‘MINISTERIO DE INDUSTRIA Al
REGISTRO DE LA FROPIEDAD INDUSTRIAL ® ES @m O 1

. FEGHA DE PRESENTACION

16-3-¢

1

RAN 4105/19
PATENTE DE INVENGION

ESPANA

@ PRIORIDADES:

@NUMERO @ FECHA @ pAIS

66'70747 17 Marzo 1976 U.S.A.
@ FECHA DE PUBLICIDAD @CLASIFICAGION INTERNAGIONAL, PATENTE'DE LA QUE ES DIVISIONARIA
c0tc [ A6tk
i

(69 miruLe DE LA INVENGION

"UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE HENTRTIACONTAPEPTIDOSY

(@) soicreante (3

F, HOFFMANN-LA ROCHE & CIE, S.A.

DOMICILIO DEL SOLICITANTE

BASILEA (Suiza)

@ INVENTOR (ES)

Choh Hao Li

TITULAR (ES)

F. HOFFMANN-LA ROCHE & CIE. S.A.

@ REPRESENTANTE

D, JAIME ISERN CUYAS, Agente Oficial de la Propiedad Industrial

Concedido el Registro de acuerdo
con los datos que figuran en la pre-
sente descripcion y segin el £0M+ UTILICESE COMO PRIMERA PAGINA DE LA MEMORIA
tenido de la Memoria adju

URE A-4 MOO, 3t06

2001978



10.

15.

20.

25.

MEMORIA TESCRIPTIVA

El pregente invento se refiere a hentriaconta -~
péptidos que ticnen le secuencia
HeTyr—Gly-FPhe~Met-Thr=Sexr—Glu~Lys—Ser~Gln--Th -
Pro—Leu—Val—Thr~Leu—Phe—Lys—Asn~Ala-Ile~R;—Lys~Asn I
Ala—Rz—Lys~Lys—Glbe3~OH
en donde

B

es Ile o Val;
R2 es Higs o Tyr y
R3 es Gln o Gluy
especialmente & un hentriacontapéptido de la secuencia
H-Tyr-Gly-Gly~FPhe-Me t-Thr~Ser-Glu~Lys--Ser-Gln-
Thr-Pro-Leu~Val-Thr-Ieu-Phe-Lys-Agn-Ala~Ile- Ia
~Ile=-Lys—Asn-Ala-His-Lys-Lys~Gly—Gln-0H
v & un procedimiento pare su preparacidn.
Por conveniencia el hentriacontapéptido de la
secuencia Ia se denominard a continuaoidn beta-endorfina.
El procedimiento para la preparacidn de los hen—
triacontapéptidos de la secuencia I se caracterdze por
a) aislar un compuesto de esta indole de fuentes natura-
les wilizando procedimientos bien conocidos en el ar—
te o

b) sintetizar un compuesto de esta indole utilizando sin
tesls de péptidos de fase gblida convencional.

El aislamiento de la beta-endorfina de las fuen-
tes naturales pucde llevarse a cabo utilizando procedimien
tos bien conocidos en el arte. Ias fuentes naturales pre =
feridas para este matorial incluyen las glindulas pituita-

riag ovimass de preferencia las pituitarias del camello.
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Asi pues, por ejemplos se someten pituitarias de oamello
completas a extraccidn de acetona doida para obtener la
fraceidn D que, & su vezs se cromatografia sobre uma colum
na de carboximetll~celwlosa pare proporcionar el componen-—
te N tal como se doscribe por Li y col., Biochemistry 14,
947 (1975). Ia purificacidn del componente N se lleva &
cabo utilizando procedimientos de filtracibn de gel y eleg
troforesiss de por si conocidoss para obiener la beta-endo
fina deseada.

