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MEMORTA TESCRIPTIVA

El presente invento se refiere a hentriaconta -
péptidos é_t_ze tienen la secuencia
H-Tyr—Gly-Phe-Met—Thr;Ser-Glu-I.ys-Ser—Gln-Th:cb
Pro-Leu—Val-Thr—Leu—Phe—I:ys—Asn—AJ.a-D.e—Rl—Inys-Asn I
Ala-R2-Lys-Lys-Gly-R3-OH
en dende ' ,
' Rl es Ile o Valj
R2 es His o Tyr y
g3 es Gln o Glu,
especialmente a un hentriacontapéptido de la secuencia
H-Tyr—-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu~Lys--Ser—Glo-
Thr-Pro-Leu-Val~Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala-Tle—- Ia
wIle~Lys—-Asn—Ala-His-Lys—~Lys-Gly-Gln-0H
y & un procedimiento para su preparacién.
Por oonvenienoié el hentriacontapéptido de la
secuencia Ia se denominard a continuzcidn beta—-endorfina.
‘E1 procedimiento para 1a preparacién de los hen-
triacontapéptidos de la secuencia I se caracteriza por
a) aislar un compuesto de esta indole de fuentes natura-
lesutilizando procedimientos bien concoidos en el ar-
te 0

b) sintetizar un compuesto de esta indole utilizando sin
teis de péptidos de fase sbdlida convencional.

"El aislamiento de la bete-endorfina de las fuen-
tes naturales puede llovarse 2 cabo utilizendo procedimien
tds bien conocidds en el arte. las fuentes maturales pre -~
feridas para este material incluyen las glindulas pituita-

rias ovinasy de preferencia las pituitarias del camello.
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Asi pues, por ejemplos se someten pituitarias de eamello
completas & extraceidn de acetona doide para obtener la
fraceidén D quey & su vezs se cromatografisa sobre una colum
ra de carboximetil-~celulosa para proporcionar el componen—
te N tal como so describe por Li y col., Biochemistry 14,
947 (1975). Ia prrificmoidén del componente N se lleva a
cabo utilizando procedimientos de filtracidn de gel y elec
troforesiss de por si conocidoss; para obtencr la beta-endo
fina deseada.

Lo ideatificacidn del contenido aminodcido y la
secuencia de bota-endorfina a partir de fuontes naturales
puede obtencrse modiante digostidén enzimétics de 12 beta-
endorfina deriveda del compomenmte N purificado wtilizando
digestidén de tripsins y subtilsina dc forme convencional.
Iuego se cartogrefian los digeridos mediantc cromatografia
seguida de cleetruforesis de alta tensibén. Después del re—
volado de las manchas con ninhidrinz y olucibns se encuen=-
tra quo la digostién de tripsina producc onco manchas mien
tras que la digestidn de subtilsinz a4 dioz manchas. Se
eiuyen las manches y se detormina el contonido de aminodcl
dos medientc un annlizador automdtico, micnircs que la sc-
cuoncia de aminofcido so detormina medianic ol procedimien
%o dansyl-Bdmon. Ia utilizaoibén de cstos proccdimientos
dotermina que la beta-endorfina es un hentriacontapéphtido
que ticne un contenido de eminodcidos y sccucncia tal co-
mo so ha expucsto anteriormente.

Ia sintosis do bete—ondorfina pucde llevarse a
oabo utilizando téonicas do fasc sblida bicn conocidas

ahora en el arte. En un procedimiento proferido la gluta-
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mina amino proteglda, gque represcnta el grupo -COOH tormi-
nal de la bete—ondorfina, se acopla o una resing de sintesis
peptidica de fasc sdlida convoncional tal como bencidrila-
nina-poliestirenc roticulado con divinil-benceno al 1-2%.
Lucgo se separa scelectivamento el grupo amino protoector utli
lizande un roactivo epropiado cuye natureloza dependerd del

grupo protector utilizado. En wna modalidad prefeorida se

‘wtiliza el grupo t~butiloxi-carbonilieo (Boc) para la pro-

teccibn del grupo aminico y el 4cido itrifluorocacético al
50% en cloruro de metileno es ¢l agentc dosproiector scleco
tivo. '

Despuls do la desproteccidn, sc trata la gluta-
mina-rosina con glicinao amino protegidas; do proferencia
N-Boc-glicinn, més preforcntemente como el anhidrido simé-
trico proformedo de N~Boe-glieina en forme de por si cono-
cida para formor un onlaco peptidico enire el grupo amini-

co libre dol rodical glutaminico y el spupo carboxilico de

.glicina.

