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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung stellt neue kiinstliche Peptide mit Oberflachenaktivitat bereit. Insbesondere
stellt die Erfindung SP-C-Analoga bereit, die bei Kombination mit geeigneten Lipiden besonders effektiv bei der
Verminderung der Oberflachenspannung an der Luft-Flissigkeits-Grenzflache sind.

[0002] Daher konnen die erfindungsgemafen Peptide in Kombination mit Lipiden und gegebenenfalls in
Kombination mit SP-B oder einem aktiven Analogon davon oder einem Substitut von SP-B zur Herstellung von
kinstlichen Surfaktants verwendet werden, die bei der Behandlung von Atemwegssyndrom (Respiratory Dist-
ress Syndrome (RDS)), weiteren Surfaktant-Mangeln oder -Dysfunktionen, verwandten Lungenerkrankungen
wie Pneumonie, Bronchitis, Asthma, Mekoniumaspirationssyndrom und ebenfalls weiteren Erkrankungen wie
seroser Otitis Media (Paukenerguss) verwendet werden.

Hintergrund der Erfindung

[0003] Lungen-Surfaktant vermindert die Oberflachenspannung an der Luft-Flissigkeits-Grenzflache der Al-
veolenwand, und verhindert, dass die Lungen am Ende des Ausatmens kollabieren. Surfaktant-Mangel ist eine
verbreitete Erkrankung bei unreifen Sauglingen und verursacht akutes Lungenversagen (RDS), welches effek-
tiv mit natlrlichen Surfaktants behandelt werden kann, die aus Tierlungen extrahiert werden (Fujiwara, T. und
Robertson B. (1992) in: Robertson, B., van Golde, L.M.G. und Batenburg, B. (Herausgeber) Pulmonary Surf-
actant; From Molecular Biology to Clinical Practice Amsterdam, Elsevier, Seite 561-592). Die Hauptbestand-
teile dieser Surfaktant-Praparate sind Phospholipide wie 1,2-Dipalmifoyl-sn-glydero-3-phosphocholin (DPPC),
Phosphatidylglycerol (PG) und die hydrophoben Surfaktant-Proteine B und C (SP-B und SP-C). Die hydrophi-
len Surfaktant-Proteine SP-A und SP-D, die kollagenartige Lectine vom C-Typ (Ca?*-abhangig) sind und von
denen angenommen wird, dass sie primar im Wirts-Verteidigungssystem wirken, sind normalerweise nicht in
den Surfaktant-Praparaten enthalten, da Extraktionsverfahren mit organischen Losungsmitteln verwendet wer-
den.

[0004] SP-B und SP-C stellen nur etwa 1-2 % der Surfaktantmasse dar, sind aber immer noch fahig, drama-
tische Verbesserungen der Oberflachenaktivitat auszuliben, verglichen mit reinen Lipidpraparaten (Curstedt,
T. etal. (1987) Eur. J. Biochem. 168, 255-262; Takahashi, A., Nemoto, T. und Fujiwara, T. (1994) Acta Paediatr.
Jap. 36, 613-618). Die Primar- und Sekundarstrukturen von SP-B und SP-C und eine tertiar Struktur von SP-C
in Lé6sung wurden bestimmt (siehe 4). SP-B besteht aus zwei identischen Polypeptidketten aus 79 Aminosau-
ren, die mit einer Disulfidbriicke zwischen den Ketten (interchain disulfide bridge) verbunden sind (Curstedt, T.
et al. (1990) proc. Atl. Acad. Sci. U.S.A. 87, 2985-2989; Johansson, J., Curstedt, T. und Jérnvall, H. (1991 )
Biochemistry 30, 6917-6921). Jede monomere Kette hat drei Disulfidbriicken zwischen den Ketten und min-
destens 4 amphipatische Helices, die eine polare und eine unpolare Seite aufweisen, durch die SP-B mit zwei
Lipiddoppelschichten wechselwirken und diese in enge Nachbarschaft bringen kann (Andersson, M. et. (1995)
FEBS Lett. 362, 328-332). SP-C ist ein Lipoprotein, das aus 35 Aminosaureresten und einer a-helikalen Do-
mane zwischen den Resten 9-34 aufgebaut ist (Johansson, J. et al. (1994) Biochemistry 33, 6015-6023). Die
Helix ist hauptsachlich aus Valyl-Resten aufgebaut und ist in einer Lipid-Doppelschicht eingebettet und parallel
zu den Lipid-Acylketten orientiert (Vandenbussche, et al. (1992) Eur. J. Biochem. 203, 201-209). Zwei Palmi-
toylgruppen sind kovalent mit Cysteinresten in Position 5 und 6 an N-terminalen Bereich des Peptids gebunden
(Curstedt, T. et al. (1 990) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87, 2985-2989). Die beiden beibehasltenen positiv ge-
ladenen Reste, Arginin und Lysin, in den Positionen 11 und 12 wechselwirken mdglicherweise mit den negativ
geladenen Kopfgruppen der Lipidmembran und erhéhen so die Steifigkeit. Die Steifigkeit der Lipid-Pep-
tid-Wechselwirkung kann in Richtung auf das C-terminate Ende abnehmen, da es nur kleine oder hydrophobe
Reste enthalt, was diesen Teil in einer Phospholipid-Doppelschicht potentiell mobiler macht. Es wird angenom-
men, dass SP-D die Dicke und Fluiditdt der umgebenden Lipide durch die extrem stabile Poly-Valyl-Helix be-
einflusst (Johannson, J. und Curstedt, T. (1997) Eur. J. Biochem. 244, 675-693).

Stand der Technik
[0005] Da aus Tiergewebe erhaltene Surfakte-Praparate einige Nachteile aufweisen, wie ihre Verfligbarkeit
in begrenzten Mengen und die Mdglichkeit, dass sie infektidse Agentien enthalten und immunologische Reak-
tion auslésen, wurden Versuche unternommen, kinstliche Surfaktants zu schaffen (Johansson, J. und
Curstedt, T. (1997) Eur. J. Biochem. 244, 675-693; Johansson, J. et al. (1996) Acta Paediatr. 85, 642-646),
Ublicherweise aus synthetischen Lipiden und hydrophoben Proteinen.