Ia identificacidn del contonido aminodeido y la
secuencia de bota-endorfina a partir de fuentes maturales
puede obtenerse mediante digestidn enzimétice de le beta-
endorfina ferivada del ocomponente N purifiocado utilizando
digestidén de tripsina y subtilsina de forms convencional.
Luego se cartografian los dlgeridos mediantc cromatografia
gseguida de olcctroforesis de alta tonsidn. Después del re-
velado de las manchas ¢on ninhidrina y olucidn, se encuen-
tra que la digestifn de tripsina producc onco manchas mien
tras que la digestibn de subtilsina a4 dioz manchas. Sc
eluyen lag manches y se determina cl contonido de aminodci
dos mediantc un analizador automdtico, micntras gquc la se-
cucncia de aminodcido so determina medianto ol procodimion
to dansyl-Bdman. Ie utilizacibn de cstos procedimiontos
determina que la beta-endorfina es un hentriacontapéptido
que tione un conbenido de aminodeidos y socuencia tal co-
mo se ha expuecsto anteriormente.

La sintesis de beta-cndorfina pucde llevarsc a
oabo utilizando téonicas de fase sblida bion conocidas

ahora en el arte. En un procedimiento proferido la gluta-—
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mina amino protegida; que represcnta el grupo =CO0H termi-
nal de la beta-ondorfina, se acopla a umd rosim de sintesis
peptidica de fasc sblida convenciomal tal como bencidrila-
nina~poliestireno recticulado con divinil-benceno al 1-2%.
Iucgo se separa sclectivamente el grupo amino protector uti
lizando un reoactivo apropisdo cuya mturaloza dependerd del
grupo protector utilizado. En una modalidad preferidae seo
utiliza el grupo t-butiloxi-carbonilico (Boc) para la pro-
teceibn del grupo aminico y el deido trifluorcacédtico al
50% en eloruro de metileno es el agentc desprotector sclee
tivo.

Despuls de lo desproteceidn; sc trata la gluta-
mina-resina con glicino amino protegida, de preferencia
N-Boc-glicina, mis preforontemente como ¢l anhidrido simé-
trico preformado de N~Boc-glicina en forme de por si cono-
cidn pare formar un onloce peptidico enire el grupo amini-
co libre del radical glutaminico y el srupo carboxilico de
glicina.

El ciclo de desproteccion y acoplamicnto con los
anhidridos simétricos preformados de aminofoidos protogi-
dos se repitc lucgo con los aminodcidos restantes en el
orden de sccucncia de beta-endorfina. Algunos de los amino
dcidos requieren grupos de bloguco de cadena lateral ade-
més de la protcccibén alfa-amino. Estos aminoficidos y los
grupos de bloguco uwtilizados son los siguientcs @

Glu(0Bzl)s Ser(Bzl)s Iys(oBr-Z) Tyr(oBr—Z) o His(Boe)
en donde oBx~Z es orto bromo-beneiloxicarbonilo,
Bzl og beneilo y

Boe ticne ol significado antes indicado.
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E1l complotado de la sintesls proporcioma el si -
guiento hentriccontapéptido protegido aQOpladb a la resina
copolimérica de estirenc-divinilbencenos:
Boe-Tyr( 0Br=2) -Gly-Gly-Phe-Met~Thr—Scr(Bzl)-Glu(0Bzl )~
Lys(oBr-2)~Sor(Bzl)-Gln-Thr-Pro~Leu=Val-Thr~Lou~Fhe~
~Lys(0Br~%) ~Asn-Ala~Ile=Ile-Lys( 0Br-Z) ~Asn-Ala-His
(Boo)-Lys(oBr—Z)-Lys—(oBruz)—Gly—Glnr(::)

en donde
0Br-Z; Bzl y Boc tienen el significad antes indica-
do y es ¢l copolimoro do csiireno-divinilbenceno
al 1%.

El dosacoplamicnto del péptido do la resina se
lleva a cabo mediantc tratamiento con fluoruro dc hidrdgeno
liquido con disociccidn concomitante de todes los grupos
protectores para producir la beta-endorfinn doseada.

A pesar de que la beta~-endorfina tienc la gecuen—
cia de aminodcidos del residuo 61-91 de 1o hormona de beta-
lipotropina, la actividad lipolitica de lo beta-—ondorfina
¢cs muy baja en comparacién con la hoxmona oompleta. Sin ome—
bargos la bota-ondorfina tieno notable actividad agonista
opificea y cs Util, por consiguicnte, como un potonte agento
analgésico no adictivo. Ia betaw-endorfino sintética y natural
tiene propiedades fisicas y biongicas idénticas.

