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69 Verfahren zur Herstellung biologisch aktiver Polypeptide.

@ Die neuen Polypeptide bestehen aus einer Sequenz
von 3 bis 10 Aminosiuren, welche einem Teil der
Aminosiuresequenz 265 - 537 der Fc Region von Im-
munoglobulin E (IgE) entspricht. Es wird eine erste Ami-
nosiure oder ein Peptid, welches an einen festen Triger
kovalent gebunden sein kann, mit einer zweiten Amino-
siure oder einem Peptid kondensiert, so dass die Gesamt-
zahl der Aminosiurereste jener des herzustellenden Po-
lypeptides gleich ist. Carboxyl- und Aminogruppen, aus-
ser jene, die reagieren sollen, liegen in geschiitzter Form
vor; Schutzgruppen und fester Triger werden anschlies-
send abgespaltet. Die Polypeptide werden auch in Salze,
Ester, Amide, N-Acyl- und O-Acylderivate umgewandelt.
Die Verbindungen blockieren die Bindestellen von IgE;
sie konnen zur Prophylaxe oder Behandlung der Sym-
ptome von allergischen Reaktionen verwendet werden.




624093

PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptides aus 3
bis 10 Aminosiuren in einer Sequenz, die aus einem Teil
der Aminosiuresequenz 265-537 der Fc Region von Immu-
noglobulin E ausgewihit ist, oder eines pharmazeutisch an-
nehmbaren, nicht-toxischen Salzes desselben, dadurch ge-
kennzeichnet, dass man (a) eine erste Aminoséure oder ein
Peptid, das kovalent an einen festen Triger gebunden sein
kann, mit einer zweiten Aminosdure oder einem Peptid kon-
densiert, wobei die zur Kondensationsreaktion nicht vorge-
sehenen Carboxyl- oder Aminogruppen durch Schutzgrup-
pen blockiert sind und die Gesamtzahl der Aminosdurereste
in der ersten und zweiten Aminosiiure und/oder Peptiden
gleich derjenigen des endgiiltigen Polypeptids ist und (b)
nacheinander oder gleichzeitig die Schutzgruppen und/oder
den festen Triiger vom Produkt aus Stufe (a) abspaltet.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass man das erhaltene Polypeptid in ein Salz umwan-
delt.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man das Polypeptid Asp-Ser-Asp-Pro-Arg
oder ein pharmazeutisch annehmbares, nicht-toxisches Salz
desselben herstellt.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass die schiitzende Gruppe eine Amino-
schutzgruppe aus Acyl-, aromatischen Urethan-, aliphati-
schen Urethan-, Cycloalkylurethan-, Thiourethan-, Aralkyl-
oder Trialkylsilylgruppen oder eine Carboxylschutzgruppe
aus substituierten oder unsubstituierten aliphatischen Estern,
Aralkylestern, N-substituierten Hydraziden und Amiden ist.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, dass der kovalent gebundene feste Tréger
ein vernetztes Polystyrol-Divinyl-Harz, vernetztes Polyamid-
harz, Polyéthylenglykolharz oder funktionalisierte Glasper-
len ist.

6. Verfahren zur Herstellung von Estern eines Polypep-
tides aus 3 bis 10 Aminosiuren in einer Sequenz, die aus
einem Teil der Aminoséduresequenz 265-537 der Fc Re-
gion von Immunoglobulin E ausgewihlt ist, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man nach dem Verfahren gemiss Anspruch 1
besagtes Polypeptid herstellt und sodann einer Veresterung
unterwirft.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich-
net, dass man Ester des Polypeptides Asp-Ser-Asp-Pro-Arg
herstellt.

8. Verfahren zur Herstellung von Amiden eines Poly-
peptides aus 3 bis 10 Aminoséuren in einer Sequenz, die
aus einem Teil der Aminosiuresequenz 265-537 der Fc Re-
gion von Immunoglobulin E ausgewihlt ist, dadurch ge-
kennzeichnet, dass man nach dem Verfahren gemiss An-
spruch 1 besagtes Polypeptid herstellt und sodann in ein
Amid umwandelt.

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
dass man Amide des Polypeptides Asp-Ser-Asp-Pro-Arg
herstellt.

10. Verfahren zur Herstellung von N-Acylderivaten
eines Polypeptides aus 3 bis 10 Aminoséuren in einer Se-
quenz, die aus einem Teil der Aminoséuresequenz 265-537
der Fc Region von Immunoglobulin E ausgewhlt ist, da-
durch gekennzeichnet, dass man nach dem Verfahren geméss
Anspruch 1 besagtes Polypeptid herstelit und sodann einer
N-Acylierung unterwirft.

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeich-
net, dass man N-Acylderivate des Polypeptides Asp-Ser-Asp-
Pro-Arg herstellt.

12. Verfahren zur Herstellung von O-Acylderivaten
eines Polypeptides aus 3 bis 10 Aminosduren in einer Se-
quenz, die aus einem Teil der Aminosduresequenz 265-537

der Fc Region von Immunoglobulin E ausgewihlt ist, da-
durch gekennzeichnet, dass man nach dem Verfahren ge-
miss Anspruch 1 besagtes Polypeptid herstellt und sodann
einer O-Acylierung unterwirft.

] 13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeich-
net, dass man O-Acylderivate des Polypeptides Asp-Ser-Asp-
Pro-Arg herstellt.
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Die Symptome allergischer Erkrankungen beim Men-
schen, insbesondere das allergische Syndrom, werden durch
die Freisetzung vasoaktiver Amine, insbesondere Histamin,

15 in den Organismus hervorgerufen. Das Histamin wird nor-
malerweise in besonderen, als Mastzellen bekannten Zellen
und Basophilleucocyten gelagert, die iiber den gesamten Or-
ganismus verteilt sind. Die Mastze]len sind iiber die gesam-
te Gewebestruktur beim Menschen verteilt, wihrend die Ba-

20 sophilen mit dem Blut im Kdrper, d.h. innerhalb des vasku-

laren Systems, zirkulieren.

Die oben genannten Zellen produzieren und lagern Hi-
stamin innerhalb ihrer inneren Strukturen, in welchen das
Histamin verbleibt, wenn nicht eine besondere Folge von
Ereignissen eintritt, um die Freisetzung des Histamins aus
innerhalb der Zellstrukturen in das umgebende Gewebe und
Vaskularsystem auszulGsen.

Das Histamin wird insbesondere im Ansprechen auf die
Anwesenheit spezifischer Antigene (Allergene) freigesetzt,
30 die sich in den Organismus Eingang verschaffen oder durch

den Organismus im Ansprechen auf ein traumatisches Ge-
schehen freigesetzt werden konnen. Die iibliche Histamin-
freisetzung aus den Mastzellen oder Basophilen wird jedoch
durch eine notwendige Folge chemischer und immunologi-

35 scher Ereignisse ausgel6st, die auf und in den Mastzell- und

Basophilstrukturen stattfinden.

Die Allergen-Mastzellen(Basophil)-Reaktion wird insbe-
sondere durch eine als Immunoglobulin E (IgE) bekannte
Gruppe von Proteinen begiinstigt, die innerhalb des Kdrpers
produziert werden. Das durch den menschlichen Organismus
gebildete IgE ist ein komplexes Gebilde von Polypeptidket-
ten, deren Molekiile jeweils bestimmte Variationen in der
Folge der Aminoséuren in der Polypeptidkette aufweisen
kénnen, von denen jedoch alle im wesentlichen dadurch ge-
kennzeichnet sind, dass sie eine «Y» formige Struktur ha-
ben, wobei der «Fuss» (d.h. der untere Teil des «Y») in
Form des (Fc) Polypeptidanteil oder -fragmentes eine fixierte
Folge (Sequenz) oder «konstante Region» von Peptiden
entlang der Kette enthilt. Der <Kopf» (entsprechend den
so nach oben weisenden Armen der «Y» Struktur) kann Re-

gionen aufweisen, in welchen die Polypeptidkette variiert

(die variable Region des Fab), und zwar von Molekiil zu

Molekiil. So haben die IgE Molekiile gewdhnlich identische

«Fuss»-Peptidfolgen, konnen jedoch eine grosse Anzahl un-
s5 terschiedlicher «Kopf»-Peptidfolgen haben.

Die allergische oder immunologische Histaminfreisetzung
innerhalb des Organismus aus den spezialisierten Mastzellen
und Basophilen kann unter den folgenden Umstéinden auf-
treten:

60 Alle Mastzellen oder Basophilen besitzen eine Anzahl
von Rezeptorstellen, die zum «Ankoppeln» der konstanten
Region oder des Fc Anteils der IgE Molekiile verfiigbar sind.
Diese «Bindestellen» sind spezialisierte Gebiete auf der Zell-
membran, in welchen ein besonderes geometrisches oder

¢s raumliches Molekulararrangement erfolgt, wodurch diese
«Binde- oder Rezeptorstelle» an das Fc Fragment oder eine
Stelle in der konstanten Region des IgE Molekiils «ankop-
peln» kann.
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Sollte ein wanderndes IgE Molekiil eine freie «Bin-
derezeptorstelle» auf einer Mastzelle oder einem Basophilen
finden, koppelt es mit seinem Fc Teil an die Binde(Rezeptor)-
Stelle der Zelle, um das IgE Molekiil an der Mastzelle oder
dem Basophil festzumachen.

Wenn der Fc Teil des IgE Molekiils an die bindende
«Rezeptorstelles festgemacht ist, sind die nach oben wei-
senden Arme des «Y» formigen Molekiils (derF(ab) Anteil)
frei, sich oberhalb der Zelloberfliche auszudehnen. Diese
verldngerten, bzw. hinausweisenden oberen Peptidketten wir-
ken ihrerseits als Rezeptoren fiir Allergene, die in der Um-
gebung des Organismus anwesend sein kénnen. Wenn die
Polypeptidstruktur der Fab Anteile mit einem besonderen
Allergen vertriglich sind, kann sich das Allergen an das
sich nach aussen erstreckende Fab der IgE Polypeptidkette
binden. Im Fall einer Bindung wird die Mastzelle oder das
Basophil automatisch stimuliert, um das Histamin aus der
inneren Zellstruktur in die ortliche Umgebung der Mastzelle
oder des Basophils freizusetzen. Ist das Histamin erst einmal
freigesetzt, dann treten die bekannten <allergischen Symp-
tome» auf.