[0006] Frihere Arbeit hat gezeigt, dass synthetisches SP-C sich nicht wie das native Peptid zu einer a-heli-
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kalen Konformation falten kann, die fur die optimale Oberflachenaktivitat notwendig ist (Johansson. J. et al
(1995) Biochem. J. 307, 535-541 ), und daher nicht in geeigneter Weise mit den Surfaktant-Lipiden Wechsel-
wirken.

[0007] Dementsprechend falten sich synthetische SP-C Analoga nicht wie das native Peptid und wechselwir-
ken nicht korrekt mit Surfaktant-Lipiden. Um dieses Problem zu umgehen, wurden einige Versuche unternom-
men, um die Sequenz zu modifizieren, beispielsweise durch Ersetzen aller helikalen Val-Reste im nativen
SP-C durch Leu, welcher stark die a-helikale Konformation beglinstigt. Das entsprechende transmembrandse
Analogon, SP-C(Leu), zeigte gutes Spreiten an einer Luft-Flussigkeits-Grenzfache bei Kombination mit
DPPC:PG:PA (68:22:9) (w/w/w). Der maximale Oberflachenspannungswert wahrend der zyklischen Oberfla-
chenkompression (y,,,,) War jedoch signifikant hdher als der von nativem Surfaktant. Es war darliber hinaus
nicht mdglich, Lipid-Peptid-Mischungen mit hdheren Konzentrationen als etwa 20 mg/ml herzustellen, wahr-
scheinlich aufgrund der Bildung von Peptidoligomeren (Nilsson, G. et al. (1998) Eur. J. Bochem. 255, 116-124).
Andere haben bioaktive Polyleucin-SP-C-Analoga verschiedener Langen synthetisiert (Takei. T. et al. (1996)
Biol. Pharm. Bull. 19, 1550-1555). In den letztgenannten Studien wurde weder Uber Selbstoligomerisation
noch Gber Probleme bei der Herstellung von Proben mit hoher Lipidkonzentration berichtet.

[0008] Unterschiedliche Publikationen behandeln das Problem der Bereitstellung von peptidischen Analoga
naturlicher Surfaktant-Peptide und geben eine Anzahl unterschiedlicher Ldsungen an. Von diesen Publikatio-
nen offenbaren WO 93 21225, EP 733 645, WO96 17872, von Tokyo Tonabe, Peptidanaloga von naturlichem
SP-C, die sich im allgemeinen vom nativen Peptid hinsichtlich der Sequenz des N-terminalen Teils unterschei-
den. Die Patentanmeldung WO 89 06657 und WQO92 22315 des Scripps Research Institute offenbaren SP-B
Analoga mit alternierenden hydrophoben und hydrophilen Aminosaureresten. Unter anderem wird ein Peptid
mit alternierenden Leucin und Lysin-Resten (KL,) beansprucht.

[0009] Clercx A. et al., Eur. J. Biochem 229, 465-72, 1995 offenbaren Peptide unterschiedlicher Lange, die
den N-Terminus von Schweine-SP-C entsprechen und Hybridpeptide, die von Schweine-SP-C und Bakterior-
hodopsin abgeleitet sind.

[0010] Johansson J. et al., Biochem. J. 307, 535 :41, 1995 offenbaren synthetische Peptide, die sich von na-
tivem Schweine-SPC durch Substitution einiger Aminosauren unterscheiden.

[0011] WO 89/04326 von California Biotechnology — Byk Gulden und WO 91 / 18015 von California Biotech-
nology — Scios Nova offenbaren SP-C-Analoga, welche eine anfangliche N-terminale Sequenz enthalten, in
der zwei Cys des naturlichen SP-C durch zwei Ser ersetzt sind.

Beschreibung der Erfindung

[0012] Es wurde nun gefunden, dass SP-C-analoge Peptide, die die folgenden Merkmale kombinieren: i)
Substitution von Val-Resten von SP-C durch lle-, Leu- oder Nle-Reste; ii) Substitution von Cys-Resten durch
Ser-Reste; iii) Insertion von positiv geladenen oder sperrigen Aminosaureresten in die SP-C-Sequenz beson-
ders gunstige Eigenschaften hinsichtlich der Oberflachenspannungsverminderung zeigen. Insbesondere wur-
de gefunden, dass das letztere Merkmal, aufgrund der positiven Ladungen, die durch die polaren Reste oder
der sterischen Hinderung, welche von den sperrigen Substituenten beigetragen wird, es ermoglicht, die Selb-
stoligomerisation zu vermeiden.

[0013] Wie folgt, stellt die Erfindung entsprechend einem ersten Aspekt SP-C-Analoga bereit, welche die fol-
gende allgemeine Formel (I) aufweisen, unter Verwendung des Ein-Buchstaben-Aminosaurecodes:

FoGIPZZPVHLKR(X4B)n(X6B)n(XcB)m X GALLMGL (i)

wobei;

X eine Aminosaure ist, die ausgewahlt aus der aus V, |, L, Nle (Norleucine) bestehenden Gruppe;

B eine Aminosaure ist, die ausgewahlt wird aus der aus Ornithin, K, I, W, F, Y, Q, N bestehenden Gruppe;

Z eine Aminosaure ist, die ausgewahlt wird aus der aus S, C, F bestehenden Gruppe, wobei Ser- oder
Cys-Reste gegebenenfalls durch Ester- oder Thioester-Bindungen an Acylgruppen gebunden sind, welche
12-22 gebundene Kohlenstoffatome enthalten.

a eine ganze Zahl von 1 bis 19 ist

b eine ganze Zahl von 1 bis 19 ist

¢ eine ganze Zahl von 1 bis 21 ist

d eine ganze Zahl von 0 bis 20 ist
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e 0 oder 1 ist

fO oder 1 ist

n 0 oder 1 ist

m 0 oder 1 ist

unter den Bedingungen:

-n+m>0

—-f2e;

- (X,B),(X,B).(X,B)mXd ist eine Sequenz mit einer maximalen Anzahl von 22 Amoniséduren, bevorzugt von 10
bis 22.

