perfusion continuelle du cceur avant, pendant et aprés la
période d'ischémie, se poursuivant pendant toute ou partie de la phase de
reperfusion. Cet aspect d’administration n’est pas applicable tel quel en clinique et

le mode d’administration optimal n’est pas connu.

Ainsi, de nouvelles thérapies adjuvantes qui doivent étre administrées
pendant la reperfusion, qui ont pour effet cardioprotecteur de limiter la taille de la
nécrose du myocarde et d’améliorer sa fonction, sont nécessaires dans le
traitement de certaines situations d'ischémie-reperfusion myocardique, en
particulier lors d'un infarctus aigu du myocarde et/ou d'une dépression et

dysfonctionnement du myocarde dus a un sepsis sévére.

De plus, la fenétre de temps pendant laquelle le médicament est administré
est importante. L'administration du médicament doit débuter impérativement avant
la reperfusion, et se poursuivre éventuellement au cours de celle-ci, afin d'obtenir
le bénéfice escompté en terme de limitation de la taille de l'infarctus du myocarde,

de la récupération contractile musculaire et de la survie du patient.

Le but de la présente invention est de mettre a la disposition du clinicien
une médication lui permettant de traiter certaines situations d'ischémies
myocardiques, en particulier lors d'un infarctus aigu et/ou suite a un sepsis sévére,
dans le traitement adjuvant a la reperfusion myocardique et qui a pour effet de

limiter la taille de l'infarctus et d’'améliorer sa fonction.

Il a été trouvé, de maniére trés surprenante, que ce but peut étre atteint par

I'utilisation d'un undécapeptide cyclique particulier.

Ainsi, la présente invention a pour objet l'utilisation d'un undécapeptide
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cyclique ayant la structure de formule (1)

-MeBmt-aAbu-MeAla-EtVal-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Formule (1)

pour la préparation d'un médicament administrable lors d'une situation d'ischémie

myocardique.

La structure chimique du undécapeptide cyclique de formule (I) ayant un
certain nombre de points communs avec celle de la Cyclosporine A, sa formule
est donnée en utilisant la nomenclature habituellement utilisée pour caractériser
cette Cyclosporine A. Selon cette nomenclature, MeBmt est |'abréviation de I'acide
aminé N-méthyl-(4R)-4-but-2E-én-1-yl-4-méthyl -(L)thréonine, aAbu celle de
I'acide L-a-aminobutyrique, MeAla celle de la N-méthyl-L-alanine, EtVal celle de la
N-éthyl-L-valine, Val celle de la valine, MeLeu celle de la N-méthyl-L-Leucine, Ala
celle de la L-alanine, (D)Ala celle de la D-alanine et MeVal celle de la N-méthyl-
L-valine. La numérotation habituellement utilisée pour caractériser la position
respective de chacun des acides aminés constituant la Cyclosporine A est
également utilisée pour définir la structure du undécapeptide cyclique de
formule (I). Toujours en référence a la Cyclosporine A, I'undécapeptide cyclique de
formule (1) peut étre également appelé [MeAla]>-[EtVal]*-CsA.

L'undécapeptide cyclique ayant la structure de formule (l) et sa préparation
ont été décrits par J.F. Guichoux dans "De nouveaux analogues de Cyclosporin A
comme agent anti-HIV-1", Thése de doctorat, Faculté des Sciences de I'Université
de Lausanne, 2002, et par R. Wenger et al. dans la demande de brevet
internationale WO 00/01715 et le numéro de registre qui lui a été attribué par
Chemical Abstracts Service est CAS RN 254435-95-5.

Ce produit, ainsi que certains de ses analogues structuraux, sont présentés
dans ces publications comme ayant une forte activité pour inhiber I'action du virus

de l'immunodéficience humaine, agent viral responsable du SIDA, tout en ne



10

15

20

25

30

WO 2006/072639 PCT/EP2006/050140

-6 -

présentant pas les propriétés immunosuppressives bien connues de la
Cyclosporine A. De plus, un potentiel neuroprotecteur lui est aussi reconnu, en
particulier l'inhibition du MPTP de mitochondries isolées du cerveau, par Hansson
et al. dans J. Bioenerg. Biomembr., 2004, 36, 407-413.