Die derzeitige Therapie allergischer Erkrankungen um-
fasst die Hyposensibilisierung (wiederholte Injektionen
schidlicher Allergene zur Bildung von «Blockierungsanti-
kérpern»), die systemische Therapie mit Antihistaminen (die
mit den wihrend der allergischen Reaktion freigesetzten
Histaminen konkurrieren) und Dinatriumcromoglykat (das
die durch allergische Reaktionen freigesetzte Histaminmen-
ge verringern kann). Auch Corticosteroide, Isoprenalin und
Theophyllin sowie andere Arzneimittel sind bei der Allergie-
therapie verwendet worden. Keines der oben genannten Arz-
neimittel oder Verfahren stért jedoch die grundsétzliche
Reaktion der IgE Mastzelle (Basophil), und alle haben we-
sentliche Einschrdnkungen beziiglich ibrer Eignung.

Ein anderer Therapieweg, der durch die obige Analyse
der Allergen-IgE-Mastzell(Basophil)-Reaktion vorgeschla-
gen wird, wire die Einfithrung eines Arzneimittels in den
Organismus, das die Rezeptor- oder Bindestellen von Mast-
zellen (Basophilen) gegen die Bindung des IgE Molekiils
«blockieren» wiirde. Von gleicher Wichtigkeit wiére ein Arz-
neimittel, das nicht nur die Bindestellen «blockieren» son-
dern weiterhin das IgE von den Bindestellen, an welches
es sich bereits angelagert hat, entfernen wiirde. Jedes Auf-
fiillen oder Vermindern der zur IgE Anlagerung verfiigbaren
Bindestellen wiirde selbstverstindlich die Anzahl der Al-
lergen-IgE-Mastzellen(Basophil)-Reaktionen verringern, wo-
durch die Histaminfreisetzung in den Organismus vermindert
und so allergische Reaktionen herabgesetzt oder verhindert
wiirden.

Es gibt bereits einige Versuche, diesen therapeutischen
Weg zu begehen. So wurde z.B. in «Lancet»> vom 6. Juli
1968 eine Untersuchung verdffentlicht, in welcher der ge-
samte Fc Anteil des IgE sowie kieine proteolytische Ver-
dauungsfragmente desselben auf ihre Fihigkeit zum Unter-
driicken allergischer Reaktionen getestet wurden, Diese Un-
tersuchung legte nahe, dass nur das gesamte Fc Fragment
von IgE ebenso wirksam wie das intakte IgE Molekiil bei
der Inhibierung allergischer Reaktionen war, wihrend die
Verdauungsfragmente («digestion fragments») unwirksam
waren. Das heisst, alle Bruchteile der FC Peptidkette kleiner
als das gesamte Polypeptid waren bei der Verhiitung indu-
zierter allergischer Reaktionen ungeeignet. Das Fc Fragment
selbst kann als therapeutisches oder Arzneimittel nicht ver-
wendet werden.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren
zur Herstellung neuer, niedrig molekularer Polypeptide, die
als therapeutische Mittel bei der Behandlung allergischer

- Erkrankungen oder des allergischen Syndroms geeignet sind.
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Das vorliegende Verfahren ermdglicht die Herstellung
von Polypeptiden mit 3-10 Aminosiureresten, die ein aller-
gisches Ansprechen beim Menschen blockieren konnen. Die-
se relativ kurzkettigen Polypeptide entsprechen Folgen (Se-

5 quenzen), die in der zweiten (C-2), dritten (C-3) und vierten
(C-4) Domine der konstanten (Fc) Region der (g)-Peptid-
kette des IgE Molekiils vorkommen.

Die Aminosiurefolge der gesamten e-Kette wurde neuer-
dings von Bennich et al bestimmt und in «Progress in Im-

10 munology II-Bd. 1: Immunochemical Aspects», Juli 1974,
Seite 49-58, North Holland Publishing Company, Amster-
dam, (1974) verdffentlicht. Die Folge der Fc Region, in wel-
cher die erfindungsgemiss erhiltlichen Aminosiurefolgen
vorkommen, ist wie folgt, wobei die Zahlen am Rand die

15 numerische Stellung in der Folge der Aminosiure rechts
von derselben anzeigt:

265 - (Met)-Asp-Val-Asp-Leu-Ser-Thr-Ala-Ser-Thr-Glu-Ser-
Glu-Gly-Glu-Leu-Ala-Ser-Thr-Glu-Ser-Glu-Leu-Thr-

20 289 - Leu-Ser-Gln-Lys-His-Trp-Leu-Ser-Asp-Arg-Thr-Tyr-
Thr-Cys-Glu-Val-Thr-Tyr-Glx-Gly-His-Thr-Phen-Glx-

313 - Asx-Ser-Thr-Lys-Lys-Cys-Ala-Asp--Ser-Asp-Pro-Arg-
Gly-Val-Ser-Ala-Tyr-1.eu-Ser-Arg-Pro-Ser-Pro-Phe-

25 337 - Asp-Leu-Phe-Ile-Arg-Lys-Ser-Pro-Thr-Ile-Thr-Cys-Leu-
Val-Val-Asx-Leu-Ala-Pro-Ser-Lys-Gly-Thr-Val-

361 - Asn-Leu-Thr-Trp-Ser-Arg-Ala-Ser-Gly-Lys-Pro-Val-
Asx-His-Ser-Thr-Arg-Lys-Glu-Glu-Lys-GlIn-Arg-Asn-

% 385.- Gly-Thr-Leu-Thr-Val-Thr-Ser-Thr-Leu-Pro-Val-Gly-
Thr-Arg-Asx-Trp-1le-Glu-Gly-Glu-Thr-Tyr-Glx-Cys-

409 - Arg-Val-Thr-His-Pro-His-Leu-Pro-Arg-Ala-Leu-Met-
Arg-Ser-Thr-Thr-Lys-Thr-Ser-Gly-Pro-Arg-Ala-Ala-

35
433 - Pro-Glu-Val-Tyr-Ala-Phe-Ala-Thr-Pro-Glu-Trp-Pro-
Gly-Ser-Arg-Asp-Lys-Arg-Thr-Leu-Ala-Cys-Leu-lle-

457 - GIn-Asn-Phe-Met-Pro-Glu-Asp-Ile-Ser-Val-GIn-Trp-
Leu-His-Asn-Glu-Val-Gln-Leu-Pro-Asp-Ala-Arg-His-
40

481 - Ser-Thr-Thr-Glu-Pro-Arg-Lys-Thr-Lys-Gly-Ser-Gly-
Phe-Phe-Val-Phe-Ser-Arg-Leu-Glu-Val-Thr-Arg-Ala-

503 - Glu-Trp-Gln-Glu-Lys-Asp-Glu-Phe-Ile-Cys-Arg-Ala-
45 Val-His-Glu-Ala-Ala-Ser-Pro-Ser-Gln-Thr-Val-Gln-

529 - Arg-Ala-Val-Ser-Val-Asn-Pro-Gly-Lys.

Die erfindungsgemaiss erhéltlichen neuen Verbindungen
sind Polypeptide aus 3-10 Aminosiuren in einer Folge, die
s0 aus einem Teil der obigen Aminosiurefolge ausgewihlt ist,
sowie deren Salze, Ester, Amide, N-Acyl- und O-Acylderi-
vate.
Wie bereits geschehen, werden zur einfacheren Beschrei-
bung der vorliegenden Erfindung die iiblichen Abkiirzungen
ss fiir die verschiedenen Aminosiuren verwendet, die dem Fach-
mann gelidufig sind. Zur besseren Klarheit werden jedoch
die in Frage kommenden Verbindungen im folgenden noch
aufgefiihrt. Alle hier erwéhnten, chiralen Aminosidurereste
haben, falls nicht anders angegeben, die natiirliche oder
60 L-Konfiguration. Alle hier aufgefiihrten Peptidfolgen sind
in iiblicher Weise geschrieben, wodurch die N-endstéindige
Aminosiure links und die C-endstéindige Aminoséure rechts
steht.

¢s Asp — Asparginsiure
Ala — Alanin
Arg — Arginin
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Asn — Asparagin
Asx — Asparginsiure oder Asparagin
(zeigt Unsicherheit in der Zersetzungsanalyse)
Cys — Cystein
Gly — Glycin
Gln — Glutamin
Glx — Glutaminséure oder Glutamin
(zeigt Unsicherheit in der Zersetzungsanalyse)
His — Histidin
Ile — Isoleucin
Leu — Leucin
Lys — Lysin
Met — Methionin
Phe — Phenylalanin
Pro — Prolin
Ser — Serin
Thr — Threonin
Trp — Tryptophan.
Tyr — Tyrosin
Val — Valin

Die hier verwendete Bezeichnung «Salze» bezieht sich
sowohl auf Salze einer Carboxylgruppe der Polypeptidkette
als auch auf Siureadditionssalze einer Aminogruppe der
Polypeptidkette. Salze einer Carboxylgruppe konnen mit
anorganischen oder organischen Basen gebildet werden.
Anorganische Salze umfassen z.B. die Alkalimetallsalze, wie
das Natrium-, Kalium- und Lithiumsalz; Erdalkalisalze, wie
das Calcium-, Barium- und Magnesiumsalz; ¥hd das Ammo-
nium-, Ferro-, Ferri-, Zink, Mangano-, Aluminium-, Manga-
nisalz usw. Salze mit organischen Aminen umfassen solche,
die z.B. mit Trimethylamin, Tridthylamin, Tri-(n-propyl)-
-amin, Dicyclohexylamin, 3-(Dimethylamino)-dthanol, Tris-
-(hydroxymethyl)-aminomethan, Trifithanolamin, 3-(Didthyl-
amino)-ithanol, Arginin, Lysin, Histidin, N-Athylpiperidin,
Hydrabamin, Cholin, Betain, Athylendiamin, Glucosamin,
Methylglucamin, Theobromin, Purinen, Piperazinen, Piper-
idinen, Coffein, Procain usw. gebildet werden.

