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@ Verwendung von Peptiden zur Herstellung von entziindungshemmenden Mitteln.

@ Es werden von o-MSH verschiedene Peptide mit 3 bis

13 Aminoséuren und einer a-MSH entsprechenden
Sequenz, welche die Tripeptid-Sequenz Lys-Pro-Val enthal-
ten und biologisch funktionelle Aequivalente zur Herstel-
lung von entziindungshemmenden Medikamenten verwen-
det. Die erhaltenen Medikamente stellen eine Alternative zu
entziindungshemmenden Mitteln auf Salicylat- und Steroid-
basis dar.
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Beschreibung

Diese Erfindung bezieht sich auf die Verwendung eines von o«-MSH verschiedenen Peptides mit 3~13
Aminosiuren und einer «-MSH entsprechenden Sequenz, welches die Tripeptid-Sequenz Lys-Pro-Val
enthélt, das im alpha-melanocyten-stimulierenden Hormon und ACTH enthalten ist und von biologischen
Aquivalenten davon zur Herstellung eines eniziindungshemmenden Medikamentes,

Es gibt zwei Klassen von Mitteln, welche gegenwértig als anfipyretische Mittel eingesetzt werden, die
Salicylate und die Para-Aminophenol-Derivate. Die Salicylate, représentiert durch Acetylsalicylsaure
(d.h. Aspirin), sind die meistverwendeten antipyretischen Mittel. Aspirin ist der Prototyp sowoh! fiir die
Salicylate, als auch fiir andere Medikamente mit &hnlichen Wirkungen und stellt den Referenzstandard
fir den Vergleich und die wissenschaftliche Auswerlung dieser Mittel dar. Der antipyretische Effekt
von Aspirin ist im allgemeinen bei Patienten mit Fieber schnell und wirkungsvoll, Die Salicylate bewirken,
dass der «Thermostat» auf Normaltemperatur zurlickgesetzt wird. Obschon Aspirin im allgemeinen fir
die meisten Individuen gut veriraglich ist, sind mit dessen Verwendung eine Anzahl von toxischen Ne-
benwirkungen verbunden. Von besonderer Bedeutung sind die salicylat-induzierte Geschwiirsbildung
und manchmal Blutungen. Die Verschlimmerung von peptischen Ulcersymptomen (Sodbrennen, Dyspep-
sie) von gastro-intestinalen Blutungen und erosiver Gastritis wurde von aspirin-einnehmenden Patien-
ten geschildert. Andere weniger Ubliche Nebenwirkungen sind Tinnitus und Gehorverlust, Veranderun-
gen beim S&ure-Basen-Gleichgewicht und beim Elektrolytmuster und Atemalkalose. Obschon solche Ne-
benwirkungen im allgemeinen nicht besonders gefahriich sind, neigen sie dazu, die Compliance des
Patienten zu reduzieren. Andere Salicylat-Derivate, welche im allgemeinen wegen ihrer analgefischen
oder entziindungshemmenden Aktivitat verwendet werden, zeigen beziiglich dem Aspirin ethdhte Toxizi-
taten.

Die Para-Aminophenol-Derivate, Acetaminophen und Phenacetin sind Aspirin-Alternafiven zum anal-
getischen und anipyretischen Gebrauch. Acetaminophen hat eine etwas kieinere Gesamttoxizitat und
wird im allgemeinen gegenitber Phenacefin bevorzugt. Da Acetaminophen gut veriraglich und ihm viele
der unerwiinschten Nebeneffekte von Aspirin fehlen, wurde es zum bevorzugten «gewShnlichen Haus-
halt-Analgetikum» ernannt. Die Zweckmassigkeit fur diesen Einsatz ist jedoch fragwiirdig: bei akuten
Uberdosierungen kann Acetaminophen fatale, hepatitische Nekrose verursachen. Zusitzlich kann Phe-
nacetin Methemoglobin&dmie und hemolytische Anémie als Form einer akuten Toxizitét verursachen, dies
ist jedoch gewdhnlich die Konsequenz einer chronischen Uberdosierung. Bei der Behandlung von Pyre-
xie sind diese Mittel ungeféhr gleich wirksam, wie Aspirin.

Kiirzliche Fortschritte beim Studium des alpha-melanocytenstimulierenden Hormons (nachstehend als
«MSH» bezeichnet} haben gezeigt, dass dieses Protein bei der Behandlung von Pyrexie aktiv ist. Alpha-
MSH ist ein 13-Aminosauren-Peptid, das vom adrenocorticotropischen Hormon («ACTH») abgeleitet ist.
Sowohl MSH, als auch ACTH teilen eine 13-Aminoséuren-Sequenz, welche wirksam ist, indem sie die
Kérpertemperatur méssigt. Es ist bewiesen, dass diese Neuropeptide zentral vermittelte Verfahren
steuern kdnnen, einschliesslich der zentralen Steuerung der Kérpertemperatur. Beide Peptide setzen
die Kerntemperatur von fieberfreien Kaninchen bei peripherer oder zentraler Verabreichung in genii-
genden Dosen herab. Viel kleinere Dosen reduzieren das Fieber ohne Anderung der normalen Tempera-
tur.