[0014] Bevorzugte Peptide der Formel (I) haben die folgenden Sequenzen:

(la) FGIPSSPVHLKRX,BX,BX,BSGALLMGL
(Ib) FGIPSSPVHLKRXsBXsBX,GALLMGL
(lc) FGIPSSPVHLKRX,BX,,GALLMGL

(Id) FGIPSSPVHLKRXgBX,GALLMGL

(le) FGIPSSPVHLKRX,,BX,GALLMGL

[0015] Von den Sequenzen (la) — (le), sind diejenigen bevorzugt, welche (B) = Lys or Phe und X = Leu, lle
oder Nle aufweisen.

[0016] Entsprechend bevorzugten Ausfiihrungsformen haben Peptide der Formel (la) - (If) jeweils die folgen-
den Sequenzen:

FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLKILLLKLGALLMGL [SP-C(LKS)]
FGIPSSPVHLKRLLILLKLLLLIKLLILGALLMGL [SP-C (LKS),]
FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLLILLLILGALLMGL [SP-C (LKS),]
FGIPSSPVHLKRLLILLLLLKLILLLILGALLMGL {SP-C (LKS),]

FGIPSSPVHLKRLLILLLLLLLIKLLILGALLMGL [SP-C (LKS),]
FGIPSSPVHLKRLLILFLLLLFILLLFLGALLMGL [SP-C (LFS)]

[0017] In einer noch bevorzugteren Ausfiihrungsform der Erfindung sind die Ser-Reste kovalent an 1 2 bis 22
Kohlenstoffatomen enthaltende Acylgruppen gebunden.

[0018] Peptide der Formel (I) kdnnen durch synthetische Verfahren oder rekombinante Techniken hergestellt
werden.

[0019] Konventionelle synthetische Verfahren sind beispielsweise in Schroeder et al., ,The peptides”, Band
1, Academic Press, 1965; Bodanszky et al., ,Peptide synthesis", Interscience Publisher, 1996; Baramy & Mer-
rifield, ,The peptides; Analysis, Synthesis, Biology", Band 2, Kapitel 1 , Academic Press, 1980 beschrieben.
Diese Techniken schlieen Peptidsynthese in fester Phase, in Losung, synthetische Verfahren der organischen
Chemie oder beliebige Kombinationen davon ein.

[0020] S- oder O-acylierte Peptide werden bevorzugt durch Behandlung der nicht-acylierten Peptide mit Acyl-
chlorid in reiner Trifluoressigsaure hergestellt wie in Yousefi-Salakdeh et al. Biochem J 1999, 343, 557-562
beschrieben. Nach der Synthese und Reinigung wurden die synthetischen Peptide biochemisch und biophysi-
kalisch charakterisiert, wie im folgenden Abschnitt ,,Beispiele" berichtet.

[0021] Die Aktivitat der Peptide gemaf der Erfindung bei der Verminderung der Oberflachenspannung wurde
in Kombination mit Lipiden und Phospholipiden, SP-B, Analoga von SP-B oder Substituten von SP-B beurteilt.
Insbesondere wurden die Peptide mit DPPC (1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-2-phosphocholine)/PG (Phosphatidyl-
glycerol)/PA (Palmitinsaure) mit oder ohne SP-B, einem aktiven Analogon davon und Polymyxinen kombiniert.

[0022] Die Ergebnisse der Oberflachenaktivitatstests mit pulsierenden Blaschen zeigen klar, dass die synthe-
tischen Peptide gemaf der vorliegenden Erfindung die minimale und maximale Oberflachenspannung wah-
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rend der zyklischen Oberflachenkompression (y,,, und v,..,) stark vermindern auf Werte, die vergleichbar sind
mit denjenigen, die unter Verwendung von Surfaktant aus natirlichen Quellen erhalten werden.

[0023] Die Zugabe von SP-B oder einem aktiven Analogon davon zur Mischung Peptid-iLipid-Phospholipide
ergab besonders gunstige Ergebnisse. Weiter wurde Gberraschenderweise gefunden, dass Polymyxinde, ins-
besondere Polymyxin B, als Substituenten fir SP-B wirken und dass ihre Zugabe vergleichbare Ergebnisse
wie diejenigen ergab, die mit SP-B erzielt wurden.

[0024] Entsprechend einem zweiten Aspekt stellt die Erfindung ein synthetisches Surfaktant bereit, umfas-
send ein oder mehr Peptide der Formel (I) im Gemisch mit Lipiden und/oder Phospholipiden und gegebenen-
falls SP-B, einem aktiven Derivat davon oder Polymyxinen. Geeignete Lipide/Phospholipide kénnen ausge-
wahlt werden aus der aus Phosphatidylcholinen (bevorzugt DPPC) PG, PA, Triacylglycerinen, Sphingomyelin
bestehenden Gruppe.