Les situations d'ischémies myocardiques, au cours desquelles le
undécapeptide cyclique de formule (I) peut étre administré, résultent de la
diminution ou de l'arrét de la circulation sanguine myocardique, ayant pour
conséquence, entre autre, une réduction ou l'arrét de I'apport d'oxygéne vers cet
organe nécessitant un rétablissement du flux sanguin ou une reperfusion
cardiaque. Ces situations d'ischémie peuvent se manifester par des
dysfonctionnements cardiaques détectables entre autre par écho- et
électrocardiographie. Ce phénoméne conduit a des Iésions cellulaires cardiaques
détectables entre autre par mesures des marqueurs biologiques tels que les
enzymes cardiaque, l'imagerie médicale telle que échographie, scintigraphie

nucléaire, ou résonance magnétique nucléaire.

Une ischémie myocardique aigué, sub-aigué ou chronique peut étre
provoquée par, ou étre associée a, une variété de facteurs ou maladies. Parmi ces
facteurs ou maladies, on peut citer a titre d'exemple l'infarctus aigu du myocarde,
I'angine de poitrine, I'angor instable, les maladies athéromateuses avec thrombo-
embolie, les vasospasmes, les anévrysmes des petites et moyennes artéres et
des grands vaisseaux, I'hypotension artérielle due a une maladie du coeur ou
systémique incluant des infections graves tel un sepsis sévére avec ou sans choc
septique ou des réactions allergiques, une hypotension due a l'effet de un ou

plusieurs médicaments, drogues, poisons, produits toxiques.

De plus, on peut également citer a titre d'exemple les hypoperfusions
secondaires faisant suite a l'une ou l'autre des maladies ou situations suivantes:
diabéte sucré, hyperlipidémie, thromboangéite oblitérante ou maladie de Buerger,
syndrome de Takayasu, syphilis cardiovasculaire, désordre des tissus conjonctifs
tels que la maladie de Raynaud, phlegmatia caerulea dolens ou phlébite bleue de
Grégoire, traumatisme des vaisseaux sanguins incluant les traumatismes

iatrogéniques tels que des actes de chirurgie ou de transplantations d'organe,



10

15

20

25

30

WO 2006/072639 PCT/EP2006/050140

-7-

opérations du cceur et des grands vaisseaux avec ou sans recours aux techniques
de circulation extracorporelle. Ces actes incluent également a titre d'exemple
l'insertion chirurgicale d'implants, de dispositifs, de greffes, de prothéses ou tout
autre dispositif ou produit biomédical, en particulier cardiologiques. Une liste non-
limitative des organes ou tissus dans lesquels peuvent se présenter ces situations
ischémiques comprend le cceur, le cerveau, les reins, les extrémités, la rate, le
foie, I'estomac et le systéme gastro-intestinale incluant le petit intestin, le colon et
le rectum, les poumons et les voies respiratoires, les yeux, la peau, les muscles, le

pancréas, la prostate, la moelle osseuse, les glandes endocrines.

L'utilisation du undécapeptide cyclique de formule (1) est particuli@rement
appropriée pour le traitement de situations d'ischémie myocardique, pour le
traitement d'une hypoperfusion-reperfusion myocardique, en particulier lors de la
survenue d'un infarctus aigu du myocarde et/ou de dysfonctionnement cardiaque

lors de sepsis sévére.

Lors de l'utilisation du undécapeptide cyclique de formule (I), le traitement
des situations liées aux ischémique myocardiques consiste a administrer au sujet
ledit undécapeptide cyclique préalablement et/ou pendant le rétablissement du
flux sanguin ou a une perfusion en adéquation avec les besoins en oxygéne dans
le coeur ou le tissu cardiaque. Ainsi, la circulation sanguine est rétablie par une
reperfusion obtenue mécaniquement par angioplastie coronaire et/ou
médicalement a la suite d'un traitement de fibrinolyse et/ou a la suite de mesures
de réanimation médicamenteuse. L'undécapeptide cyclique de formule (I) est
administré de préférence préalablement a ladite reperfusion. Dans ce cas, le
début de I'administration s'échelonne au cours d'une période allant, de préférence,
de la trentiéme minute précédant la reperfusion, de préférence encore au cours
des 10 minutes précédant cette reperfusion, de préférence encore au cours des 5
minutes précédant cette reperfusion, de préférence encore au cours de la minute
précédant cette reperfusion, jusqu'au moment de la réouverture de l'artére et/ou

depuis le rétablissement du flux sanguin.

