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11. Numéro de publication européen : 0 652 894
21. Numéro de dépét de 1a demande : 93 816 889.4

45. Mention de 1a délivrance : Bulletin européen n°97/36 du 03.09.1997

73. Titulaire : MERRELL PHARMACEUTICALS INC.

54. Titre : "Tensioactifs pulmenaires symthétiques & peptides, possédant

des antioxydarts liés de maniére covslente®

Cette invention se rapporte 3 la synthése d’une série de
polypeptides contenant 3 A4 4 acides aminés, avec des
antioxydants liés par covalence au peptide, soit directement,
soit par lintermédiaire d'une région lieuse. Ces peptides
modifiés peuvernt étre utilisés comme surfactants pulmonaires
synthétques, comportant des antioxydarnts utles, faisant partie
de la structure du peptide. On décrit également la préparation
de meélange de ces polypeptides avec des lipides, leur procédé
de production, et des compositions pharmaceutiques efficaces
pour traiter les syndromes de détresse respiratoire aigué des
mammiféres,

ARRIERE PLAN DE I'INVENTION

Les poumons dépendent d'un équilibre délicat entre les
oxydants toxiques et les activités protectrices des systémes de
défense antioxydants. Un déséquilibre de ce systeme, du &
Paugmentration de la quantité doxydants ou au
dysfonctionnement des systémes de défense antioxydants
protecteurs, peut produire des événements pathophysiologiques
dans le poumon, provoguant un dysfonctionnement du POUImOon.
Un type de dysfonctionnemen: pulmonaire auquel peut
confribuer une augmentation de la quantité¢ d’oxydants est le
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syndrome de déresse respiratoire aigu (RDS pour Respiratory
Distress Syndrome).

Le syndrome de déiwresse respiratoire du nourrisson est
une cause majeure de décés dans les 28 premiers jours de Ia
vie. Le RDS du nourrisson frappe un bébé swr 100 dans le
monde et environ 10 pour cent d'entre eux meurent. Le
syndrome est relativement rare en terme de IOUrTissons, mais
est généralement associé avec Pimmaturité et le faible poids &
la naissance (moins de 2 kg). La RS de f'adulte montre des
caractéristiques cliniques et une pathophysiclogique similaires
& celles de la maladie infantile, et est généralement prise en
charge dans une unité de soins intensifs. La maladie adulte a
diverses éthiologies, et peut résulter d'agressions pulmonaires,
tels que des infections diffuses, V'aspiration du contenu de
Pestomac, P'inhaladon de produits irritants et de toxines, et un
oedéme pulmonaire ayant pour origine, par exemple, une
overdose de narcotiques,

La RDS est corréiée a absence ou au dysfonctionnement du
surfactant pulmonaire qui recouvre les alvéoles des poumons
ot se produisent les échanges gazeux, et on P'a associée aux
radicaux libres a centre oxygéne dans le poumon ou la cavité
bulmenaire, que I'on appelle les oxydants, tels que les radicaux
superoxyde, les radicaux hydroxyle, lc peroxyde d’hydrogéne
qui peut produire des radicaux hydroxyle, et les peroxydes
lipidiques, qui sont impliqués dans les lésions cellulaires
(Heffner, et al, Am, Rev. Respir. Dis. 104: 531-554 1989) ;
(Halliwell, FASEB . 1: 358-364 1987).

On a décrit un surfactant pulmonaire synthétique forms de
polypeptides plus grands ayant des fragments antioxvdants
dans de demande de brevet en série no. 07/789 918 publiée le
4 novembre 1991, incorporée ici en référence. Cependant, la
présente invention fourmit un surfactant pulmonaire
synthétique efficace ayant des propriétés antioxydantes qui
sont des peptides raccourcis de 3 A 4 acides aminés, ayant la
capacit¢ d'inhiber l'oxydadon de composés sensibles en
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oxydants. Les surfactants pulmonaires raccourdis permettent de
produire des agents thérapeutiques de facon plus efficace et
pius économique. L'originalité de I'invention se situe dans sa
capacité 4 réduire de fagcon efficace le peptide A 34 acides
aminés tout en conservant les propriétés de surfactant et
d’administrer de facon efficace le peptide fixé 4 un antioxydant
lié par covalence.

On a ajouté des agents thérapeutiques tels gue la vitamine
E & des préparations de surfactants pulmonaires synthétiques
sous forme de composant séparé (Brevet US. No. 4 765 987;
Publicaton PCT No. WO 90/11768 : Publication PCT No. WO
90/07469). Cependant, dans la présente invention, les
antdoxydants ne constituent pas un composant séparé, mais sont
réellement incorporés dans un poiypeptide. Un avantage de
Fincorporation de I'antioxydant dans le polypeptide est qu'au
lieu d’avoir un mélange 2 trois composants (lipide, polypeptide
et antioxydant}, on dispose d’un mélange 3 deux composants.
Cedi peut présenter un avantage significatif lors des tests de
lefficacit¢é d’'un produit pharmaceutique comunercialisable,
lorsqu’on doit tester divers dosages et formulations pour chacun
des composants. En outre, une formulation & deux composants
est plus facile a préparer.

Cn peut utiliser les polypeptides de la présente invention
simplement en mélange avec un lipide ou en combinaison dans
des melanges de lipides dans lesquels le polypeptide constitue
un composant mineur du mélange surfactant. On peut préparer
la composition de la présente invention avec une pureté élevée
et par un procédeé standardisé, car il s’agit d’'un mélange défini
de composants synthétques. En outre, les composants ne
proviennent pas de sources animales, ce qui réduit le risque de
contamination par des virus et des bactéries.

On utilise une représentaton en roue hélicoidale d'un
peptide o-hélicoidal amphipatbique a dix résidus (pour une
description du peptide o-hélicoidal amphipathique, voir
McLean, L.R. et al. Biochem,, 1991, 30, 31) pour mettre au point
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un modéle de peptide & wois et quatre résidus. Lorsqu’on
regarde le corps de l'a-hiélice vers le bas, les chaines latérales
des résidus présentent une face hydrophobe et une face
hydrophite sur I'hélice. Un peptide A quatre résidus corraspond
a2 une seule révolution de cet a-hélice avec les faces
hydrophobe et hydrophiie requises présentes. Un peptide a
trois résidus correspond une révolution resserrée de l'a-hélice,
les faces hydrophobe et hydrophile étant toujours présentes,

RESUME DE J

La présente invention comprend des surfactanis
pulmopaires synthétiques constitués d'un complexe d’un
polypeptde et de lipides, le polypeptide correspondant a la
formule I suivante :

X-Aj-Ax-Az-AgY

ou i'un de ses isoméres optiquement actifs ou ["un de ses sels
actifs du point de vue pharmaceutique, dans lequel
A1 représente une laison ou un acide aminé de charge négative
choisi parmi Glu et Asp ;
Az represente un acide aminé hydrophobe choisi parmi Trp,
Tyr, Phe, His, Val, Leu, ou Ile ;
Aj représente Aib, Glu, Gln, Leu, Ala, Orn ou une Haison ; et
A4 représente un acide aminé de charge positive choisi parmi
Lys, Arg, ou His ;

X a pour formule DaouDb:
R3
| H3C
B4 . Ra
, o
[T ~ ~oH
NS ou R
Ry Ra >
OH
bb

Da
dans lesquelles B; représente B, -C(O)-, -B-C(Q)-, -C(O)-NH-B-
C(O)- . et B représente une liaison, un groupe alkyléne en C_;4,
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ou un groupe alcényléne en C;.14, et dans lesquelles chacun des
Ry, Rz, R3, Ry, R3, Rg et Ry représentent indépendamment un
groupe alkyleen Ci.;

Y représente un substituant carboxyle de A, choisi parmi les
groupes hydroxy, amine, alkylamino et alcoxy ; et

dans lequel, lorsque A3 représente une laison, on peut
échanger A; et Az,

En outre, la présente invention comprend des surfactants
pulmonaires synthétiques constitués d'un complexe d'un
polypeptide et de lipides, dans lequel le polypeptide répond a la
formule 2 suivante :

X-Ar~Ax-Asz-AsY
ou I'un de ses isomeéres optiquement actifs cu Mun de ses sels
actifs du point de vue pharmaceutique, dans lequel
Ay représente une liaison ou Glu :
A; représente Trp ou Glu ;
A3 représente Aib, Glu, Gin, Leu, Ala ou Orn ; et
As représente Lys ;

X a pour formule Da ou Db :
[ R
H
8 3¢ a i R4
—_n, e
-~ ! . ! 5
- li i ,\OH
N ou

R, Rj Rg
OH
D3 Db

dans lesquelles B; représente B, -C(O)-, -B-C{Q)-, -C(Q)-NH-B-
C{O)- et B représente une liaison, un groupe alkyléne en Ci.i¢
ou un groupe alcényléne en Cp.14, et dans lesquelles chacun des
R1, Rz, R3, Ry, Rs, Ry et Ry représentent indépendamment un
groupe alkyle en Cj.¢ ;

Y représente un substituant carboxyle de A4 choisi parmi les
groupes hydroxy, amino, atkylamino et alcoxy.
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En outre, les peptdes de cette invention peuvent étre
associés avec un lipide, constitué d’'un ou plusieurs de ceux du
type associé avec un surfactant pulmonaire naturel.

Ces complexes polypeptide-lipides et leurs compositions
pharmaceutiques peuvent étre utilisés dans le traitement du
syndrome de détresse respiratoire aign de mammifére.

SN

La figure 1 est une représentation sous forme de roue
hélicoidale d’un surfactant peptdique & dix résidus utilisés pour
mettre au point un modeéle pour les peptides courts. La vue est
orientée vers le bas du corps de Phélice et les chaines latérales
des résidus sont indiquées dans leur position par rapport a Paxe
de I'hélice. La phase hydrophobe comprend les résidus, vers Ia
droite dans le dessin, Trp%, Leu!, Lew’, Leu®, Leu? et Lev®. la
face hydrophile comprend les résidus chargés Lys®, Glu’, Glu® et
Lys'?,

la figure 2 est un exemple d’'un antoxydant
tétrapeptidique con¢u A partr d'une seule révolution de la
projection en rcue hélicoidale du peptide a dix résidus
présentée dans Ia figure 1. La face hydrophobe du peptide de la
figure 1 a été remplacée par Trp?, Ala®, HBB-Aoc qui présentent
une face hydrophobe suffisanie pour ancrer le peptide au

lipide. 1a face chargée hydrophile a été remplacée par Glu' et

Lys®.