Sdureadditionssalze umfassen z.B. Salze mit Mineral-
sduren, wie Salzsdure, Bromwasserstoffsiaure, Schwefelsiure,
Phosphorsiure, Salpetersiure usw.; und Salze mit organi-
schen Sduren, wie Essigsiure, Oxalsdure, Weinsiure, Bern-
steinsidure, Maleinsidure, Fumarsidure, Oxalsdure, Weinsiu-
re, Bernsteinsidure, Maleinsiure, Fumarsidure, Gluconsiure,
Zitronensdure, Apfelsiure, Ascorbinséure, Benzoesdure usw.

Die hier verwendete Bezeichnung «Ester» bezieht sich
auf Ester einer Carboxylgruppe des Polypeptids, gebildet
mit geraden oder verzweigtkettigen gesittigten aliphatischen
Alkoholen mit 1-12 C-Atomen, wie der Methyl-, Athyl-,
n-Propyl-, Isopropyl-, n-Butyl-, tert.-Butyl-, n-Amyl-,
n-Hexyl-, Octyl-, Decyl- und Dodecylester.

Die hier verwendete Bezeichnung «Amide» bezieht
sich auf Amide einer Carboxylgruppe des Polypeptids, ge-
bildet mit Ammoniak oder mit priméren oder sekundiren
Aminen mit bis zu 12 C-Atomen, wie Dimethylamir, Di-
athylamin, Di-(n-butyl)-amin, n-Hexylamin, Piperidin, Pyr-
rolidin, Morhpholin, Di-(n-hexyl)-amin, N-Methylpiperazin
usw.

Die «N-Acylderivates beziehen sich auf Derivate einer
Aminogruppe des Polypeptids, gebildet mit Acylteilen (z.B.
einer Alkanoyl- oder carbocyclischen Aroylgruppe) mit bis
zu 12 C-Atomen, wie Formamide, Acetamide, Benzamide

5 USW.

Die «O-Acylderivate» beziehen sich auf Derivate einer
Hydroxylgruppe der Polypeptidkette, gebildet mit Acylteilen
(z.B. Alkanoyl- oder carboxycyclischen Aroylgruppen) mit
bis zu 12 C-Atomen, wie Formiate, Acetate, Propionate,

10 Benzoate usw.

Erfindungsgemdss erhitliche, bevorzugte Polypeptide
haben Aminosiurefolgen, die nicht-analog mit vergleichba-
ren Regionen in anderen Immunoglobulinen sind. In dieser
Hinsicht konnen die folgenden Peptide besonders erwdhnt

15 werden:

266 - Asp-Val-Asp-Leu-Ser
271 - Thr-Ala-Ser-Thr-Glu
20 266 - Asp-Val-Asp-Leu-Ser-Thr-Ala-Ser-Thr-Glu
289 - Leu-Ser-Gln-Lys-His
319- Ala-Asp-Ser-Asp-Pro-Arg
55 320- Asp-Ser-Asp-Pro-Arg
321 - Ser-Asp-Pro-Arg
322 - Asp-Pro-Arg
o 354 - Ala-Pro-Ser-Lys-Gly-Thr
367 - Ala-Ser-Gly-Lys-Pro
437 - Ala-Phe-Ala-Thr-Pro-Glu-Trp-Pro-Gly-Ser
437 - Ala-Phe-Ala-Thr-Pro
’ 442 - Glu-Trp-Pro-Gly-Ser
476 - Pro-Asp-Ala-Arg-His-Ser
521 - Ala-Ser-Pro-Ser-Gln

3

40
sowie deren Salze, Ester, Amide, N-Acyl- und O-Acylderi-
vate.

Ein besonders bevorzugtes Polypeptid ist Asp-Ser-Asp-
Pro-Arg.

45 Die obige Liste soll nicht als vollstindig gelten, und es
sind weitere Peptide mit kiirzerer Folge als oben oder mit
Folgen, die zusitzliche Aminosduren aufweisen, oder Folgen
aus anderen Regionen der C-2, C-3 oder C-4 e-Domiéne
wichtig.

so  Ein solches Polypeptid kann also zur Verhiitung oder
Erleichterung von Symptomen in Verbindung mit allergi-
schen Manifestationen, wie sie z.B. durch Antigen-Antikdrper
(allergische) Reaktionen verursacht werden, verwendet wer-
den. Es blockiert (d.h. inhibiert oder verhindert) die Wir-

ss kungen der allergischen Reaktion, wenn es in wirksamer
Menge verabreicht wird.

Die Verbindungen wirken vermutlich, wie oben beschrie-
ben, durch «Blockieren» der IgE Bindestellen.
Die Polypeptide werden mit Vorteil in Form pharma-

60 zeutischer Priparate zum Blockieren (d.h. Verhindern oder
Inhibieren) der Wirkungen allergischer Reaktionen verwen-
det; die Priparate enthalten eine wirksame Menge eines
oben beschriebenen Polypeptids oder eines Derivates dessel-
ben in Mischung mit einem pharmazeutisch annehmbaren,

65 nicht-toxischen Tréger.

Zur Prophylaxe oder Behandlung soll eine wirksame
Menge eines Polypeptids oder eines Derivates desselben oder
eines diese enthaltenden pharmazeutischen Préparates in



iiblicher, anerkannter Weise einzeln oder in Kombination
mit anderen pharmazeutischen Mitteln, wie Antihistamine,
Corticosteroide usw., verabreicht werden. Somit konnen die
Verbindungen oder Priparate oral, sublingual, rtlich, (d.h.
auf die Haut oder in die Augen), parenteral (z.B. intramusku-
ldr, intravends, subkutan oder intradermal) oder durch In-
halation und in Form fester, fliissiger oder gasférmiger Do-
sen einschliesslich Tabletten, Suspensionen und Aerosolen
verabreicht werden. Die Verabreichung kann in kontinuier-
licher Therapie mit Einzeldosierungsformen oder ad libitum
in Einzeldosistherapie erfolgen.

Aufgrund der obigen Angaben sowie unter Beriicksichti-
gung von Ausmass oder Schwere der zu behandelnden Erkran-
kung, dem Alter des Patienten usw. — Faktoren, die vom
Fachmann durch Routineversuche bestimmbar sind — kann
die wirksame Dosis iiber einen weiten Bereich variieren.

Da einzelne Patienten in ihrem IgE Gehalt variieren, wird
eine wirksame systemische Dosis als zwischen dem 2 X 10%
bis 2 X 10%fachen des IgE Gehaltes, auf molarer Basis, an-
gegeben. Fiir einen Durchschnittspatienten wiirde dies zwi-
schen etwa 0,5-500 mg/kg/Tag in Abhiingigkeit von der
Stéirke der Verbindung liegen. Selbstverstéindlich wird fiir eine
lokalisierte Behandlung, z.B. des Atmungssystems, propor-
tional weniger Material benétigt.

Geeignete pharmazeutische Triiger zur Herstellung der
Priparate konnen Feststoffe, Fliissigkeiten oder Gase sein;
so kénnen die Priiparate die Form von Tabletten, Pillen,
Kapseln, Pulvern, enteral iiberzogenen oder anders geschiitz-
ten Formulierungen (z.B. durch Binden auf Ionenaustau-
scherharze oder andere Tréger, durch Verpacken in Lipid-
Protein-Vesikel oder durch Addition zusitzlicher endstéindi-
ger Aminosiuren oder Ersetzen einer endstindigen Amino-
sdure in der L-Form durch eine in der D-Form), Depotfor-
mulierungen, Losungen (z.B. Augentropfen), Suspensionen,
Elixieren, Aerosolen usw. annehmen. Der Triiger kann aus
verschiedenen Olen einschliesslich solchen von Erddl, so-
wie tierischem, pflanzlichem oder synthetischem Ursprung,
wie z.B. Erdnussdl, Sojabohnensl, Mineralsl, Sesaml usw.,
ausgewdhlt werden. Wasser, Kochsalzldsung, wissrige Dex-
trose und Glykole werden als fliissige Triiger, insbesondere
(wenn isotonisch) fiir injizierbare Lésungen, bevorzugt. Ge-
eignete pharmazeutische Streckmittel umfassen Stiirke, Cel-
lulose, Talkum, Glucose, Lactose, Sucrose, Gelatine, Malz,
Reis, Mehl, Kreide, Kieselsiuregel, Magnesiumstearat,
Natriumstearat, Glycerinmonostearat, Natriumchlorid, Trok-
kenmagermilch, Glycerin, Propylenglykol, Wasser, Athanol
usw. Die Priparate konnen den iiblichen pharmazeutischen
Massnahmen, wie Sterilisation, unterworfen werden und die
tiblichen pharmazeutischen Zusitze, wie Konservierungs-
mittel, Stabilisatoren, Netzmittel oder Emulgatoren, Salze
zur Einstellung des osmotischen Druckes, Puffermittel usw.,
enthalten. Geeignete pharmazeutische Triger und ihre For-
mulierung werden in «Remington’s Pharmaceutical Scien-
ces» von E.W. Martin beschrieben. Die Priparate enthalten
in jedem Fall eine wirksame Menge der aktiven Verbindung
zusammen mit einer geeigneten Trigermenge zur Herstel-
lung der richtigen Dosierungsform fiir die entsprechende
Verabreichung an den Patienten.

Um zur Verhiitung oder Behandlung allergischer Reak-
tionen wirksam zu sein, ist es wichtig, dass die therapeuti-
schen Mittel relativ nicht-toxisch, nicht-antigenisch und
nicht-irritierend sind bei den Konzentrationen ihrer tatsiich-
lichen Verwendung. Dies ist, wie festgestellt wurde, bei allen
Verbindungen der Fall, deren Herstellung im folgenden be-
schrieben wird.