Alpha-MSH wird in Gehirnregionen gefunden, welche die Tempraturregulierung steuern, ein-
schliesslich dem vorderen Hypothalumus und dem Septum. Die Konzentration von Alpha-MSH im Sep-
tum wird bei Fieberzustinden erhtht und die Konzentration im bogenformigen Nukleus neigt gleichzeitig
zur Absenkung. Vergleichende Studien der antipyretischen Aktivitit von zentral verabreichtem Alpha-
MSH mit dem weitverbreiteten Antipyretikum Acetaminophen zeigt, dass Alpha-MSH bef der Fiebersen-
kung sehr viel wirksamer ist als Acetaminophen und das Alpha-MSH gewichtsmassig mehr als 2500 Mal
wirksamer fiir die Reduzierung des Fiebers ist als Acetaminophen. Es sind keine von ACTH verschiede-
ne endogene Substanzen bekannt, welche eine solche Potenz fiir die Fieberreduktion besitzen.

Die antipyretische Potenz von Alpha-MSH und die Tatsache, dass dieses Peptid das Fieber sogar
bei peripherer Verabreichung reduziert, kann eine klinische Bedeutung haben. ACTH wurde zur Redu-
zierung des Klinischen und experimentellen Fiebers verwendet, sobald es erstmals beschrieben war, je-
doch stimuliert dieses Peptid die Corticosteroid-Freisetzung und kann bei wiederholter Verabreichung
zum Cushing-Syndrom filhren. Andererseits stimuliert das kiirzere Alpha-MSH-Molekill, welches vom
ACTH abgeleitet ist, die Steroid-Freisetzung nicht und es scheint, dass keine irreversiblen, schadii-
chen Wirkungen bestehen, wenn es Kaninchen oder Menschen verabreicht wird. Im Hinblick auf ACTH
(Aminosduren 1 bis 39 von Propiocortin) war schon friiher bekannt, dass wegen seinem corticosteroid-
stimulierenden Effektes dieses Protein akiiv bei der Behandlung von Entziindungen war. Die Kiirzeren
ACTH-verwandten Peptide, wie Alpha-MSH (Aminos&uren 1 bis 13 von ACTH), welche keine corticotro-
pe Aktivitat besitzen, wurde keine anti-inflammatorische Wirkung zugeschrieben, und es bestand bisher
kein Grund, eine solche Rolle fiir Peptide vorzuschlagen, welche den aminoterminalen Teilen von ACTH
entsprechen und dariiberhinaus keine corticotrope Aktivitat besitzen. Die vorliegende Erfindung be-
trifft die im Anspruch 1 definierte Verwendung.

Der Wirkstoff der erhaltenen pharmazeutischen Zusammensetzung ist ein von o-MSH verschiede-
nes Peptid mit 3-13 Aminosauren, das eine Aminoséure-Sequenz umfasst, die der Sequenz von o-MSH
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entspricht und die Tripeptid-Sequenz enthélt, die den Aminoséuren 11 bis 13 von Alpha-MSH, Lysin-Pro-
fin-Valin («Lys-Pro-Val») entspricht oder ein biologisches Aquivalent davon, das &hnliche hydropathi-
sche Indizes aufweist. In besonderen Ausfithrungsformen ist die Erfindung auf die Verwendung des Tri-
peptids selbst gerichtet.

Vorzugsweise wird das Tripeptid zur Erzielung von maximalen Heilwirkungen verabreicht, vorzugs-
weise in einer biologisch «geschiitzten» Form. Wenn das Tripeptid durch Acylierung des Amino-Termi-
nus und/oder Amidierung des Carboxy-Terminus «geschiifzt» ist, zeigt das resultierende Tripeptid eine
Zunahme in seiner pharmakologischen Aktivitdt. Ahnlich zeigt das «geschiitzte» oder «ungeschiitzte»
Tripeptid im weiteren eine Zunahme der antipyretischen Aktivitat.

Das hergestelite Medikament kann fiir die Behandlung einer Entzlindung eines Individuums, welches
eine solche Behandiung nétig hat, verwendet werden, dabei wird eine wirksame Dosis eines Peptides,
welches die Tripeptid-Sequenz umfasst, verabreicht. Uberdies kénnen solche Peptide bei der Behand-
lung von sowohl allgemeinen, wie auch lokalisierten Entziindungen verwendet werden und sind demzufol-
ge niitzlich als Alternative zu entziindungshemmenden Mitteln auf Basis von steroiden und Salicylaten.
Die entziindungshemmende Aktivitat wird im Anschiuss an eine Verabreichung des Tripeptides an Tiere
beobachtet, bei Dosen, die etwa gleich oder grosser als diejenigen sind, welche eine Fiebersenkung be-
wirken und wabei die Reakiivitat der behandelten Tiere und der Kontrolltiere auf die Entziindungsheraus-
forderung getestet wird.

Die entziindungshemmenden Medikamente enthalten &hnliche Dosen des Tripeptides, wie sie bei-
spielsweise fiir die Reduktion von Schwellungen im Zusammenhang mit Entziindungen und/oder Kapil-
larpermeabilitat fiir Hydrocortison, einem akzeptierten Standard fir die entziindungshemmende Akiivi-
14t angewandt werden. Der empfindliche «Haut-Bl&uungs»-Versuch wurde verwendet, um die Fahigkeit
des Tripeptides zu testen, die kapillarpermeabilisierenden Effekte von Entziindungsmitteln, wie Hista-
min, zu hemmen. In diesem Test zeigte das geschiitzte Lys-Pro-Val-Tripeptid Anti-Histamin-Effekte und
insbesondere eine Reduktion in der histamin-vermittelten Zunahme der Kapillarpermeabilitét, bei intra-
vendsen Dosierungen von nur 1,25 pg geschiitztem Tripeptid/kg Korpergewicht. Uberdies zeigte das in-
traperitoneal verabreichte Tripeptid im traditionellen Carrageenan-Rattenpfotenddem-Test die Fahig-
keit, Carrageenan-induzierte Schwellungen an Rattenpfoten zu reduzieren, auf Gewichisbasis im Ver-
héltnis mit Hydrocortison. Aus solchen Beobachtungen kann demzufolge geschiossen werden, dass das
Tripeptid Lys-Pro-Val ein wirksames, entziindungshemmendes Mittel ist, wenn es einem Patienten in ei-
ner Dosis von nur 1 bis 10 pg/kg und vorzugsweise in der Grossenordnung von etwa 0,2 bis 3 mg/kg/Tag
verabreicht wird.