EREVE DESCRIPTION DES TABLEAUX

Le tableau I présente les résultats de Panalyse des acides
amines des peptides synthétisés,

Le tableau Il présente les résultats d’expérience pression-
volume démontrant Pefficacité des composés dans le modéle de
pouwmons de rats adulies.
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Ona utzhsé fes abréviations coumntes suivantes des acides
aminés naturels dans toute cette description *

Ala ou A - alanine

Val ou V - valine

Leu ou L - leucine

Be ou [ - isoleucine

Phe ou F - phénylalanine

Trp ou W - ryptophane

Met ou M - méthionine

Ser ou S - serine

Tyr ou Y - tyrosine

Asp ou D - acide aspartque

Glu ou E - acide glutamique

Gin ou Q - glutamine

Thr ou T - thréonine

Gly ou G - glycine

Lys ou K - lysine

Arg ou R - arginine

Asn ou N - asparagine

Nie - noriet cine

Orn - ornithine

hArg- homoarginine

Nva - norvaline

Aib - acide amino-iscbutyrique

Les acides aminés naturels, a l'exception de la glycine,
contiennent un atome de carbone chiral. En labsence
d’indications contraires, les acides aminés optiquement actifs,
€numérés ici, ont la configuration L. Une fois que 'on a ajouté le
fragment antioxydant de la présente invention au peptide, des
stéréoisomeéres peuvent se former. [a présente invention
comprend des mélanges de ces stérécisomeéres, ainsi que le
stéréotsomeére isolé. Comme d'habitude, par écrit, la structure
des peptides est ici telle que Pextrémité amino-terminale se
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trouve sur le coté gauche de la chaine et I'extrémité carboxy-
terminale se trouve sur le cOté droit de Ia chaine.

Lorsque deux acides aminés se combinent pour former un
pepdde par Vintermédiaire d'une laison amide typique, une
molécule d’eau est libérée, et on appelle ce qui reste de chacun
des acides aminés un “résidu”. La Haison amide peut également
se faire lorsque X est lié 3 I'acide aminé suivant ou A un isostére
de liaison amide. Un résidu est par conséquent un acide aminé
auquel manque un atome d’hydrogéne du groupe amino-
terminal, et auguel manque le groupe hydroxyle du groupe
carboxyl-terminal. Fn utilisant Ia terminologie acceptée, un tiret
(+) devant (indiquant une perte d’eau} le code i trois lettres
d’un acide aminé ou d'un dérivé d’acide aminé indique 1a laison
amine d'un résidu.

“Groupe alkyle” utilisé ici indique un radical hydrocarboné
a chaine linéaire ou ramifiée tel que les groupes méthyie,
éthyle, propyle, butyle, isopropyle, tertio-butyle, sec-butyle,
isopentyle, l-méthylbutyle, etc, en foncton du nombre
d’'atomes de carbone spécifiés. “Groupe acyle” utlisé ici indique
un radical form+< & partr d'un acide organique par Pélimination
d’'un groupe hydroxyle ; la formule générale est RCO-, dans
laquelle R peut représenter un hydrocarbure aliphatigue,
alicyclique, aromatique ou un atome d’hydrogéne ( groupe
formyle). Le groupe R peut porter un substtuant. Un exemple
d'un groupe acyle est le groupe succinyle.

Utilisé ici, le terme “acide aminé hydrophobe” indique un
résidu non polaire avec une chaine latérale hydrocarbonée
aliphatique, tel que Vai, Leu ou Ile ; cu un résida non polaire
avec un groupe arcmatique tel que Phe, Tyr, Trp ou His.

Udlise ici, le terme “acide aminé a charge négative” indique
un residu polzire avec une chaine latérale hydrophile acide telie
que Giu ou Asp.

Utilisé ici, le terme “acide aminé A charge positive” indigue
un residu polaire avec une chaine latérale hydrophile basique
telle que Lys, Arg ou His.
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On peut synthétiser les peptides dans lesqueis X n'a pas éré
modifié du point de vue foncdonnel par I'antloxydant désigné,
par tout procedé approprié tel qu'un protocole séquentiel en
phase solide, décrit ci-aprés. Les groupes Markush préfénés sont
tels que Ry, R;, Ry et R; représentent chacun un groupe tertio-
butyle, et R;, R, et R; représente chacun un groupe méthyle, On
préfere Da a Db, et B représente de préférence
-C(0)-NH-B-C(O)-, dans iequel B représente un alcane en Cy .

On appelle X un “fragment antioxydant”, car on pense que X
est la portdon qui confére les propriétés antioxydantes au
polypeptide. Cependant, il est 4 noter que X peut comprendre
des lieurs pour le lier au polypeptide, tels que, lorsque les
fragments antoxydant attachés au polypeptide sont décrits, ils
comprenaent également les lieurs appropriés par exemple, B,
-C(0O)-, B-C(C)-, C(0)-NH-B-C(O}-, etc.

Il existe de nombreuses maniéres de former X. Par
exemple, on peut acyler des dérivés d'acide aminé par un agent
acylant forme a partr de composés antioxydant. Pour étre un
agent acylant, les composés antioxydants peuvent, par exemple,
former un anhydride symétrique ou un ester actif, par exemple,
'ester de N-hydroxybenzotriazole (ester d’HOBt). On expose
ensuite I'agent acylant a un agent nucléophile fonctionnel non
protégé pour que la réaction se produise. On effectue ceci de
préférence dans une synthése de peptide en phase solide, alors
que Yacide aminé destiné a recevoir le fragment antoxydant
fait parte du peptide attaché i la résine,

On peut également modifier des acides aminés individuels
avant leur incorporation dans le peptide, par exemple, par
estérification, alkylation réductrice, etc. D’autres modifications
des acides aminés et des dérivés d’acide aminés contenant des
groupes fonctionneis sont bien connues des hommes de méter.

Les exemples préférés de composés antioxydants qui se
sont revéiés utiles dans des réactions avec des acides aminés ou
des dérivés d’acides aminés dans la présente invention sont les
suivants :
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1) HEB = acide 3,5-di-t-butyl-4-hydroxybenzoique

2)HBP = acide 3-(3’,5'-di-tert-buty!l-4-hydroxyphényl}-

propionigue

3) HBC = acide 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxycinnamique
5 4)HBA= acide 2-{3’,5'-di-t-butyi-4-

hydroxyphényl)acétique

5) di-HBA = acide 2,2-di+{3",5°-di-t-butyl-4-

hydroxyphényl)-acétique

6) Trl = acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthyichroman-

10 2-carboxylique, également appelé Trolox.
On utilise de préférence HBB, HBP, HBC, HBA, di-HBA, et Tyl
lorsque le groupe fonctionnel est un groupe aicool ou un groupe
amino. Dans I'ensemble des surfactants liés, on peut choisir un
groupement préféré pour former un groupe que Pon préfére
15 davantage, tel que HBB et Trl.

Les composés antioxydant précédents sont disponibles dans
le commerce ou leur synthése est connue dans le domaine, par
exemple, l'acide 3,5-di-t-butyl-d4-hydroxyphénylacétdque est
décrit dans Izv. Akad. Nauk SSSR, Ser. Khim., 358 1965 et le

20 3,5-di-t-butyl-4-irydroxy-benzaldéhyde est décrit dans J. Org.
Chel.,, 22, 1333 1957. Généralement, on peut utiliser tout
composé antioxydant dans la présente invention, si celui-ci (1)
peut éure attaché au polypeptide de la présente invendon, (2)
présente une actvité antioxydante lorsqu’il est attaché au

25 polypeptide, et (3} permet au polypeptide de se comporter
comme décrit ci-dessus.

Tri-Glu- indique une molécule avec umne laison peptidique
formée entre le twolox et le résidu glutamyle, dans leguel le
trolox est attaché au groupe c-amino du résidu acide

30 glutamique comme présenté ci-dessous :

3

2%.— “w
b
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E
%
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J;)Iflcmw CHC__.

( Ha)2
(COOH

Comme [e montre Pexemple Trl-Glu, le fragment
antioxydart, dans ce cas lorsque X = Db et B = une liaison, avec
un groupe carbonyle (C{(O})-), peut étre attaché 3 Pextrémité o-
amino-terminale du polypeptide pour former DbB-C(O}-A;- Az
Az~ AsY,

On peut préparer les polypeptides de cette invention par
divers protocoies aisément disponibles pour les hommes de
meéter, tels qu'un procéde chimigue en phase liguide. On
préfere le procédé consistant 2 suivre un protocole séquentel
en phase solide, qui peut employer des appareils automatiques
tels que le synthétiseur de peptides ABL Dans le protocole
séquentiel en phase solide, on suit les étapes suivantes : (1} on
lie un premie: acide aminé, dont le groupe a-amino est protégsé,
a un support de résine ; (2) on active ie groupe carboxylique
d’un second acide aminé dont le groupe a-amino est protégé ;
(3) on déprotége le premier acide aminé avec un réactif qui
permet au premier acidge amine de rester attaché a la résine ; et
(4) on effectue le couplage entre le groupe a-amino du premiier
acide aminé et le groupe carboxyligue actvé du second acide
aminé. On répete ces 6&tapes avec les autres résidus
aminoacides, ce qui permet de former le peptide. Lorsque le
peptide de longueur désireé a été formé, on peut modifier ie
peptide avec un fragment antioxydant couplé de facon
appropriée, avant de le couper de Ia résine, de le déprotéger et
de lisoler. En variante, on peut redrer de fagon sélective le
peptide protégé de la résine, et coupler le fragment antioxydant
au peptde avant de retirer les groupes protecteurs et de
Iisoler.
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Le support de résine employé peut étre toute résine
appropriée conventionneilement employée dans le domaine de
la préparation en phase solide de polypeptides, telie qu'un
polystyréne ayant été réticulé avec 0,5 A environ 3% de
divinyibenzéne, que l'on a chlorométhyié ou hydroxyméthylé
pour fournir des sites de formation d'esters avec P'acide aminé a
groupe «a-amino protégé imitialement introduit. D'autres
supports de résines appropriées sont les pMHBA (Peptide
International, Louisville, Ky), RINK (Calbiochem, Lajolla, CA) et
Sasrin (Blochem, Philadelphie, Pa). La résine Sasrin nécessite un
cycle en ABI particulier pour charger le premier acide amino,
qui est décrit dans le manuel d'utilisation du synthétiseur de
peptide ABI. On attache le premier acide aminé, dont le groupe
a-amino est protégé, A la résine comme décrit dans le manuel
de l'utilisateur du synthétiseur de peptide Applied Biosystems
Modei 430A incorporé ici dans sa totalits,

les procédés préférés d’activation de chacun des acides
aminés a la chaine peptidique lié comprennent la formation
d’'un anhydride symétrique ou d’un ester actf de chacun des
groupes a-amno ajoutés, ayant éeé protégés de facon
approprice. Par exemple, on peut faire réagir un acide aminé a
groupe o-amino protégé avec du dicycichexylcarbodiimide
(DCC) en présence de dichlorométhane (DCM) pour former
Panhydride symétrique. En variante, on peut former I'ester actif
d'HOBt en dissolvant Pacide aminé-BOC (acide aminé-tert-
butyloxycarbonyle) et du HOBt dans du DCC et en refroidissant,
en ajoutant un supplément de DCC et en réchauffant la solution
a température ambiante. On ajoute ensuite cette solution 3 la
reésine liée & Pacide aminé. Ce procédé d’activation permettant
de former des agents d’acylation peut également étre utilisé
pour les composés antioxydants.