Das erfindungsgemésse Verfahren ist in Anspruch 1 de-
finiert.
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Eine ausgezeichnete Zusammenfassung der vielen fiir
die Kondensation verfiigharen Methoden findet sich bei
J. Meienhofer «<Hormonal Proteins and Peptides», Bd. 2,
Seite 46, Academic Press, New York (1973) fiir die Peptid-
5 synthese in fester Phase, und bei E. Schréder und K. Liibke
«The Peptides», Bd. 1, Academic Press, New York (1965)
fiir die klassische Synthese in Lésung,
Gewohnlich umfassen diese Methoden die aufeinander-
folgende Addition einer oder mehrerer Aminosiuren oder
10 entsprechend geschiitzter Aminosiuren an die wachsende
Kette. Es wird entweder die Amino- oder Carboxylgruppe
der ersten Aminosiure geschiitzt, und zwar durch eine ge-
eignete Schutzgruppe. Die geschiitzte oder in ein Derivat
umgewandelte Aminosiure kann dann entweder an einen
15 inerten festen Tréiger gebunden oder in Lésung durch Zu-
gabe der nichsten Aminosiure in der Reihenfolge mit einer
zweckmiissig geschiitzten, komplementiren (Amino- oder
Carboxyl)-Gruppe unter geeigneten Bedingungen zur Bil-
dung der Amidbindung verwendet werden. Dann wird die
20 Schutzgruppe von diesem neu addierten Aminosiurerest ent-
fernt, worauf die nichste (zweckmiissig geschiitzte) Amino-
sdure addiert wird usw. Nachdem alle gewiinschten Amino-
séuren in der richtigen Reihenfolge gebunden sind, werden
irgendwelche verbliebenen Schutzgruppen (und alle festen
25 Triger) nacheinander oder gleichzeitig zur Bildung des end-
giiltigen Polypeptids entfernt. Durch einfache Modifikation
dieses allgemeinen Verfahrens kann man mehr als eine
Aminosgure gleichzeitig an eine wachsende Kette addieren,
z.B. durch Kuppeln (unter Bedingungen, die chirale Zentren
nicht racemisieren) eines geschiitzten Tripeptids mit einem
entsprechend geschiitzten Dipeptid, um nach Entfernung
der schiitzenden Gruppen ein Pentapeptid zu erhalten.

Die Schutzgruppen sollten gegen die Bedingungen der
Bildung der Peptidbindung stabil sein und gleichzeitig ohne
Zerstorung der wachsenden Peptidkette oder Racemisierung
einer der darin enthaltenen chiralen Zentren leicht entfern-
bar sein.

Zu den Klassen von Schutzgruppen fiir Aminogruppen
bei der stufenweisen Synthese von Polypeptiden gehéren (1)
acylartige schiitzende Gruppen, wie Formyl, Trifluoracetyl,
Phthalyl, Toluolsulfonyl (Tosyl), Benzolsulfonyl, o-Nitrophe-
nylsulfenyl, Tritylsulfenyl, o-Nitrophenoxyacetyl, Chlorace-
tyl, Acetyl, y-Chlorbutyryl usw.; (2) aromatische urethanar-
tige schiitzende Gruppen, wie Benzyloxycarbonyl und.sub-
stituiertes Benzyloxycarbonyl, z.B. p-Chlorbenzyloxycarbo-
nyl, p-Nitrobenzyloxycarbonyl, p-Brombenzyloxycarbonyl,
p-Methoxybenzyloxycarbonyl, 2-(p-Biphenylyl)-isopropyloxy-
carbonyl, 2-Benzoyl-1-methylvinyl; (3) aliphatische urethan-
artige schiitzende Gruppen, wie tert.-Butyloxycarbonyl, tert.-
Amyloxycarbonyl, Diisopropylmethoxycarbonyl, Isopropyl-
oxycarbonyl, Athoxycarbonyl, Allyloxycarbonyl; (4) cycloal-
kylurethanartige schiitzende Gruppen, wie Cyclopentyloxy-
carbonyl, Adamantyloxycarbonyl, Cyclohexyloxycarbonyl;
(5) thiourethanartige schiitzende Gruppen, wie Phenylthio-
carbonyl; (6) alkylartige schiitzende Gruppen, wie Triphe-
nylmethyl (Trityl) und Benzyl; und (7) Trialkylsilylgruppen,
wie Trimethylsilyl.

Bevorzugte Schutzgruppen sind tert.-Butyloxycarbonyl
(t-BOC) und tert.-Amyloxycarbonyl (AOC).

Zu den Klassen der fiir die stufenweise Synthese von
Polypeptiden geeigneten Carboxyschutzgruppen gehéren (1)
substituierte und unsubstituierte aliphatische Estergruppen,
wie Methyl-, Athyl-, tert.-Butyl-, 2,2,2-Trichlorithyl- und
tert.-Butylester; (2) Aralkylestergruppen, wie Benzyl-, p-Ni-
trobenzyl-, p-Methoxybenzyl-, Diphenylmethyl- oder Tri-
phenylmethyl-(Trityl)ester; (3) N-substituierte Hydrazide, wie
tert.-Butyloxycarbonylhydrazide und Carbobenzyloxycarbo-
nylhydrazide; (4) amidschiitzende Gruppen, gebildet durch
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Kondensation eines Carboxylteils mit z.B. Ammoniak, Me-
thylamin, Athylamin, Diphenylmethylamin usw.

Hydroxylgruppen in Aminosiuren, wie in Serin, Threo-
nin und Hydroxyprolin, kénnen als Aralkylither, z.B. Ben-
zylither, geschiitzt werden.

Geeignet als feste Triger fiir die obige Synthese sind
Materialien, die gegeniiber den Reaktionsteilnehmern und
Reaktionsbedingungen der stufenweisen Kondensations- und
Schutzgruppenentfernungs-Reaktionen inert und in den ver-
wendeten Medien unloslich sind. Verwendbare Materialien
umfassen z.B. vernetzte Polystyroldivinylbenzolharze, ver-
netzte Polyamidharze, Polyithylenglykolharze, entsprechend
funktionalisierte Glasperlen usw.

Der erste Aminosiurerest wird durch Bildung einer ko-
valenten Bindung mit einer aktiven Gruppe auf dem Harz
an den festen Triger gebunden. Zu diesem Zweck geeignete
aktive Gruppen umfassen z.B. Chlormethyl, Benzhydril-
amino, Hydroxymethyl, Phenacylhalogenid, Dehydroala-
nin usw., wobei Chlormethyl als aktive Gruppe bevorzugt
wird. Die erste Aminosiure wird an das bevorzugte Chlor-
methylharz nach einem basisch katalysierten Verfahren ge-
bunden, in welchem das Trifithylamin-, Tetramethylammo-
nium- oder Ciisiumsalz (oder ein dhnliches Salz) der Carbon-
siure mit dem Harz in einem Losungsmittel, wie Athanol,
Dioxan, Dimethylformamid usw., erhitzt wird.

Geeignete Reaktionsteilnehmer zur Amidbildung zwi-
schen Carboxyl- und Aminogruppen sind bekannt und um-
fassen z.B. (1) Carbodiimide, wie Dicyclohexylcarbodiimid
(DCC); (2) ein Carbodiimid plus einem Zusatz, wie 1-Hy-
droxybenzotriazol oder Athyl-2-hydroximino-2-cyanacetat;
(3) Alkylchlorformiate, wie Isobutylchlorformiat oder Athyl-
chlorformiat; (4) N-geschiitzte Aminosduren, die durch Bil-
dung eines geeigneten Esters aktiviert sind, z.B. substituier-
te Phenylester, Aryl- oder Alkylthioester, substituierte 8-Hy-
droxyisochinolinester, 2-Thiopyridylester und dhnliche be-
kannte Ester.

Ein bevorzugtes Verfahren zur Herstellung der Peptide
ist das sog. «Merrifield»>-Verfahren, das bekannt ist und im
einzelnen von R.B. Merrifield in «Synthesis of a Tetrapepti-
de», J. Am. Chem. Soc., Bd. 85, Seite 2149-2154 (1963),
sowie durch die oben genannte Meienhofer-Verdffentlichung
beschrieben wurde.

Bei diesem bevorzugten Verfahren wird ein Peptid jeder
gewiinschten Linge und Folge durch stufenweise Addition
von Aminosiuren an eine wachsende Peptidkette hergestellt,
die durch eine kovalente Bindung an ein festes Harzteilchen
gebunden ist.

In der bevorzugten Anwendung dieses Verfahrens wird
das C-endstiindige Ende der wachsenden Peptidkette kova-
lent an ein Harzteilchen gebunden, und Aminosiuren mit
geschiitzten Aminogruppen werden in oben dargestellter
Weise stufenweise addiert. Eine bevorzugte, die Aminogrup-
pe schiitzende Gruppe ist die t-BOC Gruppe, die bei den
Kondensationsbedingungen stabil und dennoch leicht ohne
Zerstorung der Peptidbindungen oder Racemisierung der
chiralen Zentren in der Peptidkette entfernbar ist. Am Ende
des Verfahrens wird das endgiiltige Peptid vom Harz abge-
spalten, und irgendwelche verbliebenen schiitzenden Grup-
pen werden durch Behandlung unter sauren Bedingungen
z.B. mit einer Mischung aus Bromwasserstoffsiure und Tri-
fluoressigsiure oder mit Fluorwasserstoffsiure entfernt;
oder die Abspaltung vom Harz kann unter basischen Be-
dingungen, z.B. mit Tridthylamin, erfolgen, wobei die Schutz-
gruppen dann unter sauren Bedingungen entfernt werden.

Die abgespaltenen Peptide kdnnen in bekannter Weise
isoliert und gereinigt werden, z.B. durch Lyophilisierung und
anschliessende Ausschluss- oder Teilungschromatographie
auf Polysaccharidgelmedien, wie «Sephadex G-25», oder Ge-

genstromverteilung. Die Zusammensetzung des endgiiltigen

Peptids kann durch Aminosiureanalyse nach Abbau des

Peptids durch Standardmassnahmen bestitigt werden.
Salze der Carboxylgruppen des Peptids konnen in iibli-

s cher Weise durch Beriihrung des Peptids mit einem oder
mehreren Aquivalenten einer gewiinschten Base, wie ein
basisches Metallhydroxid, z.B. Natriumhydroxid, ein Metall-
carbonat oder -bicarbonat, wie Natriumcarbonat oder Na-
triumbicarbonat, oder eine Aminbase, wie Tridthylamin,

10 Tristhanolamin usw., hergestellt werden.

Siureadditionssalze der Polypeptide kann man durch
Beriihrung des Polypeptids mit einem oder mehreren Aqui-
valenten der gewiinschten anorganischen oder organischen
S#ure, z.B. Salzsdure, herstellen.