Bl ciclo de dosprotoccion y acoplamiento con los
anhidridos sinétricos proformados de aminobcidos protogi-
dos sc repitc lucgo con los aminofcidos rcstantes en ol
orden de sacucnciza de bota-cndorfina. Algunos do los amino
4deidos requieren grupos de bloguco de cadens lateral ade-
mis dec la proteccidn alfa-amino. Estos aminodcidos y los
grupos dc bloguco utilizados son los siguicntes @

Glu(0Bzl) s Ser(Bzl)s ILys(oBr27) Tyr(oBr—Z) ¢ His(Boc)
en donde oBr-Z e¢s orto bromo~benciloxicarbonilo,
Bzl cg benecilo y

Boc tionc el significado antes indiecado.
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El ocompletado de la sintesis proporciona el si —
guiento hentriccontapéptido protegido acoplad & la rosina
copolimérica de cstireno-divinilbonoenos
Boe-Tyr( oBr-7) -Gly=-Gly-Fhe-Met~Thr-Sor(Bzl)-Glu(0Bzl)-
Iys(oBr~2Z)=Scr(Bzl) ~Gln-Thr-Pro=Lou~Val-Thr—Lou~Fhe-
~Lys(0Br~2)-Asn-Ala~Ile-Ile-Lys(oBr-2)-Asn-Ala-His
(Boc)~Lys(on»z)-Lys-(oBr-z)-Gly-Gln-@

en donde
0Br-Zy Bzl y Boc tienen el significad antes indica-
do y es el copolimero de ostircno-divinilbencono
al 1%.

El desacuplamiento del péptido do la resina se
lleva o cabo medicntec tratamiento con fluoruro de hidrégeno
liquido con disociccidn concomitante de todus log grupos
protectores para produolr lo beta-cndorfinn doscada.

A postr de que la beta-cndorfina ticno la secuen=—
cia dc aminodcidos del residuo 61-91 de 1a hormona de beta—
lipotropina, la activided lipolitica de 1o beta-ondorfina
es" muy baja en comparceibn con la hormonn completa. Sin om~
bargos la beta-ondorfina tienc notable actividad agonista
opibcea y es Gtil, por consiguiontc, como un potonte agonte
analgbsico no adictivo. Ia beta-endorfing sintétice y matural
tiene propiedades fisicas y biolbgicas idénticas.

Los andlogos de la beta-enforfina que se definen
por medio de la secucncia I corresponden a la secuencia de
aminodcidos que se encuentra en la beta-lipotropina corres-—
pondiente de la hormona porcina y humana. Estos se preparan,
convenientemente, siguiendo la sintesis de péptidos de fase

g6lide convencional en analogia & la descrita para la beta-
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enforfine mediente sustitucién del aminodeido alternativo
apropiado en esta sintesis.

"Los oompuestos del presente invento pueden utili-
zarse como medicamentos en forma de preparados farmacéuti -
cos con liberaciln directa o retardada del ingrediente acti
vo que los contcngen en asociacién con un material de vehi-
culo farmacéutico ccumpatible. Este material de vehiculo pue
de ser un material de vehiculo inerte orginico apropiado pa
ra aplicacibn enteral, percuténea o parentoral tal como
aguas; gelatina, goma ardbiga, lactosa, almiddn, estearato
de magnesioy talco, aceites vegeteles, polialguilenglicoles,
vaselina, etc. Los preparados farmacéuiicos pueden adoptar
forma s6lida (por ejemplo de pastillas, grageas; suposito-
rios o odpsulas), forma semisélida (por ejemplo pomadas) o
forma liguida (por cjemplo de solucioness suspensiones o
cnulsiones). En caso necesario los preparados farmecéuticos
pueden esteorilizarse y/o contener substencias coadyuvantes
talos como conservcdores, estabilizantess agentes humectan-
tes o emulgentcss sales para variar la prosibn osmética o
substancias que actucn como amortiguadorcs.