[0025] In einer noch bevorzugteren Ausflihrungsform der Erfindung werden Surfaktant-Mischungen, die das
Peptid enthalten, in denen Palmitoyl-Ketten O-kovalent an die Ser-Reste gebunden sind, verwendet. Es wurde
gefunden, dass Surfaktant-Mischungen, welche eine dipalmitoylierte Form des Referenzpeptids (SP-C(Leu))
enthalten, eine hdhere Oberflachenfilmstabilitat und eine erhdhte GréRRe des oberflachenassoziierten Lipidre-
servoirs aufweisen, verglichen mit Mischungen, die das entsprechende nicht-palmitoylierte Peptid enthalten,
gemessen durch das kaptive Blasensystem. In den 5% dipalmitoyliertes Peptid enthaltenden Proben war vy,
unter 1,5 mN/m und die Filme sehr stabil, da die Oberflachenspannung um weniger als 0,5 mN/m innerhalb 10
Minuten bei konstantem Blasenvolumen anstieg. Im Gegensatz war vy, fur das nicht-palmitoylierte Peptid un-
gefahr 5 mN/m und die Filme waren weniger stabil, nachgewiesen durch haufiges Blasenzusammenfallen bei
niedriger Oberflachenspannung. Darlber hinaus ging nach der Subphasen-Abreicherung bei Proben, die
nicht-palmitoyliertes Peptid enthalten, die Fahigkeit zum Erreichen einer stabilen Oberflachenspannung nahe
Null nach wenigen Absorbtionsschritten verloren, wahrend mit den dipalmitoylierten Peptidfilmen die Filmqua-
litét sich sogar nach mehr als 10 Expansionsschritten und nach Aufnahme von Reservoirmaterial &quivalent
zu mehr als zwei Monoschichten nicht verschlechterte. Die verbesserte Oberflachenaktivitat der dipalmitoylier-
ten Peptide wurde auch mit einem Surfaktometer mit pulsierenden Blaschen demonstriert. Zusatzlich wurde
gefunden, dass die Anwesenheit von Acylgruppen die Tendenz zur Bildung von Oligomeren weiter vermindert.
Dieser Befund ist sehr wichtig, da wahrend der Herstellung von kiinstlichen Surfaktants gefunden wurde, dass
die Peptid-Oligomerisierung die Herstellung von Mischungen mit héheren Konzentrationen als 20 mg/ml be-
hindert (Nilsson et al. Eur J. Biochem 1998, 255, 116-124).

[0026] Das synthetische Surfaktant kann hergestellt werden durch Mischen von Lésungen oder Suspensio-
nen von Peptiden und Lipiden und durch anschlief3endes Trocknen der Mischung.

[0027] Bei der Gelegenheit kann die trockene Mischung suspendiert, dispergiert oder als solche Personen
verabreicht werden, die einer Behandlung des Surfaktant-Mangels bedurfen.

[0028] Das synthetische Surfaktant wird bevorzugt endotracheal oder durch Aerosol gegeben. Die letztere
Form der Gabe erfordert die Kombination kleiner Partikel des Surfaktants mit geeigneten inerten Treibmitteln.
Andere Formen der Gabe wie Vernebelung oder Versprihen von stabilen Lésungen/Suspensionen des Sur-
faktants sind ebenfalls im Umfang der Erfindung enthalten.

[0029] Entsprechend einem weiteren Aspekt stellt die Erfindung die Verwendung der beschriebenen Peptide
zur Herstellung eines Surfaktant-Mittels bereit, das in allen Fallen von Surfaktant-Mangel oder -Dysfunktion bei
Erwachsenen oder Neugeborenen, verwandten Lungenerkrankungen wie Pneumonie, Bronchitis, Asthma,
Mekoniumaspirationssyndrom und auch anderen Erkrankungen wie serdser Otitis media (Paukenerguss) ver-
wendet werden soll.

[0030] Ublicherweise wird das Surfaktant-Mittel bevorzugt durch endotracheale Gabe bei der Behandlung
des Atemnotsyndroms verwendet, welches haufig unreife Sauglinge befallt.

[0031] Die folgenden Beispiele illustrieren die Erfindung im gréReren Detail:
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Beispiel 1
Peptidsynthese und -Reinigung

[0032] Ein Analogon von SP-C, SP-C(LKS) (Fig. 1) wurde durch Verwendung der schrittweisen Festphasen-
technologie und der tert-Butyloxycarbonyl-Chemie (Kent, S.B.H. (1988) Annu. Rev. Biochem. 57, 957-989) in
einem Applied Biosystems 430A-Gerat synthetisiert. Die Spaltung der Harz-Peptidbindung und die Entschit-
zung der Seitenketten wurden in wasserfreiem Fluorwasserstoff/Methoxybenzol/Dimethylsulfid, 10:1:1 (v/v/v)
wahrend 1,5 h bei 0°C durchgefiihrt. Schutzgruppen und Fanger wurden durch wiederholte Extraktion mit Di-
ethylether entfernt, und das Peptid wurde anschlieRend aus dem Harz durch Dichlormethan/ Trifluoressigsaure
(TFA) 3:1 (v/v) extrahiert, gefolgt von Eindampfen mit dem Rotationsverdampfer. Der rohe Peptidextrakt wurde
mit einer Konzentration von 100mg/ml in Chloroform/Methanol 1:1 (v/v), enthaltend 5% H,O, erneut geldst. Ein
Aliquot von 10 mg wurde auf eine Sephadex LH-60-Saule (40 x 1 cm) in demselben Lésungsmittel aufgetragen
(Curstedt, T. et al. (1987) Eur. J. Biochem. 168, 255-262). Fraktionen von 2,5 ml wurden gesammelt und die
Absorptionen bei 214 und 280 nm gemessen. Die Identifikation und die quantitative Bestimmung wurden durch
Aminosaureanalyse durchgeflhrt.

[0033] Zur Acylierung wird das gereinigte Peptide (typischerweise etwa 5mg) getrocknet, in destilliertem TFA
(100 pl) geldst, und Acylchlorid (10-20 Aquivalente verglichen mit dem Peptid) werden zugegeben. Nach 10
Minuten wird die Reaktion mit 80% wassrigem Ethanol (1,9 ml) abgebrochen. Die Reinigung der Acylpeptide
wird durch Verwendung von Chromatographie Uber Lipidex 5000 in Ethylenchlorid/Methanol 1:4 (v/v) durchge-
fuhrt, gefolgt von Umkehrphasen-HPLC mit einer C18 Saule unter Verwendung eines linearen Gradienten von
2-Propanol/0,1 % TFA bis zu 60% (wassriges) Methanol/0,1%TFA oder 75% (wassriges) Ethanol/0,1 TFA.

Beispiel 2
Biochemische Charakterisierung

[0034] Die Reinheit des Peptides wurde durch Natriumdodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(PAGE) (Phast-System, Pharmacia, Schweden) und durch Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitschroma-
tographie (HPLC), unter Verwendung einer C,,-Sdule und eines linearen Gradienten von 60% wassrigen Me-
thanol/0,1%TFA und Isopropanol/0,1 TFA (Gustafsson, M. et al. (1997), Biochem. J. 326, 799-806) gepruft.

