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. UTILISATION D’ANALOGUES DU VIP DANS LA PREVENTION ET LE TRAITEMENT DES LESIONS

CEREBRALES DU NOUVEAU-NE HUMAIN.

@ Nouvelle utilisation d’analogues du VIP, dans la pré-
vention et/ ou le traitement des 1ésions cérébrales du foetus,
du nouveau-né ou du jeune nourrisson humains.

Ledit analogue du VIP est sélectionné dans le groupe
constitué par les analogues cycliques du VIP et des dérivés
du VIP non cycliques de 28 aminoacides comprenant en po-
sition N terminale un groupe N- acetyle puis Glu en position
8 (GIu® } Lys en position 12 (Lys' 2; norleucine en position
17 (Nle'’), Ala en position 19 AIa X1 en position 21, X2
en position 2%,7Leu enp smon 26 (Leu 6), Lys en posm ns
27 et 28 (Lys“’ et Lys ), Gly en posmon 29'et 30 (Gly*° et
Gly® } et Thr en posmon 31 (Thr3!), X1 représentant Lys
(Lys®") oy Nie (Nle®™) et X2 représentant Asp (Asp®°) ou
Asn (Asn®®).
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La présente Invention est relative a une nouvelle utilisation
d'analogues du VIP, dans la prévention et/ou le traitement des lésions céré-
brales du nouveau-né humain.

On entend par « nouveau-né » au sens de la présente inven-
tion, aussi bien le foetus, le nouveau-né prématuré ou a terme que le jeune
NOUrrisson.

Initialement, le peptide intestinal vasoactif (VIP) a été isolé et
purifié, a partir de l'intestin de porc.

Ce peptide comprend 28 aminoacides :
HSDAVFTDNYTRLRKOMAVKKYLNSILN -NH,(SEQ NO:1) et présente une homo-
logie importante avec la sécrétine et le glucagon.

Des neurones contenant du VIP ont été localisés par immuno-
test dans différents tissus : systéme endocrine, systeme exocrine, tissus muscu-
laires lisses.

Le VIP présente de nombreuses activités biologiques, notam-
ment au niveau du tractus gastro-intestinal et du systeme circulatoire ; il
présente en particulier une action de relaxation des muscles lisses. Il a été
préconisé dans la relaxation des muscles lisses bronchiques et par voie de
conséquence dans le traitement de l'asthme.

D'autres activités biologiques ont été décrites pour le VIP. En
particulier, il a été montré (Pierre Gressens et al., ]. Clin. Investig., 1997, 100, 2,
390-97) que le VIP présente un role protecteur contre les lésions excitotoxiques
induites par l'iboténate dans le cerveau de souris en développement.

En effet, ces Auteurs ont montré que les lésions induites chez
les rongeurs par l'injection d'iboténate miment certains désordres architectu-
raux néopalliaux observés en pathologie humaine, a divers stades de la
grossesse.

Les lésions du cerveau humain apparaissent chez le nouveau-

né a terme ou prématuré, généralement par manque d'oxygene ; ceci peut



10

15

20

25

2775902

2

également survenir pendant la grossesse. Ce manque d'oxygene est une cause

.majeure de séquelles neurologiques.

Les différentes lésions qui ont pu étre observées, sont essen-
tiellement des lésions du cortex cérébral ou des lésions de la substance
blanche (prématuré).

Le modele chez la souris obtenu par injection intracérébrale
d'iboténate reproduit :

- des lésions du cortex cérébral, semblables a celles observées
chez le foetus humain entre 16 et 25 semaines de grossesse, lorsque l'iboténate
est injecté le jour de la naissance (J),

- des lésions du cortex cérébral semblables aux lésions du
nouveau-né humain a terme, lorsque l'injection d’iboténate est effectuée a J +
Set

- des lésions de la substance blanche, semblables aux lésions

du prématuré humain, lorsque I'iboténate est injecté a J, + 5.

De maniére plus précise :

. la dépopulation neuronale spécifique dans les couches V et
Via rappelle la microgyrie observée entre 22 et 28 semaines apres la concep-
tion chez la femme ;

_ les lésions corticales diffuses et les kystes de la substance
blanche constituent un modgle de lésions observées en période périnatale chez
I'stre humain : leucomalacie périventriculaire du prémature et accident
cortico-souscortical du nouveau-né a terme.