Los anilogos de 1la beta—endorfina que se definen
por medio de la secuencia I corresponden a la gecuencia de
aminodcidos que se encuentra en la beta-lipotropina corres-
pondiente de la hormona poreina y humana. Estos se preparan,
convenientemente, siguiendo la gintesis de péptidos de fase

sblidae convencional en anzlogla e la descrita para la beta-
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endbrfina mediante sustitucidén del aminodeido alternativo
apropiado en este sintesis.

Los compusstos del presente invenito pueden utili-
zarse como medicamentos en forma de preparadog farmacéuti -
cos con liberacifn directa o retardada del ingrediente acti
vo que los contengan en asociacidn con un material de vehis
culo farmacéutico ccmpatible. Este matorial de vehiculo pue
de ser un material de vehioulo inerte orgénico apropiado pa
ra aplicacibn enteral, percutdnea o parenicral tal como
agua; gelatina, goma ardbiga, lactosa, almidbn, estearato
de magnesio, taloo, aceites vegetaless polialguilenglicoles,
vagelina, etc. Los preparados farmacéuticos pueden adoptar
forma sélida (por ejemplo de pastillas, grageas, suposito-
rios o clpsulas)s forma semisdlida (por ejecmplo pomadas) o
foma liquida (por cjemplo de solucioness suspensiones o
emulsiones). En caso necesario los preparados farmacduticos
pueden estorilizarse y/o contener substancias coadyuvantes
tales como conservadores, establlizantecss agentes humectan=-
tes o emulgentoss sales para variar la prosidn osmbdtica o
substancias quo actuen como amortiguadorcs.

En el caso de preparados farmacéuiicos pare admie
nistracidn sistémica pucden administrorsc de unos 5 a 750
mg/kg de un compuesto del invento.

Los preparados farmacéuticos pueden prepararse en
forma de por si conocida mezeclando un compuesto del invento
con materialos de vehiculos sblidos y/o ligquidos atéxicos
que sean usuales en los preparados farmacéuticos y que sean
apropiados para la adninistracibén torapeliica (por ejemplo

aquellos materiales de vehiculos antes citados) y, si se de-
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seay transformar la mezela en 1o forwa de dosificacidn far—
macéutica descada.
EJEMPIO 1

Alslamiento do bota-cndorfina retural

Seglin ol procedimiento de Li y col.s Biochemistry
14y 947 (1975) sc cxtrajo con acetonn 4cida un total de
500 glindulas pituitaries de cemello ocompletes para propor-
cionar la fraccibn D. Ia cromatografin de loa fraceibén D so~
bre una columna de carboximetil celulosa did 66 mg. del com
ponente N ouya cantidad sc sometid a filtraoibn de gel so-
bre una columna Sephadex G-25 (fima) en Acide acético 0,1
N. Se obtuvicron scis fracciones con los rendimientos si-
guientos despubs de liofilizacidn:

A+10 mgi BT mg; Ctll mgi Del3 mgi EL2 mg y F7 mg,

Ia fraocidn € se purificd uljoriormento medianto
oclectroforesis preparativa sobre papel “hatman ne 3 MM en
tampdn do piridima-dcido acdtico de pH 357 [piridina-HOAc-
HpO = 4/40/1150 (v/v)] Qurante 2 horas & 400 V.Ia banda
principal se cluyd con 4cido acdtico 0,1 N y so liofilizé
para obtener 7s5 mg do producto puro. ELl andlisis del NH -
torminal de egto matorial did solo tirosina como el grupo
terminal.,

El andlisis de aminodcido se llovd a cabo sobre
uno muestra del producto puro segin Spaokman y col.s Anal.
Chem. 30, 1190 (1958), utilizando un analizador automitico.
La composicién do aminodecido resultente de cste producto so
oxpone en la Tabla I.

Ia ausoncin de triptofan sec determind mediante la

prucba de color sobro papel segin el procedimicnto de Smith,
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Nature 171s 43 (1953).