Lorsqu'il s'agit d'un traitement d'un sepsis, le début de I'administration dudit

undécapeptide cyclique de formule (I) se passe dans une période allant, de
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préférence, au plus tot lors de la déclaration de ce sepsis et, de préférence, au
plus tard 72 heures.

La préparation pharmaceutique comprenant le dérivé est administrée par
voie intraveineuse, intra-artérielle, intra-coronarienne, ou intra-myocardique de
préférence en bolus et/ou suivi en perfusion continue pendant les dix heures qui
suivent le début de la reperfusion. L'administration de la préparation
pharmaceutique en perfusion continue peut alors se faire par voie intra-veineuse,

ou par voie intra-artérielle.

Lorsque le rétablissement du flux sanguin est initié par voie
médicamenteuse, I'administration du undécapeptide cyclique de formule (I) peut
se faire séparément et/ou préalablement ou de fagon concomitante a cette
administration médicamenteuse et peut se poursuivre au cours de cette
administration médicamenteuse puis pendant les dix heures qui suivent le
rétablissement du flux sanguin. La préparation pharmaceutique comprenant
l'undécapeptide cyclique de formule (l) peut alors étre administrée en dose unique
par voie intra-veineuse, de préférence en bolus, puis elle peut se poursuivre en

perfusion continue pendant les dix heures qui suivent le début de la reperfusion.

La composition pharmaceutique comprenant l'undécapeptide cyclique de
formule (I) comme composé actif se présente sous forme de solution, de
dispersion, ou sous forme de formulations de dépéts injectables. Ces formulations
peuvent comprendre le composé actif sous forme de nano-cristaux, de micelles,
d'émulsions lipidiques, de microémulsions ou de suspensions nanoparticulaires.
Les compositions pharmaceutiques pour solutions injectables comprennent ledit
undécapeptide en combinaison avec au moins un véhicule pharmaceutique
acceptable. Avant I'administration, les compositions concentrées sont combinées
avec des diluants appropriés, comprenant au moins un excipient, tel que un agent
isotonique, un tampon ou un autre agent contrélant le pH, et un conservateur. Ces
excipients peuvent étre ajoutés pour le maintien de la composition, d'un intervalle
de pH d'environ 5.5 a environ 8.5 et de l'osmolarité d'environ 280 a environ

400 mosm/L. De maniére générale, les formulations habituellement utilisées pour
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la préparation d'un médicament a base de Cyclosporine A sont également

appropriées pour mettre en oeuvre la présente invention.

L'utilisation du undécapeptide cyclique de formule (I) peut également se
faire en complément d'un traitement anti-angineux standard (béta-bloquant, dérivé
nitré retard, antagoniste calcique, antiplaquettaire) et/ou d'un traitement du choc
septique. L'administration du undécapeptide est alors soit concomitante ou soit

séquentielle avec au moins un second composé actif dans lesdits traitements.

De préférence, lors du traitement d'une ischémie-reperfusion myocardique,
l'undécapeptide cyclique de formule (l) est administré a une dose allant de

0,1 mg/kg a 30 mg/kg, de préférence de 0,1 mg/kg a 20 mg/kg.

Le spécialiste sait établir la modalité d'administration, tant en ce qui
concerne la chronologie, le mode d'administration ou la dose, de sorte qu'une
concentration efficace du undécapeptide cyclique atteigne le tissu cardiaque

hypoperfusé dés les premiéres secondes de la reperfusion.

L'invention et tous ses effets seront expliqués en détail a I'aide du dessin et

des exemples.

Dans le dessin:

- la Fig. 1 représente les courbes de survie d'un modéle d'ischémie-
reperfusion chez la souris et l'influence du undécapeptide cyclique de formule (1)
sur la période de post-infarctus. La courbe noire représente le taux de survie au
cours du temps des souris traitées avec le véhicule pharmaceutique seul aprés
reperfusion et la courbe claire des souris traitées avec le undécapeptide de
l'invention; et

- la Fig. 2 représente les courbes de survie d'un modéle de choc

septique chez la souris et l'influence du undécapeptique cyclique de
formule (l) sur la période post-septique. La courbe avec les
triangles représente le taux de survie au cours du temps des souris

traitées avec du sérum physiologique uniquement apreés induction
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du choc septique et la courbe avec les carrés, les souris traitées
avec le undécapeptide de l'invention.