[0035] Die Molekularmassen wurden durch Matrix-unterstitzte Laserdesorptions-lonisations-Flugzeit (MAL-
DI-TOF)- Massenspektrometrie bestimmt (Lasermat 2000, Finnigan MAT), wobei mit vasoaktivem intestinalem
Peptid (M, 3326,8) kalibriert wurde.

[0036] Die sekundare Peptidstruktur wurde unter Verwendung von Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie
untersucht (Jasco-730 Jasco, Japan). Nach Solubilisierung mit Trifluorethanof (TFE) wurden Spektren von 260
bis 1 84 nm mit einer Scangeschwindigkeit von 20 nm/min und einer Auflésung von 2 Datenpunkten/nm auf-
gezeichnet. Die restliche molare Elliptizitat wurde berechnet und in kdeg x cm?/dmol ausgedriickt. Die molaren
Elliptizitaten bei 208 und 222 nm wurden zur Bestimmung des Gehalts an helikaler Struktur verwendet (Barrow,
C.J. et al (1992) J. Mol. Biol. 225, 1075-193).

[0037] Die Untersuchung der Sekundarstruktur von SP-C(LKS) unter Verwendung der CD-Spektroskopie
zeigte ein fir a-helikale Peptide typisches Spektrum, und ein a-helikaler Anteil von ungefahr 75% wurde aus
den Minima bei 208 nm und 222 nm abgeleitet. Die Sekundarstruktur blieb im Anschluss an die schrittweise
Verdinnung mit H,O bis zu 12% TFE stabil, vorausgesetzt, dass das Peptid in reinem TFE solubilisiert wurde.

[0038] SDS-Page von SP-C(LKS) zeigte eine einzelne Bande, die der von nativem SP-C gleicht, wahrend
SP-C(Leu), welchem Lys im helikalen Teil fehlt, Oligomere bildet. Im Kontrast zu unseren Erfahrungen mit
SP-C(Leu)/Lipid-Mischungen, die in héheren Konzentrationen als 20mg/ml schwierig zu solubilisieren sind
(Nilsson, G. et al. (1998) Eur. J. Biochem. 255, 116-124) war es mdglich, eine SP-C(LKS)/Lipid-Mischung mit
einer Lipidkonzentration von 80mg/ml und einem Polypeptid/Lipid Verhaltnis von 0,03 herzustellen.
Beispiel 3
Herstellung von Peptid/Lipid-Mischungen

[0039] DPPC, PG und PA wurden alle von Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) erworben. Die Lipide, geldst
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in Chloroform/Methanol 98:2 (v/v), wurden in den Verhaltnissen DPPC:PG:PA 68:22:9 (m/m/m) oder DPPC/PG
7:3 (m/m) gemischt. Surfaktant-Praparate wurden hergestellt durch Zugabe von SP-C(LKS) allein oder
SP-C(LKS) und SP-B zu jeder der Lipid-Mischungen bei Gesamtpeptid/Lipid-Gewichtsverhaltnissen von
0-0,05. Die Mischungen wurden unter Stickstoff eingedampft und in 150 mmol/l NaCl oder in 10 mmol/l He-
pes-Puffer pH 6,9, enthaltend 140 mmol/l NaCl und 2.0 mmol/I CaCl,, bei Lipidkonzentrationen von 10 = 80
mg/ml resuspendiert. Wiederholtes Einfrieren und Beschallung (50 W, 48 kHz) wurden durchgeflihrt, bis ho-
mogene Suspensionen erzielt wurden. In einigen Fallen wurden die Endsuspensionen bei 45°C wahrend 1 h
inkubiert.

[0040] In 150 mmol/NaCl suspendierte Surfaktant-Praparate haben einen pH von 3.5-5,5. Die niedrigeren
pH-Werte 3,5-4,5 wurden in SP-B enthaltenden Praparaten beobachtet. Da natives SP-B unter Verwendung
von angesauerten organischen Lésungsmitteln gereinigt wird (Curstedt, T. et al. (1987) Eur. J. Biochem. 168,
255-262), kdnnen kleine Mengen an Saure in den Praparaten zuriickbleiben. Ein nahezu physiologischer pH
wurde durch Suspendieren des Surfaktant-Praparates in Hepes-Puffer pH 6,9, enthalten 140 mmol/l NaCl und
2 mmol/l CaCl,, erhalten (Tabelle 1). Verglichen mit den entsprechenden Praparaten in ungepufferter Koch-
salzlésung gab es keine Anderungen von y,,, oder y,,., wenn DPPC/PG 7:3 (m/m) als Lipidmischung verwen-
det wurde. Wenn aber PA in der Lipid-Mischung enthalten war, stiegen sowohly, ., als auch y,,, beim héheren
pH (Tabellen 1 und 2).
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Beispiel 4
Herstellung von Phospholipid-Mischungen mit SP-C(LKS) und Polymyxin B.

[0041] DPPC und PG wurden von Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) gekauft. Die Phospholipide, gel6st in
Chloroform/Methanol 98:2 (v/v), wurden in den Anteilen DPPC/PG 7:3 (m/m) gemischt. SP-C (LKS) wurde zu
den Phospholipid-Mischunen in einem Gesamt-Polypeptid/Phospholilpid-Gewichtsverhaltnis von 0,03 ge-
mischt. Die Mischungen wurden unter Stickstoff eingedampft und bei Raumtemperatur in 10 mmol/l He-
pes-Puffer pH 6,9, enthaltend 140 mmol/l NaCl und 2,0 mmol/l CaCl,, oder in demselben Puffer, enthaltend
0,01 % Polymyxin B(PxB) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) resuspendiert. Wiederholtes Einfrieren und Be-
schallung (50 W, 48 kHz) wurden durchgeflhrt, bis homogene Suspensionen erhalten wurden. Die End-Phos-
pholipidkonzentration fiir beide Praparate war 10 mg/ml. Zugabe von PxB verminderte sowohl y,,,, und y,,,, und
eine optimale Oberflachenaktivitat wurde erhalten (Tabelle 3).
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Beispiel 5
Biophysikalische Charakterisierung

[0042] Die Oberflachenspreitungskenetik wurde bei etwa 34-38°C mit einer Wilhelmy-Obeiflachenwaage
(Biegler, Wien, Osterreich) gemessen. Die Oberflachenspannung wurde wahrend 10 Minuten unter Verwen-
dung einer mit einem Spannungsventil verbundenen Platinplatte, die 1 mm in eine Hypophase aus 20 ml 150
mmol/l NaCl in einer Teflonwanne eingetaucht war, aufgezeichnet. Die Suspensionen wurden als Tropfchen,
insgesamt 1 mg Lipide, auf die Hypophase gegeben, 4cm von der Platinplatte entfernt.

