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L. RIASSUNTO

Vengono descritti peptidi artificiali con proprieta tensioat-
tive, analoghi della proteina SP-C del surfattante polmonare,
e il loro uso nel trattamento della sindrome da distress re-
. spiratorio (RDS) e di altre malattie associate a disfunzioni

del surfattante polmonare.
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Descrizione dell'invenzione industriale avente per titolo:
"PEPTIDI SINTETICI AVENTI LA CAPACITA' DI DIMINUIRE LA
TENSIONE SUPERFICIALE E LORO IMPIEGO NELLA
PREPARAZIONE DI UN SURFATTANTE ARTIFICIALE"
anome : CHIESI FARMACEUTICI S.p.A.  jii g SAQ0027
con sede in: Parma
*  x
La presente invenzione si riferisce a nuovi peptidi artiﬁciali con

proprieta tensioattive. In particolare, I’invenzione si riferisce ad analoghi della

proteina SP-C del surfattante che, una volta combinati con opportuni lipidi,

sono particolarmente efficaci nel ridurre la tensione superficiale all’interfaccia
aria-liquido.

Pertanto, 1 peptidi dell’invenzione possono essere usati in combinazione
con lipidi, ed eventualmente in combinazione con la proteina SP-B o con SP-B

analoghi o con polimixine, per la preparazione di surfattanti artificiali utili nel

_trattamento della sindrome da distress respiratorio (RDS) e di altre malattie

associate a disfunzioni del surfattante polmonare.
Background dell’invenzione

Il surfattante polmonare ﬁduce la tensione superficiale all’interfaccia
aria-liquido della parete interna degli alveoli, prevenendo cosi il collasso dei
polmoni al termine dell’espirazione. La‘ carenza di surfattante & una
disfunzione comune nei neonati prematuri ed ¢& Porigine di una patologia
chiamata RDS, che pud essere efficacemente trétt);t’az con surfattanti naturali

estratti dai polmoni animali (1). I principali costituenti di queste preparazioni

di surfattante sono fosfolipidi come 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina

24
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(DPPC), fosfatidilglicerolo (PG) e le proteine idrofobiche del surfattante B ¢ C

(SP-B e SP-C). Le proteine idrofile del surfattante SP-A e SP-D, che sono

lectine collagene di tipo C (Ca®*-dipendenti) € che si pensa agiscano

principalmente nel sistema di difesa dell’organismo, non sono normalmente
contenute nelle preparazioni di surfattante in conseguenza delle procedure di
estrazione con solvente organico impiegate.

- SP-B ¢ SP-C costituiscono solo circa 1'1.—2% in peso ciel surkfattante, ma
sono in grado di migliorare notevolmente le proprieta tensioattive, rispetto a

preparazioni lipidiche pure (2,3). Le strutture primaria e secondaria di SP-B e

SP-C ¢ una struttura terziaria di SP-C in soluzione sono note (4). SP-B ¢

costituita da due catene polipeptidiche identiche di 79 amminqacidi, connesse
da un ponte disolfuro intermolecolare (5,6). Ciascuna catena monomerica
possiede tre ponti disolfuro intramolecolari e si avvolge a formare almeno
quattro eliche anfipatiche con una superficie polare e una non polare attraverso
le quali SP-B puo interagire con due doppi strati lipidici in modo da portarli in
stretta vicinanza (7). SP-C & una lipoproteina composta da 35 residui
amminoacidici con un dominio ad a—elica tra i residui 9-34 (8). L’elica ¢
costituita principalmente da residui di valina e viene incorporata in un doppio
strato lipidico orientata parallelamente alle catene aciliche lipidiche (9). Due
gruppi palmitoilici sono legati covalentemente ai residui di cisteina in
posizione 5 ¢ 6 nella parte N-terminale del peptide (5). 1 due residui di
arginina e lisina, nelle posizioni 11 e 12, carichi positivamente,
verosimilmente interagiscono con i gruppi di te#té);a;richi negativamente della

membrana lipidica, aumentando cosi 1a sua rigidita. La rigidita dell’interazione

lipide-peptide pud diminuire verso ’estremita C-terminale, dove sono presenti

s
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solo residui piccoli o non polari, rendendo questa parte potenzialmente piu 3 )
mobile in un doppio strato fosfolipidico. Si pensa che SP-C possa influenzare

lo 'speséore e la fluidita dei lipidi circostanti attraverso l’elica estremamente

stabile di polivalina (4).

Stato dell’arte

Poiché le preparazioni di surfattante ottenute da tessuto animale
presentano alcuni svantaggi, come la loro limitata disponibilitd, I’eventuale
presenza di agenti infettivi e la possibilitd di induzione di reazioni
immunitarie, sono stati fatti dei tentativi di preparare surfattanti artiﬁéiali (4,
10), solitamente a partire da lipidi sintetici e proteine idrofobiche.

Studi precedenti hanno dimostrato che la SP-C sintetica difficilmente si
‘ripiega’ nella conformazione ad a-elica necessaria per avere proprieta
tensioattive ottimali (11).

Di conseguenza, SP-C sintetici e analoghi di SP-C non si ripiegano
come il peptide nativo, € non interagiscono propriamente con i lipidi del
surfattante. Per ovviare a questo problema, somo stati intrapresi diversi
tentativi pér modificare la sequenza, per esempio sostituendo tutti 1 residui di
Vai dell’elica nella SP-C nativa con Leu, che favoriscé notevolmente la
conformazione ad a-elica. Il corrispondente analogo "transmembranoso", SP-
C(Leu), ha mostrato un’eccellente diffusione all’interfaccia aria-liquido
quando combinato con DPPC:PG:acido palmitico(PA) in rapporti 68:22:9
p/p/p. Tuttavia, il valore di 7y,,, (tensione massima superficiale durante
compressione ciclica della superficie) era signiﬁéz:;i\lfamente piu alto di quello
del surfattante naturale. Non ¢ stato inoltre possibile preparare miscele lipide-

peptide a concentrazioni superiori a circa 20 mg/ml, probabilmente a causa
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della formazione di oligomeri peptidici (12). Altri autori hanno sintetizzato
analoghi bioattivi di SP-C costituiti da polileucine di varia lunghezza. In questi
studi non sono stati riportati né oligomerizzazione né problemi
nell’allestimento di preparazioni con elevata concentrazione di lipidi.

In varie pubblicazioni viene affrontato il problema di sintetizzare
analoghi peptidici dei peptidi del surfattante naturale, ¢ vengono fornite
diverée soluzioni. Tra queste pﬁbblicazioni, WO93/21225., EP 0 733 645,

WO096/17872, a nome Tokyo Tanabe, descrivono analoghi peptidibi della SP-C

3

naturale, che in generale differiscono dal peptide naturale per la sequenza N« o

terminale.

Le domande di brevetto a nome Scripps Research Institute WO89/06657
e W092/22315 descrivono analoghi della SP-B con residui amminoacidici
idrofobici e idrofilici alternati.

Cleréx A. et al., Eur. J. Biochem. 229, 465—72,. 1995, descrivono peptidi
di varie lunghezze corrispondenti alla sequenza N-terminale della SP-C del
maiale e un peptide ibrido derivato dalla SP-C suina e da batteriorbdopsina.

Johansson J. Et al., Biochem. J. 307, 535:41, 1995, descrivono peptidi
sintetici che differiscono dalla SP-C suina naturale per sostituzione di alcuni
amminoacidi.

WO089/04326 a nome California Biotechnology — Byk Gulden, e
WO091/18015 a nome California Biotechnology Scios Nova, descrivono
analoghi della SP;C contenenti una sequenza N-terminale iniziale in cui le due
Cys di SP-C naturale vengono sostituite da due Serl |

Descrizione dell’invenzione

E’ stato ora trovato che sostituendo residui di amminoacidi neutri con

o]
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residui polari o ingombranti, reéidui di Val con altri residui neutri e idrofobici,
residui di Cys con Ser, si ottiene un analogo di SP-C con proprieta
particolarmente favorevoli di riduzione della tensione superficiale.
L’invenzione fornisce analoghi della SP-C che hanno la seguente
formula generale (1), usando per gli amminoacidi il codice ad una lettera:
F.GAPZZPVHLKR(X3B).(XpB)o(XcB)m X4GALLMGL | ¢))
1n cui: |

X ¢ un amminoacido scelto dal gruppo comprendente V, I, L, Nle

(norleucina);

B ¢ un amminoacido scelto dal gruppo comprendente Ornitina, K, I, W, F,
Y, Q,N;

Z  ¢&unamminoacido scelto dal gruppo comprendente S, C, F o residui di S

o C sostituiti con gruppi acilici contenenti 12-22 atomi di carbonio

legati alla catena laterale rispettivamente attraverso legami estere o tio-

estere;
a ‘& un numero intero da 1 a 19;
b ¢ un numero interoda 1 a 19;
c ¢ un numero intero da 1 a 21;
d ¢ un numero intero da 0 a 20;
e ¢0ol;
f ¢0ol;
n ¢0o0l;

DS
-

m ¢e0ol,
con le condizioni:

- n+m > 0;

39

&

40 A
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- f>e;
- (X.B)a(X,B)n(X.B) X, ¢ una sequenza avente in totale 22 amminoacidi,
preferibilmente da 10 a 22.

Peptidi preferiti di formula (I) hanno le seguenti sequenze:

(Ia) FGIPSSPVHLKRX4BX4BX4BXGALLMGL
(Ib) FGIPSSPVHLKRX5BX5BX4GALLMGL
(Ic) FGIPSSPVHLKRX,BX{;GALLMGL

(1d) FGIPSSPVHLKRXgBX7GALLMGL

(Ie) FGIPSSPVHLKRX 1 BX4GALLMGL

in cui la serina puk(‘) essere eventualmente acilata, ad esempio con palmitoile.