Fig. 1 Aminosaure-Sequenz von Alpha-MSH

Fig. 2 Vergleich der Hemmung einer durch Ac-Lys-Pro-Val-NHz (100 mg/kg) und Hydrocortison (100
mg/kg) bei Ratten verursachte Plotenschwellung. Jeder Wert ist ein prozentualer Mittelwert der Ande-
rung des Pfotenvolumens beziiglich der Anderung beim passenden Kontrolipfotenvolumen.

Die Peptide, welche bei der Durchfiihrung der vorliegenden Erfindung verwendet werden, umfassen
die Sequenz Lysin-Prolin-Valin. Diese Tripeptid-Sequenz wird folgendermassen gekennzeichnet.

In seiner natdirlich vorkommenden Form enthélt die Tripeptid-Sequenz (Lysin-Prolin-Valin) die Amino-
sture-Nummern 11 bis 13 des alpha-melanocyten-stimulierenden Hormons (nachstehend als «MSH» be-
zeichnet) und von ACTH. Diese Erkenntnis kann die antipyretische Aktivitit des amino-terminalen Teils
von ACTH (Aminosaure-Nummern 1 bis 24 von Proopiocortin) und MSH (Aminosaure-Nummern 1 bis 13
von ACTH und Proopiocortin erkldren; vergleiche Fig. 1), beide zeigen die Tripeptid-Sequenz innerhalb
ihrer Struktur. Demzufolge sind sowohl MSH als auch ACTH potentielle, natiirliche Quellen aus welchen
das antipyretische Tripeptid erhalten werden kann.

Wegen dem hohen corticotropischen Effekt von ACTH, welcher zu Cushing-Syndrom-Vorféllen fiih-
ren kann, werden erfindungsgeméss Peptide der Alpha-MSH-Sequenz verwendet, wobei diese Peptide
mindestens die Lys-Pro-Val-Sequenz umfassen. Dies basiert auf der Erkenntnis, dass Alpha-MSH
(Aminosauren 1 bis 13 von ACTH) den corticotropen Effekt von ACTH nicht ausiibt und dagegen die ent-
éﬁndungshemmende Wirkung direkt auszuilben scheint, anstelle iber ein Corticosteroid-Zwischenpro-

ukt.

Vorzugsweise kann das Tripeptid aus MSH isoliert werden. Dies kann durch eine erste Fragmentie-
rung des MSH-Proteins in vier kleinere Peptide durchgefiihrt werden, indem mit dem proteolytischen En-
zym Chymotrypsin eine vollstindige Verdauung durchgefithrt wird. Die Papierelektrophorese der Ver-
teidigungsprodukie zeigt vier Hauptprodukte, wovon eines das Tetrapeptid Glycin-Lysin-Prolin-Valin
ist, das direkt verandert werden kann. Der Glycinrest kann jedoch durch partielle Saurehydrolyse ent-
fernt werden, wobei das Tripeptid erhalten wird.

Die erfindungsgeméiss verwendeten Peptide kénnen ebenfalls durch chemische Synthese erhalten
werden. Diese wird durch Bildung von Peptidbindungen zwischen den zweckmassigen Aminosduren
durchgefiihrt. Aminoséuren sind amphotere Molekiile, welche sowohl einen Séurerest (-COOH) und ei-
nen schwach-basischen Rest (-NHz) aufweisen. Die Bildung der Peptidbindung (-CONH) wird demzufol-
ge durch einen nukleophilen Angriff auf die Aminogruppe auf die Carbonséure-Funktion durchgefiihrt.

Bei der Bildung von Peptidbindungen zwischen zwei hypotetischen Aminoséuren X und Y, kénnen vier
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magliche Dipeptide hergestellt werden: X-Y, Y-X und X-X. Um demzufolge die sich in einer solchen
Wechselwirkung bildenden Strukturen zu reduzieren, muss der Amino- oder Carboxy-Terminus der
zweckméssigen Aminoséiure zuerst «geschiitzt» werden, damit eine Reaktion, welche den
«geschiitzten» Rest involviert, ausgeschlossen bleibt. Wenn beispielsweise «c» einen geschiitzten Car-
boxy-Terminus darstellt und «n» einen geschiitzten Amino-Terminus, dann kénnte eine Wechselwirkung,
welche ¢X und Yn umfasst, nur eine Struktur cX~Yn bilden.

Um jedoch fiir synthetische Zwecke chemisch niitzlich zu sein, miissen die Schutzgruppen entfernbar
sein. Im allgemeinen kdnnen die Carboxygruppen durch Veresterung oder Amidierung der —~COOH
zu —COO-Alkyl oder ~CONH2 geschiitzt werden. Die bevorzugten Alkylgruppen fiir den Carboxytermi-
nus umfassen Methyl- und Benzylreste, es kénnen jedoch auch andere Alkylgruppen, wie Ethyl-,
Propyl-, Butyl-, p-Nitrobenzyl- oder p-Methoxybenzylgruppen verwendet werden.