[0043] Die kinetischen Messungen von 3 Gew.% SP-C(LKS) in DPPC/PG, 7:3 (m/m) unter Verwendung der
Wilhelmy-Waage zeigten eine schnelle Spreitung mit einer Oberflachenspannung von 28 mN/m nach 3 s
(Fig. 2). Die Spreitung war einiges langsamer unter Verwendung von 1 Gew.% SP-C(LKS) in derselben Li-
pid-Mischung (Daten nicht gezeigt). Zugabe von 2 Gew.% SP-B anderte die Spreitungsgeschwindigkeit oder
die Gleichgewichtsoberflachenspannung nicht signifikant (Fig. 2). Nach Inkubation der Mischung wahrend 1 h
bei 45°C wurden keine Verbesserungen beobachtet (Daten nicht gezeigt). Ahnliche Ergebnisse wurden mit
DPPC:PG:PA, 68:22:9 (m/m/m) als Lipid-Mischungen erzielt (Daten nicht gezeigt).

[0044] Die dynamische Oberflachenspannung wurde unter Verwendung eines ,pulsating bubble surfactome-
ter" (Surfactometer International, Toronto, Canada) bei 37°C wahrend der 50%-igen zyklischen Kompression
der Blasenoberflache und bei einer Frequenz von 40 Zyklen pro Minute gemessen. Alle Messungen wurden
wahrend 5 Minuten und bei einer Lipid-Konzentration von 10mg/ml durchgefiihrt. Der Druckgradient durch die
Blasenwand wurde bei spezifischen Zeitintervallen gemessen und zur Berechnung der Oberflachenspannun-
gen bei der minimalen (y,,;,) und maximalen (y,..,) Blasengrofie verwendet.

[0045] Im ,pulsating bubble surfactometer” bildeten 3 Gew.% SP-C(LKS) in DPPC:PG:PA, 68:22:9 (m/m/m)
eine Oberflachenspannung von weniger als 1 mN/m bei minimalem Blasenradius (y,,,), wahrend ein y,,, von
9-14 mN/m mit 3 Gew.% SP-C(LKS) in DPPC:PG, 7:3 (m/m) beobachtet wurde (Tabelle 1). Die Oberflachen-
spannung beim maximalen Blasenradius (y,,,,) War in beiden Fallen etwa 40 mN/m. Zusatz von 2 Gew.% SP-B
ergab y,..-Werte von 31-33 mN/m und y von 0-2mN/m flir beide Lipidpraparate. Diese Werte sind sehr &hnlich
mit denjenigen, die mit aus naturlichen quellisolierten Surfaktant-Praparaten erzielt wurden (Robertson, B. et
al. (1990) Prog. Respir. Res. 25, 237-246). Inkubation der Prarapate bei 45°C wahrend 1 h hatte keine signi-
fikante Auswirkung auf die Oberflachenaktivitat (Tabelle 1). Verminderung der Menge an SPB auf 0,5 Gew.%
in 3 Gew.% SP-C(LKS) in DPPC:PG 7:3 (m/m) zeigte eine Tendenz zur Verminderung von y,,,, obwohl die Er-
gebnisse keine statistische Bedeutung erreicht haben (Tabelle 1). Im Kontrast zu SP-B reduzierte Zugabe von
2 Gew.% KL, (Cochrane, C.G. und Refak, S.D. (1991) Science 254, 566-568) bis 3 Gew.% SP-C(LKS) in
DPPC/PG:PA 68:22:9 (m/m) y,,,, nicht, der relativ hoch bei 4142 mN7m blieb.

Beispiel 6
Vergleich zwischen Mischungen, die dipalmitoylierte und nicht-palmitoylierte Referenzpeptide enthalten.

[0046] Surfaktant-Praparate wurden durch Zugabe von 3% m/m SP-C(Leu) oder dipalmitoyliertes SP-C(Leu)
zu jeder der Lipidmischungen hergestellt, die aus DPPC/PG/PA 68:22:9 m/m/m hergestellt wurden. Die Mi-
schungen werden unter Stickstoff eingedampft und in 150 mmol/l NaCl bei Lipidkonzentration von 10 mg/ml
resuspendiert. Zu den Proben, in denen auch ein SP-B Ersatz verwendet wurde, wurde 1 % m/m Polymyxin B
zugegeben.

[0047] Dipalmitoyliertes SP-C(Leu) enthaltende Mischungen, mit oder ohne Polymyxin B, zeigen eine signifi-
kante Verbesserung insbesondere bei der Verminderung von y,.., nach 5 Minuten und y,;, zu friiheren Zeitin-
tervallen.