Tra le sequenze (Ia)-(Ie), quelle con B=K o F e X =1L, I o Nle sono
preferite. |

Secondo le realizzazioni preferite dell‘invenzioﬁe, i peptidi di formula
(Ia)-(Ie) hanno rispettivamente le seguenti sequénze:
FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLKILLLKLGALLMGL [SP-C (LKS)]
FGIPSSPVHLKRLLILLKLLLLIKLLILGALLMGL [SP-C (LKS)1]
FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLLILLLILGALLMGL {SP-C (LKS)2]
FGIPSSPVHLKRLLILLLLLKLILLLILGALLMGL [SP-C (LKS)3]
FGIPSSPVHLKRLLILLLLLLLIKLLILGALLMGL [SP-C (LKS)4]
" in cui la serina pud essere eventualmente acilata, ad esempio coﬁ palmitéile.

I peptidi di formula (I) possono essere preparati usando tecmiche
convenzionali di sintesi peptidica.

Tali tecniche sono descritte per esempié m Schroeder et al., “The

~ peptides”, vol. 1, Academic Press, 1965; Bodanszky et al., "Peptide synthesis",

Interscience Publisher, 1996; Baramy & Merrifield, "The peptides; Analysis,

Y

U
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Synthesis, Biology", vol. 2, cap. 1, Academic Press, 1980, e comprendono la
sintesi peptidica in fase solida, in soluzione, metodi di sintesi di chimica
organica, o qualsiasi loro combinazione.

| 1 peptidi acilati sono préferibilmente sintetizzati per trattamento dei
péptidi con un cloruro acilico in acido trifluoroacetico puro per 10 min a
temperatura ambiente, dopodiché la reazione viene fermata per aggiunta di
etanolo acquoso all’80% (E. Salakdeh-Yousefi, J. -Jo.hansson and R.
Stromberg, in corso di pubblicazione).

I peptidi dell’invenzione possono essere vantaggiosamente preparati
anche con tecniche di biotecnologia.

Dopo sintesi e purificazione, i peptidi sintetici vengono caratterizzati dal
punto di vista biochimico e biofisico, come riportato nel seguito.

L’attivita dei peptidi dell’invenzione nel ridurre la tensione superficiale
¢ stata valutata in combinazione con lipidi, fosfolipidi, SP-B, analoghi di SP-B
o polimixine. In particolare i peptidi sono stati combinati con DPPC/PG/PA
con o senza SP-B, analoghi di SP-B o polimixine.

I risultati delle misure di attivitd tenmsioattiva con il surfattometro a
bolla-pulsante chiaramente mostrano che i peptidi sintetici della presente
invenzione sono in grado di diminuire conéiderevolmente la tensione
superficiale minima e massima (Ymgm, Ymax) durante la compressione ciclica
della superficie fino a valori comparabili a quelli ottenuti usando surfattanti di
origine naturale. |

L’aggiunta di SP-B o polimixina B alla miscela peptide/lipidi e/o
fosfolipidi ha fornito risultati particolarmehte favorevoli.

Un secondo aspetto dell’invenzione riguarda l’uso in un surfattante

il
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.artiﬁciale di polimixine, in particolare polimixina B, in qualita di analoghi
della SP-B, insieme a uno o piu peptidi di formula (I), lipidi e/o fosfolipidi.
Lipidi/fosfolipidi adatti possono essere scelti dal gruppo che comprende
DPPC, altre fosfatidilcoline, PG, PA, triacilgliceroli e sfingomielina.

- surfattante puo essere preparato miscelando soluzioni o sospensioni di
peptidi e lipidi e per successivo essiccamento della miscela. All’occorrenza la
miscela essicéata puo essere risospesa, dispersa o somminisfrata come tale in
soggetti che necessitano di un trattamento per carénza di surfattante.

Se la somministrazione ¢ in forma di aerosol, sara necessario combinare

piccole particelle di surfattante con propellente inerte idoneo. Altre forme di-

somministrazione come la vaporizzazione o la nebulizzazione di
soluzioni/sospensioni stabili di surfatfante sono pure comprése nell’ambito
dell’invenzione.

Secondo un ulteriore aspetto l’invenzione riguarda 1’uso dei peptidi
descritti e/o delle polimixine B nella preparazione di un surfattante da
utilizzarsi in terapia in tutti i casi di carenza di surfattante o disfunzioni
correlate. Tipicamente il surfattante verrd usato nel trattamento di RDS che
colpisce frequentemente i neonati prematuri.

Esempi

I seguenti esempi illustrano I’invenzione in -maggior dettaglio.
Esempio 1 |
Sintesi e purificazione del pep.tide

Un analogo di SP-C, SP-C(LKS) (Fig. 1) & stato sintetizzato a partire dai
corrispondenti tertbutilossicarbonilderivati (13) utilizzando la tecnologia in

fase solida in un’apparecchiatura Applied Biosystems 430A. La scissione del

D
L

&




-10 - Bianchetti - Bracco - Minoja Sl &

Bianchetti Giuseppe ed altri

legame resina-peptide e la deprotezione delle catene laterali sono state

condotte con acido fluoridrico anidro/ metossibenzene/dimetilsolfuro 10:1:1
(v/iviv) per 1,5 ore a 0°C. I gruppi‘protettori e gli “scavengers” (basi per
neutralizzare 1’acido ﬂuoridrico) sono stati rimossi per estrazione ripetuta con
dietiletere e.il peptide & stato successivamente rimosso dalla resina con
diclorometano/acido trifluoroacetico (TFA) 3:1 (v/v) seguito da evaporazione
s.v. al rotavapor. L’estratto peptidico grezzo ¢& stato ﬁdisciolto ad una
concentrazione di 100 mg/ml in cloroformio/metanolo 1:1 (v/v) contenente il

5% di acqua. Un’aliquota di 10 mg & stata caricata su una colonna Sephadex

LH-60 (40 x 1 cm) nello stesso solvente (2). Sono state raccolte frazioni di 2,5

ml e si sono misurate le assorbanze a 214 e 280 nm. L’identificazione e la
determinazione quantitativa sono state effettuate via analisi amminoacidica.
Per I’acilazione, il peptide purificato (di solito circa 5 mg) viene
essiccato, sciolto in TFA distillato (100 pl) e addizionato di un cloruro acilico
(10-20 equivalenti rispetto al peptide). Dopo 10 minuti la reazione viene
bloccata con etanolo acquoso all’80% (1,9 ml). I peptidi acilati vengono
purificati per cromatograﬁa su Lipidex 5000 eluendo con cloruro di
etilene/metanolo 1:4 (v/v) seguita da purificazione su una colonna HPLC in
fase inversa C18 usando un gradiente lineare a partire da una miscela di 2-
propanolo/0,1% TFA fino ad una miscela di metanolo (acq.) 60% / TEA 0,1%

o etanolo (acq.) 75% / TFA 0,1%..

Esempio 2
Caratterizzazione biochimica
La purezza del peptide & stata controllata via elettroforesi in gel di

poliacrilammide e sodio dodecilsolfato (SDS) (PAGE) (Phast-system,

44 2
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Pharmacia, Svezia) e via HPLC in fase inversa usando una colonna C18 € un
gradiente lineare da metanolo acquoso 60% / TFA a 0,1% e isopropanolo/TFA
0,1% (16). |

Il peso molecolare ¢ stato determinato via spettrometria di massa
utilizzando uno strumento "matrix-assisted lager desorption ionisation-time-of-
flight (MALDI-TOF)" (Lasermat 2000, Finnigan MAT). Per la calibrazione &
stato utilizzato un peptide intestinale vasoattivo di peso molécolare 3326.8.

La struttura secondaria del peptide & stata indagata via dicroismo

circolare (CD) utilizzando uno spettropolarimetro Jasco-720 (Jasco,

Giappone). Dopo solubilizzazione con trifluoroetanolo (TFE) gli spettri sono

stati registrati da 260 a 184 nm con una velocita di scansione di 20 nm/min e
una risoluzione di 2 punti/nm. La ellitticitd molare residua ¢ stata calcolata ed
espressa in kdeg x cm?/dmol. Le ellitticitd molari a 208 e 222 nm sono state
utilizzate per stimare il contenuto di struttura a elica (17).

Le indagini di struttura secondaria di SP-C(LKS) via spettroscopia CD
hanno mostrato uno spettro tipico di peptidi ad a-elica e un contenuto di a-
elica di circa 75%, stimato dai minimi a 208 nm e 222 nm. La struttura
secondaria rimane stabile in seguito a graduali _diluizioni con acqua fino al
12% di TFE a condizione cﬁe .il peptide venga solubilizzato con TFE puro.

L’SDS-PAGE . di SP-C(LKS) presenta una singola banda simile alla SP-
-C nativa mentre SP-C(Leu), a cui manca Lys nella parte elicoidale da origine
ad oligomeri. Contrariamente all’esperienza precedente con miscele di SP-
C(Leu)/lipidi, che sono difficili da solubilizzarei in);c')ncentrazioni maggiori di
20 mg/ml (12), & stato possibile fare una miscela SP-C(LKS)/lipide ad una

concentrazione di lipide di 80 mg/ml e un rapporto polipeptide/lipide di 0,03.
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ESempio 3
Preparazione di miscele peptide/lipide
DPPC, PG e PA sono stati acquistati da Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO). 1 lipidi, disciolti in cloroformio/metanolo 98:2 ('V/V), sono stati miscelati
nelle propﬁrzioni DPPC:PG:PA 68:22:9 (p/p/p) o DPPC/PG 7:3 (p/p). Le
preparazioni di surfattante sono state allestite aggiungendo a ciascuna delle
miscele lipidiche, SP-C(LKS) da.solo o SP-C(LKS) le SP-B, in rapporti in peso
totali di polipeptide/lipide di 0-0,05. Le miscele sono state evaporate sotto

azoto e risospese in NaCl 150 mmol/l o in taxﬁpone Hepes 10 mmol/l a pH 6,9

contenente NaCl 140 mmol/l e CaCl, 2,0 mmol/l, in modo da avere una

concentrazione di lipide di 10-80 mg/ml. Le sospensioni sono state

ripetutamente congelate e sonicate (50 W, 48 kHz) fino ad omogeneita. In
alcuni casi le sospensioni finali sono state incubate a 45°C per un’ora.