Si d’autres groupes fonctionnels sont présents en plus du
groupe a-amino, il faudra généralement protéger ces groupes.
Généralement, on peut protéger le groupe a-amino et chacun
des groupes fonctionnels de chaine latérale par des groupes
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protecteurs différents, de telle sorte qu'un groupe protecteur
soit retiré sans retrait des autres groupes protecteurs.

Parmi les catégories da groupes protecteurs de groupe a-
amino considérés pour une utilisation avec ia présente
invention, on trouve (1) les groupes protecteurs de type acyle
tel que les groupes formyle, trifluoroacétyle, phtalyle,
toluénesulfonyle {(tosyle), benzénesuifonyle,
nitrophénylsuifényle, tritylsulfényle, o-nitrophénoxyacétyle et
y-chlorobutyryle ; (2) les groupes protecteurs de type uréthane
aromatique tels que les groupes benzyloxycarbonyles et
benzyloxycarbonyles substitués, tels que les groupes p-
chlorobenzyloxycarbonyle, p-aitrobenzyloxycarbonyle, p-
bromobenzyloxycarbonyle, prméthoxybenzyloxycarbonyle, 1-
(p-biphényle)-1-méthyléthoxycarbonvie, aa-diméthyl-3,5-
diméthoxybenzyloxycarbonyle et benzylhydryloxycarbonyle :
(3) les groupes protecteurs de type uréthane aliphatique, tels
que les groupes tert-butyloxycarbonyle (Boc),
diiscpropylméthoxycarbonyle, isopropyloxycarbonyle,
éthoxycarbonyle et allyloxycarbonyle : (4) les groupes
protecteurs de type uréthane cycloalkylique tels que les
groupes cyclopentyloxycarbonyle ou 9-
fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc) ; (6) les groupes protecteurs
de type alkyle, tels que les groupes riphénylméthyle (writyle)
et benzyle ; (7) les groupes trialkylsilane tels que le groupe
trimethylsilane.

Le choix du groupe protecteur du groupe a-amino dépend
cependant de la résine utilisée, du groupe fonctionnei du site
cible, des autres groupes fonctionnels présents dans le
polypeptide, et de la capacité du X dérivé d’un acide aminé de
supporter la coupure de la résine par le réactf de coupure, Par
exemple, pour préparer HBB-Aoc-Glu-Trp-Aib-Lys-NH,, (SEQ ID
NO : 1}, on udlise une résine pMBHA, qui produit un groupe
amino C-terminal, et on construit le peptide en utilisant upe
chimie du t-Boc standard sur un synthétseur de peptide
ABI430A. On peut introduire le fragment HBB sous forme d’un
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ester actif d'"HOBT afin d'attacher HBB sur le groupe N-c-amino
du site cible de 'acide glutamique. On peut utiliser de l'acide
fluorhydrique (HF) anhydre pour couper simultanément le
peptide de la résine et pour retrer les groupes protecteurs
restants.

Le choix de la combinaison appropriée de groupes
protecteurs et de réactifs permettant d'éliminer sélectivement
les groupes protecteurs est bien connu dans le domaine. Par
exemple, voir M. Bodanszky, PEPTIDE CHEMISTRY, A
PRACTICAL TEXTBOOK, Sringer-Verlag (1988} ; J. Stewart et al,,
SOLID PHASE PEPTIDE SYNTHESIS, 2nd ed., Pierce Chemical Co.
{1984).

On introduit chacun des acides aminés protégés ou
séquences d’acides aminés protégées dans le réacteur en phase
solide en un exces denviron quatre fois et on effectue ie
couplage en présence d’'un agent de coupiage, tel qu'un milien
diméthyiformamide/chlorure de méthylene (1/1) ou dans du
diméthylformamide seul ou dans du chlorure de méthyiéne
seul. Lorsque le couplage est incomplet, on répete le protocole
de couplage avani de retirer les groupes protecteurs de groupe
a-amino, avant le couplage de I'acide aminé suivant danps le
réacteur en phase solide. La réussite de Ia réaction de couplage
a chacune des étapes de la synthése est controlée par la
réacticn a la ninhydrine décrite par E. Kaiser, et al., Analvi,
Biochem, 34, 595 (1970).

Aprés ohtention de ia séquence d’acides aminés désirée, on
retire le peptide de la résine en utilisant tout réactf approprié
qui ne nuira pas au polypeptide. Par exemple, on peut utliser
du HF anhydre contenant 5% d’anisole et 5% d’acétonitrile dans
de Pacide trifluoroacétique 0,1% pour couper le peptide d’une
résine pMBHA.

Les polypeptides de formule 1 peuvent former des sels
acceptables du point de vue pharmaceutique avec tout acide
non toxique, organique ou minéral. Des exemples d'acides
minéraux qui forment des sels appropriés comprennent les



et e 2 Ao S T AL 2
e

10

15

20

25

30

35

-15-

acides chiorhydrique, brombydrigque, sulfurique, et
phosphorique et les sels de métaux acides teis que le
monohydrogénoorthophosphate de sodium et
Phydrogénosulfate de potassium. Des exemples d'acides
organiques qui forment des sels appropriés comprenoent les
acides mono, di et wicarboxyliques. Des exemples de ces acides
sont, par exemple, les acides acédque, glycolique, lactique,
pyruvigue, malonique, succinique, glutarique, fumarigue,
malique, tartrigue, citrique, ascorbigue, maléique,
hydroxymaléigue, benzoique, bydroxybenzoigue,
phénylacéuque, cinnamiqgue, salicylique, 2-phénoxybenzoique,
et les acides sulfoniques tels que Pacide méthanesulfonique et
Pacide 2-hydroxyéthanesulfonique. Des sels du fragment
aminocacide carboxy-terminal comprennent les sels d’acide
carboxylique non toxigues formés avec toute base minérale ou
organique appropriée, par exemple, ces sels comprennent les
sels de métaux alcalins, tels que par exemple, le sodium et le
potassium, de métaux alcalinc-terreux, tels gue le calcium et le
magnésium, de métaux iégers du groupe A, en particulier
l'aluminium ; et les amines primaires, secondaires, tertiaires,
telies que par exemple, les trialkylamines, en particulier le
riéthylamine, la procaine, la dibenzylamine, 1a 1-éthénamine,
la N,N'-dibenzyléthylénédiamine, la dihydroabiétylamine, la N-
(alkyle inférieur)pipéridine, et tout autre amine appropriée.

Les phospholipides des complexes protéine-phospholipide
de cette invention peuvent étre des phospholipides
gquelconques, et ce terme, utilisé ici, comprend Iles
phosphoglycérides et les sphingolipides. Les phosphoglycérides
sont les esters d’acide di-gras de glycérol dans lesquels le
groupe hydroxy restant, un groupe hydroxy-terminal du
fragment glycérol, forme un ester avec l'acide phosphorique.
Généralement, le fragment acide phosphorique des
phosphoglycérides forme un second ester avec un alcool, par
exemple éthanolamine, sérine, choline, ou glvcérol. Les
sphingolipides sont les esters d’acides gras et digras de
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sphingosine ou dihydrosphingosine, dans lesquels le groupe
hydroxy en position 1 forme un ester avec V'ester de choline de
Vacide phosphorique. Les lipides préférés des complexes
protéine-phospholipide de cette invention comprennent Ia
dipaimitoyiphosphatidyicholine (DPPC), les molécules de
phosphatidylcholine contenant des chaines acyliques de
longueurs différentes et de degrés de saturation différents (FC),
la cardiolipine (CL), les phosphatidylglycérols {(PG), les
phosphatdylsérines (PS), les acides gras (AG), et les
triacylglycérols (TG). Le DPPC constitue le composant mafeur du
mélange surfactant pulmonaire, tandis que les PC, CL, PG, PS,
AG, et TG constituent les composants mineurs. Des acides gras
appropriés a une utilisation dans les phospholipides de cette
invention sont les acides carboxyliques 23 longue chaine
{(comportant généralement huit atomes de carbones ou plus},
généralement non ramifiés. Les acides gras peuvent étre
satures ou insaturés. Des exemples d’acides gras sont les acides
laurique, myristique, palmitique, et oléique.

On peut préparer des préparations pharmaceutiques du
polypeptide ou des compiexes protéine-phospholipide de cette
invention sous iorme de mélange sec ou en suspension agueuse,
contenant dans certains cas de petites quantités de solvants
organiques, tels que, par exemple, éthanol ou le
trifluoroétbanol, de détergents, par exempie, le dodécyisulfate
de sodium ou le désoxycholate de sodium, de sels, tels gue le
chlorure de calcium ou le chlorure de sodium, des glucides, tels
que le glucose, le dextrose ou le mannitol, et des acides aminés,
tels que la glycine et l'alanine. Lorsque la composition
pharmaceutique est préparée sous forme liquide, on peut
ajouter au iquide des agents stabilisants, des conservateurs,
des régulateurs de la pression osmotique, des agents tampon et
des agents de suspension. Si souhaité, on peut également
ajouter des germicides appropriés. Le pH de la suspension
aqueuse peut varier entre 2 et 10, et on peut V'ajuster avec des
acides et des bases, tels que, par exemple, FPacide chlorhydrique,



le pbosphate de sodium, ou Phydroxyde de sodium. On peut

reconstituer le mélange sec en solution aqueuse contenant des

sels acceptables du point de vue pharmaceutique, des solvants

organiques et des détergents. On peut dialyser la préparation

S aqueuse, la flirer ocu la chromatographier pour échanger le

milieu de suspension avec un milieu acceptable du point de vue

pharmaceutique avant utilisation. On pent administrer Iz

préparatdon sous forme de poudre séche, de suspension

agqueuse, ou d'un aérosol directement dans les poumons du sujet

10 souffrant. On peut placer la composition pharmaceutigue de Ia

présente invention dans des récipients hermétiquement fermés,

teis que des flacons et des ampoules et les conserver de facon

stérile. On peut stocker la composition dans un flacon ou une

ampouie séparément d'un flacon ou d’'une ampoule contenant le

15 tampon de suspension et on peut mélanger la composition séche
ou hydratée avec Ie tampon de suspension avant utilisation.