[0048] Tabelle 4: Oberflacheneigenschaften

[0049] Die Oberflachenspannung der Mischungen wurde mit einem ,pulsating bubble surfactometer" gemes-

sen. Nach zwei Minuten Aquilibrierung wurden die Ergebnisse nach unterschiedlichen Zeiten bei 37°C, 50%
Oberflachenkompression und mit einer Rate von 40 Zyklen pro Minute erhalten.
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Surfaktant-Praparat Oberflachenspannung (MmN/m)

SP-C(Leu) |Dipalm. PxB 7.5s 1 min 5 min

(Gew.%) SP—C[LGU) [Gew.%) Ymin  Ymax Ymin  Ymax Ymin  Ymax
(Gew.%)

1 11 39 | 6,2 39 2 42

1 1 3 37 2 38 0 40
1 - ] 34 1 35 1 36
1 1 0 29 0 34 0 35

Beispiel 7

In vivo-Bestimmung

[0050] Die Wirkung der Surfaktant-Therapie auf die mechanischen Eigenschaften unreifer Lungen wurde bei
9 vorzeitig geborenen Kaninchen mit einem Gestationssalter von 27 Tagen beurteilt. Die Tiere wurden bei der
Geburt tracheotomisiert und funf von ihnen erhielten durch die Trachealkanile zweimal 2,5 ml/kg kinstliches
Surfaktant, enthaltend DPPC, PG und SP-C (LKS), mit oder ohne Polymyxin B, in den oben angegebenen An-
teilen. Die Gesamt-Phospholipid-Konzentration des exogenen Surfaktant-Materials war 40 mg/ml. Zwei als ne-
gative Kontrolle dienende Tiere erhielten kein Material durch das Trachealréhrchen, und weitere zwei als po-
sitive Kontrolle dienende wurden mit derselben Dosis modifiziertes natirliches Surfaktant behandelt (Curosuf,
Chiesi Farmaceutici Spa, Parma, Italien), verdiinnt auf 40 mg/ml. Ein Tier wurde mit einer Mischung von DPPC
und PG in Kochsalzlésung (dieselbe Konzentration wie oben) mit einer Dosis von 2,5 ml/kg behandelt. Alle Tie-
re wurden in Kérper-Plethysmograph-Boxen bei einer Temperatur von 37°C gehalten und parallel wahrend 60
Minuten mit 100% unter Verwendung eines Servo-Ventilators 900B (Siemens-Elema, Solna, Schweden) beluif-
tet, der auf eine Frequenz von 40 Minuten und 50% Einatmungszeit eingestellt war. Das Atemzugvolumen wur-
de mit einem Pneumotachygraphen gemessen, der mit jeder Plethysmograph-Box verbunden war. Die Tiere
wurden mit einem standardisierten Atemzugvolumen von 8-10 mi/kg und ohne positiven End-Atmungsdruck
(positive end-expiratory pressure (PEEP)) beatmet. Die Lungen-Thorax-Compliance wurde definiert als das
Verhaltnis zwischen Atemzugvolumen und Peak-Einatmungsdruck und als ml/cm H,O kg ausgedruckt.

[0051] Im Vergleich mit den nicht behandelten Kontrolltieren war die Compliance bei den Tieren signifikant
verbessert, die mit dem klnstlichen Surfaktant behandelt wurden, insbesondere bei dem Tier, das Polymyxin
B enthaltendes Surfaktant erhielt. Bemerkenswerterweise scheint die Verbesserung derjenigen tberlegen zu
sein, die nach Behandlung mit einer gleichen Dosis modifizierten naturlichem Surfaktant festgestellt wurde
(Eig. 3).

Kurze Beschreibung der Figuren

[0052] Fig. 1 Aminosduresequenzen und ,Helical wheel" Darstellungen von SP-C und seinen Analoga

Die Sequenz von Human-SP-C ist Johansson, J. et al. (1988) FEBS Lett. 232, 61-64 entnommen, und die von
SP-C(Leu) aus Nilsson, G., et al. (1998) Eur. J. Biochem. 255, 116-124). SP-C(LKS) basiert auf der Primar-
struktur von SP-C, alle Val-Reste an den Positionen 16-28 mit Ausnahme von Position 17 sind jedoch durch
Leu-Reste ersetzt, Lys-Reste wurden an Position 17, 22 und 27 eingeflhrt, und die palmitoylierten Cys bei Po-
sitionen 5 und 6 sind durch Ser ersetzt worden.

[0053] Fig. 2 Oberflachenspreitung der synthetischen Surfaktant-Praparate

Speitungskinetiken von 3 Gew.% SP-C(LKS) (ausgefillte Quadrate, durchgezogene Linie) und 3 Gew.%
SP-C(LKS) unter Zugabe von 2 Gew.% SP-B (offene Dreiecke, gepunktete Linie). Alle Praparate wurden bei
Konzentrationen von 10 mg/ml DPPC/PG, 7:3 (m/m) in 150 mmol/l NaCl untersucht. Die Daten wurden mit ei-
ner Wilhelmy-Wage erhalten, und jeder Datenpunkt ist der Mittelwert von drei verschiedenen Messungen.

[0054] Fig. 3 In vivo-Ergebnisse

Die Lungen-Thorax-Compliance in 5 unreifen neugeborenen Kaninchen (Gestationsalter 27 Tage), die mit ei-
nem standardisierten Atemzugvolumen von 8 bis 10 ml/kg und ohne positiven Endatmungsdruck (PEEP) be-
atmet wurden. Die Compliance wird signifikant bei den behandelten Tieren verbessert. Die Zugabe von Poly-
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myxin B (PxB) scheint die Wirkung des kiinstlichen Surfaktants zu erhdhen. Die Konzentration von Phospho-
lipiden ist in allen Surfaktant-Praparaten dieselbe, d. h. 40 mg/ml.

Sequnzprotokoll

< 110> Chiesi Farmaceutici spa

< 120> Kiunstliche Peptide mit Oberfldchenaktivitdt und deren
Verwendung bei der Herstellung von kunstlichem Surfaktant
<130> chiesi

<140>

<141>

<150> MI9QA000275
<151> 1999-02-12

<160> 6
<170> Patentin Ver. 2.1

<210> 1
<211> 35
<212> PRT

<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: synthetische Peptide

<400> ]
Phe Gly lle Pro Ser Ser Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu lle Leu
1 5 10 15

Lys Leu Leu Leu Leu Lys lle Leu Leu Leu Lys Leu Gly Ala Leu Leu
20 25 30

Met Gly Leu
35

<210> 2

<211> 35

<212> PRT

<213> kunstliche Seguenz
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<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: synthetische Peptide
<400> 2
Phe Gly lle Pro Ser Ser Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu lle Leu
1 5 10 15

Leu Lys Leu Leu Leu Leu lle Lys Leu Leu lle Leu Gly Ala Leu Leu
20 25 30

Met Gly Leu
35

<210> 3

<211> 35

<212> PRT

<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: synthetische Peptide

<400> 3
Phe Gly lle Pro Ser Ser Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu lle Leu
1 5 20 15