15 Ester von Carboxylgruppen der Polypeptide werden in
{iblicher Weise durch Umwandlung einer Carbonsiure oder
eines Vorldufers in einen Ester hergestellt. Ein bevorzugtes
Verfahren zur Herstellung von Estern der Polypeptide un-
ter Verwendung des oben beschriebenen Merrifield-Synthe-

20 severfahrens besteht im Abspalten des vollstindigen Poly-

peptids vom Harz in Anwesenheit des gewiinschten Alkohols

unter basischen oder sauren Bedingungen, was vom Harz ab-
hingt. So wird das C-endstindige Ende des Peptids nach

Befreiung vom Harz direkt, ohne Isolierung der freien Sdure,

verestert.

Amide der Polypeptide werden ebenfalls nach den zur
Umwandlung einer Carbonséuregruppe oder eines Vorldu-
fers in ein Amin iiblichen Weise hergestellt. Ein bevorzugtes
Verfahren zur Amidbildung an der C-endstindigen Carboxyl-
30 gruppe ist die Abspaltung des Polypeptids von einem festen

Tréiger mit einem entsprechenden Amin oder die Abspaltung
in Anwesenheit eines Alkohols, die zu einem Ester fiihrt,
sowie die anschliessende Aminolyse mit dem gewiinschten
Amin.

35 Die N-Acylderivate einer Aminogruppe der Polypeptide

werden unter Verwendung einer N-Acyl-geschiitzten Amino-

siure fiir die endgiiltige Kondensation oder durch Acylie-
rung eines geschiitzten oder ungeschiitzten Peptids herge-
stellt. Die O-Acylderivate werden durch O-Acylierung eines
freien Hydroxypeptides oder Peptidharzes hergestellt. J ede

Acylierung kann mit iiblichen Acylierungsmitteln, wie Acyl-

halogenide, Anhydride, Acylimidazole usw., durchgefiihrt

werden. Gegebenenfalls kénnen N- und O-Acylierung zusam-
men durchgefiihrt werden.

Die Kupplung, Schutzgruppenentfernungs/Spaltungs-
Reaktionen und die Herstellung von Derivaten der Polypep-
tide erfolgen zweckmissig bei Temperaturen zwischen etwa
—10°C und +50°C, vorzugsweise etwa 20-25°C. Selbstver-
stindlich hingt die genaue Temperatur fiir jede besondere
50 Reaktion von den Substraten, Reaktionsteilnehmern, L6-

sungsmitteln usw. ab, wie dies dem Fachmann geldufig ist.
Beispiele fiir Reaktionsbedingungen zu diesen Verfahren
konnen den Beispielen entnommen werden.

Die folgenden Beispiele veranschaulichen die vorliegen-

55 de Erfindung.
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Beispiel 1
Herstellung des Tripeptids Asp-Pro-Arg

60 1,6 g (5 Millimol) t-BOC-Nitroarginin wurde mit 10 g
Chiormethylharz (Perlen aus Kopolystyrol - 2% Divinyl-
benzol mit 0,5-1 meq Chlormethylgruppen pro g Harz) in
einer Mischung aus 1,4 ccm (10 Millimol) Triithylamin und
100 ccm Athanol 24 Stunden bei 22°C unter stindigem

¢s Riihren umgesetzt. Das argininierte Harz wurde anschliessend
nacheinander griindlich mit Essigsdure, abs. Athanol, Was-
ser mit sich erhdhenden Athanolmengen, Methanol und
schiiesslich mit Methylenchlorid gewaschen. Dann wurde das



Harz griindlich unter Vakuum getrocknet. Die Analyse ergab
0,05 Millimol Arg/g Harz. 2,5 g des so hergesteliten Har-
zes wurden in ein Merrifield-Gefiss fiir die Reaktion in
fester Phase gegeben, das mit Rithrmitteln versehen war

und dem folgenden Schutzgruppenentfernungszyklus unter-
worfen:

(a) unter Riihren wurde bei 22°C die t-BOC Gruppe
mit 10 ccm 4N HCI in Dioxan wiihrend 30 Minuten abge-
spaltet

(b) es wurde 2 Mal mit 10 ccm Dioxan gewaschen

(¢) es wurde zweimal mit 10 ccm Methylenchorid ge-
waschen

(d) es wurde zweimal mit 10 ccm Chloroform gewaschen

(e) das Hydrochlorid wurde mit 10 ccm 5:95 Triéithyl-
amin/Chloroform neutralisiert

(f) es wurde zweimal mit 10 ccm Methylenchlorid gewa-
schen

(2) es wurde zweimal mit 10 ccm Chloroform gewaschen.

Dann wurde das Harz dem folgenden Synthesezyklus
unterworfen: ein 10facher Uberschuss aus t-BOC-Prolin
(1,25 Millimol) in Methylenchloridlésung wurde zugefiigt,
dann wurden 258 mg (1,25 Millimol) Dicyclohexylcarbodi-
imid (DCC) zugegeben und die Mischung 2 Stunden bei
22°C geschiittelt. Anschliessend wurde das Harz dreimal mit
je 10 ccm Dioxan, Chloroform bzw. Methylenchlorid ge-
waschen.

Das Dipeptidharz wurde dann dem Schutzgruppenent-
fernungszykius unterworfen und mit einem 4fachen Uber-
schuss an t-BOC-§-Benzylaspartat (0,5 Millimol) wie im oben
beschriebenen Synthesezyklus umgesetzt. Dann wurde ein
0,5 g Anteil des Harzes aus dem Reaktionsgefiss entfernt
und wie folgt einem Abspaltungsverfahren unterworfen:

0,5 g des Tripeptidharzes wurden in 5 ccm trockener
Trifluoressigsiure suspendiert, dann wurde 90 Minuten ein
langsamer Strom aus wasserfreiem HBr durch die Losung
geleitet. Das Harz wurde abfiltriert und zweimal mit 5 cem
Trifluoressigsiure gewaschen. Die kombinierten Filtrate wur-
den unter Vakuum konzentriert und der iiberschiissige HBr
vom Peptid durch wiederholtes Abdampfen von 1:1 Metha-
nol/Wasser-Losungen entfernt. Das Peptid wurde schliess-
lich in Wasser gel6st und lieferte nach Lyophilisieren Aspar-
tyl-Prolyl-e-Nitroarginin. Dann wurde die Nitrogruppe durch
Hydrieren in einer Parr-Niederdruck-Schiittelhydrierungs-
vorrichtung wie folgt entfernt: Das nitrogeschiitzte Tripeptid
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diimid in 20 ccm Methylenchlorid wie im Synthesezyklus
von Beispiel 1 reagieren gelassen.

Dann wurde ein Teil des Harzes den in Beispiel 1 be-
schriebenen Abspaltungs- und Hydrierungsverfahren unter-
worfen und wie in Beispiel 1 gewonnen, wodurch man Ser-
Asp-Pro-Arg in 20%iger Ausbeute, bezogen auf das an das
Harz veresterte Arginin, gewann. Nach Hydrolyse mit HCI
wurde eine Probe des gewonnenen Tetrapeptids in einer
Aminosiureanalysevorrichtung untersucht und zeigte ein
10 Verhiltnis von Ser 0,79, Asp 1,18, Pro 1,02 und Arg 1,01

(Serin wurde teilweise wihrend der Siurehydrolyse zerstort).
Die Reinheit wurde in iiblicher Weise bei einer Anzahl
von pH-Werten durch Papierelektrophorese bestimmt.

w

Beispiel 3
Herstellung des Pentapeptids Asp-Ser-Asp-Pro-Arg

A.) Das nicht abgespaltene Tetrapeptidharz von Beispiel
20 2 wurde dem Schutzgruppenentfernungszyklus von Beispiel
1 unterworfen und unter Verwendung von 0,152 g t-BOC-
-B-Benzylaspartat im Synthesezyklus behandelt.

Das Pentapeptid wurde vom Harzteil mit HBr in Tri-
fluoressigsdure wie oben abgespalten. Das gewonnene Poly-
peptid wurde unter Vakuum getrocknet, griindlich mit Was-
ser gewaschen und dann lyophilisiert. Die Analyse zeigte
eine Ausbeute von 16%, bezogen auf das Arginin.

Das Pentapeptidprodukt wurde mit HCI hydrolysiert
und in der Aminosdureanalysevorrichtung untersucht; es
30 zeigte sich ein Verhiltnis von Asp 2,12, Ser 0,74, Pro 1,12

und Arg 1,01.
B.) Das Pentapeptid kann auch durch Modifikation der
Verfahren von Beispiel 1-3A hergestellt werden:
Zu einer Losung aus 3,02 g (6,82 Millimol) &-t-Amyloxy-
35 carbonyl-Ne-tosyl-L-arginin (t-Aoc-Tosyl-Arg) in 15 ccm
Athanol und 6 ccm Wasser wurde eine Losung aus Césium-
bicarbonat (1,4 g in 3 ccm H,0) eingetropft, bis der pH-Wert
der Losung 7,0 betrug. Die Losung wurde unter Vakuum
zu einem Schaum konzentriert, der unter Hochvakuum iiber
40 P,0; griindlich getrocknet wurde. Zu diesem Riickstand
wurden 25 ccm trockenes Dimethylformamid (DMF) und
4,5 g chlormethyliertes Harz (Perlen aus Kopolystyrol-1%
Divinylbenzol mit 1,10 meq Chlormethylgruppen/g Harz)
zugefiigt und die Mischung 3 Tage bei 50°C geschiittelt.

2
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wurde in einer 10:1:1 Methanol/Essigsiure/Wasser-Mischung 45 Das Harz wurde filtriert und 5 Mal mit je 20 ccm Dime-

geldst (etwa 10-20 mg/cem) und ein gleiches Gewicht eines
5%igen Palladium-auf-BaSO, Katalysators zugefiigt und
die Mischung iiber Nacht bei einem Wasserstoffdruck von
etwa 3,5 at geschiittelt. Der Katalysator wurde abfiltriert
und die Filtrate unter Vakuum konzentriert. Der Peptidrest
wurde auf einer Sephadex G-25 Kolonne chromatographiert.
Die durch iibliche Aminosiureanalyse festgestellte Ausbeute
an gereinigtem Tripeptid betrug etwa 24 %, bezogen auf das
in das Harz einverleibte Arginin. Ein Teil des Produktes
wurde mit 5,7N HCl in Wasser hydrolysiert und in einer
Aminosiureanalysevorrichtung untersucht; es zeigte sich ein
Verhiltnis von Asp 1,05, Pro 0,95, Arg 1,00.