Les lipides constituent entre 50 et 99,9% de la préparation

de surfactant. Des lipides appropriés comprenunent les DPPC, PC,

CL, PG, PS5, AG, et TG. Le DPPC consttue l'espéce lipidique

20 majeure et est présent en concentration comprise entre 60 et

100% du poids total de lipides. Les lipides restants sont

présents en concentrations mineures. Les PC, CL, PG et PS

peuvent constituer jusqu’a 30% des lpides, et les AG et TG

peuvent constituer jusqu'a 10% du poids de lipides. Les chaines

25 acyliques grasses des composants lipides mineurs peuvent étre

" saturées ou insatureées et leur longueur est guelconque. On
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carbone et qwil y ait jusqua 2 liaisons insaturées, la

composition lipidique préférée est la suivante : 85-100% de

30 DPPC pius 0-15% de PG. On preéfere encore davantage du DPCC

- pur.
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Les composants lipidiques du surfactant pulmonaire
synthétique se wrouvent couramment dans le surfactant
pulmonaire des mammiféres et sont disponibles a partir de
35 sources industrielles avec une purete élevée. On prépare les
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composants polypeptidiques par synthése de peptides en phase
: solide par des procédés connus des hommes de métier. Les
mélanges de lipides de I'inventon avec des protéines isolées de
lavage de poumons de mammiféres se sont montrés efficaces
5 danos le traitement de RDS néonatale. Cependant, des meélanges
de ces lipides avec des peptides synthétiques dans des
préparations de surfactant pulmonaire n’ont été que récemment

décrits {Mclean, et al.).
On met des lipides en suspension sous forme de liposome
10 par des procédés connus des hornmes de métier, c’est A dire,
que lon mélange tout d'abord les lipides dans un scivant
organique ou un meélange de solvants organiques volatiles, tel
que des mélanges de chloroforme et de méthanol ou de
trifiuoroéthanol. On élimine le solvant organique par
15 évaporation sous azote ou argoen, ou sous vide, On ajoute une
solutiop aqueuse qui peut contenir des acides, des bases, et des
sels organiques et minéraux, et des saccharides tels que le
dextrose au mélange de lLipides sec pour obtenir une
concentration finale de 0,1 4 100 mg de DPPC par mil. En
20 général, il est préf4rable, mais pas indispensable, de réchauffer
le mélange a 3I-50°C, de Pagiter vigoureusement, et de
Iincuber jusqu'a 2 heures & 25-50°C. Ensuite, on ajoute le
peptide ou un mélange de peptide sous forine de poudre séche,
ou en suspension dans une solution agueuse, contenant dans
25 certains cas un solvant organique appropris, tel que I'éthanol ou
du wifluoroéthanol, ou un agent dénaturant, tel que le
chiorhydrate de guanidinium ou [lurée, qui améliorent Ia
solubilité du peptide dans la suspension aqueuse. On peut
favoriser Passociaton du peptide et du lipide 4 un pH
30 particulier, et le pH de la solution aqueuse peut donc varier
entre Z et 10. Le procédé préféré de mélange du peptide et du
lipide est d’ajouter le peptide sec au lipide dans de P'eau a 45-
50°C et de mélanger par ultrasonication en bain a 45-50°C
pendant 30-90 minutes, puis de cryodessécher et de stocker 2

35 -20°C.
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On peut éventuecilement mélanger des lipides avec un
détergent approprié tel que Poctylglucosyle ou le désoxycholate
de sodium selon un rapport molaire compris entre 1 et 20
parties de détergent par partic de DPPC dans de leau, un
fampon aqueux ou une soiution saline 3 des concentrations
comprises entre 1 et 100 mg de DPPC/ml. Ensuite, on ajoute le
peptide sous forme d'une poudre séche, ou en suspension en
solution agueuse, avec ou sans solvant organique, agent
dénaturant cu détergent. On dialyse ensuvite le mélange, on le
filtre, on e centrifuge ou on le soumet A une chromatographie
pour éliminer le détergent.

On mélange de préférence les lipides et les peptides dans
un solvant organique volatile avec ou sans une petite quantité
d'eau. On évapore le solvant volatile sous un flux d'azote ou
d’argon, dans un four 3 vide, ou par évaporation rotative avant
ou apres I'addition d'un solvant agueux.

On incube e mélange de lipides et de peptides préparés
par un des procédés ci-dessus pendant une durée allant jusqu’a
2 heures, de préférence & 35-50°C avec irradiation sonique. On
peut ensuite dialvser le mélange, le filirer, ou le soumettre a
une chromatographie pour remplacer ie milieu aqueux par un
milieu acceptable du point de vue pharmaceutique, bien que
cela ne soit pas nécessaire. Dans certains cas, on améliore
Yefficacité en séparant le lipide ou le peptide n’ayant pas réagi
de Passociation lipide-peptide par ultracentrifugation, filtration
ou chromatographie. On peut ensuite lvophiliser ou aérosoliser
le mélange.

Lorsqu’on utilise les complexes polypeptide-phospholipide
de cette invention dans le traitement de syndrome de détresse
respiratoire du nouveau-né, un état physiologique qui résulte
de Pincapacit¢ des poumons des nourrissons prématurés 2
produire un surfactant pulmonaire, les complexes agissent
comme un antoxydant et des surfactants pulmonaires
synthétiques, et remplacent le surfactant naturel manquant ou
bien pallient a la défaillance du surfactant naturel. On poursuit
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le taitement jusqu'a ce que les pownons du nourrisson
produisent une quantité suffisante de surfactant puimonaire
naturel, telle que le raitement devieane inudle.

Les préparations conviennent de préférence & une
administratdon endotrachéale, ¢’est i dire sous forme de
suspension liquide, de poudre séche ou d'aéroscl. Pour une
suspension liquide, on mélange le mélange sec ou le mélange en
suspension aqueuse avec des agents appropriés tels que Peay,
des solutions salines, du dextrose et du glycérol pour produire
usie compositon efficace du point de vue pharmaceutique. Les
suspensions liquides préférées contendront entre 0,8 et 1,0
pour cent en poids de chlorure de sodium et contiendront 1 }
20 mM d’ions calcium. On filtre ensuite la préparation pour Ia
stériliser, En général, Ia préparation comprend 1 2 100 mg de
DPPC par ml et est administrée 4 une dose de 0,2 2 5 ml/kg.
Pour préparer un mélange sec, on lyophilise la suspension
aqueuse, On prépare aérosol a partir d’'une poudre séche
finement divisée mise en suspension dans un pulseur, tel que
des alcanes et des alcanes fluorés inférieurs, tels que le fréon.
On stocke I'aérosol dans un récipient pressurisé.

Par exemple. on administre le surfactant (polypeptide de la
présenie invention et complexe lipidigue) d'une maniére
appropriée a la forme posologique, par sonde endotrachéale, par
administration par aérosol, ou par nébulisation de la suspension
ou du meélange sec dans le gaz inspiré. On administre le
surfactant en une ou plusieurs doses de 10 a4 200 mg/kg. Le
procédé préfére d’administration se fait sous forme d'une
suspension du lipide et du peptide dans une soluticn saline
physiologique a une concentration de 5-10 mg de surfactant par
ri a I'aide d’une sonde endotrachéale, en administrant une dose
de 5-100 mg/kg.

On administre le polypeptide de la présente invention pour
traiter un sujet. “Sujet” indigue un mammifére, par exempie,
sans s'y limiter, un étre humain,
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Les exemples suivants présentent certains procédés de
préparation du polypeptide, du complexe polypeptide/Liquide
et des matériaux de départ de la présente invention. La
présente invention ne se limite pas aux exemples suivants ni &
ces procédés de préparation.

Les abréviations non préalablement définies utilisées dans
ies exemples sont les sulvantes :

TBDMS tétrabutyldiméthyisilyle

SEt éthylthio

Suc Succinyie

TFA Acide trifluoroacétique
Bzl Benzyle

Ot-Bu Ether t-butylique ;

qui accompagnent la chimie Boc standard et la chimie Fmoc
standard : les réactions chimiques utilisées avec le synthétiseur
de peptde ABI, respectivement pour les cycles Boc et les cycles
Fmoc.

PROTGCOLES CHIMIQUES EXPERIMENTAUX
Exemnple 1

Synthése de peptides et autres produits chimiques, On
synthétise les peptides a P'échelle de 0.5 mmol par des procédés
en phase solide sur un synthétiseur de peptides Applied
Biosystems Inc. (Foster City, CA) modeie 430-A. On a utilisé une
résine p-méthylbenzoxyhydrylamine (pMBHA) pour obtenir des
extrémités C-terminal amides aprés coupure. On a effectué un
double couplage des acides Nea-t-Boc(t-butyloxycarbonyl)-
aminés avec une protection de chaine latérale de Cys
(éthylthio), Glu (benzyle} et Lys (2-chlorobenzyloxycarbonyle)
d'aprés Peptides Internatonal par lintermédiaire de leurs
anhydrides symeétriques préformés. On a couplé le groupe
antioxydant par actvation de Pacide de Fantioxydant pour
former anhydride symétrique. On a placé des antioxydants tels
gque HBB (acide 3,5,di-tert-butyl-4-hydroxybenzoique) 2
I'extrémité amino-terminaie du peptide en préactvant l'acide
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HBB pour former Uanhydride symsétrique correspondant
Généralement, on a couplé I'antioxydant en double ou en triple
pour assurer ia réaction compléte. Par exemple, HBB nécessite
trois couplages pour obtenir une incorporation compiete. On a
effectué des couplages supplémentaires en foncton des
résultats de tests 2 la nihydrine. On a retiré les groupes Na-t-
Boc avec de P'acide trifluoracétique (TFA) 50% dans du chiorure
de méthyléne, et on les a neutralisés par de Ia
diisopropyléthylamnine (DEA) 10% dans du diméthyiformamide.
On a coupe les peptides de 1a résine et on les 2 déproviges dans
du HF anhydre contenant 5% d'anisol et 5% de suifure de
diméthyle & -5°C pendant 45 min. On a éliminé le HF sous vide
et on a extrait le peptide de la résine avec une solution aqueuse
d’acétonitrile & 509. On a congelé les extraits combinés et on les
a lyophilisés, puis purifiés par CLHP préparative en phase
inverse sur une colonne Rainin Dynamax (21,4 x 250 min) Ciz 4
40 mi/min avec un gradient d'acétonitrile dans une solution
aqueuse de TFA a 0,1% (pH 2) avec un contrdle &4 214 nm. On a
recueilli le pic principal et on Ya lyophilisé. On a confirmé la
pureté (> 97%) et Pidentité des peptides synthétiques par
Pobtention d'un pic unique en chromatographie liquide 2 haute
performance (CLHP) analytique, électrophorése de zone
capillaire, spectroscopie de masse par bombardement atomique
rapide (SM-FAB) sur un VG Analytical ZAB2-SE qui a donné des
ions moléculaires uniques correspondant aux séquences
correctes, et les analyses d’acides aminés qui étaient dans les
10% des valeurs prédites pour chacun des résultats. La L-a-
diplamitoylphosphatidylcholine (DPPC) (pureté > 99%) provenait
d’Avant Polar Lipids (Birmingham, AL). En utilisant ces
protocoles, on a synthédsé les peptides suivants ; leurs
proprietés analytiques sont préseniées dans le tableau I
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1{A}). PREPARATION DU POLYPEPTIDE : HBB-Aoc-Glu-Trp-Aib-
Lys-NH, (SBQ ID NO: 1) (HBB-Acc = N™-hydroxy-di-t-butyl-
benzoyl-aminooctanoyl-}