Gewiinschienfalls wird der Amino-Terminus durch Acylierung geschiitzt, indem eine Carboxygruppe,
wie eine Acetylgruppe, tButoxycarbonylgruppe, p-Amyloxycarbonylgruppe, o-Nitrophenylsulfenylgrup-
pg,d Benzyloxycarbonylgruppe, p-Nitrobenzyloxycarbonylgruppe, Tosyl- oder Formylgruppe eingefiihrt
WIr .

Die Schutzgruppen kénnen ebenfalls einer Funktion in der Natur dienen. Bioaktive Pepfide, die eine
Acetylgruppe enthalten, die an den Amino-Terminus des Peptides gebunden ist und eine Aminofunktion
enthalten, die an den Carboxy-Terminus gebunden ist, sind weniger empfindlich auf Surehydrolyse. Im
weiteren ist spekuliert worden, dass solche Gruppen eine Rolle bei der Reduktion der Empfindlichkeit der
«geschiitzten» Peptide gegen enzymatische Angrifie und Zersetzung spielen. Demzufolge ist ein
«geschiitztes» Tripeptid synthetisiert worden, welches diese Schutzgruppen enthilt. Dieses geschiitzte
Tripeptid ist pharmakologisch aktiver als das ungeschiitzte Tripeptid.

Die entziindungshemmende Wirkung des Tripeptides wird unter Verwendung von anerkannten in vivo-
Tests demonstriert, welche entwickelt wurden, um die Fahigkeit eines Testmittels die unterschiedliche
Symptomologie von Entziindungen einschliesslich von Gewebeschwellungen (2.B. lokale Odeme) und ka-
pillare Permeabilitat zu hemmen.

In einem Test, dem Haut-Bléuungs-Test, wurde das Tripeptid auf seine Fahigkeit getestet, die kapillar-
durchdringenden Effekte des Histamins durch seine Wirkung bei der Blockierung der Effekie von exo-
genem Histamin zu hemmen. Unter Verwendung dieses Tests, von welchem die Erfinder herausgefunden
haben, dass er auf kleine Wirkstofimengen empfindlich ist, wurde gefunden, dass Dosierungen von nur
etwa 1 Mikrogramm des geschiitzten Tripeptides pro kg nachweisbare Wirkungen ausiibten, wie dies
durch die Reduktion der Histamin-vermittelten Zunahme der vaskuldren Permeabilitat fiir vitale Farb-
stoffe gemessen wurde. .

In einem zweiten Test, welcher im Fachgebiet als Carrageenan-Rattenpfoten-Odemtest genannt wird,
zeigte das Tripeptid eine entziindungshemmende Wirkung, die grob gesehen, aquivalent zu derjenigen
des wohlbekannten entziindungshemmenden Mittels Hydrocortison ist. In diesem Test wurden den Rat-
ten zuerst intraperitoneale Dosen Kontrollsung (Kochsalzlésung), Tripeptid oder Hydrocortison verab-
reicht. Die Pfoten der Ratten wurden dann mit einer antigenischen Substanz herausgefordert, im alige-
meinen mit Carrageenan und die resultierende Schwellung wurde gemessen und die Daten verglichen.
Bei solchen Tests wurde gefunden, dass ungefdhr gleiche Gewichte des geschiiizten Tripeptids
(Diacetyl-Lys-Pro-Val-NHz) und Hydrocortison grob #quivalente Gesamtreaktionen zur Reduktion des
Carrageenan-induzierten Schwellungsgrades zeigten.

Auf Basis der hervorgehenden und zusétzlichen Beobachtungen wurde gefunden, dass Dosen in der
Gréssenordnung von 0,2 bis etwa 3 mg geschiitztem Tripeptid pro kg Korpergewicht pro Tag vorteilhafte
Wirkungen zeigen beziiglich der entziindungshemmenden Wirkung. Im allgemeinen werden Dosen in der
Gréssenordnung von 0,35 bis etwa 1,5 mg von geschiitztem Tripeptid/kg Kérpergewicht/T: ag verab-
reicht, um den grbssten entziindungshemmenden Heilungsgrad zu erzielen. Diese Dosishereiche wur-
den von der cbenerwdhnten Beobachtung der ungeféhren Aquipotenz des Tripeptides und Hydrocorti-
son und vom allgemeinen Fachwissen bezliglich der effektiven Dosisbereiche fiir Hydrocortison abge-
leitet (siehe z.B. Goodman et al. (1985), The Pharmacological Basis of Therapeutics, 7th Edition).

Das Tripeptid wird im allgemeinen parenteral verabreicht, z.B. intramuskulér oder intravends. Wegen
seiner kleinen Girdsse der Membranpermeabilitit und der verhalinismassig surestabilen Struktur, er-
kennt man, dass das Tripeptid ungeachtet der etwas hoheren Dosen oral verabreicht werden kann. In
diesem Hinblick wird angenommen, dass Dosen in der Grdssenordnung von etwa 0,2 bis etwa 3,5
mg/kg/Tag Heilwirkungen erzielt werden.