Le modele décrit ci-dessus, qui constitue un bon modele des
lésions cérébrales du nouveau-né a terme ou prématuré humain, permet de

tester des substances qui pourraient présenter un effet de neuro-protection

-dans le cadre des lésions cérébrales d'origine pré ou périnatales du nouveau-

né prématuré et a terme.
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P. Gressens et al. ont montré, dans l'article précité, qu'a J, le
VIP protege les lésions corticales et qu'a Jy+5, le VIP protege la substance
blanche mais pas les lésions corticales. En effet, il semble que le VIP, injecté
par voie intracérébrale, présente essentiellement une action préventive sur la
polymicrogyrie et la leucomalacie périventriculaire.

Toutefois le VIP a l'inconvénient de n’étre actif que par voie
intracérébrale et seulement a titre préventif ; cela présente donc un intérét
limité, pour une utilisation chez le prématuré ou le nouveau-né.

Les Inventeurs se sont en conséquence donné pour but de

.pourvoir a des composés qui puissent étre administrés par voie générale

(parentérale ou orale) et qui puissent avoir aussi bien une action préventive
qu’une action curative.

La présente Invention a pour objet J'utilisation d’un analogue
du VIP pour l'obtention d'un médicament destiné 4 prévenir et/ou a traiter
les lésions cérébrales du foetus, du nouveau-né prématuré ou a terme ou du
jeune nourrisson humains.

Selon un mode de réalisation avantageux de ladite utilisation,
ledit analogue du VIP est sélectionné dans le groupe constitué par les ana-
logues cycliques du VIP et des dérivés du VIP non cycliques de 28 amino-
acides comprenant en position N-terminale un groupe N-acétyle, puis Glu en
position 8 (Glu’), Lys en position 12 (Lys"”), norleucine en position 17 (Nle"),
Ala en position 19 (Ala”), X1 en position 21, X2 en position 25, Leu en position

26 (Lew®), Lys en positions 27 et 28 (Lys” et Lys"), Gly en position 29 et 30

(Gly” et Gly™) et Thr en position 31(Thr™), X1 représentant Lys (Lys™) ou Nle
(Nle®) et X2 représentant Asp (Asp®) ou Asn (Asn®).

Un certain nombre de ces analogues cycliques du VIP ont
notamment été décrits dans la Demande de Brevet Européen 0 536 741
(HOFFMAN-LAROCHE). Un analogue cyclique du VIP est un peptide dans

lequel la chaine latérale d’un des acides aminés dudit peptide est attaché, de
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maniere covalente, 2 la chaine latérale d’un autre acide aminé dudit peptide.

Plus de 70 analogues cycliques du VIP sont décrits dans cette Demande de

Brevet européen n® 0 536 741.

1l a 6té montré qu'ils ont une action intéressante sur la relaxa-
tion du muscle lisse trachéo-bronchial et qu'en outre, ils présentent une
biodisponibilité significativement améliorée par rapport au VIP. En outre, ils
ne présentent pas d'effets indésirables cardiovasculaires.

Les Inventeurs ont trouvé, de maniere surprenante, que ces
différents analogues du VIP ont aussi bien un effet protecteur que curatif sur
les lésions cérébrales mimant les lésions observées chez le nouveau-ne a terme
ou chez le prématuré, de préférence chez le prématuré et qu'ils pouvaient étre
administrés par voie systémique (voie parentérale ou voie orale, par exemple),
car ils passent effectivement la barriere hématoencéphalique.

Selon un mode de réalisation avantageux de I'Invention, ledit

‘analogue de VIP cyclique présente de préférence l'une des séquences

suivantes :
Ac—HSDAVFTENYTKLRKQNleAAKKﬂDLKKGGT—NHz (SEQID NO:2)
Ac-HSDAVFTENYTKLRKRN1eAAKKYLNDLKKGGT - NH; (SEQID NO:3)

Selon un autre mode de réalisation avantageux de l'invention,
I'analogue du VIP non cyclique selon I'invention présente de préférence l'une
des séquences suivantes :
Ac-HSDAVFTENY TKLRKON1eAAKKYLNDLKKGGT-NH, (SEQ ID NO:4)
Ac-HSDAVFTENYTKLRKQN1eAAKN]eYLNNLKKGGT-NH; (SEQ ID NO:5)

Alors que le VIP injecté par voie intracérébrale protege le
cerveau de la souris contre les lésions induites par l'iboténate au niveau du

cortex cérébral a ], et de la substance blanche a J + 5, les différents analogues

-VIP protégent par voie systémique (voie intrapéritonéale dans le cas de la

souris), de maniére significative, la substance blanche a J, + 5 et le cortex a J.
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De maniére surprenante, ces effets a J, + 5 s'observent si les
analogues du VIP sont administrés dans les 8 a 12 heures apres l'injection
d'iboténate, ce qui signifie qu'ils peuvent étre utilisés en traitement curatif.