Au cours des exemples qui suivent, la formulation suivante a été utilisée:

undécapeptide cyclique de formule (1) 35 mg/ml
cremophor EL 650 mg/ml,
éthanol 261 mg/ml

Exemple 1: Modéle d’ischémie-réperfusion chez le lapin - Effet cardioprotecteur du

undécapeptide cycliqgue de formule (I)

Le but de cette étude est de tester I'effet cardioprotecteur du undécapeptide
cyclique de formule (l), autrement appelé [MeAla]’-[EtVal]*-CsA, en terme de
réduction de la taille de linfarctus du myocarde mesuré 4 heures aprés la

survenue de l'infarctus.

Aprés trachéotomie et ventilation par I'air ambiant, une thorocatomie est
réalisée dans le quatrieme espace intercostal gauche. Une branche marginale de
I'artére coronaire circonflexe gauche est ligaturée a l'aide d’'un fil de soie a
suture 3.0. Pendant l'intervention, la température, la fréquence cardiaque et la
pression sanguine sont contrdlées. Aprés 30 minutes d’'occlusion, la ligature est
levée (reperfusion) et les animaux sont maintenus pendant 4 heures dans une

atmosphére contrdlée, avant euthanasie.

Un groupe danimaux regoit le véhicule pharmaceutique de
[MeAla]3-[EtVal]4-CsA, un autre groupe est traité par [MeAla]3-[EtVal]4-CsA par
voie intraveineuse sous forme d'injection unique respectivement de 20 mg/kg, une
minute avant la levée de la ligature. Quatre heures aprés la reperfusion, I'artére
coronaire est brievement ré-occluse et un colorant bleu est injecté par voie
intraveineuse de fagon a déterminer la zone a risque. Les animaux sont
anesthésiés et le coeur excisé est coupé en 5 a 6 fines tranches qui sont pesées.
La surface basale de ces tranches est photographiée. L’incubation de ces
tranches dans du 2,3,5-triphenyltetrazolium pendant 5 minutes a 37°C permet de

différencier les zones du myocarde vivantes (rouge brique) et nécrosées (jaune
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pale). Les tranches sont photographiées. Les aires des zones a risque et du
myocarde infarci ou aire de nécroses sont déterminées par planimétrie. La taille
de linfarctus et de la zone a risque sont calculées et exprimées en pourcentage

du poids du ventricule gauche.

Tableau 1: Taille de l'infarctus du myocarde déterminée par le rapport des aires de
nécroses (AN) sur les aires des zones a risques (AR) en pourcentage. SD
représente la déviation standard.

Composé Nombre d'animaux | Taille de l'infarctus
par groupe (AN/AR + SD) [%]
Véhicule
_ 10 49+ 9.5
pharmaceutique
[MeAla]3-[EtVal]4-CsA |8 29+6.0

Il a été constaté que I'utilisation de [MeAla]3-[EtVal]4-CsA permet d'obtenir
une diminution de la taille de l'infarctus dans la zone a risque de l'ordre de 40%

par rapport aux animaux n'ayant regu que le véhicule pharmaceutique.

Exemple 2: Modéle d’ischémie-reperfusion chez la souris — Influence de

[MeAla]3-[EtVall4-CsA sur la période post-infarctus (remodelage ventriculaire et

survie

Aprés anesthésie, les souris sont intubées et ventilées par un ventilateur a
rongeur. La température rectale est contrélée et maintenue a 38°-39°C. Aprés
sternotomie, l'artére interventriculaire antérieure est ligaturée par un fil en
polypropyléne 8-0. L’ischémie est visualisée par I'apparition de I'élévation du
segment ST sur 'ECG (électrocardiogramme) et la paleur du myocarde. Aprés 25
minutes d’occlusion, la ligature est levée et la reperfusion contrdlée par inspection
visuelle et disparition du sus-décalage du segment ST. La paroi thoracique est
fermée par suture et les souris maintenues dans une atmosphére a température

contrdlée.
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Un groupe d’animaux regoit le véhicule de [MeAla]3-[EtVal]4-CsA; un autre
groupe est traité par [MeAla]3-[EtVall4-CsA par voie intraveineuse (injection
unique a 10 mg/kg), 3 minutes avant la levée de la ligature. Les animaux sont

suivis pendant 30 jours et la mortalité rapportée pour chaque groupe.

Quatre semaines aprés la reperfusion, le remodelage du ventricule gauche
est étudié par échocardiographie-Doppler et la fraction d’éjection du ventricule
gauche est mesurée.