Pharmazeutische Zusammensetzungen des bevorzugten Tripeptides, vorzugsweise eines geschiltz-
ten Tripeptides, wie Diacetyl-Lys-Pro-Val-NHz, umfassen im allgemeinen den Wirkstoff in Kombination
mit pharmazeutisch annehmbaren Puffern, Verdiinnungsmitteln, Stabilisatoren und dergleichen. Fiir ei-
ne ziemlich vollstindige Auflistung von verschiedenen Techniken, einschliesslich einer Vielzah! von
Mitteln und Additiven, die fiir die Herstellung von annehmbaren pharmazeutischen Zusammensetzungen
niitzlich sind, kann Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th Edition, 1980, Mack Publishing Co., bei-
gezogen werden.

In einer bevorzugten pharmazeutischen Zusammensetzung werden ungefahr 100 bis 500 mg Diacetyl-
Lys-Pro-Val-NHz in etwa 1 bis 7 cc. steriler, isotonischer Kochsalzlosung dispergiert, einschliesslich ei-
nes pharmazeutisch annehmbaren Puffers, um einen etwa neutralen pH-Wert aufrechtzuerhalten. Fiir
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die intravense Verabreichung, beispielsweise fiir einen Patienten, der unter Arthritis oder einer ernst-
haften allergischen Reaktion oder an verschiedenen anderen Leiden, die mit Entziindungen verbunden
sind, leidet, wird im allgemeinen vorzugsweise etwa 0,2 bis 3,5 mg/kg/Tag des Mittels durch langsame In-
fusion wahrend einer Zeitdauer (bis zu einigen Stunden) verabreicht. Falls die Infusion unpraktisch ist,
wird das Mittel in Form einer intramuskuléren Injektion verabreicht, vorzugsweise in Kombination mit ei-
nem lipophilen Trager und etwas hheren Dosen. Fiir die Behandlung von milden bis schweren arthriti-
schen Episoden, wird im allgemeinen empfohlen, dass eine parenterale Dosis in der Grdssenordnung
von etwa 0,3 bis 1,5 mg/kg/Tag, vorzugsweise etwa 0,5 bis etwa 0,6 mg/kg/Tag verabreicht wird. Fir
ernsthafte allerglsche Reaktionen jedoch kdnnen hohere Dosen in der Grossenordnung von eiwa 2,5
bis etwa 4 mg/kg/Tag angegeben werden. Es wird angenommen, dass viele Anderungen in der Amlnosau-
re-Sequenz der erfindungsgeméss zu verwendenden Peptide vorgenommen werden kdnnen und immer
noch ein Protein erhalten wird, welches eine biologisch funktionell dquivalente pharmakologische Aktivi-
tat austibt. Beispielsweise wurde durch Kyte et al. (1982), J. Mol. Biol., 157:105 gefunden, dass gewisse
Aminos&uren durch andere Aminoséuren, welche einen dhnlichen hydropathischen Index aufweisen, er-
setzt werden kénnen und die biologische Akiivitét des Proteins erhalten bleibt. Wie in der nachstehen-
den Tabelle gezeigt, wird den Aminoséuren ein hydropatischer Index auf Basis ihrer Hydrophobizitét und
ihrer Ladungscharakteristiken zugeschrieben. Es wird angenommen, dass der relative, hydropathische
Charakter der Aminoséure die Sekundérstruktur des resultierenden Proteins bestimmt, welches
schliesslich die Wechselwirkung des Proteins mit seinem Rezepfor bestimmt.

Biologisch funktionelle Aquivalente der erfindungsgeméss verwendeten Peptide werden erhalten, in-
dem Aminoséuren durch solche mit &hnlichen hydropathischen Werten ersetzt werden. In der vorliegen-
den Beschreibung wird ein biologisch funktionelles Aquivalent als ein solches Protein definiert, welches
bezugllch der biologischen Aktivitat funktionell &quivalent ist. Somit haben beispielsweise Isoleucin oder
Leucin einen hydropathischen Index von +4,5 bzw. +3,8 und kénnen durch Valin (+4,2) ersetzt werden
und es wird immer noch ein Protein mit der gleichen biologischen Aktivitat erhalten. Alternativ kann am
anderen Ende der Skala Lysin (~3,9) durch Arginin (—4,5) ersetzt werden usw. Im allgemeinen wird ange-
nommen, dass Aminos&uen erfolgreich substituiert werden kdnnen, wo eine solche Aminos&ure einen hy-
dropathischen Wert von innerhalb etwa +/~ einer hydropathischen Indexeinheit der ersetzten Aminosau-
re aufweist.

Aminosé&ure Hydropathischer Index
Isoleucin 4,5
Valin 4,2
Leucin 3,8
Phenylalanin 28
Cystein/Cystin 25
Methionin 1,8
Alanin 1,8
Glycin -04
Threonin -0,7
Tryptophan -0,9
Serin -0,8
Tyrosin -13
Prolin -1,6
Histidin -32
Glutaminséure -35
Glutamin ~35
Asparginsaure -35
Asparagin -35
Lysin | -3,9
Arginin ~4,5