De maniére surprenante, les Inventeurs ont trouvé que de tels
dérivés protegent le cerveau en développement, surtout la substance blanche,
contre des lésions cérébrales ressemblant aux lésions du nouveau-né préma-
turé, et dans une moindre mesure du nouveau-né a terme ou a certaines
lésions ischémiques touchant le cerveau foetal.

Selon un autre mode de réalisation avantageux de I'invention,

ledit analogue de VIP est destiné a étre administré a une dose unitaire

comprise entre 2 & 5 mg/kg, de préférence de 4 mg/kg par voie parentérale
ou par voie orale.

Outre les dispositions qui précédent, l'invention comprend
encore d’autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre,
qui se référe a des exemples de mise en oeuvre du procédé objet de la présente
invention ainsi qu’aux dessins annexés, dans lesquels :

- la figure 1 illustre les résultats comparatifs obtenus avec le
VIP (SEQ ID NO:1) et deux VIP cycliques respectivement de SEQ ID NO:2 et
SEQ ID NO:3, sur la taille des lésions corticales en pm, lorsque l'iboténate est
administré a J ;

- les figures 2 et 3 illustrent effet du VIP cyclique de SEQ ID

NO:2 sur les lésions corticales et sur les 1ésions de substance blanche, cing

‘jours apreés la naissance (J+5) ; les injections sont effectuées soit par voie

intracérébrale, soit par voie intrapéritonéale, simultanément ou apres
I'injection d’iboténate ;

- les figures 4 et 5 correspondent a une étude comparée des
effets des analogues de VIP cyclique de SEQ ID NO:2 et de SEQ ID NO:3

administrés par voie intrapéritonéale par rapport au VIP injecté par voie
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intracérébrale a ], +5 : effets sur les lésions corticales (figure 4) et effets sur les
1ésions de substance blanche (figure 5).

Dans lensemble de ces figures : * = p<0,05, ** = p<0,01
(ANOVA + test de comparaison multiple de Dunnett par rapport aux
contrdles (iboténate seul)).

Il doit étre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont
donnés uniquement a titre dillustration de l'objet de l'invention, dont ils ne
constituent en aucune maniére une limitation.

EXEMPLE:

Les souris sont préparées comme décrit dans | Clin. Investig.
précité.

Le VIP est injecté par voie intracérébrale a raison de 1 ug
(dose par animal) et les VIP cycliques ont été injectés par voie intrapéritonéale
a raison de 10 pg (dose par animal).

On observe :

- a J,, cest-a-dire le jour de la naissance, une diminution
significative de la taille des lésions corticales, exprimées en pm, lorsque l'ibo-
ténate est administré en méme temps que le VIP ou lun des analogues
cycliques du VIP ;

- 4 ] +5, une diminution de la taille des lésions de substance
blanche significative aussi bien aprés injection par voie intracérébrale que par
voie intrapéritonéale de l'analogue cyclique du VIP de SEQ ID NO:2 (figure

2), alors que la diminution de la taille des lésions corticales, exprimée en pm

(figure 3) nest significative que lorsque I'analogue cyclique du VIP de SEQ ID

NO:2 est administré par voie parentérale.

La figure 2 montre également que le VIP administré par voie
intrapéritonéale ne présente aucune activité sur les lésions de substance
blanche, alors qu'aux mémes doses l'analogue cyclique du VIP de SEQ ID

NO:2 présente une activité significative.
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Ces résultats montrent un effet particuliérement significatif du

VIP cyclique de SEQ ID NO:2 dans la neuroprotection de la substance

blanche.

Ces résultats sont particuliérement intéressants du fait qu'un
tel modele reproduit les lésions du prématuré humain.

Les figures 4 et 5 montrent que l'analogue cyclique du VIP de
SEQ ID NO:2, injecté par voie intracérébrale ou par voie intrapéritonéale,
protege significativement la substance blanche et assure une certaine protec-
tion du cortex cérébral, surtout en intrapéritonéale, aJ +5.