En 6l caso de preparados farmacéuticos pera admi-
nistracidén sistémica pueden administrorsc de unos 5 a 750
mg/kg de un ocompuesto del invento.

Los preparados farmacéuticos puecden prepararse en
forma de por si conocida mezclando un cowpuesto del invento
con materiales de vehiculos sblidos y/o liquidos atodxicos
que sean usucles en log preparados farmacéuticos y que sean
epropiedos pura la administracién terapcfhtice (por ejemplo

aguellos materiales de vehiculos antos citados) y» si se de~
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ged, transformar la mezola en la formn do dosificacibén far-
macéutica deseada.

EIEMPIO_1
Aiglamiento do beto-ondorfina ratural

Segin ¢l procedimiento de Ii y col.; Biochomistry
14, 947 (1975) sc oxtrajo con acetona dcida un totel de
500 gléndulag pituitarias de camello complctas pPara propor-
cionar la fracecibn D. Ia cromatografin do la fraccidn D so-
bre una columnz Go carboximetil celulosa dibd 66 mg. del com
ponente N cuya cantidad se sometid a filtracibn de gel so-
bre una columna Sephadex G-25 (fina) en dcido acético 0,1
H. Se obtuvieron sois fracciones con los rcndimientos ol-
guientes despubs de liofilizacibne

Az10 mg; BT mgi C-ll mg; D13 mg; B2 mg y BT wg.

Ia froceidén C se purificd wltoriormentc mediante
cloctroforesis preparativa sobre papel Whaitman ne 3 MM en
tampén do piridinc-fcido acético de pH 357 [piridina-HOAc-
Ho0 = 4/40/1150 (v/v)] durantc 2 horas o 400 V.Ia banda
principal se oluyd con fcido acdtico 0,1 W y so liofilizé
para obtener Ts5 wg de producto puro. El anflisis del NHZ-
terminal do estc matorial did solo tirosina como el grupo
terminal,

El anflisi=z de aminodcido se¢ llevl a ocabo sobro
wo muestra del producto puro segin Spackman y col.s &nal.
Chem. 30, 1190 (1958), utilizando un amalizador automitico,
Lo composicifn de aminodcido resultante de oste producto se
oxpono cn la Tabla I. .

La ausencic de triptofan so determind modiante la

prucha de color sobrc papel seghn ol proccdimicnto de Smiths
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Nature 171, 43 (1953).

_TAIA I
Composicién de aminodeido del componentc Peptigieo N-froc
cibn G
' A partir do hidro i do
Aminoficido ligados écidosd_%:‘* ﬁfﬁﬁﬁ;ﬁnﬁ?ﬂ
 Lisima 591 5
Histidine 059 1
Acido aspériioco 2,0 2P
Proonins 32 3
Serim 116 2
Acido glutdmico 227 3¢
Prolina 07 1
Glicina 392 3
Alanine, 1,7 2
Valina 0,9 1
NMetionira 0,6 1
Isoleucima 1,08 2
“Teucina 7 2,0 2
Pirosina 0,9 1
Fenilalanina 159 2

- ——.

2 Ia hidrélisis doide sc llevd o cabo durante 24 horas &
1102 con HOL 6 M

b pog asparagina.