Le preparazioni di surfattante sospese in NaCl 150 mmol/l hanno un pH
di 3.5-5.5. In preparazioni contenenti SP-B, sono stati osservati valori di pH
inferiori, pari a 3.5-4.5. Dato che la SP-B ﬁaturale viene purificata usando
solventi organici acidificati (2) piccole quantitd di acido possono rimanere
nelle preparazioni. Si & ottenuto un pH quasi fisiologico sospendendo la
preparazione di surfattante in tampone Hepes a pH 6.9, contenente NaCl 140
mmol/l e CaCl, 2 mmol/l. Rispetto alle »corrispondenti preparazioni in
soluzione fisiologica non tamponata non ci sono stati cambiamenti di Yy, O
Ymin quando & stata usata la miscela di lipidi DEPC/PG 7:3 (p/p). Tuttavia
quanao ¢ stato incluso PA nella miscela lipidicé,ﬁa' valori di pH piu elevati
(preparazioni in tampone) si & osservato un auménto sia di Y che di Ymin

(Tabelle 1 e 2)..

%%
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Tabella 1 - Proprieta tensioattive di preparazioni di surfattante artificiale {n
in soluzione fisiologica.

Le misure sono state effettuate direttamente dopo la preparazione dei
campioni o dopo un’ora di incubazione a 45° C ad una concentrazione di 10
mg/ml di fosfolipidi in NaCl 150 mmol/i.

Le registrazioni sono state ottenute a tempi diversi con un surfattometro

a bolla pulsante a 37°C e 50% di. compressione superficiale ad una frequenza

di 40 cicli per minuto. I valori sono la media (in parentesi la deviazione

standard SD) di 3-5 misurazioni. Le abbreviazioni sono definite nel testo.




Tabella 1
Preparazioni di surfattante Tensione superficiale (mN/m)
SP-C SP-B Fosfolipidi Incubazione 7,5s 1 min 5 min
(LKS) (G35 ¥+ M e B B
(% in peso ) peso) Ymin Ymax Ymin Ymax Ymin Y max
3 - DPPC/PG/PA - <1 41(1) <1 41(1) <1 41(0)
3 - DPPC/PG/PA 45°C <1 41(1) <1 41(1) <1 41(1)
3 2 DPPC/PG/PA - <1 33(2) <1 33(2) <1 33(2)
3 2 DPPC/PG/PA 45°C <1 34(1) <1 34(2) <1 25(2)
3 | - DPPC/PG - 12 39(5) 14(4) 42(4) 9(5) 42(2)
3 - DPPC/PG 45°C - | 8(3) 35(5) 9(3) 39(5) 6(4) 42(3)
3 2 DPPC/PG - 2(1) 31(1) 2(1) 31(3) 2(1) 33(1)
3000 2 DPPC/PG 45°C 3(3) 29(3) 1(1) 33(2) 1(0) 36(1)
3 1 DPPC/PG - <l 24(4) 1(2) . 26(4) <1 31(1)
3 0.5 DPPC/PG 45°C 4(2) 29(1) 4(3) 29(2) 3(1) 34(2)

{
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Tabella 2 - Proprieta tensioattive di preparazioni di surfattante artificiale in
tampone.
Le éreparazioni sono state esaminate‘alla concentrazione di 10 mg/ml di
fosfolipidi in 10 mmol/l di tampone Hepes (pH 6.9) contenente NaCl 140 mmol/l
e CaCl; 2.0 mmol/l. Le regist'razion.i sono stéte ottenute con un surfattometro a
bolla pulsante a 37°C e con una compressione della superficie dei 50%, ad una

frequenza di 40 cicli per minuto. [ valori sono 1la media (in parentesi la

deviazione standard SD) di 3-5 misurazioni.
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Esempng 4 3O
Preparazione di miscele di fosfolipidi con SP-C(LKS) e polimixina B

DPPC e PG sono stati acquistati da Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO). 1 fosfolipidi, sciolti in cloroformio/metanolo 98:2 (V/v) sono stati
- miscelati nelle proporzioni DPPC/PG 7:3 (p/p). SP-C(LKS) ¢ stato aggiunto
alle miscele di foéfolipidi in modo da avere un ‘rapporto totale in peso
polipeptide/fosfolipide di 0,03. Le miscele sono state evapo.rate sotto azoto €
risospese a temperatura ambiente in tampone Hepes 10 mmol/l, a pH 6.9,
contenente NaCl 140 mmol/l e CaCl, 2,0 mmol/l o nello stesso tampone
contenente 0,01% di polimixina B (PxB) (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO). Le sospensioni sono state ripetutamente éongelate e sonicate (50 W, 48
kHz) fino ad omogeneita. La concentrazione fosfolipidica finale per entrambe
le preparazioni & stata di 10 mg/ml. L’aggiunta di PxB diminuisce Y., € Ymin
fino a che si ottiene un’attivita di superﬁcie'ottimale (Tabella 3).
Tabella 3 - Proprieta tensioattive di miscele di fosfolipidi con SP-C (LKS)
e polimixina B |

Le registrazioni sono state ottenute a tempi diversi con un surfattometro

a bolla pulsante a 37°C e 50% di compressione di superficie, ad una frequenza

di 40 cicli per minuto. I valori sono la media (+ deviazione standard SD) di

5-11 misurazioni. Le abbreviazioni sono definite nel testo.
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Esempio §

Caratterizzazione biofisica

Le cinetiche di diffusione superficiale sono state misurate a circa 34°C

con una bilancia di Wilhelmy (Biegler, Vienna, Austria). La tensione -

superficiale & stata monitorata per 10 minuti usando una lamina di platino
connessa a un estensimetro e inserita 1 mm in un'ipofase di 20 ml di NaCl 150
mmol/l in un vassoio di teflon. Le sospensioni sono state aggiunte a gocce, in
totale 1 mg di lipidi, sull’ipofase, a 4 cm dalla lamina di platino.

Le misure di cinetica di SP-C(LKS) 3% in peso in DPPC/PG, 7:3 (p/p),

usando la bilancia di Wilhelmy, hanno mostrato una rapida diffusione con una

tensione superficiale di 28 mN/m dopo 3 s (Fig. 2). La diffusione ¢ stata
sensibilmente pitt lenta usando 1% - in peso di SP-C(LKS) nella stessa miscela
“lipidica. L aggiunta di SP-B 2% in peso non ha cambiato significativamente la
velocita di diffusione o la tensione superﬁciale'di equilibrio (Fig. 2). Non si
sono osservati miglioramenti dopo incubazione della miscela per 1 ora a 45°C.
Risultati simili sono stati ottenuti utilizzando una miscela di DPPC:PG:PA,
68:22:9 (p/p/p).

La tensione superficiale dinamica ¢& stata registrata usando un
surfattometro a bolla pulsante (Surfactometer International, Toronto, Canada)
a 37°C durante compressione ciclica del 50% della superficie di bolla e a una
frequenza di 40 cicli per minuto. Tutte le misure sono state effettuate sino a 5

min a una concentrazione lipidica di 10 mg/ml. Le pressioni sono state

misurate a intervalli di tempo determinati e usate per calcolare le tensioni

superficiali a grandezza di bolla minima (y ;) € massima (Y may)-

Nel surfattometro a bolla pulsante, dopo 1 minuto, SP-C(LKS) 3% in

Z
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peso in DPPC:PG:PA, 68:22:9 (p/p/p) ha fornito un valore di v, di meno di | S])
1 mN/m mentre con SP-C(LKS) 3% in peso in DPPC:PG, 7:3 (p/p) si &
0SServato un o, di 9-14 mN/m (Tabella 1).

La tensione superficiale al raggio di bolla massimo (Y,,) €ra di circa 40
mN/m in entrambi i casi. L aggiunta SP-B 2% in peso ha fornito valori di
Yrmax di 33-31 mN/m e Y, di 0-2 mN/m per entrambe le preparazioni lipidiche.
Questi valori sono moltok simili a quelli ottenuti con preparaiioni surfattanti di
origine naturale (19).

‘L‘inc‘ubazio‘ne. delle preparazioni a 45°C per un’ora non aveva effetto
significativo sull’attivita di superficie (Tabella 1). Diminuendo la quaﬁtite‘l di
SP-B a 0,5% 1n peso in SP-C(LKS) 3% in peso in DPPC:PG 7:3 (P'P)s Ymin
tendeva a aumentare anche se i risultati non raggiungevano la significativita
statistica (Tabella 1). Contrariamente a SP-B, I’aggiunta del péptide KL,
| descritto in precedenza come analogo di SP-B (14) 2% in peso a SP-C(LKS)
3% in peso in DPPC:PG:PA 68:22:9 (p/p/p) non riduceva v,,, che rimaneva
relativamente elevata ( 41-42 mN/m).