Dans un groupe d'animaux ayant subi 25 minutes d'occlusion coronaire
suivies de 24 heures de reperfusion, la zone a risque et la taille de I'infarctus sont
déterminées. Aprés une bréve ré-occlusion de l'interventriculaire antérieure, un
colorant bleu est injecté via la veine cave de fagon a déterminer la zone a risque.
Les animaux sont anesthésiés et le coeur excisé. Le ventricule est coupé en 5
fines tranches et photographié. L'incubation de ces tranches dans du 2,3,5-
triphenyltetrazolium pendant 15 minutes a 37°C permet de différencier les zones
du myocarde vivantes (rouge brique) et nécrosées (jaune pale). Les tranches sont
photographiées. Les aires des zones a risque et du myocarde infarci sont
déterminées par planimétrie. La taille de l'infarctus et de la zone a risque sont

calculées et exprimées en pourcentage du poids du ventricule gauche.

Tableau 2: Taille de l'infarctus du myocarde déterminée par le rapport des aires de
nécroses (AN) sur les aires des zones a risques (AR) en pourcentage 24 heure
aprés reperfusion. SD représente la déviation standard.

Composé Nombre d'animaux par | Taille de l'infarctus
groupe (AN/AR + SD) [%]
Véhicule
_ 10 61.4+5.8
pharmaceutique
[MeAla]3-[EtVal]4-CsA |7 321+7.3
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Tableau 3: Remodelage du ventricule gauche étudié par échocardiographie-
Doppler: fraction d’éjection du ventricule gauche 4 semaines aprés la reperfusion.

SD représente la déviation standard.

Composé Nombre d'animaux | Fraction d’éjection du
par groupe ventricule gauche + SD [%]
Véhicule
10 62 +12
pharmaceutique
[MeAla]3-[EtVall4-CsA |14 77+6

Il a été constaté que I'utilisation de [MeAla]3-[EtVal]4-CsA permet d'obtenir
une diminution de la taille de l'infarctus dans la zone a risque de l'ordre de 50%
(Tableau 2). De plus, il a été relevé une diminution du taux de mortalité a 4
semaines (Fig. 1) ainsi qu’'une meilleure fonction myocardique exprimée par une

augmentation de la fraction d'éjection (Tableau 3).

Il est trouvé de maniére surprenante que ces effets bénéfiques pour une
méme dose de composé actif ne sont pas obtenus lorsque I'administration du
undécapeptide de l'invention est effectuée trop prématurément ou trop tardivement

par rapport a la reperfusion.

Exemple 3: Modéle de choc septigue chez la souris — Influence de

[MeAlal3-[EtVall4-CsA sur la survie des souris septicémiques avec un

dysfonctionnement myocardique.

Aprés anesthésie des souris, une péritonite par ligature et ponction caecale
est induite comme suit: réalisation d'une laparotomie médiane, extériorisation du
caecum et ponction unique de celui-ci au dessous de la valve iléocaecale avec un
aiguille de 21-gauge. Le caecum est replacé dans la cavité abdominale qui est
ensuite suturée en 2 plans. Aprés réveil, les souris regoivent par injection
parentérale de I'antalgique nalbuphine.
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Un groupe d’animaux regoit du sérum physiologique (groupe contréle); un
autre groupe est traité par [MeAla]3-[EtVall4-CsA a raison de 10 mg/kg par
injection parentérale juste aprés induction chirurgicale du choc septique. Les
animaux sont suivis pendant 4 jours et la mortalité rapportée pour chaque groupe.

La Fig. 2 représente I'amélioration de la survie des souris septicémiques
traitées avec [MeAla]’-[EtVal]*-CsA par rapport aux animaux du groupe contrdle.
72 heures aprés induction du sepsis et début du traitement, le taux de survie pour
les animaux traités est d'environ 60% par rapport aux animaux du groupe contrdle
dont 100% de mortalité est atteinte en 36 heures. Cet effet s'explique
essentiellement par l'effet cardioprotecteur de [MeAla]3-[EtVall4-CsA sur le
dysfonctionnement myocardique.
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15 Revendications

1. Utilisation d'un undécapeptide cyclique ayant la structure de formule (I)

-MeBmt-aAbu-MeAla-EtVal-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-
20 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Formule (1)

pour la préparation d'un médicament administrable lors d'une situation d'ischémie

25 myocardique.