On a tout d’abord préparé Aoc-Glu(OBzl)-Trp-Aib-Lys(N®-

2CIZ)-pMBHA en udlisant une résine Lvs(N®%2CIZ)-pMBHA
placée dans un synthétiseur de peptide ABI430A, et on I'a
synthénsé en udlisant la chimie t©Boc swandard. Pour
synthétiser le peptide 1A, on a combiné 'acide N*-hydroxy-di-
t-butyl-benzoigue (HBB) (501 mg), du diméthylformamide
(4 ml) et du chlorure de méthyléne (4 mil) et on a ajouté une
solution de dicyclohéxylcarbodiimide (8 m! d'une solution &
0,5 M dans du chlorure de méthyléne) et on a agité pendant
5 minutes pour obtenir Panhydride symétrique de HBB, que
Pon a ensuite couplé a Aoc-Glu(OBzl)-Trp-Aib-Lys(N®-2CiZ)-
pMBHA en un excés de 10 fois pour chacun des deux couplages.
On a coupé le peptide protégé HBB-Aoc-Glu(OBzl)-Trp-Aib-
Lvs(N®-2C1Z)-pMBHA de la résine et on a retré les groupes
protecteurs de chaine latérale en traitant le HBB-peptide-résine
dans du HF anhydre contenant 5% d’anisole et 5% de sulfure de
diméthyie a -5°C pendant 1 heure. On a ensuite extrait le
peptide de la résine avec de Yacétonitrile 2 50% dans de 'acide
trifluorcacétique a 0,1%, on I'a congelé et on P'a lyophilise. On a
ensuite purifié le peptide par CLHP e¢n phase inverse pour
obtenir le composé titre.

1{B) PREPARATION DE COMPLEXE
DECRIT DANS L'EXEMPLE 1(A)

On prépare le peptde (1)A comme décrit ci-dessus. Cn
séche du DPCC (25 mg) dans 1 mi de chloroforme sous un flux
d'azote et on le séche sous vide pour éliminer les traces de
solvant organigue, On aioute au mélange lipidique sec 3 mil
d’eau. On incube la préparation pendant 1 heure & 45°C. Ensuite,
on ajoute 0,5 mg du peptide 1{A) a la préparation aqueuse. On
sonique la préparation dans un uitrasonicateur en bain a 45°C
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pendant 2 heures. On Iyophilise le mélange lipide-peptide
résultant et on le stocke 4 4°C pendant une durée allant jusqu’a
un mois. Avant le test, on ajoute 9 mi de NaCl 0,99%, tampon
HEPES 20 mm, pH 7,40. On incube Ia préparation pendant une
heure 4 45°C avec agitation périodique.

EXEMPLE 2
2(A). PREPARATION DU POLYPERTIDE : HBB-Aoc-Giu-Trp-Giu-
Lys-NH; (SBQ ID NO : 2) (HBB-Aoc = N®-hydroxy-di-t-buty}-
benzoyl-aminooctanoyi-)

On a préparé Aoc-Giu(OBzl)-Trp-Glu(OBzi)-Lys(N®-2CI7)-
PMBHA en utlisant une résine Lys(N®-2CIZ}-pMBHA placée
dans un synthétiseur de peptide ABI430A, et on I'a synthétisé
en utdisant Ia chimie tBoc standard. Pour synthétser le
peptide 2A, on a combiné lacide N®-hydroxy-di-t-butyl-
benzoique (HBB) (501 mg), du diméthylformamide (4 mi) et du
chlorure de méthyiéne (4 ml) et on a ajouté une solution de
dicyclohéxylcarbodiimide (8 mi d’une solution & 0,5 M dans du
chlorure de méthyléne} et on a agité pendant 5 minutes pour
obtenir I'anhycride symétrique de HBB, que I'on a ensuite
couplé a Aoc-Glu(OBzl)-Trp-Glu(OBzl)-Lys(N®-2C12)-pMBHA en
un exces de 4 X pour chacun des deux couplages. On a coupé le
peptide protégé HBB-Aoc-Glu(OBzl)-Trp-Glu(OBzl)-Lys(N®-2C1Z)-
PMBHA de Ia résine et on a retiré les groupes protecteurs de
chaine latérale en traitant le HBB-peptde-résine dans du HF
anhydre contenant 5% ¢’anisole et 5% de sulfure de dimeéthyie &
-53°C pendant 1 heure. On a ensuite extrait le peptide de la
résine avec de [lacétonitrile a 50% dans de [acide
trifluoroacétique a 0,1%, on I'a congeié et on I'a lyophilisé. On a
ensuite purifi¢ e peptide par CLHP en phase inverse pour
obtenir ie composé dire,
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On a mélangé le peptide 2(A} avec du DPPC pratiquement
comme décrit dans 'exemple 1.

. FREPARA DU_POLY - ¢ Trl-Aoc-Glu-Trp-Aib-
Lys-NHz (T rI-Aoc = Na-hydroxydi-t-buzyl benzoyl-
aminooctanoyl-) (SEQID NO : 3}

On a préparé Aoc-Glu{OBzl}-Aib-Lys(N®-2CiZ}-pMBHA en

utilisant une résine Lys(N®-2CiZ)-pMBHA placée dans un
synthétiseur de peptde ABIM30A, et on I'a synthétisé en
utilisant la chimie t-Boc standard.

Pour synthétiser le peptide 3A, on a combiné l'acide 6-
hydroxytétraméthylchroman-2-carboxylique (Trolox) (501 mg),
du diméthylformamide (4 mi} et du chlorure de méthyléne
(2,5 mi} et on a ajouté ane solution  de
dicyclohéxylcarbodiimnide (8 m! d'une solution 4 0,5 M dans du
chlerure de méthyiéne) et on a agité pendant § minutes pour
obtenir Panhydride symétrique de HBB, que {'on a ensuite
couplé i Aoc-Glu(OBz})-Trp-Aib-Lys(N®-2C1Z)-pMBHA en un
excés de 10 X pour chacun des deux couplages.

Pour couper le peptide protégé Tri-Aoc-Glu(OBzl)-Trp-Aib-
Lys(N®-2C1Z)-pMBHA de la résine et retirer les groupes
protecteurs de chaine latérale on a traité le peptide avec du HF
anhydre contenant 5% d’anisole et 5% de sulfure de dimeéthyle a
-5°C pendant 1 heure. On a ensuite extrait le Tri-peptide de ia
résine avec de lacétonitrile a 50% dans de [acide
tifluoroacétique a 0,19, cn P’a congelé et on P'a lyophilisé. On a
ensuite purifié le peptide par CLHP en phase inverse pour
obtenir le composé titre.
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On a préparé le peptide 3(A) avec du DPPC pratiquement
comme décrit dans 'exemple 1(B).

[ ,. DE : HBB-Glu-Trp-Aib-Lys-
NHZ (SEQII) NO: 4) (HBB Na-hydroxy-d: t-butyl-benzoyle)

On prépare le peptide 4(A) d'une maniére pratiguement
analogue a la préparation du peptde 1(A).

On méjange le peptide 4(A) avec gu DPPC pratiquement
comme décrit dans exemple 1.

I PO RE : HBB-Aoc-Glu-Trp-Ala-
Lys- NHz (SEQ_ ID NO 5) (HBB—AOL = Na-hydroxy-di-t-butyl-
benzoyl-aminooctanoyl-)

On préparc le peptide 5(A) d'nne maniére pragquement
analogue a la préparation du peptide 1(A}.

5(B) EBEPARATION DE COMPLEXE DPPC AVEC LE POLYPEPTIDE

On melange le pepude 5(A) avec du DPPC pratiquement
coinme decrit dans 'exempie 1.
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TABLEAU 1
PROPRIETES ANALYTIQUES DES PEPTIDES SYNTHETISEES
ANALYSE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE FABS DES

PEPTIDES 1-7
SEQ ID PEPTIDE FAB MS AAA
| Noy
1 | HBB-Aoc-Glu-Aib-Lys-NH, M+ HI'=920.6 | @85%
Z 1 BBB-Aoc-Glu-Aib-Glu-NH, M+ HI"'=963,6 | @629
3 1 Trl-Acc-Glu-Trp-Aib-Lys-NH, | M+ HI’=920.6 | @89%
4 1 HBB-Glu-Trp-Aib-Lys-NH, M+ HI'=778,97 | @78%
S 1HBB-Aoc-Glu-Trp-Ala-Lys-NH, | [M+H]"=904 | @76%

PREPARATION DES FRAGMENTS ANTIOXYDANTS

On peut utiliser les matériaux de départ antioxydants
suivants comine décrit dans les exemples précédents.

Remphr un I‘éClplEl‘it de réacnon d’'une suspension
d’hydrure de sodium (4,74 g, 0,198 mol) dans de I'éther
dimethylique d’éthyleneglycol anhydre (150 ml). Ajouter goutte
a goutte une solution de 2-t-butyl-6-méthylphénol (0,1 mol)
dans de Iéther diméthylique d’éthyléneglycol (150 mi).
Chauffer a 50-60°C pendant 1,5 heure, puis introduire du
dioxyde de carbone a Paide d'un tube d’arrivée de gaz placé
sous la surface du mélange réactonnel, pendant 20 heures.
Refroidir a 5°C et détruire soigneusement 'hydrure de sodium
en exces aver de l'alcool méthylique (30 mi). Apres arrét du
dégagement d'hydrogéne, ajuster le pH du mélange réactionnel
a 2 avec de acide chlorhydrique 1N. Diluer avec de l'eau (1,6 1)
et recueillir le composé titre par filtraton.
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Mélanger des copeaux de magnésium (45 mg, 1,85 mmal)
et du 1-chloro-2,2-diméthylpropane (74,6 mg, 0.7 mmol} dans
de I'éther anhydre (9 mi). Chauffer et agiter vigoureusement,
puis ajouter goutte A goutte le 1,2-dibromoéthane (156 meg,
0,839 mmol) dans de Péther anhydre (1,5 mi). Chauffer au
reflux pendant 12 heures, placer sous une atmosphére d'argon
et refroidir & 0-5°C. Ajouter goutte i goutte une solution de
chlorure d'isobutyryle (0,533 mmol) dans de P'éther diéthvligue
anhydre (1,5 ml). Agiter 2 0-5°C pendant 5 heures, verser dans
un meélange de glace et d'acide chiorhydrique concentré
(0,15 mi) et séparer la phase organique. Laver avec de I'acétate
d’éthyle, une solution aqueuse de carbonate de sodium 5% et de
la saumure. Sécher (MgSO,) et évaporer le scivant sous vide
pour obtenir de la 2,2-6-triméthyi-4-heptanone.