Esem.pio 6

L’effetto della terapia con surfattante sulle proprietd meccaniche di
polmoni immaturi & stato valutato in 5 conigli neonati prematuri con un’eta
gestazionale di 27 giorni. Gli animali sono stati tracheotomizzati alla nascita e
due di loro hanno ricevuto, attraverso la cannula tracheale, 2,5 ml/kg di
surfattante artificiale contenente DPPC, PG e SP-C(LKS) con o senza
polimixina B nelle proporzioni definite iﬁ préc);cienza. La concentrazione
fosfolipidica totale del materiale surfattante esogeno era di 40 mg/ml. Un

animale che serviva come controllo positivo & stato trattato con la stessa dose
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di surfattante naturale modificato disponibile in commercio (Curosurf®),
diluito a 40 mg/ml. Un animale ¢ stato trattato con una- miscela di DPPC e PG
in soluzione fisiologica (stesse concentrazioni) a una dose di 2,5 ml/kg. Un
animale ¢ stato mantenuto senza trattamento e serviva come controllo. Tutti ghi
animali sono stati mantenuti in box pletismografico termoregolato a 37°C ¢
ventilati in parallelo per 60 min con ossigeno al 100% ad una frequenza di 40
atti respiratori/min e con tempo di inspirazione del 50% .[Sewo Ventilator
900B (Siemens;Elema, Solna, Svezia)]. I volumi tidalici sono stati misurati

con un pneumotacografo collegato a ciascuna scatola pletismografica. Gh

animali sono stati ventilati con una sequenza standardizzata di pressioni di-

insufflazione di picco (PIP): 35, 25 e 20 cm H,O (modificato da Berggren et

al. 1985), con o senza una pressione di espirazione terminale positiva (PEEP)

>
g

di 3 cm H,0. La compliance toraco-polmonare & stata calcolata corm

rapporto tra il volume tidalico ¢ la differenza tra la pressione di insufflazions
quella- di espirazione [PIP - PEEP] ed espressa come ml/em H,0.kg.

In confronto all’animale di controllo non trattato la compliance toraco-
polmonare era signiﬁcativémente aumentata negli animali trattati con il
surfattante artificiale, specialmente nell’animale che aveva ricevuto surfattante
contenente polimixina B, anche se il miglioraménto risultava inferiore a quello
ottenuto dopo trattamento con una dose simile di surfattante naturale
modificato. Il trattamento con fosfolipidi da soli non aveva effetto sulla
compliance (Figura 3).

Breve descrizione delle figure

Fig. 1. Sequenze amminoacidiche ¢ rappresentazione a “ruota elicoidale”

di SP-C e suoi analoghi.
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La sequenza di SP-C umana ¢ tratta da (18) e quella di SP-C(Leu) da
(12). SP-C(LKS) ¢ basata sulla struttura primaria di SP-C ma tutti i residui Val
alle posizioni 16-28 eccetto la posizione 17 vengono sostifuiti da residui di
Leu; residui di Lys sono stati introdotti alle posizioni 17, 22 e 27; Cys
palmitoilate alle posizioni 5 e 6 sono state sos’tituite con Ser.
Fig. 2.  Diffusione superficiale di preparazioni surfattanti sintetiche.

Cinetiche di diffusione dell’SP-C(LKS) 3% in peso (qﬁadri ripieni, linea
a puntini), e di 3% in peso SP-C(LKS) con aggiunta di SP-B 2% in peso

(triangoli vuoti, linea tratteggiata). Tutte le preparazioni sono state esaminate

ad una concentrazione di 10 mg/ml di DPPC/PG, 7:3 (p/p) in NaCl 150

mmol/l. Le registrazioni sono state ottenute con una bilancia di Wilhelmy e
ciascun dato & la media di tre registrazioni diverse.
Fig. 3.

- Compliance tbraco-polmonare in 5 conigli neonati prematuri (eta
gestazionale di 27 giorni) ventilati con una pressione di insufflazione di picco
di 25 cm H,0. La compliance ¢ significativamente migliorata nell’animale
trattato con surfattante naturale modificato (Curosurf) e moderatamente
migliorata nei due animali che hanno ricevuto il surfattante artificiale basato
su SP-C(LKS). L’aggiunta di polimixina B (PxB) appare aumentare P’effetto
del surfattante artificiale. La concentrazione di fosfolipidi ¢ la stessa in tutti i

gruppi di animali da esperimento, 40 mg/ml.

Is
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RIVENDICAZIONI 39 _éﬁ

1. Analoghi di SP-C di formula generale (I), sccondo' i1 codice

amminoacidico ad una lettera:

F.GAPZZPVHLKR(X3B)p (XpB)n(XcB)mXdGALLMGL D

in cui:

X ¢ un amminoacidb scelto dal gruppo comprendente V, I, L, Nle
(norleucina); |

B & un amminoacido scelto dal gruppo comprendente Ornitina, K, I, W, F,
Y, Q N;

Z ¢ un arhminoacido scelto dal gruppo comprendente S, C, F o residui di-

S o C sostituiti con gruppi acilici contenenti 12-22 atomi di carbonio

legati alla catena laterale rispettivamente attraverso legami estere o tio-

estere;
a ¢ un numero interoda 1 a 19;
b ¢ un numero intero da 1 a 19;
c ¢ un.numero intero da 1 a 21;
d ¢ un numero intero da 0 a 20;
€ ¢0ol;
f ¢e0ol;
n ¢0ol;

m ¢0ol,
con le condizioni:
- n+m > 0;

- f>e;

- (X:B)a(XB)o(XB) X4 & una sequenza avente in totale 22 amminoacidi,
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preferibilmente da 10 a 22. ( QO é %
2. Analoghi di SP-C secondo la rivendicazione 1, di formula (la):
(Ia) FGIPSSPVHLKRX,BX,BX,BXGALLMGL.
3. Analoghi di SP-C secondo la rivendicazione 1, di formula (Ib):
(Ib) FGIPSSPVHLKRXSBXsBX,,GALLMGL.

4, Analoghi di SP-C secondo la rivendicazione 1, di formula (Ic):

(Ic) FGIPSSPVHLKRX,BX,;,GALLMGL. |
5. Analoghi di SP-C secondo la rivendicazione 1, di formula (Id):

(1d) FGIPSSPVHLKRXgBX7GALLMGL.
6. Analoghi di SP-C secondo la rivendicazione» 1, .di formula (Ie):

(Ie) FGIPSSPVHLKRX;,BX,GALLMGL.
7.  Analoghi di SP-C secondo le rivendicazioni 1-6 in cui la serina ¢ acilata,
preferibilmente con palmitoile.
8. Analoghi di SP-C secondo le rivendicazioni 1-7, in cui B & lisina e X &
leucina, isoleucina o norleucina.
9.  Analoghi di SP-C secondo la rivendicazione 8, scelti dal gruppo che
comprende:
FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLKILLLKLGALLMGL [SP-C (LKS)]
FGIPSSPVHLKRLLILLKLLLLIKLLILGALLMGL [SP-C (LKS)1]
FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLLILLLiLGALLMGL [SP-C (LKS)2]
FGIPSSPVHLKRLLILLLLLKLILLLILGALLMGL {SP-C (LKS)3]
FGIPSSPVHLKRLLILLLLLLLIKLLILGALLMGL [SP-C (LKS)4]
in cui S ¢ eventualmente acilata, preferibilmente'éo;; i:;almitoilc.

10. Surfattante sintetico che comprende almeno un analogo di SP-C di

formula (I) in miscela con lipidi e fosfolipidi.
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11.  Surfattante sintetico secondo la rivendicazione 10, in cui la miscela
lipidi/fosfolipidi comprende DPPC, PG, PA.

12. | Surfattante sintetico secondo le rivendicazioni 10-11, che inoltre
comprende SP-B o un suo analogo attivo, o una polimixina.

13. Surfattantlg sintetico secondo le rivendicazioni 10-12, in forma di
soluzioné, dispersione, sospensione o polvere essiccata.

14. Uso di analoghi di SP-C delle rivendicazioni 1-7 per 1a preparazione di
un surfattante artificiale da impiegare in terapia in tutti i casi di carenza o

disfunzione del surfattante polmonare.

15. Uso di una polimixina e preferibilmente polimixina B per la

preparazione di un surfattante artificiale come rivendicato nelle rivendicazioni
10-13, da impiegare in terapia in tutti i casi di carenza o disfunzione del
surfattante polmonare.

16. Uso secondo le rivendicazioni 14 e 15, nella sindrome da distress
respiratorio.

Milano, 12 febbraio 1999
Il Mandatario
(Banfi Paolo)

di Bianchetti ® Bracco ® Minoja S.r.l.
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IMPRESO A

RESUMEN INVENCION CON DIBUJO PRINCIPAL, DESCRIPCION Y
REIVINDICACION

NUMERO SOLICITUD MI99A 000275 Reg.B FECHA DEPOSITO 12/02/1999
NUMERO PATENTE FECHA DEPOSITO
D. TITULO

“PEPTIDOS SINTETICOS QUE TIENEN LA CAPACIDAD DE DISMINUIR LA

@ TENSION SUPERFICIAL Y EL USO DE LOS MISMOS EN LA PREPARACION DE

UN TENSIOACTIVO ARTIFICIAL”

L. RESUMEN

Se describen péptidos artificiales que tienen actividad tensioactiva, andlogos de la SP-C del
surfactante pulomonar, y su uso en el tratamiento del sindrome de dificultad respiratoria (RDS)
y otras enfermedades relacionadas a deficiencia o disfuncion de tensioactivo.
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Descripcion de la invencidn industrial de titulo:

“PEPTIDOS SINTETICOS QUE TIENEN LA CAPACIDAD DE DISMINUIR LA
TENSION SUPERFICIAL Y EL USO DE LOS MISMOS EN LA
PREPARACION DE UN TENSIOACTIVO ARTIFICIAL”

en nombre: CHIESI FARMACEUTICI S.p.A.
con sede en: Parma

La presente invencién proporciona nuevos péptidos artificiales que
tienen actividad tensioactiva. En particular, la invencion proporciona analogos
de la proteina SP-C del tensioactivo, los cuales, una vez combinados con
lipidos apropiados, son particularmente efectivos para reducir la tension
superficial en la interfase aire-liquido.