Die folgenden Beispiele erlautern die durch die Erfinder durchgefiihrten Experimente im Zusammen-
hang mit der Herstellung des bevorzugten Tripeptides und ebenso von verschiedenen «geschiitzten»
Arten und die Verwendung des Tripeptides in verschiedenen anerkannten in vivo-Tests, welches seine
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Aktivitat demonstrieren. Es wird darauf hingewiesen, dass diese Beispiele nur zur Erlauterung dienen
und Anderungen in diesem Lichte und im Lichte von Fachkenntnissen durchgefiihrt werden kdnnen.
Wenn demnach beispielsweise Peptide verschiedene Sequenzen besitzen oder eine lingere oder kiirze-
re peptidische Lénge gewlinscht wird, ist es fiir den Fachmann naheliegend, dass die nachstehend dar-
gelegten Verfahren verwendet werden kénnen. Wenn demzufolge die Sequenz Arg-Pro-Val gewiinscht
ist (ein biologisch funktionelles Aquivalent von Lys-Pro-Val) ist es offensichtlich, dass Dibenzyloxycar-
bonyl-konjugiertes Arginin («Z-Arg») anstelle von «Z-Arg» verwendet werden sollte Wenn iiberdies
beispielsweise Gly-Lys-Pro-Val gewiinscht ist, ist es offensichtlich, dass «Z-Gly» als Starireagens
verwendet werden sollte und solche synthetischen Schritte verwendet werden sollten, wie sie fiir die se-
quentielle Addition der Lys-, Pro- bzw. Val-Reste dargelegt sind. Diese und andere Anderungen zur
Herstellung von verschiedenen Peptiden sind wohlbekannt und fiir den Fachmann naheliegend.

Beispiel I:
Chemische Synthese von L-Lysin-L-Prolin-L-Valin

Das Tripeptid wurde in Ublicher Weise durch Bachem, Inc. Torrance, CA, folgendermassen syntheti-
siert:

1. Z-Lys-Pro-OMe-Herstellung

50 mmoles (20,7 g) Dibenzyloxycarbonyl-konjugiertes Lysin («Z-Lys» ) in 200 ml Methylenchlorid wur-
de mit 50 mmoles (8,3 g) Prolinmethylester (Pro-OMe} in 100 mi Dimethylformamid vereinigt. Die Mi-
schung wurde in eine konische Flasche gefiillt und auf ~5°C unter Rithren abgekiihit. 50 mmoles (5,5 ml)
N-Methylmorpholin wurde zugegeben und anschliessend wurden 10,3 g Dicyclohexyi-carbodiimid in 20 mi
Methylenchlorid beigefiigt und die Reaktionsmischung wurde Gber Nacht geriihrt. Die Mischung wurde
dann vom Harnstoff abfiliriert und das Filtrat wurde im Vakuum konzentriert. Der Riickstand wurde in
Ethylacetat aufgenommen und nacheinander mit Natriumbicarbonatldsung, Wasser, 1N Salzsaure und
Wasser gewaschen. Das Ethylacetat wurde im Vakuum entfernt und das dlige Produkt wurde ohne weite-
re Reinigung verseit.

2. Entfernung der ~OMe-Carboxy-Terminus-«Schutz»-Gruppe

Das olige Produkt aus dem vorhergehenden Versuch wurde in Methanol (200 ml) aufgeldst und mit 2N
Natriumhydroxid (25 ml) wahrend 1 Std. behandelt. Das Methano! wurde unter reduziertem Druck ent-
fernt und der Riickstand in Wasser aufgenommen und mit 6N Salzsaure angeséuert, Das Produkt wurde
mit Ethylacetat extrahiert und die organische Phase wurde mit Wasser gewaschen und tiber Natriumsul-
phat getrocknet. Das Ethylacetat wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand wurde mit Hexan tritu-
riett. Das Produkt wurde durch Dinnschicht-Chromatographie unter Verwendung von Chloroform:
Methanol: Essigsaure (95:4:1) gepriift.

3. Herstellung von Z-Lys-Pro-Val-OBe

Die néchste Synthesestufe des Tripeptides umfasste die Zugabe eines carboxy-geschiitzten Valin-
Restes (Val-OBe). Die Schutzgruppe war in diesem Fall ein Benzylester.

37 mmoles (19 g} Z-Lys-Pro, erhalten geméss der obigen Stufe 2, wurde in 200 ml destilliertem Tetra-
hydrofuran aufgelost. Diese Losung und 4,1 ml N-Methylmorpholin wurden zusammen gemischt und
auf —15°C unter Riihren abgekiihlt. [sobutylchloroformiat (5 ml) wurde zur Mischung gegeben und wih-
rend 5 Min. bei ~10°C geriihrt. In Konkurrenz dazu wurden 35 mmoles (13,2 g) Valin-benzylester-tosylat
in 100 ml Dimethylformamid aufgeldst. Die Mischung wurde auf —10°C abgekiihit und mit N-Methylmorpho-
lin (4 ml) neutralisiert. Diese wurde zum oben gemischten Anhydrid zugegeben und tber Nacht geriihrt.
Die Mischung wurde dann vom Harnstoff abfiltriert und das Filtrat wurde im Vakuum konzentriert. Der
Riickstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und nacheinander mit Natriumbicarbonatitsung, Wasser,
1N Salzsdure und Wasser gewaschen. Das Rohprodukt wurde auf einer Kieselgelséule gereinigt, wobei
Chloroform-Methanol {95:5) verwendet wurde. Die Fraktionen, welche das reine Produkt enthielten,
wurden durch Diinnschicht-Chromatrogaphie bestimmt, wobei das gleiche Losungsmittel, wie fiir Stufe 2
verwendet wurde. Die geeigneten Fraktionen wurden gepoolt.

4. Entiernung der Schutzgruppen Z- und OBe

9 g des ungeschiitzten Tripeptides, welches in der obigen Stufe 3 hergestellt wurde, wurde in einer Es-
sigséure-Wasser-Methanol-Mischung in Gegenwart Pd/BaSO4 {iber Nacht hydriert. Es wurde vom Ka-
talysator abfiltriert und das Filtrat wurde im Vakuum eingedampft, wobei ein dliger Riickstand erhalten
wurde. Dieser wurde mit absolutem Ethano!l und absolutem Ether trituriert, wobei 3 g eines kristallinen
Produktes erhalten wurden. Das Produkt wurde durch Diinnschicht-Chromatographie unter Verwen-
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dung eines Losungsmittelsystems, das aus Butanol:Essigsdure:Wasser:Pyridin (20:6:11:24) zusammen-
gesetzt war, geprift.