2. Utilisation selon la revendication 1, caractérisée en ce que ladite situation

se manifeste par un dysfonctionnement cardiaque.

30 3. Utilisation selon la revendication 2, caractérisée en ce que ledit
dysfonctionnement cardiaque est la conséquence de Iésions cellulaires

cardiaques.

4. Utilisation selon l'une quelconque des revendications précédentes,

35 caractérisée en ce que ladite situation d'ischémie myocardique se rencontre parmi
le groupe des maladies suivantes: l'infarctus aigu du myocarde, l'angine de
poitrine, I'angor instable, les maladies athéromateuses avec thrombo-embolie, les
vasospasmes, les anévrysmes des petites et moyennes artéres et des grands
vaisseaux, I'hypotension artérielle due a une maladie du coeur ou systémique,

40 incluant des infections graves tel un sepsis sévére avec ou sans choc septique ou
des réactions allergiques, une hypotension due a l'effet de un ou plusieurs

médicaments, drogues, poisons, produits toxiques.

5. Utilisation selon l'une quelconque des revendications précédentes,
45 caractérisée en ce que la circulation sanguine est rétablie par une reperfusion
obtenue mécaniquement par angioplastie coronaire et/ou médicalement a la suite

d'un traitement de fibrinolyse et/ou a la suite de mesures de réanimation
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médicamenteuse, et en ce que ledit undécapeptide cyclique de formule (I) est
administré préalablement a ladite reperfusion.

6. Utilisation selon la revendication 5, caractérisée en ce que le début de
I'administration dudit undécapeptide cyclique de formule (I) s'échelonne au cours
d'une période allant de la trentieme minute précédant la reperfusion jusqu'au
moment de la réouverture de l'artére et/ou depuis le rétablissement du flux

sanguin.

7. Utilisation selon la revendication 6, caractérisée en ce que le début de
I'administration dudit undécapeptide cyclique de formule (1) se passe dans période
allant au plus tét lors de la déclaration du sepsis et au plus tard 72 heures.

8. Utilisation selon Il'une quelconque des revendications précédentes,
caractérisée en ce que ledit undécapeptide cyclique de formule () est administré a

une dose allant de 0,1 mg/kg a 30 mg/kg.

9. Utilisation selon Il'une quelconque des revendications précédentes,
caractérisée en ce que ledit undécapeptide cyclique de formule (I) est co-
administré ou administré séparément avec au moins un second composé actif

dans le traitement anti-angineux et/ou anti-septique.

10. Utilisation selon l'une quelconque des revendications précédentes,
caractérisée en ce que ledit undécapeptide cyclique de formule (I) est administré

par voie intraveineuse ou intra-artérielle ou intra-coronarienne.



WO 2006/072639 PCT/EP2006/050140
1/2

Fig. 1

30

15
Temps (jours)

i

B s prgrspperemimispiomggy, |

60% -

o

Survie cumulative



WO 2006/072639 PCT/EP2006/050140
2/2

Fig. 2

100
2
g .
3
o
s
€
3 a0-
o
o

g@n

0 ¥ -y o -y B ¥ e N

Temps (heures)



INTERNATIONAL SEARCH

REPORT

International application No

PCT/EP2006/050140

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV. A61K38/13 A61P9/10

According to International Patent Classlfication (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

A61K

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included In the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BIOSIS, EMBASE, COMPENDEX, CHEM ABS Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

reperfusion of the heart”
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY,
vol. 276, no. 4,

2571-2575, XP002330700
ISSN: 0021-9258
page 2573; figure 3

2, paragraph 1

26 January 2001 (2001-01-26), pages

page 2574, column 1, paragraph 3 - column

Y DI LISA FABIO ET AL: "Opening of the 1-10
mitochondrial permeability transition pore
causes depletion of mitochondrial and
cytosolic NAD+ and is a causative event in
the death of myocytes in postischemic

-/-=

Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

*A" document defining the general state of the ant which is not
considered to be of particular relevance

*E* earlier document but published on or after the international
filing date

'L* document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

*O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

'P* document published prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

*T* later document published after the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

*X* document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

*Y* document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu—
ments, such combination being obvious to a person skilled
inthe art.