Asi, los péptidos de la invencion se pueden usar en combinacion con
lipidos, y en forma opcional en combinacion con la proteina SP-B o analogos
activos o con polimixinas, para preparar tensioactivos artificiales Gtiles en el
tratamiento del sindrome de dificultad respiratoria (RDS) y de otras
enfermedades asociadas a disfunciones del tensioactivo pulmonar.

Antecedentes de la Invencion

El tensioactivo pulmonar reduce la tensidn superficial en la interfase
aire-liquido de la pared interna de los alvéolos, previniendo que fos pulmones
colapsen al final de la expiracion. La deficiencia de tensioactivo es un desorden
comun en los infantes prematuros y representa el origen de una patologia
llamada RDS, la cual puede ser tratada en forma efectiva con tensioactivos
naturales extraidos de pulmones de animales (1). Los principales componentes
de estas preparaciones son fosfolipidos tales como 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-

fosfocolina (DPCC), fosfatidilglicerol (PG) y las proteinas hidrofébicas del

N




fosfocolina (DPCC), fosfatidilglicerol (PG) y las proteinas hidrofobicas del
tensioactivo B y C (SP-B y SP-C). Las proteinas hidrofilicas del tensioactivo
SP-A y SP-D, las cuales son lectinas colagenosas tipo C (dependientes del
Ca®") que se piensa que actian en el sistema de defensa huésped, no estan
incluidas normalmente en las preparaciones tensioactivas debido-a los
procedimientos de extraccion con solventes organicos empleados.

Las SP-B y SP-C constituyen solo aproximadamente del 1 al 2 % en
peso del tensioactivo, pero aln asi son capaces de ejercer una mejora
dramatica sobre la actividad superficial, comparada a las preparaciones con
lipidos puros (2,3). Se han determinado las estructuras primaria y secundaria
de las SP-B y SP-C y una estructura terciaria de la SP-C en solucion (4). La
SP-B estd compuesta de dos cadenas de polipéptido idénticas de 79
aminodacidos, conectadas por un puente intercadenas del tipo disulfuro (5,6).
Cada cadena monomérica tiene tres puentes disulfuro intracadena y por lo
menos cuatro espirales amfipaticas que exhiben una cara polar y una cara no
polar a través de las cuales la SP-B puede interactuar con dos bicapas lipidicas
trayéndolas a una proximidad cercana (7). La SP-C es una lipoproteina
éompuesta de 35 residuos de aminoacidos con un dominio de hélices o entre
los residuos 9-34 (8). La hélice estd mayormente compuesta de residuos de
valilo y estd incrustada en la bicapa lipidica y orientada en paralelo con las
cadenas acilo lipidicas (9). Dos grupos paimitoilo estan unidos en modo
covalente a residuos de cisteina en posiciones 5 y 6 en el extremo N-terminal
del péptido (5). Los dos residuos cargados positivamente, arginina y lisina, en
las posiciones 11y 12, posiblemente interactian con los grupos principales con

carga negativa de fa membrana lipidica aumentando asi su rigidez. La rigidez
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de la interaccion lipido-péptido se puede disminuir hacia el extremo C-terminal,
ya que éste contiene grupos pequefios o no polares, haciendo esta parte
potencialmente mas movil en una bicapa de fosfolipido. Se piensa que la SP-C
tiene influencia sobre el espesor y fluidez de los lipidos de los alrededores via
la extremadamente estable hélice de polivalilo (4)

Estado de la técnica

Debido a que las preparaciones tensioactivas obtenidas de los tejidos
animales presentan algunas desventajas, como su disponibilidad en
cantidades limitadas y la posibilidad de que contengan agentes infecciosos e
induzcan reacciones inmunoldgicas, se han hecho intentos para crear
tensioactivos artificiales (4, 10), usualmente a partir de lipidos sintéticos y
proteinas hidrofobicas.

Los trabajos previos han demostrado que la SP-C sintética con dificultad
se plega como el péptido nativo en una conformacién a-helicoidal necesaria
para una optima actividad tensioactiva (11).

En consecuencia, los andlogos sintéticos de la SP-C no se pliegan como
el péptido nativo y no interacttan en forma apropiada con los lipidos
»tensioactivos. Para sortear este problema se han hecho muchos intentos para
modificar la secuencia, por ejemplo, reemplazando todos los residuos
helicoidales de Val en la SP-C nativa con Leu, el cual favorece fuertemente la
conformacion a-helicoidal. El analogo trans-membrana correspondiente, SP-
C(Leu), mostré una excelente dispersion en la interfase aire-liquido cuando se
combina con DPPC:PG:4cido palmitico PA (68:22:9) (p/p/p). Sin embargo, el
maximo valor de tensién superficial durante la compresién ciclica de la

superficie (ymax) fue significativamente mayor que el del tensioactivo nativo.

%
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Ademas no fue posible preparar mezclas lipido-péptido de mayores
concentraciones que aproximadamente 20 mg/ml, probablemente debido a la
formacion de oligomeros del péptido (12). Otros autores han sintetizado
analogos de SP-C constituidos por polileucinad de diferentes longitudes. En
estos estudios no se informaron problemas de auto oligomerizaciéon ni
problemas en la produccion de muestras de alta concentracion de lipidos.

Diferentes publicaciones tratan el problema de sintetizar analogos
peptidicos de los péptidos tensioactivos naturales dando una cantidad de
soluciones diferentes. Entre esas publicaciones, las W093/21225, la EP 0 733
645, y la WO/96 17872, a nombre de Tokyo Tanabe, revelan péptidos
analogos de la SP-C natural, los cuales difieren en general del péptido nativo
en relacion a la secuencia N-terminal.

Las Solicitudes de Patente del Scripps Research Institute W0O89/06657
y WO092/22315 revelan analogos de la SP-B que tienen residuos de
aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos alternados.

Clercx, A. et al. eur. J. Biochem 229, 465-72, 1995, revela péptidos de
diferentes longitudes que corresponden al N-terminal de la SP-C porcina y
péptidos hibridos derivados de la SP-C porcina y bacteriorhodopsina.

Johansson, J. et al. Biochem.J. 307, 535-541, 1995, revelan péptidos
sintéticos que difieren de la SP-C porcina nativa por la sustitucion de algunos
aminoacidos.

La WO089/04326 a nombre de California Biotechnology - Byk Gulden, y
la WO91/18015 a nombre de California Biotechnology - Scios Nova, revelan
analogos de la SP-C que contienen una secuencia N-terminal inicial en la cual

los dos Cys de la SP-C natural son reemplazados por dos Ser.
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Descripcion de la invencion

Ahora se ha encontrado que reemplazando residuos de aminoacidos
neutros con residuos voluminosos o polares, residuos de Val con otros
residuos neutros e hidrofébicos, residuos de Cys con Ser, se obtiene un
analogo de SP-C con propiedades particularmente favorables para la reduccién
de la tensién superficial.

La invenciéon proporciona andlogos de SP-C que tienen la formula

general (I), usando el cédigo de aminoacidos de una letra:

FeGAPZZPVHLKR(X3B)n(XeB)n(XcB)mXqGALLMGL D
en la cual:
X es un aminodacido seleccionado a partir del grupo formado por V, |, L,

Nle (norleucina);

B es un aminoacido seleccionado a partir del grupo formado por ornitina,
K LW, F Y, QN;

Z es un aminoacido seleccionado a partir del grupo formado por S, C, F o
residuos de S o C sustituidos con grupos acilo que contienen de 12 a 22
atomos de carbono unidos a la cadena lateral respectivamente a través de

enlaces éster o tioéster:;

a es unenterode 1a 19
b es unenterode 1a 19
C es un entero de 1 a 21
d es un entero de 0 a 20
e esOo1
f esOo1

n es0o1

7



m es0o1
con las condiciones :
n+m->0,
f>e
(XaB)n(XeB)n(XB)mXq €5 Una secuencia que tiene un total de 22 aminoacidos,
preferiblemente de 10 a 22.
Los péptidos preferidos de la Formula (I) tienen las siguientes
secuencias:
(Ia) FGIPSSPVHLKRX4BX4BXsBXGALLMGL
(Ib) FGIPSSPVHLKRXsBXsBX,GALLMGL
(Ic) FGIPSSPVHLKRX,BX1GALLMGL
(Id) FGIPSSPVHLKRXsBX;GALLMGL
(Ie) FGIPSSPVHLKRX1BX4GALLMGL
donde la serina se puede opcionalmente acilar, por ejemplo con palmitoilo.
Entre las secuencias (Ia) - (Ie), aquellas que tienen B=Ky F=L, 1 o Nle
son las preferidas.
De acuerdo con las realizaciones preferidas, los péptidos de la formula
(Ia) - (Ie) tienen respectivamente las siguientes secuencias:
FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLKILLLKLGALLMGL [SP-C (LKS)]
FGIPSSPVHLKRLLILLKLLLLIKLLILGALLMGL {SP-C (LKS)4]
FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLLILLLILGALLMGL [SP-C (LKS);]
FGIPSSPVHLKRLLILLLLLKLILLLILGALLMGL [SP-C (LKS)3]
FGIPSSPVHLKRLLUILLLLLLLIKLLILGALLMGL [SP-C (LKS)4]
FGIPSSPVHLKRLLILFLLLLFILLLFLGALLMGL [SP-C (LFS)]

donde la serina se puede opcionalmente acilar, por ejemplo con palmitoiio.
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Los péptidos de la formula (I) se pueden preparar por métodos
convencionales de sintesis peptidicas.

Estas técnicas estan descriptas en, por ejemplo, Schroeder et al., “The
peptides”, vol 1, Academic press, 1965; Bodzanszky et al., “Peptide synthesis”,
Interscience Publisher, 1996; Baramy & Merrifield, “The peptides; Analysis,
Synthesis, Biology”, vol 2, chapter 1, Academic Press, 1980, e incluyen sintesis
de péptidos en fase sdlida, en soluciéon, métodos de sintesis de quimica
organica, o cualquier combinacién de fos mismos.