TABLA I

———— —— o -

Composicidn de aminodeido del componente peptidico N-frac-

cibn C
mEEEEEEEET T A partir do hidyo A partir do
Aminodoido lizados Acidog &~ la secucncia
Ligina S5y1 5
Histidina 0,9 1
Acido asplrtioo 2,0 2P
Treonina 32 3
Serina 1,6 2
Acido glutédmioco 2,7 3¢
Prolina 0,7 1
Glicina 322 3
Alanina 1,7 2
Valina 049 1
Metioninm 046 1
Isoleucina 1,08 2
Leucina 2,0 2
Tirosina 0,9 1
Fenilalanina 1,9 2

& 1o nidrélisis dcida se 1levd a cabo durante 24 horas &

1102 con HOLl 6 M
b pos asparag,ina.

¢ suma de un 4cido glutdmico y dos glubtaminz.

d 72 horas de hidrélisis reveld la proscncia de dos rosi-

duos.
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EJEMPIO 2

et . St

Determinccibn de egbructura de le beta~ondorfina matural

Se efcotuaron digestiones enzimdticas del produg
to del cjemplo 1 con 1 mg de péptido y 0,02 mg de tripsina
¥y 0,05 mg de subtilsina en tompon de pH 8,0 (acetato amb-
nico 0,2 M) a 372C durante 8 horas en ol caso de la trip-
gina y 1 hora pare la subtilgina. Los dizcridos sc carto-
grafiaron mediantc cromatografia de papel [butanol/dcido
acético/agua = 4/1/5 (v/v)] y subsiguicnic olectroforesis
do alta tensibn a pH 2,0 [Acido férmico (88%)4cido acdti~
co/agua = 218/63/719 (v/v)] durante 1 hora y modia a 200 V.
Los mapas se rociaron con ninhidrima al 1% cn solucidn cta
nblica y sc dejaron revelar en la obscuridad durante 20
horas. Ias manchas sc rccortaron y cluycron con solucidn
de hidrdxido ambnico 0,1 N. Se secaron los ocluatos en el
desecador para aminodcido y anflisis de sccuencia. E1 anf-
lisis de aminodcido sc llevd a cobo soghn Spackman y col.
antes citado. In sccuoncia de aminodcido do los pdptidos
se determinbd scghn ol procodimionto Edman tal como descri-
be Li y col.s Arch. Biochem. Biophys. 141, 705 (1970). Ia
determinacidn do Asp/Asn y Glu/Gln so dcdujo a partir do
la mobilidad sobre elcctroforesis do papel a pH 6,7 segin
Offords Nature 211, 591 (1966). Ios rcsultados sc resumen
en lag Tablag 2 y 3 quec siguen.
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_TABIA 2

Composicibn de aminodcido? y residuo amino-terminal de

péptidos tripticos y de subtilisin2 o partir del componcn-

tc N-fraccidn C

T Srae i it e oot v oo ] ————e

—— = ——

Amino Péptidos tripticos
deido
——. T3 o5 16 7 T8 T9
Lys 2:2 1yl 0,9 1,0 1,0 140
His 059 1,0
Asp 150 046 0,8
Thy 1,1 2,1
Sor 1,0 0,8
Glu 1,1 1,0 1,0 1s2
Pro 048
Gly 1;0 0,5 2,0
Ala 1,0 0,8 151
Yal 1,0
Met 0,8
Ile 2,0
Lou 222
Iyr 0,6
Phe 1,0 0,9
NHo-
(tofm.)Asn Asn Lys Gly Asn Tyr Sor

Péptidos do

subbtilisina
. 8T ___ 89
1,1 1,0
1,0
1,0
1,1
1,8
1,1
0,8
2,0
1,0
Iys Glu

- ——

& Rosultados a partir de hidrolizados de HOL 6 § a 1102C du -

rento 24 horas excepto para I7 y S7 que so hidrolizan duran

te 72 horas.
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_TABILA 3

e e, WA o -

Andlisis de sccucncia sobre derivados de pdptido triptico

a partir del componente N-fraeccidn C

Péptidos® Secuencia®
T8 Ty g-Gly-Gly-Pho-Mot~Thr—Sor—Glu-Lys
T9 Ser—Gln-Thr-Pro-Leu-Vol-Thr-Leu~Phe-Lys
. bor SRSV b- - - U, .Y
7 Agnglﬁ-:E»Ile—Iys
13 Agn-Ala-Hig-Lys
—— e a—
T5 Lys=Gly-Gln