Die Reinheit wurde in iiblicher Weise durch Papierelek-
trophorese bei einer Anzahl von pH-Werten bestimmt.

Beispiel 2
Herstellung des Tetrapeptids Ser-Asp-Pro-Arg

Das nicht zur Synthese des Tripeptids verwendete Tri-
peptidharz von Beispiel 1 wurde dem Schutzgruppenent-
fernungszyklus (vgl. Beispiel 1) unterworfen und dann mit
0,111 g t-BOC-O-Benzylserin und 0,13 g Dicyclohexylcarbo-

thylformamid, 3 Mal mit je 20 ccm 90%igem Dimethyl-
formamid/Wasser, 2 Mal mit je 20 ccm Dimethylformamid
und 2 Mal mit je 20 ccm Athanol gewaschen und dann un-
ter Vakuum iiber PO, getrocknet; so erhielt man 5,54 g

s argininiertes Harz (Einverleibung von etwa 50%).

Dann wurde das Harz 4 Schutzgruppenentfernungs- und
Synthesezyklen unter Verwendung von 4 Aquivalenten der
entsprechenden t-BOC-Aminoséure in jeder Kettenverlin-
gerungsstufe unterworfen, wodurch man ein geschiitztes

ss Pentapeptidharzmaterial erhielt.

Dieses Harzmaterial wurde dann in ein HF bestéindiges
Reaktionsgefiss gegeben, es wurden 8 ccm Anisol zugefligt
und das Gefiss an eine HF Leitung angeschlossen. Es wur-
den etwa 70 ccm HF bei 0°C in das Reaktionsgefiss

6o hineindestilliert, und die Mischung wurde weitere 30 Minu-
ten bei 0°C gerithrt. Das HF wurde abgepumpt und das
Harz 5 Mal mit je 30 ccm Ather gewaschen und dann 5 Mal
mit je 30 ccm Wasser extrahiert. Die wiissrige Schicht wur-
de zu einem gelben glasigen Pulver lyophilisiert, das nach

s Reinigung gemiss Beispiel 1 das Pentapeptid Asp-Ser-Asp-
Pro-Arg lieferte.

Das oben hergestellte Pentapeptid zeigt ein [a]*** =
—78,6° (c=1, H,0). Die Reinheit wurde in iiblicher Weise
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bei einer Anzahl von pH-Werten durch Papierelektropho-
rese bestimmt.

Beispiel 4
Herstellung des Hexapeptids Ala-Asp-Ser-Asp-Pro-Arg

Ein weiterer Ansatz des argininierten Harzes (0,20 Milli-
mol) wurde den Verfahren von Beispiel 1-3A unterworfen,
wobei jedoch nach Bindung des zweiten Aspartinsidurerestes
und Schutzgruppenentfernung eine dquivalente Menge
t-BOC-Alanin in {iblicher Weise mit Dicyclohexylcarbodi-
imid gekoppelt wurde.

Dann wurde das Harz wie in Beispiel 1 den Abspaltungs-
und Hydrierungsverfahren unterworfen und wie dort gewon-
nen. So erhielt man 0,026 Millimol Ala-Asp-Ser-Asp-Pro-Arg
in 139 iger Ausbeute.

Das gewonnene Polypeptid wurde in einer Aminosiure-
analysevorrichtung untersucht und zeigte ein Aminosiure-
verhiltnis von Ala 0,95, Asp 2,05, Ser 0,80, Pro 0,98 und
Arg 1,00.

Die Reinheit wurde in iiblicher Weise bei einer Anzahl
von pH-Werten durch Papierelektrophorese bestimmt.

Beispiel 5
Nach den Syntheseverfahren von Beispiel 1-4 kdnnen die
folgenden Polypeptide hergestellt werden:

Asp-Val-Asp-Leu-Ser
Thr-Ala-Ser-Thr-Glu
Asp-Val-Asp-Leu-Ser-Thr-Ala-Ser-Thr-Glu
Leu-Ser-Glu-Lys-His
Ala-Pro-Ser-Lys-Gly-Thr
Ala-Ser-Gly-Lys-Pro
Ala-Phe-Ala-Thr-Pro-Glu-Trp-Pro-Gly-Ser
Ala-Phe-Ala-Thr-Pro

Glu-Trp-Pro-Gly-Ser
Pro-Asp-Ala-Arg-His-Ser
Ala-Ser-Pro-Ser-Glu

Beispiel 6
Herstellung von Metall- und Aminsalzen

A.) Das Pentapeptid Asp-Ser-Asp-Pro-Arg wurde wie
folgt in sein Natriumsalz umgewandelt:

Eine Lésung aus 0,05 Millimol des Pentapeptids in Was-
ser wurde vorsichtig mit genau 1 Aquivalent 0,1N NaOH be-
handelt und das Mononatriumsalz des Peptids durch Lyophi-
lisierung isoliert. Durch Verwendung von genau 2 oder 3
Aquivalenten 0,1N NaOH wurden die entsprechenden Di-
bzw. Trinatriumsalze erhalten.

In dhnlicher Weise konnte dieses Peptid durch Verwen-
dung der entsprechenden Base in andere Metallsalze, z.B.
das Kalium-, Lithium-, Calcium-, Barium-, Magnesium-,
Ammonium-, Ferro-, Ferri-, Zink-, Mangano-, Mangani-
und Aluminiumsalz, umgewandelt werden.

B.) Das Pentapeptid Asp-Ser-Asp-Pro-Arg wurde wie
folgt in sein Tridthylaminsalz umgewandelt:

Die vorsichtige Zugabe von 1, 2 oder 3-Aquivalenten
Tridthylamin zur Lsung des Peptids in Methanol und an-
schliessende vorsichtige Abdampfung des Losungsmittels
lieferte das Mono-, Bis- bzw. Tristrifithylammoniumsalz. In
dhnlicher Weise kann dieses Pentapeptid durch Verwendung
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des entsprechenden Amins in andere Aminsalze umgewan-
delt werden, z.B. dasjenige von Trimethylamin, Tri-(n-pro-
pyl)-amin, Dicyclohexylamin, 3-(Dimethylamino)-ithanol,
{-(Didthylamino)-dthanol, Tridthanolamin, Tris-(hydroxy-
methyl)-aminomethan, Arginin, Lysin, Histidin, N-Athylpipe-
ridin, Hydrabamin, Cholin, Betain, Athylendiamin, Glucos-
amin, Methylglucamin, Theobromin, Purin, Piperazin, Piper-
idin, Coffein und Procein.

C.) In dhnlicher Weise konnen die anderen Peptide von
Beispiel 1, 2, 4 und 5 in ihre entsprechenden Metall- und
Aminsalze umgewandelt werden.
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Beispiel 7
Das Pentapeptid Asp-Ser-Asp-Pro-Arg kann wie folgt in
15 sein Salzsdure-Additionssalz umgewandelt werden:

Die vorsichtige Neutralisation einer Lsung des Peptids
in Wasser oder Methanol mit genau 1 oder 2 Aquivalenten
Salzsdure lieferte das Mono- bzw. Dihydrochloridsalz. Die
Salze wurden durch Lyophilisierung einer wissrigen Lsung

20 oder durch Ausfillung mit Ather aus einer methanolischen

L&sung isoliert.

In dhnlicher Weise kann das Peptid durch Verwendung
der entsprechenden Siure anstelle von Salzsiure in andere
Siure-Additionssalze umgewandelt werden, z.B. in das Hy-

25 drobromid, Sulfat, Phosphat, Nitrat, Acetat, Oxalat, Tartrat,

Succinat, Maleat, Fumarat, Gluconat, Citrat, Malat, Ascor-
bat und Benzoat.
In dhnlicher Weise konnen die anderen Peptide von Bei-
spiel 1, 2, 4 und 5 in ihre entsprechenden Siure-Additions-
30 salze umgewandelt werden.

Beispiel 8

Herstellung von Estern

35 A.) 1,0 g des entsprechenden Peptidharzes von Beispiel

5 wurde in 40 ccm wasserfreiem Methanol pro g Harz su-
spendiert, es wurden 50 Millimol Tridthylamin zugefiigt
und die Mischung 20 Stunden bei 22°C geriihrt. Das Harz
wurde abfiltriert und die vereinigten Filtrate unter Vakuum

40 konzentriert. Der Riickstand wurde in Athylacetat gelost,

mit 5 ccm Chlorwasserstoff gesittigt und die Losung 30 Mi-
nuten bei 22°C geriihrt. Das Produkt wurde durch Zugabe
von Ather ausgefillt und lieferte ein Hydrochloridsalz des
Peptids. Die schiitzenden O-Benzyldthergruppen von Ser
oder Thr wurden durch Hydrogenolyse unter Verwendung
von Pd/BaSO0, in der in Beispiel 1 zur Entfernung der Ni-
trogruppe in Nitroargininderivaten beschriebenen Weise ent-
fernt; so erhielt man

L%

Ala-Pro-Ser-Lys-Gly-Thr-OMe
Ala-Ser-Gly-Lys-Pro-OMe  bzw.
Ala-Phe-Ala-Thr-Pro-OMe.

55 Durch Verwendung anderer Alkohole anstelle von Metha-
nol und Erhéhung der Reaktionstemperatur auf 45-80°C
sowie der Reaktionszeit auf 45-90 Stunden erhielt man die
entsprechenden Athyl-, Propyl-, Butyl-, Hexyl-, Octyl-, De-
cyl- oder Dodecylester.