¢ suma de un deido glutdmico y dos glutamina,

a 72 horas de hidrélisis reveld la proscncio.. do dos rosi-

duos.
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EJENPIO 2

e 1 o eI

Doterminacién do estructura de la_beta~endorfina natural

—— —

So efcetuaron digestiones cnziméticas del produc
to del cjemplo 1 con 1 mg de péptido y 0,02 ng de tripsina
¥y 0,05 mg de subtilsina en tampon de pH 8:0 (acctato amb-
nico 0,2 M) a 37°C durante 8 horas on ¢l oaso de 1o trip-
sina y 1 horo para la subtilgina. Ios dijeridus se carto-
grafiaron mediante cromatografia de pepel [butanol/dcido |
acético/agua = 4/1/5 (v/v)] y subsiguienic oloctroforcsis
de alta toneifn a pH 2,0 [dcido férmico (83%)dcido acbti-~
co/agua = 218/63/719 (v/v)] durante 1 horn y media a 200 V.
Los mapas se rucizron con ninhidrina al 1% on solucién cta
nblica y so dojaron rovelar en la obscuridnd durante 20
horas. Ias manches so rccortaron y cluycron con solucidn
do hidréxido ambnico 0,1 N. Se secaron los oluntos en el
dosecador pora aminofcido y anflisis de sccucncia. E1l anf-
lisis de aminofeido so llovd a cabo sogin Spackman y col.
antes citado. Io socucncia de aminodcido do los péptidos
8o determiné scghn ¢l procodimicnto Edmon tal como descri~
be Ii y col.s Arch. Biochem. Biophys. 141, 705 (1970). Ia
detorminacibén do 4sp/Asn y Glu/Gln so dedujo & partir de
1o mobilidad sobre elcotroforesis de pxziﬁgol a pH 6,7 seghn
Offords Naturo 211, 591 (1966). Ios rosultados se¢ rosumon
cn las Tablag 2 y 3 quec siguen.

=
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_TZABIA 2

2 y residuo anino-~torminal do

Composicidn de aminodeido
péptidos tripticos y do subtilisine a partir del componen-—

te K—-fmccién ¢

5 . = ] =z = '—.........':: _______
Amino Péptidos tripticos Péptidos de
dcido subtilisina

] '.'L‘_:_L_~ 73 I5 76 i} 738 “~_T9 .51 S_9___
Iys 2,2 1,1 0,9 1,0 1,0 1,0  L,1 1,0
I_'Iis 0,9 1,0
10 ASP 1,0 0,6 0, 8 1,0
) Thy 1,1 2,1 1,0
Scr 1,0 0,8 1,1
Glu 1,1 1,0 1,0 1,2 1,8
Pxro 038 lpl
Gly 1,0 045 250
15.
Ala, 1.0 0 ) 8 l’l 0 I} 8
Val ’ l,o
Met 0,8
Ile 2,0 2.0
Tou 222 1,0
20. _
Iyr 046
Phe 1,0 0©s9
NHZ- ' .
(tofm.)Asn  4Asn Lys Gly A4sn Tyr Sor Iys Glu
25 & Rosultados o partir do hidrolizades de HCL 6 N a 1102C du -

ranto 24 horas excepto para T7 y S7 quo sc hidrolizan duran

te 72 horas.
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TABLA 3

D TR~

Andlisis do sccuoncia sobre derivados dc péptido triptico

a partir del componente N-fraccibn ¢

—— e T s st e o et
— —— ——

__Péptidos® Sceuencial
8 - Tyz\'-Glz-GlX-Phg-Mo'E-my_?&x:-(;lt\a.-bys
19 Ser—Gln-Thr~Pro-leu~Val=Thr-Lou-Phe~Lys
- — o, S Y L -~ N ~ o~ .
7 Asn-Ala-Te-Tle-Lys
13 oy fsg-lys
T5 Lys-Ely-Tn
6 sly-gl

@véage 1o Tabla 2 para andlisis do aminodcido
bwv sy procedimicnto dansyl-~Edman

Ic sccucncia de la beta-enduorfin: se deriva del
Jucgo de datos cxzpuesto on la Toble I del ojemplo 1 y las
Tablas 2 y 3 dc osto cjemplo. Segfin sc expone en la Tabla

1y la arginine, cistina y triptofan estdn ausontos dol

componente N-fraccidn C. En adicibn, oste material tionc
s0lo w1 residuo cada uno de histidinn, decido glutémico,
valina, motionina y $irosina. Debido a que el radicel NHo-
terminal os tirosino, el péptido triptioo T8 dobo situwar—
sc en ol NIy~fimal. A partir de los datos del aminodeido
y NHy-terninal dol péptido do subtilsinn S9 (tabla 2) cs
ovidonto quc T8 ostéd enlazado & T9. Do modo andlogo, ST
Puede proporciomar el traglapo pure 19 y TT.

El péptido T6 ticnc la glutamina do COOH-tormi



5.

10.

15,

'20,

2.