*&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

16 May 2006

Date of mailing of the intemational search report

01/06/2006

Name and mailing address of the ISA/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Bochelen, D

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2005)

page 1 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Internatlonal application No

PCT/EP2006/050140

C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

Y HANSSON M J ET AL: "The
nonimmunosuppressive cyclosporin analogs
NIM811 and UNIL0O25 display nanomolar
potencies on permeability transition in
brain-derived mitochondria”

JOURNAL OF BIOENERGETICS AND BIOMEMBRANES,
PLENUM PUBLISHING, NEW YORK, NY, US,

vol. 36, no. 4, August 2004 (2004-08),
pages 407-413, XP002330699

ISSN: 0145-479X

page 411, column 1, paragraph 2; figure 2
Y NIEMANN CLAUS U ET AL: "Close association
between the reduction in myocardial energy
metabolism and infarct size: Dose-response
assessment of cyclosporine”

JOURNAL OF PHARMACOLOGY AND EXPERIMENTAL
THERAPEUTICS,

vol. 302, no. 3, September 2002 (2002-09),
pages 1123-1128, XP002381017

ISSN: 0022-3565

page 1125, column 2 - page 1126, column 1;
figure 2

Y HAUSENLOY DEREK J ET AL: "Inhibiting
mitochondrial permeability transition pore
opening: A new paradigm for myocardial
preconditioning?"

CARDIOVASCULAR RESEARCH,

vol. b5, no. 3,

15 August 2002 (2002-08-15), pages
534-543, XP002381018

ISSN: 0008-6363

page 537, column 2 - page 538, column 1;
figure 4

A WO 00/01715 A (DEBIOPHARM S.A; WENGER,
ROLAND, M; MUTTER, MANFRED; RUCKLE,
THOMAS) 13 January 2000 (2000-01-13)
cited in the application

page 16; table III

A US 6 790 935 B1 (MUTTER MANFRED ET AL)

14 September 2004 (2004-09-14)

the whole document

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2005)

page 2 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

International application No

PCT/EP2006/050140
Patent document Publication Patent family Publication
clted In search report date member(s) date
WO 0001715 A 13-01-2000 AT 312843 T 15-12-2005
AU 759480 B2 17-04-2003
AU 4385699 A 24-01-2000
BR 9911724 A 20-03-2001
CA 2335903 Al 13-01-2000
CN 1308635 A 15-08-2001
DK 1091975 T3 18-04-2006
EP 1091975 Al 18-04-2001
JP 2002519434 T 02-07-2002
MX  PA00013019 A 14-07-2003
us 6927208 B1 09-08-2005
US 6790935 Bl 14-09-2004 AU 2125300 A 25-08-2000
EP 1150999 Al 07-11-2001
Wo 0046239 Al 10-08-2000

Form PGT/ISA/210 (patent family annex) (April 2005)




RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Demande Internationale n°

PCT/EP2006/050140

. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMAN?I]E. 0

A
INV. A61K38/13 A61P9

Selon la classification internationale des brevets (CIB) ou 4 la fois selon la classification natlonale et la CIB

B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE

Documentation minimale consultée (systéme de classification suivi des symboles de classement)

A61K

Documentation consuitée autre que la documentation minimale dans la mesure ol ces documents relévent des domalines sur lesquels a porté la
recherche

Base de données ¢électronique consultée au cours de la recherche internationale (nom de la base de données, et si cela estréalisable, termes de
recherche utilisés)

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BIOSIS, EMBASE, COMPENDEX, CHEM ABS Data

C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Categorle* | Identification des documents cités, avec, le cas échéant, Findication des passages pertinents no. des revendications visées

Y DI LISA FABIO ET AL: "Opening of the
mitochondrial permeability transition pore
causes depletion of mitochondrial and
cytosolic NAD+ and is a causative event in
the death of myocytes in postischemic

1-10

reperfusion of the heart"
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY,
vol. 276, no. 4,

2571-2575, XP002330700
ISSN: 0021-9258
page 2573; figure 3

2, alinéa 1

26 janvier 2001 (2001-01-26), pages

page 2574, colonne 1, alinéa 3 - colonne

)

m Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents

Les documents de familles de brevets sont indiqués en annexe

* Catégories spéciales de documents cités:

"A" document définissant I'état général de la technique, non
considéré comme particulierement pettinent

"E* document antérieur, mais publié & la date de dépot international

"L document pouvant jeter un doute sur une revendication de

autre citation ou pour une raison spéciale (telle qu’indiquée)

*0" document se référant & une divulgation orale, & un usage, a
une exposition ou tous autres moyens