Chemische Synthese von Diacetyl-L-lysyl-L-prolyl-L-Valyl-NHz

Das geschiitzte Tripeptid, Diacetyl-L-lysyl-L-prolyl-L-valyl-NHz2, kann ebenfalls durch die chemi-
schen Techniken hergestellt werden, wie sie in den obigen Stufen 1 bis 3 beschrieben sind. Beispielswei-
se wiirde in Stufe 1 das Ausgangsmaterial Diacetyl-konjugiertes Lysin sein. In Stufe 3 wiirde der Valin-
benzylester durch Valyl-amid ersetzt,

Beispiel li:
Entziindungshemmende Aktivitéat

Die entziindungshemmende Aktivitat des Tripeptides wurde an einem Tiermodell demonstriert, welche
durch Sparrow und Wilhelm (1957), J. Physiol., 137; 51-65, entwickelt wurde. Dieses Modell stiitzt sich
auf das Prinzip, das lokalisierte subcutane Injektionen von Histamin eine lokalisierte Zunahme der kapil-
laren Permeabilitdt bewirken. Bei der intravendsen Vorbehandlung des Testtieres mit blauer Farbe, ru-
fen die lokalen Histam-Injektionen blau gefarbte «Schwielen» rund um die injektionsstelle hervor. Durch
Vorverabreichung eines wirksamen, entziindungshemmenden Mittels war demnach die blaue Férbung
der Histamin-induzierten Schwielen viel weniger ausgeprégt, wobei der Grad der Farbreduktion abhén-
gig war vom entsprechenden Anteil und/oder der Potenz des verwendeten, eniziindungshemmenden
Mittels war. Die nicht-farbwechseinden, weissen Neuseeland-Kaninchen wurden fiir den Sparrow/Wil-
helm-Test verwendet. Die Haut der Riicken der Kaninchen wurde 1 bis 2 Tage vor dem Versuch nahe ge-
klammert, jedoch nicht enthaart und die Kaninchen wurden bis zum Test warmgehalten. Verschiedene An-
teile des geschiitzten Tripeptides (Diacetyl-L-Lys-L-Pro-L-Val-NHz) wurden intravends in die Ohrvene
ungefdhr 5 Min. vor der intravendsen Injektion des blauen Farbstoffes injiziert. Die Kontrollkaninchen
erhielten simulierte Injektionen. 5 Min. nach der Injektion des Mittels oder der Kontrolidsung erhielten
die Kaninchen ungefahr 30 mg/kg blauen Pontamin-Farbstoff als 2,5%-L6sung in 0,45% Kochsalzlosung
in eine exponierte Vene.

Unmiittelbar nach den Farbstoff-Injektionen wurde das Histamin interdermal mit einem Volumen von
0,10 ml (1,25 mg Histamin/0,1 ml Volumen) an verschiedenen Stellen auf jeder Seite der Spina injiziert. Ins-
gesamt wurde eine vertikale Reihe von 6 Injektionen auf jeder Seite der Spina gemacht. Die relative In-
tensitat der resultierenden blauen Schwielen wurde durch unabhangige Beobachter 30 Min. nach der Hi-
stamin-Injektion durchgefiihrt. Die Resultate sind in der nachstehenden Tabelle 1 angegeben.

Tabelle |: Entziindungshemmende Aktivitat des Tripeptides
Nr. der getesteten Tiere  Tripeptid-Dosis +  Resultat

3 (2E, 1C)* 5 Eheller als C
3(1E, 10) 10 EhelleralsC
152 (1E, 10} 5 Ehellerals G
2 (1E, 1C) 1,256 Ehellerals C
2 (1E, 10) 0,625 kein Unterschied beobachtet

* E = Experiment; C = Kontrolie
+ Dosierungen in yg geschiitztem Tripeptid pro kg Kérpergewicht, intravends
verabreicht.

Wie aus den in Tabelle | dargestellten Resultaten hervorgeht, bewirken intravense Dosen bis hinun-
ter zu 1,25 pg Tripeptid pro kg Kérpergewicht eine merkliche Reduktion der Histamin-induzierten blauen
Schwielenbildung und ist demzufolge indikativ auf eine wirksame eniziindungshemmende Wirkung. Bei
Dosen von 5 und 10 pg/kg war die beobachtete Reaktion sogar noch ausgeprégter. Es wird ebenfalls
darauf hingewiesen, dass der entziindungshemmende Effekt des Tripeptides bei verhélinisméssig niede-
ren Dosen beobachtet wird, im Vergleich zu seiner antipyretischen Wirkung.