—— — co—
Z ay-slp

%Véase 1a Tabla 2 para andlisis de aminodeido
Desn sy procedinionto dansyl-Edman

Lo socucncia de la beta~endorfinn se deriva del
Jucgo de datos cxpuesto en la Tabla I del ojemplo 1 y lag
Tablog 2 y 3 do cste ejomplo. Soghn se cxpone en la Tabla
1, la arginina, cistina y triptofan estin auscntes dol
componente N-fracecidn C. En adicibns; cete matorial tieno
solo un rogsiduwo oada uno de histidinn, fecido glutdmico,
valina, motioning y tirosina. Debide & quo ol radicl NHo-
terminal og tirosina, el péptido triptice T8 dobe situnr-
se en el NH2~final. A partir de los datos dol aminodeido
¥y NHo-terminal dol péptido de subtilsina S9 (tebla 2) os
ovidento que T8 osté onlazado a T9. Do modo anflogo, S7
pucde proporcionnr el traslapo pera T9 y T7.

El péptido 16 tieno lao glutomine do COOH-termi
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nal y no lisina; pudiendo considerarse sltuado en el COOH;-
final. E1l péptido T5 indica la probalided Ge un enlace N
Iys=Lys y este viene confirmado por Tl y T3 ('bablas 2y 3)
El péptido T1 sixve también para enlazar T3 y T5. Asi pues,

puede conclulrse que la oxgenizacién de los pefbidos $riptie

008 68 COMO gigue: T8 e 19 — 17 3 5
y la secuencia de eminodcldo completa del componente NQ-frae-
cidn C (be‘b'a;-@ndo::finaj o8 tal como se ha expuesto ante ri ore
mente en la deserlpeidn para el hentriacontepéptido.
| _EJEMPIO 3
Sintesis de fgse séla.gg, de be’bg—endo ing
) Reging L I\Ialfa-Boe-;g 1fa-bencil-gamme-gly o e

~boncidxi laming i
; El enlace de al'f:‘a-_-bencil—-l\Talfa—'t—-butiloxicaz’oonil

~glutamato & la resina de bencidrilamina se efectué por me~-
dio de su anhidrido simétxico. Se noutralizd una muestra
(2;5 g) de resina de clorhidrato de bencidrilamina conte~
niendo 0,38 mmol de amina libre pox g; con diisopmp:‘,_]_.e'bil;
aming al 5% (DIEA) en CH, 0L, ¥ luego se traté con 3 equiyla;-
lentes del anhi'.c‘lxi;do simétrico en CHClydurante 45 minu:’cos:.
Luego se adiolonaron 5 cc de DIEA al 5% en CH 1, seguido
de un tiempo de reaccién adicional de 10 minutos. La reac-
cién se termind medliante filtracidn y lavados con tres por—
clones de 30 cc de CHCL,y tres porciones de 30 cc de eta~
nol absgoluto. Degpuds del retratamiento de la regina con
la mismg oantidad de anhidrido simétrico, se secd en vacio
gobre 15'205 durante 1 hora. El completado de la reaccidn se
verificéd mediante la prueba de Gisin. Después de le hidrd-

lisis de une muestra en dcido propiénico/HCL 12 N, el and-
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ligis de aminodeido dié un méximo correspondiente a 0;23
mnol de :'1n por g:'(diSOciacién al 68%5). Ig identificacién
del producto HP~dlsociado como glutamine se confimmd median-
te cromatogrefia de capa delgada en l-butanol/deido acétie
oo/hgug (4;1;1 v/Ar) ¥ l=bubenol/piridine/dcido acético/sgua
(6/6/1,2/4,6,vw/¥).

Anhidridos gimétricos de deidos Boc-aminicos

Ia reaccién de acidos Bocwaminicos con N;N'-Qiciclo;
hexilcarbodi;mida‘(DGCI) ge llevd g cabo como giguet se en-
frié a 08¢ 1,9 mol de deido Bocwaminico en 6 cc de cloruxo
de metileno y se mezeld oon 1;6 cc de DCCI 0,6 M en cloruro
de metlleno. Degpués de agltarge durante 20 ninutos a 02C '
se separé el precipitado en diciclohexilures mediente £ilem
tracidn a K8C y s lavd con 2,4 co de cloruro de metd, leno.

Bl filtrado se wbilizd inmedigtamente pars la reaccidn de
acoplamiento. S
Reging de bencidrilamina betg—endoxfina protesida.