Lys Leu Leu Leu Leu Leu lle Leu Leu Leu lle Leu Gly Ala Leu Leu
20 25 30

Met Gly Leu
35

<210> 4
<211> 35

<212> PRT

<213> kunstliche Sequenz

<220>
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<223> Beschreibung der kunstlichen Sequ'én'zzisyn’rhe’ris'che Peptide

<400> 4
Phe Gly lle Pro Ser Ser Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu lle Leu
1 5 10 15

Leu Leu Leu Leu Lys Leu lle Leu Leu Leu lle Leu Gly Ala Leu Leu
20 25 30

Met Gly Leu
35

<210> 5
<211> 35
<212> PRT

<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: synthetische Peptide

<400> 5
Phe Gly lle Pro Ser Ser Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu lle Leu
1 5 10 15

Leu Leu Leu Leu Leu Leu lle Lys Leu Leu lle Leu Gly Ala Leu Leu
20 25 30

Met Gly Leu
35

<210> 6
<211> 35
<212> PRT

<213> klnstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: synthetische Peptide
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<400> 6
Phe Gly lle Pro Ser Ser Pro Val His Leu Lys Arg Leu Leu lle Leu
1 5 10 15

Phe Leu Leu Leu Leu Phe lle Leu Leu Leu Phe Leu Gly Ala Leu Leu
20 25 30

Met Gly Leu
35

Patentanspriiche

1. SP-C-Analoga mit der allgemeinen Formel (I) entsprechend dem Ein-Buchstaben-Aminosaurecode:
F.GAPZZPVHLKR(X,B)n(X:B)n(X:B)mX«GALLMGL (1)

wobei:

X eine Aminosaure ist, die ausgewahlt wird aus der aus |, L, Nle (Norleucin) bestehenden Gruppe;

B eine Aminosaure ist, die ausgewahlt wird aus der aus K, W, F, Y, Ornithin bestehenden Gruppe;

Z S ist und gegebenenfalls Uber eine Esterbindung an 12 bis 22 Kohlenstoffatomen enthaltende Acylgruppen
gebunden sein kann,

a eine ganze Zahl von 1 bis 19 ist;

b eine ganze Zahl von 1 bis 19 ist;

¢ eine ganze Zahl von 1 bis 21 ist;

d eine ganze Zahl von 0 bis 20 ist;

e 0 oder 1 ist;

f 0 oder 1 ist;

n O oder 1 ist;

m O oder 1 ist,

mit den folgenden Bedingungen:

-n+m>0;

—-f2e;

- (X,B),(X,B).(X;B),.X, ist eine Sequenz mit maximal 22 Aminosauren, bevorzugt 10 bis 22 Aminos&uren.

2. SP-C-Analoga nach Anspruch 1, welche die Formel (la) aufweisen:
(Ia) FGIPSSPVHLKRX4BX4BX4BXGALLMGL

3. SP-C-Analoga nach Anspruch 1, welche die Formel (Ib) aufweisen:
(Ib) FGIPSSPVHLKRX5BX5BX4GALLMGL

4. SP-C-Analoga nach Anspruch 1, welche die Formel (Ic) aufweisen:
(Ic) FGIPSSPVHLKRX BX11GALLMGL

5. SP-C-Analoga nach Anspruch 1, welche die Formel (Id) aufweisen:
(Id) FGIPSSPVHLKRXgBX7GALLMGL

6. SP-C-Analoga nach Anspruch 1, welche die Formel (le) aufweisen:
(Ie) FGIPSSPVHLKRX11BX4GALLMGL

7. SP-C-Analoga nach den Ansprichen 1 bis 6, wobei Ser-Reste acyliert sind, bevorzugt mit Palmito-
yl-Gruppen.

8. SP-C-Analoga nach den Ansprichen 1 bis 7, wobei B Lysin oder Phenylalanin ist und X Leucin, Isoleucin
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oder Norleucin ist.

9. SP-C-Analoga nach Anspruch 8, ausgewahlt aus der Gruppe, welche besteht aus:

SP-C (LKS) FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLKILLLKLGALLMGL
SP-C (LKS); FGIPSSPVHLKRLLILLKLLLLIKLLILGALLMGL
SP-C (LKS) FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLLILLLILGALLMGL
SP-C (LKS)3 FGIPSSPVHLKRLLILLLLLKLILLLILGALLMGL
SP-C (LKS)4 FGIPSSPVHLKRLLILLLLLLLIKLLILGALLMGL
SP-C (LFS) FGIPSSPVHLKRLLILFLLLLFILLLFLGALLMGL

10. Synthetisches Surfaktant, umfassend mindestens ein SP-C-Analogon der Formel (I) im Gemisch mit
Lipiden und Phospholipiden.

11. Synthetisches Surfaktant nach Anspruch 10, wobei das Lipide/Phospholipide-Gemisch DPPG, PG, PA
umfasst.

12. Synthetisches Surfaktant nach den Anspriichen 10 bis 11, darliber hinaus umfassend SP-B oder ein
aktives Derivat davon oder ein Polymyxin.

13. Synthetisches Surfaktant nach den Anspriichen 10 bis 12 in Form einer Lésung, Dispersion, Suspen-
sion oder eines Trockenpulvers.

14. Verwendung von SP-C-Analoga nach den Anspriichen 1 bis 7 zur Herstellung eines kiinstlichen ober-
flachenaktiven Mittels, das in allen Fallen von Lungen-Surfaktant-Mangel und verwandten Dysfunktionen ver-
wendet werden soll.

15. Verwendung eines Polymyxins, bevorzugt Polymyxin B, zur Herstellung eines kinstlichen Surfaktant
nach den Anspriichen 10 bis 13 zur Behandlung aller Falle von Lungen-Surfaktant-Mangel und verwandten
Dysfunktionen.

16. Verwendung nach den Anspriichen 14 und 15, wobei der Surfaktant-Mangel respiratorische Insuffizi-
enz ist.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Oberflachenspannung
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