Beispiel HI:
Carrageenan/Rattenpfoten-Odemtest

Es wurde ein zweiter in vivo-Biotest fiir die entziindungshemmende Aktivitat durchgefiihrt, wobei die
Wirkung des Tripeptides mit derjenigen von Hydrocortison verglichen wurde. In diesem Test wurden die
zwei Mittel in vergleichbaren Dosen verabreicht und auf ihre unabhéngige Fahigkeit, die Carrageen-
aninduzierten Schwellungen von Rattenpfoten zu hemmen. Dieser Versuch, der Rattenpfoten-Odem-
test, wurde im aligemeinen durchgefiihrt, wie er typischerweise auf dem Fachgebiet ausgefiihrt wird, bei-
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spielsweise wie durch Winter et al., (1962), Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 111: 544 oder in U.S. Patent
4 150 137 beschrieben ist. :

Kurz gesagt, wurde der Test folgendermassen durchgefiihrt. Jeder der 24 ménnlichen Sprague-Daw-
ley-Ratten wurde einer von vier Gruppen zugeordnet. Tripeptid-Behandlung und Kontrollen, ausgewshit
geméss Korpergewicht und urspriinglichem Pfotenvolumen. Hydrocortisonbehandlung und ausgewshlte
Kontrollen. Das Volumen: der rechten Hinterpfote der Test- und Konfrolltiere wurde unter Verwendung
von Standard-Verfahren und einer volumetrischen Quecksilber-Verdriangungstechnik bestimmt, Die in-
traperitoneale Injektion des Tripeptides (Ac-Lys-Pro-Val-NHz, 100 mg/kg, N=6) von Hydrocortison (100
mg/kg, N=6 oder Kochsalzlgsung bestimmies Volumen, N=12) wurde jeder Ratte verabreicht 1 Std. nach-
dem 0,5 ml einer 1%-Lambda-Carrageenan in Kochsalzldsung in die rechte hintere Pfote des Tieres inji-
ziert worden war und das Pfotenvolumen wiederum aufgezeichnet (Grundlinienmessung). Danach wurde
das Pfotenvolumen jede Std. wéhrend 4 Std. gemessen. Zum Vergleich der Wirkungen der beiden Be-
handlungen wurden die Pfotenvolumen der Versuchstiere, die in stiindlichen Intervallen gemessen wur-
den als % der Volumen&nderung ihrer entsprechenden passenden Kontrollen ausgedriickt. Die Resulta-
te dieses Versuches sind in Fig. 2 dargestellt. Aus diesen Daten geht hervor, dass mit Ausnahme der
ersten Std., wo Hydrocortison die Schwellung merklich hemmt (p<0,05, Mann-Whitney-Test), kein merk-
licher Unterschied der Hemmung der Pfoten-Odeme durch Tripeptid und Hydrocortison (p>0,20) festge-
stellt werden konnte. Diese Resultate zeigen, dass das Tripeptid die Entziindung ebenso hemmt, wie das
Klassische entztindungshemmende Mitiel, wenn sie in gleichen Gewichtsdosen verabreicht wurden, un-
geachtet von kleinen zeiflichen Unterschieden. Auf Basis der vorliegenden Resultate und der bekann-
ten Wirkungen von Hydrocortison und der Entziindung beim Menschen kann geschlossen werden, dass
Lys-Pro-Val zur Reduktion der Entziindung beim Menschen in Dosen verwendet werden kann, welche
nicht merklich verschieden von demjenigen von Hydrocortison sind.

Die vorliegende Erfindung wurde mittels Erlauterungen und Beispielen beschrieben, wobei {ibliche La-
bortechniken verwendet wurden. Es ist fiir den Fachmann offensichtiich, dass gewisse Anderungen
und Modifikationen durchgefiihrt werden kénnen, ohne dass vom Geist und Umfang der Erfindung abge-
wichen wird. Zum Beispiel kdnnen, obwohl chemisch synthefisierte Tripeptide zur Demonstration ihrer
Aktivitat verwendet wurden, nach Ansicht der Erfinder, ebenfalls aus natiirlichen Quellen isolierte Tri-
peptide verwendet werden, die ebenfalls gleich gut funktioneren. Uberdies ist offensichilich, dass die
Verabreichung jedes Kupfersalzes, ob es sich um das Sulphat, Chlorid oder ein dhnliches Kupfersalz
handelt, die gleiche Wirkung, wie das Chlorid bei der Verbesserung der Aktivitét des Tripeptides zeigt.
In &hnlicher Weise sollte, abschon die Aktivitit unter Verwendung des intravendsen oder zentral ver-
abreichten Tripeptides gezeigt wurde, das oral verabreichte Tripeptid bei htheren Dosen aktiv sein, Es
ist fir den Fachmann offensichtlich, dass diese und andere Modifikationen und Anderungen innerhalb
des Schutzbereiches der beiliegenden Anspriiche liegen.

Patentanspriiche

1. Verwendung eines von a-MSH verschiedenen Peptides mit 3 bis 13 Aminoséuren und einer o-MSH
entsprechenden Sequenz, welches die Tripeptid-Sequenz Lys-Pro-Val enthélt oder eines biologisch
&quivalenten Peptides, dessen Aminosduren &hnliche hydropathische Indizes aufweisen, zur Herstel-
lung eines Medikamentes fiir die Behandlung von Entziindungen.

2. Verwendung geméss Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Peptid Lys-Pro-Val ist.

3. Verwendung geméss Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass das Tripeptid an seinem Amino-
und/oder Carboxy-Terminus geschiitzt ist.

4. Verwendung gemass Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das Tripeptid an seinem Amino-
Terminus acyliert oder an seinem Carboxy-Terminus amidiert ist.

5. Verwendung geméss Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das geschiitzte Tripeptid an sei-
nem Amino-Terminus acyliert und an seinem Carboxy-Terminus amidiert ist.

6. Verwendung geméss Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das geschiitzte Tripeptid an sei-
nem Amino-Terminus acetyliert und an seinem Carboxy-Terminus amidiert ist.
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