Dissoudre du chlorure de vinylmagnésium (0,7 mmol) dang
de Iéther diéthylique anhydre (1 mi) piacer sous une
atmosphére d’argon et refroidir & 1-5°C. Ajouter goutte a goutte
une solution de chlorure de butyryle (0,533 mmol) dans de
Péther di¢thylique anbydre (1,5 ml). Agiter 4 O-5 °C pendant
1,5 heure, verser dans un mélange de glace et d'acide
chlorhydrique concentré (0,15 ml) et séparer la phase
organique. Laver avec de l'eau, une soluton aqueuse de
carbonate de sodium a 5% et de la saumure. Sécher (MgSQ,) et
évaporer le solvant sous vide pour obtenir de la
propylvinylcétone,

Dissoudre de la 2,2-6-triméthyi-4-heptanone (0.4 mol)
dans du méthanol (10 ml) et ajouter du 4-butoxyde de
potassium (12 g, 0,1 mol). Ajouter goutte 4 goutte une solution
de propylvinylcétone (0,2 mol) dans du méthanol (10 mi).
Agiter pendant 10 minutes et séparer entre de I'éther éthylique
et de la saumure. Séparer la phase organique et laver avec de la
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saurmure jusqu'a obtenir Ia neutralité. Sicher (Na,0,) et
évaporer le solvant sous vide pour obtenir de ia Z-propyl-3-1-
butyl-5-isopropyibenzoguinone.

Dissoudre de la Z2-propyl-3-t-butyl-3-
isopropyibenzoquinone (10 mmol}, du 1,1,3,3-
tétraméthyldisitoxane (1,79 ml, 10 mmol) et de I'iode (0,05 g)
dans du chlorure de méthyléne (30 ml)., Agiter au reflux
pendant 30 minutes et extraire avec de 'hydroxyde de sodium
IN (30 ml). Acidifier la phase agueuse avec de [l'acide
chlorhydrique concentré et P'extraire dans de 'acétate d'éthyle
(4 x 10 ml), sécher (Na,30,) et évaporer le solvant sous vide
pour obtenir du 2-propyl-3-t-butyl-4-hydroxy-5-
isopropylphénol.

Dissoudre de 1Ia 2-propyi-3-t-butyl-4-hydroxy-5-
isopropylphénol (2,0 mol) et de I'othoformate de triméthyle
(0,3 1) dans du méthanol (1,2 1} et dégazer. Placer sous une
atmosphére d’azote et refroidir 4 3°C et ajouter de l'acide
sulfurique concentré (5 mi). Ajouter, par addition goutte 2
goutte, de la méthylvinylcétone (340 ml, 4 0 mol) et agiter sous
refroidissement pendant 44 heures. Verser dans une solution
aqueuse d’hydrogénocarbonate de sodium et extraire dans de
Péther éthylique. Sécher (MgS0,) et évaporer le solvant sous
vide pour o¢btenir du 2-méthoxy-2-méthyl-7-t-butyl-5-
isopropyl-8-propyl-chroman-6-ol.

Dissoudre du 2-méthoxy-2-méthyl-7-t-butyl-5-isopropyl-
8-propyl-chroman-6-ol (2 mol} dans de !a pyridine (600 ml) et
ajouter de Panhydride acétique (900 ml). Dégazer et agiter sous
une atmospheére d’azote pendant 18 heures, Verser dans de la
glace/eaun et agiter pendant 3 heures. Bxtraire dans de I'éther
éthylique, sécher (MgSQO,}, évaporer le solvant sous vide et
purifier par chromatographie pour obtenir du 2-méthoxy-2-
méthyl-7-t-butvl-5-isopropyl-8-propyi-chroman-6-yl-acétate.

Dissoudre du 2-méthoxy-2-méthyl-7-t-butyl-5-isopropyi-
&-propyl-chroman-6-yl-acétate (2 mol) dans de Pacétone (2,5 1)
et ajouter de l'eau (2 1) puis de l'acide chlorhydrique concentré
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(16,6 ml). Eiminer le soivant par distillation du mélange agité
jusqu'a ce que la température atteigne 90°C. Refroldir la
suspension, la diluer avec de l'dther éthylique et ia laver avec
une soluton agueuse d'hydrogénocarbonate de sodium. Sécher
(Mg50.), évaporer le solvant sous vide et purifier par
chromatographie pour obtenir du 2-bydroxy-2-méthyl-7-1-
butyi-5-isopropyl-8-propyl-chroman-6-yi-acétate.

Mettre en suspension de 'hydrure de sodium (47,2 g 4 56%
dans de 'huile minérale, 1,10 mol) dans du téwrahydrofurane
anhydre (1 1}). Piacer sous une atmosphére d’azote et ajouter
goutte a goutte du phosphonoacétate de triméthyle (2094 g,
1,15 mol). Agiter 25 minures et ajouter une soluton de 2-
hydroxy-2-méthyl-7-t-butyl-5-isopropyi-8-propyl-chroman-6-
yl-acétate (0,5 mol} dans du tétrahydrofurane (1 1). Agiter a
température ambiante pendant 18 heures, puis chauffer au
reflux pendant 4 heures. Refroidir, évaporer le solvant sous
vide et purifier par chromatographie pour obtenir le composé
titre.

ROCEDES BIOLOGIQUES

Les procedés de test d'efficacité des préparations de
surfactant synthétique sont bien connus dans le domaine. Par
exemple, on peut tester des préparations de surfactant
synthétique de la présente invention de rtoute maniére
appropriée, par exenple dans un modéle de poumon de rat
adulte (Ikegami, et al.,, (1979) Pediatr, Res, 13, 777-780).

Les caractérisdques pression-volume des poumons de rat
dépourvus de surfactant sont similaives a celies des poumons de
nowrTissons atteints de maladies a membranes hyalines, et le
rétablissement des relations pression-volume du powmon vers
la normale est corrélée a la quantité de surfactant instillé de
maniére dose-dépendante. (Bermel, M. S, et al., Lavage excised
rat lungs as a model of surfactant deficiency, Lung 162: 99-113
(1984)).
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Les protocoles expérimentaux de aration des animaux,
d’enregistrement de la courbe pression-volume et de Javage de
poumon sont adaptés de ceux décrits par kegami et al., Pediatr.
Res. 11:178-182 (1977) et Pediawr. Res, 13: 777-780 (1979, et
Bermel et al, Lung 162: 99-113 {1984). On anesthésie des rats
Sprague Dawley males (200-250 g) avec du pentobarbital de
sodium et on les exsanguine. On canule la trachée et on retire
les organes thoraciques en bloc. Aprés éliminatdon des tissus
adventifs, on met la trachée et les poumons (environ 2 g) en
suspension dans une solution saline (0,9 %), on les place dans
une chambre A vide, et on les dégaze selon le protocole de
Stenge] et al. On met en suspension les poumons dégazés dans
une solution saline dans un réservoir & chemise 4 37°C et on
connecte la canule gachéale 2 un manomeétre 2 eau et i une
seringue en verre par un tibe en T. On place la seringue en
verre dans une pompe a injection/prélévement. On gonfle
rapidement les poumons avec de P'air A une pression de 30 cm
de H;0 a ia vite.se de 10 ml/min pour réduire le piégeage de
I'air, et on les riaintient & cette pression pendant 10 min en
ajoutant par intermittence de lair aux poumons. On enregistre
le volume total d’air injecté comme capacité pulmonaire totale
(CPT), qui est généralement de 14-15 mi. On dégonfle ensuite
les poumons a une vitesse de 2,5 ml/min jusqu’a atteindre la
pression . Pendant le dégonflement, on reiéve la pression sur
le manometre 4 eau a intervalles de 1 cm et on l'enregistre. On
utilise ces données pour construire une courbe pression/volume
(P-V) ou une courbe de compliance quasi-statique apres
correction tenant compte de la courbe P-V de 'appareil. Aprés
dégazage et équilibration, on rend les poumons déficients en
surfactant par des lavages répétés avec 5 ml/g de tampon de
lavage (NaCl 0,99, HEPES 10 mM, Ph 7.4). On répéte les
protocoles de dégazage, d’équilibration et de lavage (15-20 fois)
jusqu’a ce que la courbe pression-volume prenne une forme
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nettement sigmoidale et que le volume d’air restant dans les
pournons a une pression de 5 cm de H;0O soit inférieure ou égale
& 3 mil. A ce point, on considére les poumons comme déficient
en sarfactant. Pour le test, on ajoute 2 mi de NaCl 0,9%, tampon
HEPES 10 mm, pH 7,4, au surfactaat pulbmonaire sec (25 mg de
phospholipide, 100-125 mg/kg) et on vortexe le mélange, on le
purge avec de P'azote et on Vincube & 45°C pendant 1 h. On
vortexe ensuite 3 nouveau le mélange, on le dégaze il est
mousselx, et on introduit 2 ml du mélange i tester dedans et
on le retire des poumons quatre fois par la seringue. Lorsquon
réintroduit le mélange a tester dans les poumons pour la
cinquiéme fois, on l'y laisse. On a adopté ce protocole pour
favoriser une distribution uniforme du matériav dans le
poumon. On dégaze les poumons, on les laisse s'équilibrer & 37°C
pendant 7 min, et on effectue une mesure de P-V. On étudie les
poumnons dans une solution saline & 37°C plutdét qua
température ambiante car les caractéristiques physiques des
surfactants peuvent dépendre de la température, On administre
du surfactant pulmonaire canin d'une maniére similaire, sauf
que Pon ne chauffe le surfactant que pendant 5 min. Les
données sont présentées en terme de HWCPT. Les parties
correspondant au dégonfiement des courbes pression-volume
(P-V) pour des poumons de rat adulte sont analysées en
calculant les capacités pulmonaires totales (%6 CPT) a des
pressions de 5 et 10 cm de H,;0 (PC5 et PCyo). Les comparaisons
s'effectuent par rapport au pourcentage de rétablissement =
(PCssutfisanyy"PCsresty X 100 7/ PCsisutmisant = PCsiaeficieny) €L sont
effectuées par analyse de variance une veoie en utilisant le
protocole général des modeles linéaires avec des contrastes
spécifiques des moyennes (SAS Institute Inc, Cary, NC). le
lavage et le traitement par des mélanges 3 tester n'a pas
produit de variation supérieure a 6% du CPT absolu.
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Résultats

les préparations adininistrées au rat avaient une
apparence transiucide. [a partie correspondant au
dégonflement de la courbe pression-volume (P-V) dans les
pountons de rat adulte 4 été analysée par calcul du pourcentage
de la capacité pulmonaire totale (CPT) & une pression de 5 cm
H;0 (PCs) et de 1a CPT 2 10 cm de HyO (PCyo). Le rétablissement
par rapport aux valeurs PCqs a été utilisé pour comparer les
meélanges 4 tester. Le DPPC seul n’a pas eu d’effet significatif sur
les courbes pression-volume (P-V} du poumon lavé., Les
activités des mélanges peptide-DPPC sont indiquées dans le
tableau 2.