Los péptidos acilados son preferiblemente sintetizados por tratamiento
de los péptidos con cloruro de acilo en acido trifluoroacético puro, durante 10
minutos a temperatura ambiente, luego la reaccién se para por agregacion de
etanol acuoso al 80% (E. Salakdeh-Yousefi, J. Johansson and R. Strdmberg,
en curso de publicacion).

Los péptidos de la invencidon se pueden ventajosamente preparar
también con técnicas de biotecnologia.

Después de sintesis y purificacion, los péptidos sintéticos se
caracterizan, desde el punto de vista bioguimico y biofisico, como informado a
bontinuacién.

La actividad de los péptidos de la invencién en la reduccion de la tension
superficial ha sido evaluada en combinacion con lipidos y fosfolipidas, SP-B,
analogos de la SP-B, o polimixinas. En particular, los péptidos han sido
combinados con DPPC/PG/PA con o sin SP-B, analogos activos de SP-B o
polimixinas.

Los resultados de los ensayos de actividad superficial de burbuja

pulsante muestran claramente que los péptidos sintéticos de acuerdo con la
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presente invencion disminuyen fuertemente la tensién minima y maxima
durante la compresién ciclica de superficie (ymn Y 7Tmax) hasta valores
comparables con aquellos obtenidos usando tensioactivos que se obtienen de
fuentes naturales.

La adicibn de SP-B o polimixina B a la mezcla de péptido/lipido y/o
fosfolipidos dio resultados particularmente favorables.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere al uso en un tensioactivo
artificial de polimixinas, en particular la polimixina B, como analogos de la SP-
B, junto con uno o mas péptidos de la formula (1), lipidos y/o fosfolipidos. Los
lipidos/fosfolipidos apropiados se pueden seleccionar a partir del grupo
formado por DPPC, PG, PA, triacilgliceroles, esfingomielina.

El tensioactivos se puede preparar mezclando soluciones o
suspensiones de péptidos y lipidos y a continuacion secando la mezcla. En el
momento necesario, la mezcla seca puede ser suspendida, dispersada o
administrada como tal a sujetos con necesidad de tratamiento por deficiencia
de tensioactivo.

Si la administracion es en forma de aerosol, serd necesario combinar
‘pequeﬁas particulas de tensioactivo con un propelente inerte adecuado. Otras
formas de administracion, como la nebulizacion o rociado de
soluciones/suspensiones estables de tensioactivo, también estan incluidas
dentro del alcance de la invencion.

De acuerdo a otro aspecto, la invencion proporciona el uso de los
peptidos descriptos y/o de las polimixinas B para la preparacion de un agente
tensioactivo para usar en todos los casos de deficiencia o disfuncion de

tensioactivo. Tipicamente el tensioactivo sera usado preferiblemente en el
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tratamiento del sindrome de dificultad respiratoria el cual afecta de modo
frecuente a los infantes prematuros.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién en mayor detalle.
Ejemplo 1:
Sintesis y purificacion del péptido

Un andlogo de la SP-C, la SP-C(LKS) (Fig.1), fue sintetizado a partir de
los correspondientes tertbutiloxicarbonilderivados (13) usando la tecnologia de
fase solida por pasos en un aparato Applied Biosystems 430A. La ruptura de la
union resina-péptido y la desproteccion de las cadenas laterales se llevaron a
cabo en fluoruro de hidrogeno anhidro/metoxibenceno/dimetilsulfuro, 10:1:1
(viviv) por 1,5 h a 0 °C. Los grupos protectores y secuestrantes (bases para
neutralizar el acido fluorhidrico) fueron removidos por extraccion repetida con
dietit éter y el péptido fue extraido de la resina en forma subsiguiente con
diclorometano/acido trifluoroacético (TFA) 3:1 (viv) seguido por evaporacion
rotativa al vacio. E! extracto del péptido crudo se re-disolvi6 a una
concentracion de 100 mg/ml en cloroformo/metanol 1:1 (v/v) que contenia 5%
de agua. Una alicuota de 10 mg se aplicé a una columna Sephadex LH-60 (40
x 1 cm) en el mismo solvente (2). Se recolectaron fracciones de 2,5 ml y se
midieron las absorbancias a 214 y 280 nm. La identificacién y cuantificaciéon se
realizaron por analisis de aminoacidos.

Para la acilacién, el péptido purificado (tipicamente aproximadamente 5
mg) se seca y se disuelve en TFA destilado (100 pl) y se agrega el cloruro de
acilo (10 a 20 equivalentes en comparacion al péptido). Luego de 10 minutos fa

reaccion se apaga con etanol acuoso al 80% (1,9 ml). La purificacién de los
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acil péptidos se realiza usando cromatografia sobre Lipidex 5000 en cloruro de
etileno/metanol 1:4 (v/v) seguida por purificacion sobre columna HPLC de fase
invertida C18 usando un gradiente lineal de 2-propanol/0,1% TFA corriendo en
metanol (acuoso) 60%/0,1% TFA o etanol (acuoso) 75%/0,1% TFA.

Ejemplo 2:

Caracterizacidn Bioquimica

La pureza del péptido se confirmd por electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE) dodecil sulfato de sodioc (SDS) (Phast-system,
Pharmacia, Suecia) y por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) de
fase invertida, usando una columna C18 y un gradiente lineal de metanol
acuoso 60% / 0,1% TFA e isopropanol / 0,1% TFA (16).

Las masas moleculares se determinaron por espectrometria de masa
por desorcion ionizacion laser asistido por matriz - tiempo de vuelo (MALDI-
TOF) (Lasermat 2000, Finnigan MAT) calibrado con péptido vasoactivo
intestinal (M, 3326,8).

La estructura secundaria del péptido se investigd usando espectroscopia
por dicroismo circular (CD) Jasco-720 (Jasco, Japan). Luego de la
solubilizacién con trifluoroetanol (TFE) se registraron los espectros de 260 a
184 nm con una velocidad de barrido de 20 nm/min y una resolucién de 2
puntos por nm. Se calculé la elipticidad molar residual y se expresd en kdeg x
cm?/dmol. Las elipticidades molares a 208 y 222 nm se utilizaron para estimar
el contenido de estructura helicoidal (17).

Las investigaciones sobre la estructura secundaria de la SP-C(LKS)
usando espectroscopia CD mostraron un espectro tipico de péptidos o-

helicoidales y se estimé un contenido de aproximadamente 75% a partir de los



24
1 S

minimos a 208 y 222 nm. La estructura secundaria permaneci6 estable luego
de la dilucién a pasos con agua hasta un 12% TFE con la condicién de que el
péptido fuera solubilizado en TFE puro.

El SDS-PAGE de la SP-C(LKS) mostré una banda Unica similar a la de
la SP-C nativa, mientras que la SP-C(Leu), la cual no tiene Lys en la parte
helicoidal, forma oligdmeros. En contraste a nuestra experiencia con mezclas
SP-C(Leu)llipido, las cuales son dificiles de solubilizar en concentraciones
mayores de 20 mg/mi (12), se pudo realizar una mezcla SP-C(LKS)/lipido con
una concentracion de lipido de 80 mg/ml y una relacion polipéptido/lipido de
0,03.

Ejemplo 3:
Preparacion de mezclas péptido/lipido

El DPPC, PG y PA fueron adquiridos en Sigma Chemical Co. (St. Louis
MO). Los lipidos, disueltos en cloroformo/metanof 98:2 (v/v), se mezclaron en
las proporciones DPPC:PG:PA de 68:22:9 (p/p/p) o DPPC:PG de 7:3 (p/p). Las
preparaciones de los tensioactivos se realizaron agregando SP-C(LKS) solo o
SP-C(LKS) y SP-B a cada una de las mezclas de lipidos, a una relacion en
peso de péptido total/lipido de 0-0,05. Las mezclas se evaporaron bajo
nitrégeno y fueron suspendidas nuevamente en NaCl 150 mmol/l o en 10
mmol/l de regulador de pH Hepes 10 mmol/l de pH 6,9 que contiene 140
mmol/l de NaCl 140mmolf y 2,0 mmol/t de CaCl,, para obtener una
concentracion de lipido de 10-80 mg/mi. Se realizaron congelamientos y
sonicaciones repetidas veces (50 W, 48 kHz) hasta alcanzar suspensiones
homogéneas. En algunos casos las suspensiones finales se incubaron a 45 °C

por 1 hora.
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Las preparaciones de tensioactivos suspendidas en NaCl 150 mmol/l
tienen un pH de 3,5 - 5,5. Los menores valores de pH, 3,5 a 4,5, se observaron
en las preparaciones que contienen SP-B. Como el SP-B nativo se purifica
usando solventes orgdnicos acidificados (2), en las preparaciones pueden
permanecer pequefas cantidades de acido. Se obtuvo un pH cercano al
fisiologico suspendiendo la preparacion tensioactiva en regulador de pH Hepes
de pH 6,9, que contiene 140 mmol/i de NaCly 2 mmol/l de CaCl,. Comparando
con las preparaciones correspondientes en solucién salina no regulada no
hubo cambios en ymin 0 ymax cuando se usé6 DPPC/PG 7:3 (p/p) como mezcla
de lipidos. Sin embargo, cuando se incluyé el PA en la mezcla de lipidos,

ambos, Ymin O Ymax aumentaron en el mayor pH (Tablas 1y 2).

TABLA 1: Propiedades de superficie de las preparaciones de tensioactivo
artificial en solucién fisiologica salina.