Ces effets a ] +5 s'observent si I'analogue cyclique du VIP de
SEQ ID NO:2 est administré dans les 8 & 12 premiéres heures apres l'injection
d'iboténate ; ceci signifie qu'on dispose chez 'homme d'un délai de 12 heures

pour agir en cas de lésion cérébrale. Le traitement dans ce laps de temps est

‘important.

Ces résultats montrent également que 1'analogue cyclique de
VIP de SEQ ID NO:3, injecté par voie intrapéritonéale, reproduit les effets
neuroprotecteurs de l'analogue cyclique de VIP de SEQ ID NO:2, tant au
niveau du cortex a J,, que de la substance blanche a J+5.

L’ensemble de ces résultats montrant que I'analogue cyclique
de VIP de SEQ ID NO:2 et son dérivé, 'analogue cyclique de VIP de SEQ ID
NO:3 possedent des propriétés anti-excitotoxiques permettant, dans un
modele animal in vivo, de protéger le cerveau en développement (surtout la
substance blanche) contre des lésions cérébrales ressemblant aux lésions du
nouveau-né prématuré ou a certaines lésions ischémiques touchant le cerveau
foetal.

Ainsi que cela ressort de ce qui précéde, l'invention ne se
limite nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de réalisation et
d’application qui viennent d’étre décrits de facon plus explicite; elle en

embrasse au contraire toutes les variantes qui peuvent venir a I'esprit du
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technicien en la matiére, sans s’écarter du cadre, ni de la portée, de la présente

invention.



4

10

15

20

25

2775902

9

REVENDICATIONS

1°) Utilisation d’un analogue du VIP pour 'obtention d'un
médicament destiné a prévenir et/ou a traiter les lésions cérébrales du foetus,
du nouveau-né prématuré ou a terme ou du jeune nourrisson humains.

2°) Utilisation selon la revendication 1, caractérisée en ce que
ledit analogue du VIP est sélectionné dans le groupe constitué par les ana-
logues cycliques du VIP et des derives du VIP non cycliques de 28 amino-
acides comprenant en position N-terminale un groupe N-acétyle, puis Glu en
position 8 (Glu®), Lys en position 12 (Lys!?), norleucine en position 17 (Nlel?),
Ala en position 19 (Ala'®), X1 en position 21, X2 en position 25, Leu en position
26 (Leu?), Lys en positions 27 et 28 (Lys¥ et Lys®), Gly en position 29 et 30
(Gly? et Gly3?) et Thr en position 31 (Thr®1), X1 représentant Lys (Lys*) ou Nle
(Nle2!) et X2 représentant Asp (Asp®) ou Asn (Asn®).

3°) Utilisation selon la revendication 1 ou la revendication 2,
caractérisée en ce que ledit analogue de VIP est destiné a étre administré par
voie systémique.

4°) Utilisation selon l'une quelconque des revendications 1 a 3,
caractérisée en ce que ledit analogue de VIP cyclique présente de préférence
'une des séquences suivantes :
Ac—HSDAVFTENYTKLRKON1eAAKKYLN DLKKGGT-NH, (SEQID NO:2)
Ac-HSDAVFTENYTKLRKRN1eAAKKY LNDLKKGGT-NH; (SEQID NO:3)

5°) Utilisation selon 1'une quelconque des revendications 1 a3,
caractérisée en ce que l'analogue du VIP non cyclique présente de préférence
'une des séquences suivantes :
Ac—HSDAVETENYTKLRKQN1eAAKKY LNDLKKGGT-NH; (SEQ ID NO:4)
Ac-HSDAVFTENYTKLRKON1eAAKNLeYLNNLKKGGT-NH, (SEQ ID NO:5)

6°) Utilisation selon l'une quelconque des revendications
précédentes, caractérisée en ce que dans le traitement des lésions cérébrales de

la substance blanche du nouveau-né humain prématuré, ledit médicament est
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destiné a étre administré dans les 8 & 12 heures aprés l'apparition desdites

lésions.

7°) Utilisation selon l'une quelconque des revendications
précédentes, caractérisée en ce que ledit médicament est destiné a étre
administré a une dose unitaire comprise entre 2 2 5 mg/kg, de préférence de 4

mg/ kg, par voie parentérale ou par voie orale.
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