- 12 -

nal y no 1i§ina; pudiendo considerarse situgdo en el _(_3001{;-
£inal. E1l péptido 75 indica la probalidad de un enlace
Lys-Iys y este viene confimmado por Tl y !I.‘3 ('tab.l'&s 2y 3);
El péptido Tl sirve también para enlazar T3' y TSQI.:Asi pues;
puede conclulrse que 1lg o:cgenizacion de los pep‘b:.aos tnpt:.—

-

g0y 65 COWO Bigue: T8 weme—m— 09 17 it 13 75

¥ la secuencia de a.minoacido complets, del componen'te N-fzac-—'
cién C (be’ba-endozfina) es 'hal como se ha. expuesto an'her:t.oz'-

mente en la de:scripcion para el nen‘anacon'bapep’sz.do.

. EEIPIOS.
S:.ntes:.g de fage sblida de betg-endoxfing
) Rosing e Nalfac-Boe-gﬁg—bggoilﬁgy_ggﬂ Lutemil
hbenciidzﬁ.;_e,m_;_n__a,‘ i
/Bl enlace de alfa-bencil-N&T& g butiloxicarbonil

—slutamgto a la resina de bencidrilamina se efectud poxr me-
dio de su_enhidrido simétrico. Se neutralizd una muestra
(2,5 g) c}fi regina de clorhidrato de bencidrilaming contew
niendo 0,38 mmol de smina libre por & con diisoprop:‘:}e'bil;
aming al 5% (DIEA) en CHCl, ¥ luego se $rato con 3 equi}{g;
lentes del enhfdrido simétrico en CH Cljdurante 45 minutos.
Iuego se ediolonaron 5 cc de DIEA al 5% en CHC1, seguido
de un tilempo de reaceidn adicional de 10 minutos. Ia reac-
cibn se terminé mediante filtracién y lavedos con ‘tres _por;—
clones ~de 30 cec de CHZCJZy tres porciones de 30 cc de eta-
nol abgoluto. Después del retratamiento de la resina con
la misma oentided de anhidrido simétrico, se secé en vacio
gobre 1’205 durante 1 hora. El completado de la reaccién se
verificéd mediante la prueba de Gisin. Después de la hid rd—
lisis de ung muestra en dcido proplémico/HCL 12 N, el snd-
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lisig de aminodeido d4ié un méximo correspondiente a 0123
mol de +‘1n por o (aisociacién al 68%). Is identificaclén
del producto HP-disociado como glutamina se confimé median-
te cromatqgrafia de capa delgada en l-butenol/dcido acéti-
co/hgug (4§l§l vi) y libutanol/biriding/écido acético/agua
(6/6/1,2/4,6,v /). ;

Avhidridos simétricos de deidos Boc-mminicog

Ia rveaccién de dcidos Boc-aminicos con N,N!'-diciclo

hexilcarbodiimida (peer) e 1levé a cabo como sigue: se enw
£rié a 08C 1,9 muol de feido Boceamfnico en 6 cc de oloruro
de metileno y se mezelé con 1,6 cc de DCCL 0,6 M en cloruro
de metileno. Despuds de sgitarse durente 20 minwbos a O%C
se separd el precipitado en diciclohexilures mediente file
tracién a 259C y se lavd con 2;4 co de cloxuro de metileno.
El £iltredo se wtilizé inmedistemente para la reaccién de
acoplamiento. o

le_bencidzil betamond orfi tezida.

_Ia reging que acaba de describirse se sometid al

proceso de sintesls slgulente: o )

= (1) ‘Iavado con tres porciones de 15 cc de cloru-
ro de metileno, (2) separaclén del grupo.Boc con dcido tri-
£luoroacético al 50% en cloruro de metileno durante 15 minu-
tos; (3) lavado con dos porclones de 15 cc de cloruro de e~
tileno; (4) lavado con dos porciones de 15 cc de dioxano al
50% en cloruro de metileno; (5) lavado con dos porciones de
15 co de cloruro de metileno; (6) cinco minutos de neuwtrgliw
zacién con 15 co de diisopropiletilemina el 5% en cloruro de
metileno; (7) levado con seis porclones de 15 cc de oloruro
de metileno; (8) adicién de la solucidn de anhidrido simébri-
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co proformado dc &cido Boc-aminico y sacudimionto durante
30 minutos; (9) adicidn de 0,20 equivalonics do diisopropil
etilamina al 5% en cloruro de metileno y sacudimiento durar
te otros 20 minutog; (10) lavado con tres porciones de 15
cc de cloruro de metilenos y (11) lavado con tres porciones

de 15 c¢ de otanol absoluto. El ciclo anterior sc repitid

- para los aminodcidos N protegidos siguicnics:

Boe-Gly
Boe=Lys(oBr—2) -
Boc~Lys(oBr—2)
Boc-His(Boc)
Boe~-Ala
Boc-Asn
Boc-Lys(0Br~2Z) '
Boce-Ilo

Boc--Ile

Boe~Ala

Boc—Asn%

Boc-Lys(0Br-2)

Boe~Phe

Boe-TLow'

Boc~Thr

Boe-Val

Boe-Icu

Boc~Pro

Boc~-Thr

Boc-Gln

Boc-Sor(Bzl)

Boc~Lys(oBr-2)
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Boc~Glu(0Bzl)
Boc~Sor(Bzl)
Boc-Thy
Boc~lMot
Boce~Fho
Boc~Gly
Boé—Gly
Boe~Tyr(oBr-2)
¢ - Después de 1a intrcduccidn de Asn sc sood la resina
poptidica (rcndimiento de 4,7 g) y se scparbd una parte
alicuota (400 mg). Luegd sc gometid ol resto de la re-
sina peptidice al mismo proceso para lo incorporacidn
de los residuog restantes con dos excepciones. Se uti~
lizaron dos tratamientos con DIEA al 5% cn cloruro do
metileno para la ncutralizacidn y pare la segunda cta—
pa de acoplamicntos do anhidrido se adidond trifluoro-
etanol & una concontracién del 20%.
Bota-endorfia
| Se sometid una muostra (0s6 g) de la resina beta-
-ondorfina protesida a ctapas de desprotocoibn y neutraliza
cifn para separcr cl grupo Boc. Iuego so agitd la resima se

ca en presencia do 1,8 cc de anisol y 15 cc do HF 1liquido

_a 020 durantc 1 hora. Se separd el HF con una corriente de

nitrégeno y se lavd el residuo olecoso con dug porciones

de 15 cc de acetato Go ebilo. Se oxtrejo cl pdptido do la

rcsina con tres poroioncs de 15 ce de deido 2cético al 50%
¥ so ovaporaron los filtrados cambinndos en vacio hasta vo

lumen reducido (3 & 5 cc) y se sometiorun & filtracién de

gel sobre Sophodox G-10 (columma do 2 x 25 om) on deido



acético 0,5N. Sc detectd una cresta (doicceidn do 280 nm) ¥
la liofilizacidn aid 110 mg. Iucgo se sometid este material
a cromatografis so’qro carboximetileeluloga. El aislamicnto
de la cresta méxima (detcceidn de 280 na) did 66 mg de ma—
5. terial. Ia uwlterior purificacidn de esto matorial se ofec-
tud mediante cromrtografia fraccionada sobru Sophadex G-50.
_El aiglamicnto del material representado por la crosta mé-
xima [deteceibn éo Folin-Towryl (Rp = 0,21) dib 52 mg de
beta~endorfina altamente purificada (rendimicnto del 19:6%
10. basado en la resina de partida).

Sobre cromatografia de cmpa delgnde cn n~butanol/
piridine/dcido acbtico glacial/agwa (15/10/3/12; v/v), el
material purificado (50 microgrames) dié uno mancha (detec~
cién de ninhidrimn) con un valor Rp de 0535. Sobre clectro-

15. foresis de papel la beta-endorfina sintético (muestras de
50 microgramos) dibé uma sola mancha en onbus pH de 397y
659 con valorcs Rp respeetivos (con respceto & Lys) de 0,65
y 0,42, Ia olectrcfuresis del material purificado (100 mi-
crogramos) también did unn banda simple a pH 4,5 durante 1

20. hora. Sc sometio tambiln uma muestra (1 mg) o electroenfo -~
que en gel de policerilamida al 5%. Solo se observd una ban
da (deteccidn modianto precipitacidn con dcido tricloroacé-
tico al 12%) con un pI aproximado de 10,0. El arflisis do
aminodcido despuds de hidrolisis aid: Lysg,ns Hisg,ge Asps, o