La mediciones se llevaron a cabo directamente luego de la preparacion
de las muestras o luego de la incubacion por 1 hora a 45 °C. La concentracion

de los fosfolipidos fue de 10 mg/ml en NaCl 150 mmol/l.

Los registros se obtuvieron a diferentes periodos de tiempo con un
tensiometro de burbuja pulsante a 37 °C, 50% de compresion de superficie y a
una velocidad de 40 ciclos por minuto. Los valores son los medios (desviacion

estandar) de 3-5 mediciones. Las abreviaturas estan definidas en el texto.
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Tabla 1
Preparacion del tensioactivo Tension superficial (MN/m)
Temperatura
SP-C (LKS) SP-B Fosfolipidos | de incubacion 75s 1 min. 5 min.

(% p/p) (% p/p) Ymin = Ymax | Ymin = Ymax_| Ymin = Ymax

3 - DPPC/PG/P - <t 411 | <1 41(1) [ <1 41(0)
A

3 - DPPC/PG/P 45 °C <1 41| <1 41 | <1 41(1)
A

3 2 DPPC/PG/P <1 332)| <1 33(2) [<1 332
A

3 2 DPPC/PG/P 45°C <1 34(2)| <1 34(2) | <1 25(2)
A

3 ; DPPC/PG - 12 39(5) | 14(4) 42(4) | 9(5) 42(2)

3 - DPPC/PG 45°C 8(3) 35(5)| 9(3) 39(5) | 6(4) 42(3)

3 DPPC/PG ; 201y 31(1) ] 2(1) 31(3) | 2(1) 33(1)

3 DPPC/PG 45 °C 3(3)  29(3) ] 1{1) 33(2) | 1(0) 36(1)

3 1 DPPC/PG - <1 24(4) | 12) 26(4) |<1  31(1)

3 05 DPPC/PG 45 °C 4(2)  29(1) | 4(3) 29(2) | 3(1) 34(2)

TABLA 2: Propiedades superficiales de las preparaciones de tensioactivo

artificial en solucion salina a pH regulado.

La mediciones se lievaron a cabo a la concentracion de 10 mg/ml de

fosfolipidos en 10 mmol/l en regulador de pH Hepes (pH 6,9) que contiene 140

mmol/l de NaCl y 2,0 mmol/l de CaCl,. Los registros se obtuvieron a diferentes

periodos de tiempo con un tensiometro de burbuja pulsante a 37 °C, 50% de
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compresion de superficie y a una velocidad de 40 ciclos por minuto. Los

valores son los medios (desviacion estandar) de 3-5 mediciones.

Tabla 2
Preparacién del tensioactivo Tension superficial (MN/m)
SP-C (LKS) SP-B Fosfolipidos 7,5 seq. 1 min. 5 min.
(% p/p) (% p/p) Ymin = Ymax Ymin = Ymax Ymin -~ Ymax
3 - DPPC/PG/PA | 4(1)  44(2) 5(2)  47(2) 7(2)  50(1)
2 DPPC/PG/PA | 3(3)  38(3) 4(4)  40(2) 3(3)  44(2)
3 2 DPPC/PG 15(3) 39(4) 16(2) 42(3) 13(3) 44(3)
3 2 DPPC/PG 2(2)  26(3) 1(1)  29(3) <1 35(1)

Ejemplo 4: Preparacion de mezclas de fosfolipidos con SP-C(LKS) y
polimixina B.

El DPPC y el PG se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis MO).
Los fosfolipidos, disueltos en cloroformo/metanol 98:2 (v/v), se mezclaron en
proporciones DPPC/PG 7:3 (p/p). La SP-C(LKS) se agregd a las mezclas de
fosfolipido a una relacién en pesoc de péptido total/fosfolipido de 0,03. Las
mezclas se evaporaron bajo nitrogeno y se suspendieron nuevamente a
temperatura ambiente en regulador de pH Hepes de pH 6,9 de 10 mmol/l que
contiene 140 mmol/l de NaCl y 2,0 mmol/l de CaCl, o en el mismo regulador
que contiene 0,01 % de polimixina B (PxB) de Sigma Chemical Co. (St. Louis
MO). Se realizaron congelamientos y sonicaciones repetidas veces (50 W, 48
kHz) hasta alcanzar suspensiones homogéneas. La concentracion final de

fosfolipido para ambas preparaciones fue de 10 mg/mli. La adicion de PxB
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disminuy6 tanto ymin como ymax Y S€ oObtuvo una dptima actividad superficial

(Tabla 3).

TABLA 3: Propiedades tensioactivas de mezclas de fosfolipidos con SP-C
(LKS) y polimixina B.

Los registros se obtuvieron a diferentes periodos de tiempo con un
tensiometro de burbuja pulsante a 37 °C y 50% de compresién de superficie y
a una velocidad de 40 ciclos por minuto. Los valores son los medios
(+desviacion estandar SD) de 5 a 11 mediciones. Las abreviaturas estan

definidas en el texto.

Tabla 3
Preparacion del tensioactivo Tension superficial (mMN/m)
SP-C (LKS) PxB Fosfolipidos 7,5 segq. 1 min. 5 min.
(% p/p) (% p/p) ~ Ymin - Ymax Ymin = Ymax Ymin ~ Ymax
3 - DPPC/PG | 15(3)  39(4) | 16(2) 42(3) | 13(3)  44(3)
1 DPPC/PG 32)  293) | 2(2)  31(4) | 1(N) 34(2)
Ejemplo 5: Caracterizacion biofisica
La cinética de dispersibn sobre la superficie se midid a

aproximadamente 34°C con una balanza de Wilhelmy (Biegler, Viena, Austria).
La tension superficial se midié durante 10 minutos usando una placa de platino
conectada a una celda de tensién e insertada 1 mm en una hipofase de 20 ml

de NaCl de 150 mmol/l en un canal de Teflén. Las suspensiones se agregaron
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de a gotas, totalizando 1 mg de lipidos, sobre la hipofase, a 4 cm de la placa
de platino.

Las mediciones cinéticas de SP-C(LKS) al 3 % en peso en DPPC/PG
7:3 (p/p) usando la balanza de Wilhelmy mostraron una rapida dispersién con
una tension superficial de 28 mN/m luego de 3 segundos (Fig. 2). La dispersién
fue de alguna manera mas lenta usando SP-C(LKS) al 1 % en peso en la
misma mezcla de lipidos. La adicion de SP-B al 2 % en peso no cambia en
forma significativa la velocidad de dispersiéon o la tensién superficial de
equilibrio (Fig. 2). No se observaron mejoras luego de la incubacién de la
mezcla por 1 h. a 45 °C. Se obtuvieron resultados similares con DPPC:PG:PA,
68:22:9 (p/p/p).

La tension superficial dinamica se registré usando un tensiémetro de
burbuja pulsante (Surfactometer International, Toronto, Canada) a 37 °C
durante una compresion ciclica del 50% de la superficie de fa burbuja a una
frecuencia de 40 ciclos por minuto. Todas las mediciones se realizaron por 5
minutos y a una concentracion de lipido de 10 mg/ml. Los gradientes de
presién a través de la pared de la burbuja se midieron a intervalos de tiempo
'especificos y se usaron para calcular la tension superficial al minimo (ymin) y al
maximo (ymax) tamafo de burbuja.

En el tensiometro de burbuja pulsante, después de 1 minuto un 3 % en
peso de SP-C(LKS) en DPPC:PG:PA, 68:22:9 (p/p/p) produjo un valor de ymin
inferior a TmN/m, mientras que se observd un ymin de 9 - 14 mN/m con un 3 %
en peso de SP-C(LKS) en DPPC:PG, 7:3 (p/p) (Tabla 1).

La tension superficial al maximo radio de burbuja (ymax) fue de

aproximadamente 40 mN/m en ambos casos. La adicion de un 2 % en peso
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de SP-B di6 valores de ymax de 31 a 33 mN/m y ymin de 0 - 2 mN/m para ambas
preparaciones de lipido. Estos valores son muy similares a aquéllos obtenidos
con preparaciones de tensioactivo aisladas de fuentes naturales (19).

La incubacién de las preparaciones a 45 °C por 1 hora no tuvo un efecto
significativo sobre la actividad superficial (Tabla 1). Disminuyendo la cantidad
de SP-B al 0,5 % en peso en la mezcla de 3 % en peso de SP-C(LKS) en
DPPC:PG, 7:3 (p/p) se tiende a aumentar el ymin aunque los resultados no
alcanzan una significacion estadistica (Tabla 1). En contraste al SP-B, la
adicion del péptido KL4 descrito antes como analogo de SP-B (14) 2% en peso
a SP-C(LKS) 3% en peso en DPPC:PG:PA,68:22:9 (p/p/p) no redujo el ymax que
permanecio relativamente alto en 41-42 mN/m.

Ejemplo 6

El efecto de la terapia con tensioactivo sobre las propiedades mecanicas
de los pulmones inmaduros se evalud en 5 conejos nacidos antes de término
con una edad gestacional de 27 dias. A los animales se les realizé una
traqueotomia al nacer y cinco de elios recibieron, via la canula traqueal, dos
veces 2,5 ml/kg de tensioactivo artificial que contenia DPPC, PG, y SP-C
(LKS), con o sin poliximina B, en las proporciones indicadas arriba. La
concentracion total de fosfolipido del material tensioactivo exdgeno fue de 40
mg/ml.Un animal que sirvié6 como control positivo se traté con la misma dosis
del tensioactivo natural modificado disponible comercialmente (Curosurf®),
diluido a 40 mg/ml. Un animal fue tratado con una mezcla de DPCC y PG en
salina (la misma concentracién anterior) a una dosis de 2,5 mi/kg. Un animal se
mantuvo sin tratamiento y sirvié de control. Todos los animales se mantuvieron

en cajas de pletismografo corporal a una temperatura de 37 °C y ventilados en



18

%

paralelo por 60 minutos con oxigeno 100%, a una frecuencia de 40 actos
respiratorios/min. y 50% de tiempo de inspiracién [Servo Ventilator 900B
(Siemens-Elema, Solna, Suecia)]. Los voliumenes periddicos se midieron con
un neumotacografo conectado a cada caja de pletismografo. Los animales
fueron ventilados con un volumen estandar de presién de expiracién positiva
(PIP): 35, 25 y 20 cm H,O modificada por Berggren et al., 1985), con o sin
presion de expiracion terminal positiva (PEEP) de 3 cm H,0. La concordancia
pulmoén-torax se definid como la relacion entre el volumen de ventilacién
pulmonar y la diferencia entre la presion de inspiracién [PIP-PEEP], y se
expresé como ml/cm H,0. kg.