Ia resina que acaba de describirse se sometid al

proceso de sintesis sigulente: _

(1) Lavedo con tres porciones de 15 cc de cloru—
ro de metileno, (2) separacién del grupo Boc con &cido tri-
fluorogeético al 504 en cloruro de metileno dursnte 15 minu~
tos; (3) lavado con dos porciones de 15 cc de cloruro de me~
tileno; (4) lavado con dos porciones de 15 cc de dioxano al
50% en cloruro de metileno; (5) lavado con dog porciones de
15 cc de cloruro de metileno; (6) cinco minutos de neuirali%
zaclln con 15 co de diisopropiletileming al 5% en cloruro de
metileno; (7) lavado con sels porciones de 15 cc de cloruro

de metileno; (8) adicién de la solucién de anbfdrido simétrie
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co0 preformado de &cido Boc-aminico y saoudimicnto durante
30 minutos; (9) adicibn de 0520 equivalonics de diisopropil
etilamina al 5% en cloruro de metileno y sacudimiento duren
te otros 20 minutos; (10) lavado con tres porciones de 15
ce de cloruro de metileno; y (11) lavado con tres poreiones
de 15 cc de etanol abgoluto. Bl ciclo antorior se repitib
para los aminodcidos N protegidos siguicntos:

Boc-Gly

Boc-Lys(0Br—2)

Boc~-Lys(oBr-2)

Boc-Hiz(Boe)

Boc-Ala

Boc-Asn

Boc~Lys(oBr-2)

Boe~Ilc

Boe--Ilc

Boc-Ala
Boc—Asn%
Boc-Lys(0Br-2)
Boc~Fhe
Boe-Iow'
Boe-Thr
Boe-~Val
Boe-Lou
Boc~Pro
Boe~Thr
Boe-Gln
Boo-Sor(Bzl)
Boc-Iys(0Br-2)
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Boc-Glu(0Bzl)
Boc-Ser(Bzl)
Boc~Thr
Boe=Mot
Boe-Pho
Boco-Gly
Boe~Gly
Boc~Tyr(oBr=2)

+ — Despuls de la intrcoduceidn do Asn sc sced la resima
peptidica (rendimicnto de 4,7 g) y se sopard una parte
alicuota (400 mg). Luego se sometid ol resto de la ro-
sina peptidica al mismo proceso para la incorporecibn
de los residuos restantes con dos oxcopciones. Se utbi~
lizaron dos tratamientos con DIEA al 5% on cloruro do
metileno pare la ncutralizacidén y para la segunda cta-
pa de acoplamicntos do anhidrido so adidond trifluoro~-
etanol a una concontracidn del 20%.

Bota-endortim

Se gomotid una mucstra (0,6 g) de la rosine beta-
~ondorfina protegide a etapas de desprotcceibdn y neutraliza
cidn pare geparar ol grupo Boo. Iucge se agitd la resime sg
ca en presencia de 18 cc de anigol y 15 cc do HP 1liguido

a 02C durantc 1 hore. Se sopard ¢l HF con una corriente do

nitrégeno y se lavd el residuo oleogo con dus porciones

de 15 cc de acetato do etilo. Se extrajo ol pbéptido de la

rosina con tres porcioncs de 15 ce de dcido acético al 50%

¥y sc cvaporaron los filtrados cambinados en vaclo hasta vo

lumen reducido (3 & 5 cc) y se somoticrun 8 £iltracidn de

gel sobre Sephadox G-10 (columna de 2 x 25 cm) on dcido
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acético 0,5N. Sc deteetd una cresta (dotoceibn de 280 nm) y
la liofilizacibén did 110 mg. Lucgo se somctid cste material
a cromatografia sobre carboximetileelulosa. El aislamiento
de 1la cresta mixima (detcceidn de 280 nan) did 66 mg de ma-
terial. Ia ulterior purificacidn de esic matorial so efecw
tud mediante cromrtografia fracciomada sobre Scphadex G-50.
El aislamicnto dcl material reprosentado por 1o crosgta mi-
xime [detoceidn dc Polin-Lowry) (RF = 0,21) dib 52 mg de
beta-endorfina altamente purificada (rendimicnto del 19,6%
basado en la resinma de partida).