60 B.) Bei diesem Verfahren wurde eine andere Art von
verankernder Bindung zum Binden des Argininrestes ver-
wendet, ndmlich die von S. Wang und R.B. Merrifield in
J. Am. Chem. Soc., 91 6488 (1969) beschriebene Harz-(J-
-CH,-CH,-C(CH,),-OCONHNH, Bindung. Weiter wurden

65 bei dem Verfahren Ne-2-(p-Biphenylyl)-isopropyloxycarbonyl-
Schutzgruppen (Bpoc) anstelle von t-BOC fiir den Schutz
der a-Aminogruppe verwendet, da die Bpoc Gruppe bei
jedem Zyklus der Synthese mit einer sehr milden Saure un-



ter Bedingungen entfernt werden kann, bei welchen die
verankernde Bindung stabil ist. Das Bpoc-Ne-Nitro-Arg wird
an das Harz nach dem DCC Verfahren gebunden, und die
Synthese erfolgt im wesentlichen gemiss Beispiel 1-3, wobei
jedoch 1% Trifluoressigsdure(TFA)/CH,Cl, fiir den Schutz-
gruppenentfernungszyklus zwecks Abspaltung der Bpoc
Gruppe verwendet wird. Die endgiiltige einverleibte Amino-
sdure wird als Ne-Benzyloxycarbonylderivat (Z) geschiitzt,
so dass die N-endsténdige Gruppe wihrend der Abspaltung
des geschiitzten Peptids vom Harz geschiitzt bleibt. Die Ab-
spaltung erfolgt wie folgt: 500 mg des Peptidharzes wurden
in 12 ccm 50 %iger Trifluoressigsiure in CH,Cl, suspendiert
und die Mischung 30 Minuten bei Zimmertemperatur ge-
schiittelt. Das Harz wurde abfiltriert, 2 Mal mit je 10 ccm
CH,CI, gewaschen und die kombinierten Filtrate unter Va-
kuum konzentriert; so erhielt man Z-8-Benzyl-Asp-O-Benzyl-
-Ser-8-Benzyl-Asp-Pro-Ne-Nitro-Arg-NHNH, als weisses
Pulver.

Eine Losung aus 0,2 Millimol des geschiitzten Peptid-
hydrazids in 1 ccm Dimethylformamid wurde auf —20°C
abgekiihlt, dann wurde 3,35N HCI in Dioxan (0,5 Millimol)
zugefiigt. Das Bad wurde auf —15°C erwirmt, es wurden
0,03 ccm tert.-Butylnitrit zugefiigt und die Mischung 10 Mi-
nuten bei —10°C stehen gelassen, wodurch man das Pep-
tidazidderivat erhielt. Dann wurde iiberschiissiges Methanol
bei —10°C sowie 0,5 Millimol Athyldiisopropylamin zuge-
fiigt und die Mischung 24 Stunden bei 0°C gehalten. Wih-
rend der ersten 6 Stunden wurden jede Stunde 5 ! der Base
zugefiigt. Dann wurde das geschiitzte Peptid durch Eingies-
sen der Mischung in 15 ccm kalte, 1%ige Essigsiure aus-
gefdllt und der gesammelte Niederschlag durch Filtrieren ge-
wonnen und gewaschen. Dann wurden die Schutzgruppen
auf Benzylbasis durch Hydrogenolyse gemiiss Beispiel 1 ent-
fernt und das Produkt durch Teilungschromatographie auf
«Sephadex G-25» oder durch Gegenstromverteilung gerei-
nigt, wodurch man Asp-Ser-Asp-Pro-Arg-OMe erhielt.

Wurde das Methanol in diesem Verfahren durch andere
Alkohole ersetzt, dann erhielt man die entsprechenden Athyl-,
Propyl-, Butyl-, Hexyl-, Octyl-, Decyl- und Dodecylester,

C.) Durch Anwendung der in A.) und B.) beschriebenen
Verfahren kénnen die entsprechenden Ester der Polypeptide
von Beispiel 1, 2, 4 und 5 hergestellt werden.

Beispiel 9
Herstellung von Amiden

A.) Die Produkte von Beispiel 8A und 8B wurden mit
einer gesittigten Losung aus Ammoniak in Methanol 2 Tage
bei Zimmertemperatur behandelt; nach Entfernung des L3-
sungsmittels unter Vakuum erhielt man:

Ala-Pro-Ser-Lys-Gly-Thr-NH,
Ala-Ser-Gly-Lys-Pro-NH,

Ala-Phe-Ala-Thr-Pro-NH,
Asp-Ser-Asp-Pro-Arg-NH,

und

B.) Das Peptidazid von Beispiel 8B wurde mit Ammo-
niak in Dimethylformamidldsung unter den in Beispiel 8B zur
Reaktion mit Methanol beschriebenen Bedingungen umge-
setzt. Das geschiitzte Peptidamid wurde isoliert und die
Schutzgruppen in beschriebener Weise entfernt, wodurch
man Asp-Ser-Asp-Pro-Arg-NH, erhielt.

C.) Das geschiitzte Peptidharzprodukt von Beispiel 3A
wurde in einer gesittigten Losung aus Ammoniak in Metha-
nol suspendiert und die Mischung 2 Tage bei Zimmertem-
peratur geriihrt. Das Harz wurde abfiltriert, mit Methanol
gewaschen und die vereinigten Filtrate unter Vakuum kon-
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zentriert; so erhielt man t-BOC-Asn-O-Benzyl-Ser-Asn-Pro-
-Ne-Nitro-Arg-NH,-. Die t-BOC Gruppe und die Ne-Nitro-
gruppe wurden anschliessend durch saure Hydrolyse bzw.
Hydrogenolyse wie oben entfernt und lieferten Asn-Ser-Asn-
-Pro-Arg-NH,.

Durch Verwendung anderer Amine anstelle von Ammo-
niak sowie Dimethylformamid als Lsungsmittel (wenn an-
gebracht) sowie durch Erhohung von Reaktionstemperatur
und -zeit (falls notwendig), erhielt man z.B. das entsprechen-
de Dimethyl-, Didthyl-, Di-(n-butyl)-, n-Hexyl-, Piperidyl-,
Pyrrolidinyl-, Morpholinyl-, Di-(n-hexyl)- und N-Methylpiper-
azinylamin.

D.) Nach Verfahren gemiss A.) B.) und C.) kénnen die
entsprechenden Amide der anderen Polypeptide von Beispiel
1. 2, 4 und 5 hergestellt werden.

Beispiel 10
Herstellung von N-Acylderivaten

Ne-Acylderivate von Asp-Ser-Asp-Pro-Arg wurden her-
gestellt, indem man die endstindige t-BOC-Aminosiure
{t-BOC-3-Benzylaspartat) durch die entsprechende Ne-Acyl-
aminosiure (z.B. No-Acetyl-B-benzylaspartat) ersetzte, wobei
alle anderen Stufen von Schutzgruppenentfernungs-, Synthe-
se- und Abspaltungszyklen gleich blieben.

So konnen hergestellt werden:
Ne-Acetyl-Asp-Ser-Asp-Pro-Arg
Ne-Butyryl-Asp-Ser-Asp-Pro-Arg
Ne-Hexanoyl-Asp-Ser-Asp-Pro-Arg
Ne-Octanoyl-Asp-Ser-Asp-Pro-Arg
Ne-Decanoyl-Asp-Ser-Asp-Pro-Arg
Ne-Dodecanoyl-Asp-Ser-Asp-Pro-Arg.

In dhnlicher Weise kénnen die entsprechenden N«-Acyl-
derivate der anderen, in Beispiel 1, 2, 4 und 5 genannten
Peptide hergestellt werden.

Beispiel 11
Herstellung von O-Acylderivaten

Zur Herstellung des geschiitzten Pentapeptidharzmate-
rials, in welchem die Hydroxylgruppe von Serin ungeschiitzt
ist, wurde die folgende Modifikation des Syntheseverfahrens
in fester Phase angewendet:

Das Tripeptidharzmaterial von Beispiel 1 wurde dem
Schutzgruppenentfernungszyklus unterworfen und dann mit
dem t-BOC-Serin-N-Hydrosuccinimidester reagieren gelas-
sen, wodurch man ein t-BOC-Ser-3-Benzyl-Asp-Pro-Ne-
-Nitro-Arg-Harz erhielt, das nach Schutzgruppenentfernung
unter {iblichen Bedingungen mit p-Nitrophenyl-t-BOC--
-benzylaspartat gekoppelt wurde, wodurch man ein t-BOC-
-B-Benzyl-Asp-Ser-3-Benzyl-Asp-Pro-N=-Nitro-Arg-Harz er-
hielt.

0,5 Millimol dieses geschiitzten Peptidharzmaterials wur-
Octansidure, Decansdure und Dodecansiure ersetzt, dann
wurden 1,5 Millimol Hexansiiure, in 1:1 Dimethylformamid/
CHCI, gelost, sowie 1,5 Millimol Carbonyldiimidazol, in
denselben Losungsmitteln geldst, zugefiigt. Die Mischung
wurde bei Zimmertemperatur 2 Stunden in einem Merrifield
Reaktionsgefiiss geschiittelt und das Peptid dann in oben
beschriebener Weise vom Harz abgespalten. Die N=-Nitro-
Gruppe wurde hydrogenolytisch entfernt und das Peptid wie
oben gereinigt, wodurch man Asp-O-Hexanoyl-Ser-Asp-Pro-
-Arg erhielt.
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Wurde die Hexanstiure durch Essigsiiure, Butterséure,
Octansiiure, Decansiiure und Dodecansiiure ersetzt, dann
konnten die entsprechenden O-Acetyl-, Butyryl-, Octanoyl-,
Decanoyl- und Dodecanoylverbindungen hergestellt werden.

In iihnlicher Weise konnen die entsprechenden O-Acyl-
derivate der anderen Peptide mit Seitenkettenhydroxylgrup-
pen von Beispiel 2, 4 und 5 hergestellt werden.

Die «Blockierungs»-Aktivitiit der erfindungsgemass er-
hiiltlichen Polypepude kann an der klassischen Prausnitz-
Kuster (P-K) Reaktion untersucht werden. Dabei wird
cinern Menschen ein bekanntes allergisches Serum, d.h. ein
solches, das ein fiir ein bekanntes Antigen oder Allergen
spezifisches IgE enthiilt, intradermal injiziert. Nach einer
gewissen Zeit, z.B. 20 Stunden oder mehr, werden die Injek-
tionsstellen durch einen Stich oder die Injektion einer Losung
des fir das IgE im injizierten Serum spezifischen Antigens
gereizt. Innerhalb der néichsten 10-30 Minuten zeigt sich
cine positive Reaktion durch Bildung einer Schwellung (und
Rétung) an der Injektionsstelle. Je grosser der Schwellungs-
durchmesser, umso intensiver ist die allergische Reaktion.
Das heisst, eine stiirkere Schwellung bedeutet eine grossere
Histaminfreisetzung in das Gewebe an der Injektionsstelle.
Umgekehrt zeigt die Bildung einer Schwellung mit geringe-
rem Durchmesser oder das Fehlen jeglicher Schwellung eine
verminderte und/oder {iberhaupt keine allergische Reaktion.
Diese dargestellte P-K Reaktion ist ein klassischer, allgemein
bekannter und von Allergieforschern angewendeter Test.