En comparacién con los animales de control no tratados, la
concordancia pulmén-torax mejoré en forma significativa en los animales
tratados con el tensioactivo artificial, especialmente en el animal que recibia el
tensioactivo que contiene polimixina B, aunque la mejora resultaba inferior a la
obtenida luego del tratamiento con una dosis similar de tensioactivo natural
modificado. El tratamiento con fosfolipidos solos no afectaba la concordancia
(Fig. 3).

" Breve descripcion de las fiquras.

Fig. 1: Secuencias de aminoacidos y presentaciones de la rueda helicoidal de
la SP-C y sus analogos.

La secuencia de SP-C humana esta tomada de (18) y la de la SP-C(Leu)
de (12). La SP-C(LKS) esta basada en la estructura primaria del SP-C pero
todos los residuos Val en las posiciones 16-28 con la excepcion de la posicion

17 estan reemplazados por residuos Leu:; los residuos Lis han sido introducidos

M/
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en las posiciones 17, 22 y 27, y la Cis palmitoilada en las posiciones 5y 6 esta
reemplazada con Ser.

Fig. 2. Dispersion en la superficie de las preparaciones de tensioactivos
sintéticos.

Cinéticas de dispersion de la SP-C(LKS) al 3 % en peso (cuadrados
llenos, linea punteada) y de la SP-C(LKS) al 3 % en peso con la adiciéon de un
2 % en peso de SP-B (triangulos abiertos, linea punteada). Todas las
preparaciones fueron examinadas a una concentracion de 10 mg/ml de
DPPC:PG, 7:3 (p/p) en NaCl 150 mmol/l. Los registros se obtuvieron con una
balanza Wilhelmy y cada punto es la media de tres diferentes registros.

Fig. 3.

Concordancia pulmén-torax en 5 conejos nacidos antes de término con
una edad gestacional de 27 dias ventilados con expiracién positiva de 25 cm
H20. La concordancia pulmén-torax es mejorada en forma significativa en los
animales tratados (Curosurf) y de forma moderada en los dos animales
tratados con el tensioactrivo artificial basado en SP-C(LKS). Por lo tanto, la
adicion de polimixina B (PxB) parece aumentar el efecto del tensioactivo
~arfiticial. La concentracion de fosfolipidos es la misma en todas las

preparaciones de tensioactivos, es decir 40 mg/ml.

;%I/ti
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REIVINDICACIONES::
1. Analogos de SP-C de la féormula general (I), de acuerdo al codigo de
aminoacidos de una letra:
FeGAPZZPVHLKR(X,B)(XpB)n(XcB)mX4eGALLMGL (D
donde:
X es un aminoacido seleccionado a partir del grupo formado por V, I, L, Nle
(norleucina);
B es un aminoacido seleccionado a partir del grupo formado por ornitina, K, |,
W, F Y, Q) N;
Z es un aminoacido seleccionado a partir del grupo formado por S, C, F donde
los residuos Ser o Cis, en forma opcional, estan unidos via uniones éster o
tioéster con grupos acilo que contienen de 12 a 22 atomos de carbono,
aesunenterode 1219
besunenterode 1219
cesunenterode 1a 21
d es un entero de 0 a 20
ees0o01
fesOo1
nesQ0o1
mes0o1
con las condiciones siguientes:
n+m>0,
f>e
(XaB)(XpB)n(XcB)mX4 €s una secuencia que tiene un total de 22 aminoacidos,

preferiblemente de 10 a 22 aminoacidos.

7
&5
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2. Analogos de SP-C de acuerdo a la reivindicacion 1, de la férmula (1a):
(Ja)  FGIPSSPVHLKRX4BX4sBXsBXGALLMGL
3. Analogos de SP-C de acuerdo a la reivindicacién 1, de la féormula (Ib):
(Ib)  FGIPSSPVHLKRXsBXsBXsGALLMGL

4. Analogos de SP-C de acuerdo a la reivindicacién 1, de la férmula (Ic):
(Icy FGIPSSPVHLKRX4BX11GALLMGL

5. Analogos de SP-C de acuerdo a la reivindicacion 1, de la formula (Id):
(Id) FGIPSSPVHLKRXsBX;GALLMGL

6. Analogos de SP-C de acuerdo a la reivindicacién 1, de la férmula (Ie):
(Ie) FGIPSSPVHLKRX11BX,GALLMGL

7. Analogos de SP-C de acuerdo a las reivindicaciones 1 a 6 donde la

serina esta acilada, preferiblemente con grupos paimitoilo.

8. Analogos de SP-C de acuerdo a las reivindicaciones 1 a 7, donde B es

lisina y X es leucina, isoleucina o norleucina.

9. Analogos de SP-C de acuerdo a la reivindicacion 8, seleccionados a

partir del grupo formado por:

FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLKILLLKLGALLMGL [SP-C (LKS)]

FGIPSSPVHLKRLLILLKLLLLIKLLILGALLMGL [SP-C (LKS)1

FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLLILLLILGALLMGL [SP-C (LKS), ]

FGIPSSPVHLKRLLILLLLLKLILLLILGALLMGL [SP-C (LKS)J]

FGIPSSPVHLKRLUILLLLLLLIKLLILGALLMGL [SP-C (LKS)4]

FGIPSSPVHLKRLLILFLLLLFILLLFLGALLMGL [SP-C (LFS)]

donde S esta opcionalmente acilada, preferiblemente con palmitoilo.

10.  Un tensioactivo sintético que comprende por 10 menos un analogo de

SP-C de la férmula (I) en una mezcla con lipidos y fosfolipidos.
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11. Un tensioactivo sintético de acuerdo a la reivindicacion 10, en el cual la
mezcla de lipidos/fosfolipidos comprende DPPG, PG, PA.
12.  Un tensioactivo sintético de acuerdo a las reivindicaciones 10-11, que
ademas comprende SP-B o un derivado activo del mismo o una polimixina.
13.  Un tensioactivo sintético de acuerdo a las reivindicaciones 10-12, en
forma de solucion, dispersion, suspension, o polvo seco.
14. El uso de andlogos de SP-C de las reivindicaciones 1 a 7 para la
preparacion de un tensioactivo sintético para ser usado en la terapia en todos
los casos de deficiencia o disfuncion del tensioactivo pulmonar.
15.  El uso de polimixina, preferiblemente la polimixina B para la preparacion
de un tensioactivo artificial de acuerdo a las reivindicaciones 10-13, para el
tratamiento de todos los casos de deficiencia o disfuncién de tensioactivo
pulmonar. .~
16. El uso de acuerdo a las reivindicaciones 14 y 15 en el sindrome de
dificultad respiratoria.
Milan, 12 de febrero de 1999

El Mandatario

(Banfi Paolo)

de Bianchetti « Bracco * Minoja S.r.l.

(firma)

&
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2 de abril de 1999

CHIESI FARMACEUTICI S.p.A.
Parma

R ol Selici

Bianchetti Giuseppe

Bracco Mauro
Bianchetfti Marina
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Ferreccio Rinaldo
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2. Designacion de Inventor;

3. No. 2 copias del Impreso A;

4. No. 2 copias de los dibujos formales

El depositador
Biglia Michele
(firma)

El Oficial Otorgante
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RPN ACTA DE DESIGNACION DE INVENTORES q9

Los abajo firmantes, Sefiores Bianchetti Giuseppe et al. de Bianchetti ¢ Bracco *
Minoja s.r.l. (véase poder), Via Rossini, 8 - Milan, mandatarios de la empresa
CHIESI FARMACEUTICI S.p.A. con sede en Parma,

declaran

que los inventores de la solicitud de patente para invencién industrial de titulo:

“PEPTIDOS SINTETICOS QUE TIENEN LA CAPACIDAD DE DISMINUIR LA
TENSION SUPERFICIAL Y EL USO DE LOS MISMOS EN LA
PREPARACION DE UN TENSIOACTIVO ARTIFICIAL”

depositada con fecha 12 de febrero de 1999 con el No. MI99A 000275

son los Sefiores:

1
2.
3.
4
5

Curstedt Tore
Johansson Jan
Jornvall Hans
Robertson Bengt
Ventura Paolo

El Mandatario
(Banfi Paolo)

de Bianchetti « Bracco * Minoja s.r.l.
(firma)

FEE

A



Yo, Cecilia Bianchetti,

Via Goldoni 1 - 20129 MILAN (ITALIA)

declaro entender bien los idiomas espafiol e italiano, y declaro que este texto es una
traduccion completa, fiel y verdadera hecha por mi misma el dia 17 de abril de 2000, de la
solicitud de patente n. MI 99 A 000275, de titulo “PEPTIDOS SINTETICOS QUE
TIENEN LA CAPACIDAD DE DISMINUIR LA TENSION SUPERFICIAL Y EL
USO DE LOS MISMOS EN LA PREPARACION DE UN TENSIOACTIVO
ARTIFICIAL” depositada ¢l dia 12 de febrero de 2000, y aqui adjunta.

Milan, a 17 de abril de 2000

§8