Mélange I H PCs PCip | RESTAURATION

(%6CPT) | (%CPT) %

Suffisant S50; 681 { 871 100

Déficient 50 171 § 451 0

DPPC 41 13+1 1 312 118

SEQIDP No:1

HBB-Aoc-Glu-Trp-Aib- | 2 | 48+5 | 7343 655

Lys-NH,

SEQIDNo:2

HBB-Aoc-Glu-Trp-Glu- | 3 | 5242 { 7512 8315

Lys-NH,

SEQIDNo:3

Trl-Aoc-Glu-Trp-Aib- 213322} 59%2 43+6

Lys-NH;

SEQID No: 5

HBB-Aoc-Glu-Trp-Ala- | 3 | 554 | 77+2 8117

Lvs-NH,
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LISTING DE SEQUENCE

{1) INFORMATIONS GENERALES :

(i) DEMANDEURS : Mclean, Larry R

Edwards, Judson V

{iiy TITRE DE L'INVENTION : Surfactants pulmonaires 2

peptide synthétique possédant des antioxydants liés par
covalence

(i) NOMBRE DE SEQUENCES : 5
(iv)

ADRESSE DE CORRESPONDANCE
(A) NOM : Marion Merrell Dow Inc.
{B) RUE : 2110 East Galbraith Rd.

(C} VILLE : Cincinnad P.O. Box 156300
(D) ETAT : Ohio

(E) PAYS : USA
(F) CODE POSTAL (ZIP) : 45215-6300

(v) FORME _ISIBLE PAR ORDINATEUR :

{A)} TYPE DE SUPPORT : disque souple

(B) ORDINATEUR : compatible IEM PC

{C) SYSTEME D’EXPLOITATION : PC-DOS/MS-DOS

(D) LOGICIEL : Patent In Release # 1,0, Version # 1,25

(vi) DONNEES SUR LA DEMANDE EN COURS

(A) NUMERO DE LA DEMANDE ; US
(B) DATE DE DEPOT :

(C) CLASSIFICATION :

(vii) DONNEES SUR LA DEMANDE PRECEDENTE
(A) NUMERO DE LA DEMANDE : US 07/923 092
(B} DATE DE DEPOT : 31 JUILLET 1992
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{vili) INFORMATION SUR LE MANDATAIRE/AGENT :
(A) NOM : Collier, Kerineth |
(B) NUUMERO DE DEPOT : 34 982
(C) NUMERO DE REFERENCE/REGISTRE : M01598 US

{ix) INFORMATIONS SUR LES TELECOMMUNICATIONS :
(A} TELEPHONE : (513) 948-7834
{B) TELECOPIE : (513) 948-7961
(C) TELEX : 214320
10

(2} INFORMATIONS POUR SEQ ID NO: 1 :

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE :
{A) LONGUEUR : 4 acides aminés
15 (B) TYPE : acide aminé
(D) TOPOLOGIE : linéaire

(ii) TYPE DE MOLECULE : peptde

20 {ix} CARAC "ERISATION :
(A} NOM/(LE : Site modifie
(B) POSITION : 1
(D) AUTRE INFORMATION : /note ="Xaa= acide N-alpha-{N-

(8-hydroxy-di-t-butyl-benzoyl)amino octanciquel-glutamique
25 (HBB-Aoc-Glu)"

(ix) CARACTERISATION :
{A) NOM/CLE : Site modifié
(B) POSITION : 3

30 {D) AUTRE INFORMATION : /note ="Xaa~ acide 2-amino-
isobutyrique (Aib)"

(ix) CARACTERISATION :
(A) NOM/CLE : Site modifié
35 (B} POSITION : 4
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(D} AUTRE INFORMATION : /note ="Xaa=lysin-1-amide®

{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SBQ ID NG: 1:
Xaa Trp Xaa Xaa
1

(2) INFORMATIONS POUR SEQ ID NO; 2 :

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEGUENCE :
(A) LONGUEUR : 4 acides aminés
(B) TYPE : acide aminé
(D) TOPOLOGIE : linéaire

(ii} TYPE DE MOLECULE : peptide

(ix) CARACTERISATION :
(A) NOM/CLE : Site modifié
{B) POSITION : 1
(D} AUTRE INFORMATION : /note ="Xaa= acide N-alpha-[N-
(8-hydroxy-di-t-butyl-benzoyl)amino octanoiquel-glutamique
(HBB-Aoc-Glu)"

(ix) CARACTERISATION :
(A) NOM/CLE : Site modifié
(B) POSITION : 4
(D) AUTRE INFORMATION : /note “Xaa = lysin-1-amide"

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 2:
Xaa Trp Glu Xaa
1

{2) INFORMATIONS POUIR SEQ ID NO: 3

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE ;
{A) LONGUEUR : S acides aminégs
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{B} TYPE : acide aminé
{D)} TOPOLOGIE : linéaire

(if} TYPE DE MOLECULE : peptide

{ix} CARACTERISATION :
(A} NOM/CLE : Site modifié
(B) PCSITION : 1
(D) AUTRE INFORMATION : /note = "Xaa= acide N-aipha-
10 {N-(acide é-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthyi-chroman-2-
carboxylique)-amino octanoigue]”

(ix) CARACTERISATION :
(A) NOM/CLE : Site modifié
15 (B) POSITION : 1
(D} AUTRE INFORMATION : /note ="(suite} -glutamique
(Trl-Aoc-Glu)"

{ix) CARACTERISATION :
20 (A) NOM/CLE : Site modifié
{B) POSITION : 4
(D) AUTRE INFORMATION : /note ="acide Z-amino-
isobutyrique (Aib)"

25 (ix) CARACTERISATION :
(A) NOM/CLE : Site modifié
{B) POSITION : 5
- (D) AUTRE INFORMATION : /note ="Xaa=lysin-1-amide"

30 (xd) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 3:
Xaa Glu Trp Xaa Xaa
' c
i 2
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(2} INFORMATIONS POUR SEQID NO: 4

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE :
{A) LONGUEUR : 4 acides aminés

(B) TYPE : acide aminé
(D) TOPOLOGIE : linéaire

5

(i} TYPE DE MOLECULE : peptide

(ixj CARACTERISATION :

(A} NOM/CLE : Site modifié
{B) POSITION : 1

(D)} AUTRE INFORMATION : /note ="Xaa= acide N-alpha-[N-
{ §-hydroxy-di-t-butyl-benzoyl)-ghutamique (HBB-G..."

(ix) CARACTERISATION :
(A) NOM/CLE : Site modifié
(B) POSITION : 3

(D} AUTRE INFORMATION : /note ="Xaa = acide 2-amino-
isobutyrique {(A'b)"

(ix) CARACTERISATION :
(A) NOM/CLE : Site modifié
(B) POSITION : 4

(D) AUTRE INFORMATION : /note ="Xaa=lysin-1-amide"
{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.ID NO: 4:

Xaa Trp Xaa Xaa
1

(2) INFORMATIONS POUR SEQ.ID NO: 5 :

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE :
(A} LONGUEUR : 4 acides aminés

(B} TYPE : acide aminé
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(D) TOPOLOGIE : linéaire
{1i) TYPE DE MOLECULE : peptide

5 (ix) CARACTERISATION :
(A) NOM/CLE : Site rmodifié
(BY POSITION : 1
(D) AUTRE INFORMATION : /note ="Xaa= acide N-alpha-{N-

(8-hydroxy-di-t-butyl-benzoyljamine octanoiguel-glutamique
10  (HBB-Aoc-Glu)"

(ix) CARACTERISATION :
(A) NOM/CLE : Site modifié
(B) POSITION : 4
15 (D) AUTRE INFORMATION : /note ="Xaa=lysin-1-amide"

{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 5 :
Xaa Trp Ala Xaa
1
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REVENDICATIONS
i. Polypeptide de formuiie :

X-Ag-Ap-Az-As-Y
ou 'un de ses isomeéres optiquement actifs cu 'un de ses sels
5 actifs du point de vue pharmaceutique, dans lequel

Ay représente une liaison ou un acide aminé de charge négative
choisi parmi Glu et Asp ;

A; représente un acide aminé hydrophobe choiss parmi Trp,
Tyr, Phe, His, Val, Leu, ou lle ;

10 Az représente Aib, Glu, Gln, Leu, Ala, Orn ou une liaison ; et

As représente un acide aminé de charge positive choisi parmi

Lys, Arg, ou His ;
X a pour formule Daocu Db :
! R3
15 8, HiC R
L O o
/k ~ By ’1 !
,E\‘/'\L X on
e ou
Ry Rg Rs
OH
20
Da Db

dans lesquelles Bj représente B, -C{O)-, -B-C{O}-, -C{O}-NH-B-
C(O)- ; et B représente une liaison, un groupe alkyléne en Ci.16
ou ua groupe alcényléne en G;.1¢, et dans lesquelies chacun des
25 Ry, Ry, Rz, Rs, Rs, Ry et Ry représentent indépendamment un
groupe alkyle en C; ¢ ;
Y représente un substituant carboxyle de A, choisi parmi les
groupes hydroxy, amino, alkylamino et alcoxy ; et
dans lequel, Jlorsque Aj; représente une liaison, on peut
30 échanger A; et Az.
2. Polypeptide de formule :
& X-A-AxrAz-Ay-Y
& ou I'un de ses isomnéres optiquement actfs ou i'un de ses sels
5 actifs du point de vue pharmaceutique, dans leguel
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A; représente une laison ou un acide aminé de charge négative
chotisi parmi Glu ¢t Asp ;

Az représente un acide aminé hydrophobe choisi parmi Trp,
Tyr, Phe, His, Val, Leu, ou fie;