Sobre cromatografia de capa delgade en n~butanol/
piridina/dcido acético glacial/aguwa (15/10/3/12, v/v), el
material purificado (50 microgrames) did una mancha (detee—
oién do ninhidrinn) con un valor Ry de 0:35. Sobre clectro-
foresis de papel la beta-endorfina sintética (nuestras de
50 microgramos) did una so0la mancha en onbus PH de 37 ¥
659 con valores Ry rospectivos (con respceto & Lys) de 0465
y 0,42, Ia olectrcforesis del material purificado (100 miw
erogramos) tambibn did unn banda simple o pH 4,5 durante 1
hora. Se sometio también una muestra (1 ay) o electroenfo -
gque cn gel de pulincrilamida al 5%. Sclo so observd una ban
da (deteceidn mecianto precipitacidn con dcido tricloroacd-
tico al 12%) con un pI aproximago de 10,0. E1 arflisis deo
aminodcido despuls do hidrolisis did: Lyss,or Hisg g1 AsPg,n:
Thr3,0’ Serz,ly Gluz’l, Prol,l, G1y3’o, Alﬂ2,l: Va%bl.
Metg,gs Ileg,g5s Lou, o9 Tyry o ¥ Pho, . El anflisis dc ami
nodcido despuds de digestidn enzimica completa (primero con
tripsina y cimotripsinn, y lucgo con amino-peptidasa de leu
cinn) aid: Lysy,or Hisy,o» Thr3’2, (Scxrs Asns G:Ln)_,”2 »Glug ,q
Prog g1 G1y3,0: Alaz’l, Valy gy Moty o1 Iley gr Dewy 52Tyry 3
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EJEMPIO 4

Actividad bioldgica do beta-cndorfim

Io actividad agonista opidcon de la beta-endorfi
na natural se determind con el método de Simon y col., Pro.
Nat. Acad. Sei. 70, 1947 (1973) utilizando membranas del
cercbro de cobayo. Lps regultados obtenidos ge rosumen en
la Tabla 4 que siswe:

TARLA 4

Actividad agonicte opifceca de Betas—LRH—(6l-91) mediante

ensayo de liznzdn recéptico

o o s s v e s ot o S
-~ _—== peta o

. Preparacién _ M_,_,(J{?gf%ﬁ) - tme) Ros.p osie”

Normorfina 0s7 0,019 28 ¥ 0,8
750 0,190 70 £ 0,9

Bota ~IPH~(61~91)® 1,0 0,343 60 £ 0,7

10,0 35438 83 % 0,2

R e Gahies e B M e W s S S o A e A ot Wb S - B - g o A A T e W

9Porcentaje do inhibicidn de lignzén csterocspocifica.
Error medio cstandard £ a partir do 4 determimnciones.
b Poteneia rolativa frente a la normorfina, 342% con un
limite de fiabilidad de 300-392 y lambde = 0,044.

De la tabla que precede se aprecin que la beta~
endorfinn ticne ume potente actividad agonista opidcea;
siendo su potencia de 3342 Veces la do la normorfino sobre
unt base molar.

Ia activided lipolitica de la bota—cndorfina na-
tural se compard com la activided de la hormonn do beta-li

potropina ovina en células grases de concjo utilizando el
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procedimiento de Ii y col., Arc];: ]?iochem; Biophys: 169,
(1975)  sos resultados obtenidos se resumen en la Tebla 5.
TABTA 5

Actividaed lipolitica de la hormons de beta=lipotroping y

5. be*ba~endorfina naic__ural _ o
Proparecidn . _Dosis Regnqestaa
Hormona de beta-1ipotropina 0,37 3,242 0
_ 5!71 ot 19
10. beta-endoxrfina natural 1,1 0,66 % 0,28
' 10,0 1,42 & 0,37
Control 0 0,74 + 0,06

a o 'y . 1 4 -
Micromol de produccidn de glicerol por gramo de celulas

15. por hora. Determinaclones por 't::ﬁ.plicado; Valores en error
medio estandard .