Wie erwiihnt, wird die klassische P-K Reaktion zur Un-
tersuchung der «Blockierungs»-Fiihigkeiten der Polypeptide
verwendet.

Die folgenden Untersuchungen verschiedener geeigneter
Polypeptide, deren Synthese beschrieben worden ist, erfolg-
ten unter Verwendung eines einzigen, als sicher erkannten
P-K Spenderserums, das ein fiir Meerschweinchenallergene
spezifisches IgE enthielt.

Die Peptidldsungen wurden entweder intradermal 1-24
Stunden vor dem P-K Serum injiziert oder zur gleichzeitigen
Injektion mit Verdiinnungen des P-K Serums gemischt. Die
anfiinglichen Tests erfolgten mit einem P-K Serum bei Ver-
diinnungen von 1:4 bis 1:200. Weitere Versuche erfolgten
bei einer fixierten P-K Verdiinnung von 1:32, wobei die
Peptidldsungen variiert wurden, so dass sie etwa 1 Millimol
bis 2 Mol des zu testenden Peptids enthielten. Die Injek-
tionsstellen der Versuchspersonen wurden durch Stichpunk-
tur von Meerschweinchen BCA 1:40 Gew./Vol. (eingekauft
von der Firma Berkeley Biologicals, Inc.) gereizt.

Es wurden Versuchspersonen mit Serum IgE Werten un-
ter 100 U/cem 242 ng/cem) hatten; von diesen Werten ist
bekannt, dass sie eine erfolgreiche P-K Reaktionsfihigkeit
sicherstellen. Weiter wurden fiir diese Tests Personen mit
einem negativen direkten Hauttest auf Meerschweinchen-
antigen ausgewiihlt. Die P-K und Hauttests erfolgten am
Riicken und/oder am Unterarm. Mehrfachteststellen von
etwa 25 mm Durchmesser wurden durch eine Markierung
bezeichnet, und alle Injektionen erfolgten innerhalb der um-
rahmten Hautflichen.

Eine typische Folge bestand in der intradermalen Injek-
tion von 0.1 ccm der Peptidldsung oder einer gepufferten
Kontrollésung mit Kochsalzlésungverdiinnung; in 1-24 Stun-
den schloss sich daran die intradermale Injektion von
0,05 ccm P-K Serum in jede vorherige Injektionsstelle an.
Nach Verstreichen von 20-24 Stunden wurde jede Stelle mit
der Antigenlosung stichpunktiert, in 5 Minuten trocken-
getupft, und dann erfolgten, gewdhnlich 15, 20 und 25 Mi-
nuten nach der Stichpunktur, die dreimaligen Messungen
auf Schwellung und Rétung in ihrem engsten und weitesten
Durchmesser.

10

Die Untersuchungen auf Blockierungs-Aktivitiit erfolg-
ten mit folgenden Polypeptiden: Asp-Pro-Arg; Ser-Asp-Pro-
-Arg; Asp-Ser-Asp-Pro-Arg; und Ala-Asp-Ser-Asp-Pro-Arg.
Zum Vergleichstesten wurden auch Asp-Thr-Glu-Ala-Arg

s und Tosyl-L-Argininsarcosinmethylester (TASME) syntheti-
siert und untersucht.

Die genannten Polypeptide wurden wie oben an sechs
verschiedenen Personen mit den folgenden Ergebnissen un-
tersucht:

10 Fiir Asp-Pro-Arg lag die durchschnittliche Hemmwir-
Kung bei 15% mit einem individuellen Bereich von nur 0%
bis zu 38%.

Fiir Ser-Asp-Pro-Arg lag die durchschnittliche Hemm-
wirkung bei 18% mit einem individuellen Bereich von nur

15 0% bis 50%.

Fiir Asp-Ser-Asp-Pro-Arg lag die durchschnittliche
Hemmwirkung bei 72% mit einem individuellen Bereich von
60 bis 89%.

Fiir Ala-Asp-Ser-Asp-Pro-Arg lag die durchschnittliche

20 Hemmwirkung bei 46% mit einem individuellen Bereich
zwischen 10 bis 61%.

Fiir Asp-Thr-Glu-Ala-Arg lag die durchschnittliche
Hemmwirkung bei 58% mit einem individuellen Bereich
zwischen 30 bis 80%.

25 Fiir TASME lag die durchschnittliche Hemmwirkung bei
249 mit einem individuellen Bereich zwischen 0 bis 40%.

Die obigen Ergebnisse sind der Durchschnitt doppelter
Messungen bei drei Zeitabstiinden fiir jede Reaktion jeder
Person, subtrahiert von den durchschnittlichen Kontroll-

130 schwellungsmessungen und dividiert durch die durchschnitt-
liche Messung der Kontrollschwellung bei jeder Versuchs-
person. Die Kontrollschwellungen bei den verschiedenen
Versuchspersonen variierten von 8-40 mm? mit einem Durch-
schnittswert von 17 mm?. Jedes Peptid wurde in etwa 6 pg/

35 ccm Verdiinnung verwendet, und an jede Stelle wurde 0,1
cem und anschliessend 0,05 ccm verdiinntes P-K Serum
mit einem IgE Gehalt von 0,2 ng injiziert. Somit konkurrier-
ten 10-*M des Peptids mit 10-1°M IgE bzgl. der Bindestel-
len der Mastzellen; oder das Verhiltnis betrug 1 IgE Mole-

40 kil pro 10% Peptidmolekiile. Aus den obigen Untersuchun-

gen geht hervor, dass das Pentapeptid, d.h. Asp-Ser-Asp-

-Pro-Arg, die stirkste «Blockierungs»>-Aktivitiit zeigt, wobei

das Hexapeptid, d.h. Ala-Asp-Ser-Asp-Prop-Arg, eine etwas

geringere Aktivitit zeigt. Das Tetrapeptid Ser-Asp-Pro-Arg
und das Tripeptid Asp-Pro-Arg zeigten die geringste Wirk-
samkeit.

Es wird darauf hingewiesen, dass das Pentapeptid Asp-
-Thr-Glu-Ala-Arg zusammen mit den anderen obigen Pep-
tiden hergestellt und untersucht wurde. Dieses Polypeptid
50 hat nicht die analoge Folge der in den C 2, C 3 oder C 4

Domiinen des IgE Molekiils erscheinenden Aminosiuren, zeigt
jedoch im obigen Test eine hohe Wirksamkeit.

Weiterhin wurde festgestellt, dass die aktiven Polypeptide
offenbar die Fihigkeit zum «Entfernen» des IgE aus den

ss Mastzellenstellen sowie zum Verhindern einer Bindung des

IgE an diese Stellen haben. Bei einem Einzeltest an einer

Versuchsperson mit bekannter, extremer Sensibilitit auf

Meerschweinchenantigene, d.h. eine Person mit hoher na-

tiirlicher Konzentration an gegen Meerschweinchenantigen

sensitivem IgE, wurden die Polypeptide injiziert, und es
wurde die Reaktion der Versuchsperson auf Meerschwein-
chenantigen festgestellt.

Im einzelnen wurden jeweils etwa 2 nM Asp-Ser-Asp-Pro-
-Arg und Ala-Asp-Ser-Asp-Pro-Arg intradermal in 3 mar-

65 kierte Stellungen injiziert. Vergleichsweise wurde TASME
sowie eine Kontrolle des Pufferverdiinnungsmittels allein in
3 markierte Stellen injiziert. 1, 5 und 24 Stunden nach der
Polypeptid- und Kontrollinjektion wurde jeweils eine Peptid-
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und Verdiinnungsmittelstelle durch Stichpunktur mit Meer-
schweinchenantigen gereizt. Zu den Zeitabstiinden von 1
und 5 Stunden wurde keine Inhibierung der Schwellungs-
und Rétungsreaktion an irgendeiner der Stellen festgestellt.
Bei der Reizung nach 24 Stunden war jedoch die Schwellung
an der Asp-Ser-Asp-Pro-Arg Stelle etwa 45 % kleiner, wih-
rend an der Ala-Asp-Ser-Asp-Pro-Arg Stelle die Schwellung
etwa 23% kleiner war. An der TASME Stelle wurde keine
Verringerung der Schwellungsgrésse i Vergleich zur Stel-
le der Injektion mit gepuffertem Kochsalzldsungsverdiin-
nungsmittel festgestellt.

Somit «entfernens mindestens die aktivsten Peptide of-
fenbar ein bereits an Mastzellenstellen gebundenes IgE und
unterdriicken somit eine natiirliche allergische Reaktion.
Wie oben bereits gezeigt, ist dasselbe Pentapeptid bei der
Hemmung einer passiv iibertragenen (P-K) allergischen
Reaktion dusserst wirksam.

Die akute Toxizitit wurde wie folgt bestimmt:

Weisse BBA Miuse mit einem Durchschnittsgewicht von
15 g wurden jeweils mit 1,4 ccm einer Losung des Peptids in
phosphatgepufferter Kochsalziosung bei einem pH-Wert von
7,4 wie folgt injiziert:
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0,1 ccem X 3 intradermal
0,1 ccm X 3 subkutan
0,2 ccm intravends
0,6 ccm intraperitoneal

24-72 Stunden nach der Injektion wurden die Méuse,
die alle noch lebten, getétet und untersucht.

Die verwendeten Peptide und ihre Konzentrationen wa-
ren wie folgt:

Ala-Asp-Ser-Asp-Pro-Arg

(Beispicel 4) 5 pg/cem (375 mg/kg)-6 Miuse

Asp-Ser-Asp-Pro-Arg

(Beispiel 3) 10 pg/cem (1 mg/kg) -8 Miuse

Asp-Ser-Asp-Pro-Arg
(Beispiel 3) 13 w/cem (1,3 mg/kg) -8 Miuse

Die visuelle und mikroskopische Untersuchung von Ge-
webe und Organen zeigte keine 6rtlichen oder systemischen
toxikologischen Abnormalititen.
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