A3 représente Aib, Glu, Gin, Leu, Ala, Orn ou une Haison ; et

A4 représente un acide aminé de charge positive choisi parmi
Lys, Arg, ou His ;

X a pour formule Daou Db :
}
B J\r Ra
.r-'t ."'/
IS
R! RZ S
OH
0a Ob

dans lesquelies By représente B, -C(0)-, -B-C(0)-, C{O)-NH-B-
C(O)~ ; et B représente une liaison, un groupe alkyléne en Ci 14
ou un groupe alcényléne en Cp.14, et dans lesquelles chacun des
Ri. Rz, R3, Ry, Ry, Rg et Ry représentent indépendamment un
groupe alkyle en Cj.¢ ;
Y représente un substituant carboxyle de Ay choisi parmi les
groupes hydroxy, amino, alkylamino et alcoxy.
3. Polypeptide de formule ;

X-Ar-Ap-Az-Ay-Y
ou l'un de ses isoméres optiquement actifs ou I'un de ses sels
actifs du point de vue pharmaceutique, dans lequel
Ay représente une liaison ou Glu ;
A; représente Trp ou Glu ;
A3 représente Aib, Glu, Gln, Leu, Ala ou Orn ; et
A4 représente Lys ;
X a pour formule Da ou Db :
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dans lesquelles B; représente B, -C(Q)-, -B-C(0)-, -C(O)-NH-B-
C(O)- , et B représente upe liaison, un groupe alkyldne en Ci.i4
ou un groupe alcényléne en Cj.15. et dans lesquelles chacun des
R1, Rz, Rs, Rs, Rs, Rg et Ry représentent indépendamment un
groupe alkyle en Cj.g ; et

Y représente un substituant carboxyle de A4 choisi parmi les
groupes hydroxy, amino, alkylamino et alcoxy.

4. Polypeptide conforme 2a {'une des revendications 1 a 3,
dans lequel A, représente Glu.

5. Polypeptide conforme 2 I'une des revendications 1 & 3,
dans lequel Aj; représente Trp.

6. Polypeptide conforme 2 I'une des revendications 1 2 3,
dans lequel A3 -eprésente Aib.

7. Polypeptide conforme & !'une des revendications 1 2 3,
dans lequel A3z représente Ala.

8. Polypeptide conforme 2 la revendication 1 ou a Ia
revendication 2, dans lequel A4 représenie Lys.

9. Polypeptide conforme & ['une des revendications 1 & 3,
dans lequel X représente Da,

10. Polypeptide conforme & la revendication 17 ou & Ila
revendication 18, dans lequel R; et R; représentent chacun un
groupe tertio-butyle

11. Polypeptide conforme 3 l'une des revendications § a 10,
dans lequel Y représente un groupe amino.

12. Polypeptide conforme & l'une des revendications ! 3 3, qui
est HBB-Aoc-Glu-Trp-Aib-Lys-NH;. (SEQ ID NO : 1).
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13. Polypeptide conforme A I'une des revendications I 3 3, qui
est HBB-Aoc-Glu-Trp-Glu-Lys-NH;. (SEQ ID NO: 2).
14. Polypeptide conforme 4 I'une des revendications I & 3, qui
est Trl-Aoc-Glu-Trp-Aib-Lys-NHz. (SBQ ID NO; 3.
15. Polypeptide conforme 2 I'une des revendications 1 & 3, qui
est HBB-Glu-Trp-Aib-Lys-NH;. (SEQ ID NO : 4).
16. Polypeptide conforme 2 I'une des revendications I 4 3, qui
est HBB-Aoc-Glu-Trp-Ala-Lys-NH;. (SEQID NO : 5).
17. Complexe d'un polypeptide de formule ;
X-Ap-Ap-Az-Ag-Y

cu d'un de ses isomeéres optiquement actifs ou d'un de ses sels
actifs du point de vue pharmaceutique, dans lequel
A1 représente une liaison ou un acide aminé de charge négative
choisi parmi Glu et Asp ;
Az représente un acide aminé hydrophobe choisi parmi Trp,
Tyr, Phe, His, Val, Leu, ou lie ;
Aj représente Aib, Glu, Gin, Leu, Ala, O ou une liaison ; et
A4 représente un acide aminé de charge positive choisi parmi
Lys, Arg, ou His ;
X a pour formule Da ou Db :

| R3

By

H3C
- O #\( Rd
o 81 /L);;J
- =
I ou i \OH
Rs

Da Db

dans lesquelles B; représenie B, -C(O)-, -B-C(Q}-, -C(O)-NH-B-
C(O}- ; et B représente une fiaison, un groupe atkyiéne en C;.j¢
ou un groupe aleényléne en C;.14, et dans lesquelles chacun des
Ri, Kz, R3, Ry, K5, Ry et Ry représentent indépendamment un
groupe alkyle en Ci.¢ ;

Y représente un substituant carboxyle de Ay choisi parmi les
groupes hydroxy, amino, alkylamino et alcoxy ; et
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dans lequel, lorsque A3 représente une liaison, on peut
échanger A) ot Az :
et d'un lipide ou d'un mélange de lipides choisi dans 'ensemble
constitué de DPPC, PC, CL, PG, PS, FA et TG.
18. Complexe d'un polypeptide de formule :

X-A1-Ar-Az-AsY
or d'un de ses isoméres optiquement actifs ou d'un de ses sels
actifs du point de wvue pharmaceutique, dans lequei
A représente une iiaison ou un acide aminé de charge négative
choisi parmi Glu et Asp ;
Ay représente un acide aminé hydrophobe choisi parmi Trp,
Tyr, Phe, His, Val, Leu, ou Ile ;
A3 représente Aib, Glu, Gln, Leu, Ala, Orn ou une liaison ; et
A4 représente un acide aminé de charge positive choist parmi
Lys, Arg, ou His ;
X a pour formule Da ou Db :

| R3
HaC |
B: R
B /1 0 = a
T by
’/W\ S’
NI ou 2
Ry ! R> 5
QOH
Da Db

dans lesquelles By représente B, -C(O)-, -B-C(0)-, -C(O)-NH-B-
C(0O)- ; et B représente une liaison, un groupe alkyléne en Cy. i
ou un groupe alcényléne en Ci;.14, et dans lesquelles chacun des
R, R3, Ri, Ry, Rs, Rg et Ry représentent indépendamment un
groupe alkyle en Ci.s

Y représente un substitwant carboxyle de Ay choisi parmi les
groupes hydroxy, amiro, alkylamino et alcoxy ;

et d'un lipide ou d'un mélange de lipides choisi dans I'ensembie

constitué de DPBRC, BC, CI, PG PSS FA ot TG
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19. Complexe conforme A la revendication 17 ou 3 1a
revendication 18, dans lequel le DPPC constitue le composant
principai du lipide.

420, Complexe conforme A la revendication 17 ou a la
revendication 18, dans lequel le lipide o5t un mélange de DPPC
et de PG.

21. Complexe conforme & la revendication 17 ou a iz
revendication 18, dans lequel le lipide est constitué d'environ
85-100 % de DPPC et d’environ (-15 % de PG,

22, Complexe conforme 2 la revendication 17 ou a I3
revendication 18, dans lequel le polypeptide est HBB-Aoc-Glu-
Trp-Aib-Lys-NHz. (SEQID NG: 1).

23. Complexe conforme a la revendicaton 17 ou i la
revendicaton 18, dans lequel le polypeptide est HBB-Aoc-Glu-
Trp-Glu-Lys-NH;. (SEQID NO: 2).

24, Complexe conforme & ia revendication 17 ou 2 Ia
revendication 18, dans lequel le polypeptide est Trl-Aoc-Glu-
Trp-Aib-Lys-NHj3. (SEQID NQ: 3).

25, Complexe conforme & la revendicaton 17 ou a la
revendication 18, dans lequel le polypeptide est HBB-Glu-Trp-
Aib-Lys-NHz. (SEQID NO: 4).

26, Complexe conforme a la revendication 17 ou 4 la
revendication 18, dans lequel le polypeptide est HBB-Aoc-Glu-
Trp-Ala-Lys-NH;. (SEQ.ID NG : 5).

27. Utilisadon d'un complexe conforme a la revendication 17
pour la préparation d'un médicament destiné au traitement du
syndrome de détresse respiratoire aigué chez un sujet le
neécessitant.

28. Utilisadon d'un complexe conforme a la revendication 18
powr la préparation d'un médicament destiné au traitement du
syndrome de détresse respiratoire aigué chez un sujet le
necessitant,

29. Udlisatdon conforme a la revendication 27 ou a la
revendication 28, dans laquelle le DPPC constitue le composant
principal du lipide.
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30. Udlisation conforme & la revendication 27 ou i la
revendication 28, dans lagquelle ledit lipide est un mélange de
DPPC et de PG,

31. Utilisation conforme & la revendicadon 27 ou & la
revendication 28, dans laguelle ledit lipide est constitué
d'environ 85-100 % de DPPC et d'environ (-15 % de PG.

32. Udlisation conforme & Ia revendicatdon 27 ou a la
revendication 28, dans laquelle ledit polypeptide est HBB-Aoc-
Glu-Trp-Aib-Lys-NH;. (SEQID NO: 1).

33. Utlisadon conformie 3 la revendication 27 ou 2 Ia
revendication 28, dans laquelle ledit polypeptide est HBB-Aoc-
Glu-Trp-Glu-Lys-NH;. (SEQ ID NO : 2).

34. Utlisatdon comforme A Ia revendication 27 ou 4 la
revendication 28, dans lagquelle ledit polypeptide est Tri-Aoc-
Glu-Trp-Aib-Lys-NH;. (SEQID NO : 3).

35. Udlisation conforme 2 la revendication 27 ou 2 la
revendication 28, dans laquelle ledit polypepticle est HBB-Glu-
Trp-Aib-Lys-NH;. (SEQID NOQ: 4).

36. Utilisaton conforme a la revendicaton 27 ou i la
revendication 28, dans laquelle ledit polypeptide est HBB-Aoc-
Glu-Trp-Ala-Lys-NH;. (SEQ ID NO : 5).

37. Procédé de préparation d'un polypeptide conforme a la
revendication 1, comprenant les étapes comnsistant 4 :

(1) synthédser un polypeptide convenablement protégé
répondant 4 la formule Aj-Az-Az-As-Y ; puis a

{2) faire réagir une extrémité alphs-amino-terminale de Aj- Az-
A3z~ As-Y convenablement préparée pour 'acylation en la faisant
réagir avec un groupe carbonyle de B; de formule X, pour
former un polypeptide de formnule X-A;-Az- Az-Ay-Y.

38. Procédé conforme & la revendicadon 37, dans lequel ledit
polypeptide est conforme a 'une des revendications 12 & 16.
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