. _EJENPIO 5
Andlogo de beta—endorfina andlogo a la secuencis de betgwli=

potropina pqmina

20, ) Se repitid el procedimiento del ejemplo 3 con la
excepcidn de que el segundo aminogeido Boc-Ile se subgbitu-
v6 por Boo-Val pars producir; de este modo, un andlogo de
beta—endorfina con unga gecuencia de aminodcido de la secw—
cién corregpondiente de la beta=lipotropina porcina

o5 H~Ly 16 1y=~G1y-Phe-Met-Thr-Ser-G Lu-Iys S er=G In~-Thr-

Pro-Lou-¥al-Thr-Lou-Phe=Iys-Asn—Ala-Lle=Val-Iys~
-Asn-Ala-—His~Iys-IyS--Gly~Gln;CH: '
_EJENPIO 6

Anglozo de be"cg-;endor:f:‘ig andlozo g la secuencia de beta—
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-lipotroping humena. .
Se repitidé el procedimiento-del ejemplo con le-

excepcidn de que el grupo terminel carboxilico utilizado

es Boc-Glu(Bzl) y Boc-His(Boc) se sustituyd por Boc-Tyr

(oBr-Z) psrs producir de egte modo un enélbgo de bete-eri~

dorfine con une secuencis de aminoscido como sigues
H-Tyth1y&Gly-?he-Mb%-Ehr—Ser#?lu-lys~Sex¢G1n—Thr—
-Pro-Leu-Val-Thr-Leu~Phe~Lys—Agn-Als-Lle~Lle~Lys-
~Agn-ple-Tyr-lyg=-lys-Gly -G lu-CH

que corresponde s ls porcidn de la bete-lipotropine humanas

EJEMPIO 7 _
Formulscidn parenterasl

Se subdividid uns solucidn egtebilizede de bete-
endorfing en sgus destilade en smpollams o vigles estériles
en une centided que proporcionsrs 50 mg de péptido por viel.
Luego se sometieron los contenedores a liofilizecidn pers
proporcioner el producto en forme de un sdlido esteril seco,
La bets-endorfing puede reconstituirse pere inyeccién
mediente lg sdicién de solucidn ssline isotdnica.

RBLVIND.IC ACLONES

Degcrito el objeto del presaente invento se decla-
ren nueves y de propis invencidn les siguientes reivindi-
ceciones con priorided de la golicitud de patente nor-
tesmericens ndim. 667.T47 del 17 de Merzo de 1976,

1. Un procedimiento pers ls preperscidn de hen-
triecontapéptidos, de le secuencis general

H-Try-Gly-Gly-FPhe-Met-Thr-Ser-Glu-Iys-Ser-Gln-Thr-
~Pro-leu-Val-Thr-Len-Phe-Iys-Asn-Ale-Lle-B -Iys- I
—Asn-Ala-Rz-Lys-Iys-Gly—R3-0H
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en donde
gl eg Lle § Val;
R2 eg Hig 9 Tyr y
R} e¢ Gln o Glu,
5.  oceracterizado porqie egencislmente comprende gisler el

citedo éompuesto e pertir de fuentes nsturales que in-
cluyen la pituiteris de los ovinos por métodos conoci~
dos en el arte, cuya reslizacidn se conduce preferente-
mente sometiendo las pi%uitarias de camello completss
10: a un tretemiento de extraécién con acetona écids pere
obtener ls froccidn D, y el extrecto resultente se cro-
matogreflie sobre unes columns de carboximetilcelulosas do
donde ge separa el componente N, el cusl finalmente »se
purifice por filtrecidn sobre gel de donde se separs le
15. fraceidén V que une vez liofilizade se depurs ultericrmen-
te por electroforesis prepsrstive sobre papel, pere obtener
el hentriscontapéptido de ls gecuencie
H-Tyr-Gly-Gly-Phe~-Met-Thr-Ser-Glu~-Lys-Ser-Gln-
Thr-Pro-Leu-Vgl-Thr~leu-Phe-Lys-Asn-Alg-Lle-Lle~-
20. Lys-Asn=Aln-Hig~lys=~Lys-G1ly-G1ln-0H.
2, Un procedimiento psra ls preparscidn de
hentriscontapéptidos.
Segln se describe y reivindice en le preaente
memoris descriptive que conste de 21 pégines foliadss y

25, escrites a méquina por una sole de sus cerss.

¥e
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