*P" document publié avant la date de dépot international, mais

oy

ou aprés cette date X

priorité ou cité pour déterminer la date de publication d’une oy

postérieurement 2 la date de priorité revendiquée -y

document ultérleur publié aprés la date de dépot intemational ou la

date de priorité et n"appartenenant pas a 'état de la
technique pertinent, mals cité pour comprendre le principe
ou la théorie constituant la base de linvention

" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquée ne peut

&étre considérée comme nouvelle ou comme impliquant une activité
inventive par rapport au document considéré isolément

document particuligrement pertinent; I'inven tion revendiquée
ne peut étre considérée comme impliquant une activité inventive
lorsque le document est associé & un ou plusieurs autres
documents de méme hature, cette combinaison étant évidente
pour une personne du métier

document qui fait partie de la méme famille de brevets

Date a laquelle la recherche intemationale a été effectivement achevée

16 mai 2006

Date d'expédition du présent rapport de recherche internationale

01/06/2006

Nom et adresse postale de Fadministration chargée de la recherche internationale
Office Européen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Fonctionnaire autorisé

Bochelen, D

Fomulaire PCT/ISA/210 {deuxidme feuille) (avril 2005)

page 1 de 2




RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Demande internationale n°®

PCT/EP2006/050140

C(sulte). DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Catégorie*| Identification des documents cités, avec, le cas échéant, I'indication des passages pertinents no. des revendications visées

Y HANSSON M J ET AL: "The
nonimmunosuppressive cyclosporin analogs
NIM811 and UNILO025 display nanomolar
potencies on permeability transition in
brain-derived mitochondria"

JOURNAL OF BIOENERGETICS AND BIOMEMBRANES,
PLENUM PUBLISHING, NEW YORK, NY, US,

vol. 36, no. 4, ao(t 2004 (2004-08), pages
407-413, XP002330699

ISSN: 0145-479X

page 411, colonne 1, alinéa 2; figure 2

Y NIEMANN CLAUS U ET AL: "Close association
between the reduction in myocardial energy
metabolism and infarct size: Dose-response
assessment of cyclosporine"

JOURNAL OF PHARMACOLOGY AND EXPERIMENTAL
THERAPEUTICS,

vol. 302, no. 3, septembre 2002 (2002-09),
pages 1123-1128, XP002381017

ISSN: 0022-3565

page 1125, colonne 2 - page 1126, colonne
1; figure 2

Y HAUSENLOY DEREK J ET AL: "Inhibiting
mitochondrial permeability transition pore
opening: A new paradigm for myocardial
preconditioning?"

CARDIOVASCULAR RESEARCH,

vol. B5, no. 3, 15 aolOt 2002 (2002-08-15),
pages 534-543, XP002381018

ISSN: 0008-6363

page b37, colonne 2 - page 538, colonne 1;
figure 4

A WO 00/01715 A (DEBIOPHARM S.A; WENGER,
ROLAND, M; MUTTER, MANFRED; RUCKLE,
THOMAS) 13 janvier 2000 (2000-01-13)

cité dans l1a demande

page 16; tableau III

A US 6 790 935 B1 (MUTTER MANFRED ET AL)

14 septembre 2004 (2004-09-14)

le document en entier

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

Fomulaire PCT/ISA/210 (suite de la deuxidme fauille) (avril 2005)

page 2 de 2




RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Renselgnements relatifs aux membres de familles de brevets

Demande Internationale n°

PCT/EP2006/050140

Document brevet cité Date de

Membre(s) de la

Date de

au rapport de recherche publication famllle de brevet(s) publication
WO 0001715 A 13-01-2000 AT 312843 T 15-12-2005
AU 759480 B2 17-04-2003
AU 4385699 A 24-01-2000
BR 9911724 A 20-03-2001
CA 2335903 Al 13-01-2000
CN 1308635 A 15-08-2001
DK 1091975 T3 18-04-2006
EP 1091975 Al 18-04-2001
JP 2002519434 T 02-07-2002
MX  PAC0013019 A 14-07-2003
us 6927208 Bl 09-08-2005
US 6790935 B1 14-09-2004 AU 2125300 A 25-08-2000
EP 1150999 Al 07-11-2001
Wo 0046239 Al 10-08-2000

Formulaire PCT/ISA/210 (annexe familles de brevets) (avril 2005)




	Abstract
	Bibliographic
	Description
	Claims
	Drawings
	Search_Report