25. Thr3’0, Serz,l, Gluz,l’ Proq qs G1y3’0, Ala2:l’ Val q»
Motg,qr Tleg,5s Loy o0 Tyry o ¥ Phe, ,. E1 andlisis de ami
nodcido despuds dc digestibén enzimica completa (primero con
tripsina y cimotripsinns y luogo con amino~peptidnsa de leu
cinn) @i6: Lys3,gr Hisy o Thry o (Soxs Asn Gln)3,2 2 Glug ,-
Proy, g1 G¥3,0° Ma, 41 Valy or Mety o ey, g0 Touy 0Tyry,
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EIEMPIO_4

Actividad biolbgica do bota-endorfim

La actividad agonista opideca de la beta-ondorfi
na natural se doterming oon el método de Simon y col.s Pro.
Nat» Acad. Sei. 70, 1947 (1973) utilizendo membranas del
cercbro de cobayo. Lps regultados obtenidos so rosumen en
la Tabla 4 que sizuo:

IABIA 4

Actividad agonista opificoa de Betas~LPH-(61—9l) mediante

ensayo de limnzbn recéptico

S ot — o
- — —

Y-

Normorfina 0,7 0,019 28 * 0,8
750 0,190 170 *0,9

Bota, ~IPH-(61~91)P 1,0 0,343 60 £ 0,7

10,0 32438 83 % 0,2

e ge mn g B Y Sk am e - s A ot A e st e ?

Sporcentaje do inhibieidn do ligazbén csterocspocifica.

Epror medio ostandard X a partir do 4 determinnciones.

b Potoncia relative frente a la normorfinn; 342% con un
limito de fiabilidad de 300-392 y lambda = 03044.

Dec la tabla que preceede se apreeia que la beta-
endorfind ticne uma potente actividad agonista opificea;
siendo su potenecia do 3542 Yeces la do la normoréinn sobre
una base molar. ’

La actividad lipolitica do la botﬂ»éndorfina na-
tural se compard con la sctividad de 1a horuona do géta~;§

potropina ovina en cdlulas grosas de conejo utilizando ol



»”

procedimiento de Ii y col., Arch, Biochem Biophys. 169,
(1975)" 1os vesultados obtenidos se resumen en la Tabla 5.
TABIA 5

Actividad lipolitica de la hoxmona de beta-lipotropina y

5 oo DSterendoxfing mabural L R
'_...Exs@.p.&mi.én.' : - Dosis Bogp nesta® o
“"Hormonsg, aé"'beta-lipo*cfobim o;37 © 3,24 x0

| ‘ 5,71 £ 19
10, bete-endorfina nituvel 1,1 0,66 0,28
' ' ) 10“;0 1,42 £ 0,37
Control 0 0,74 * 0,06

obrrend PN PP

a T T -
Micxromol demproducoién de glicerol pox gramo de células
15, pox hoija; Determinaciones poxr +triplicedo. Valores en error

_ medio estendaxd j;:
' EJEMPIO 5

- o "

Andlogo de beta—sniorfina snilozo a la secuencia de beba-li-

potropioa porcing

-

Se repltid el procedimiento del ejemplo 3 con la

-

excepcidn de que el segundo z’mirgoégido Boer-Ile se subs‘lfi'_izﬁ—
yé pox-Boc=Val péra 'produ.ci:c, de este modo, ‘un anéldé_g de
beta-endorfina con uné_secuer}cia de eminoscido de la sec—
olén correspondiente de la be‘caflipotropina ‘porclna
o5, H-Tyn-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Iys-Ser-G1n-Thr-
Pro;m-euéfal;mhzuzeu—Phe-Iys;Asn;Ala-I1e-Va1-I-ys-
~Agn-Alg—Hig-Iys-Iys G ly-G1n—CH, '
i EJEMPIO 6

(4

Andlozo do betg-;endoxm"ina andlozo g la gecuencis de betas



e

.5.

- 10,

15.

-19 - . ;

~lipotroping humsng.
’ Se repitidé el procedimiento deil ejemplo con ls

excepcidn de qué el grupo teminsl carboxilico utilizedo es

Boe~G1lu(Bzl) y Boc-His(Boc) se sustituyé por Boe-Tyr(oBr-%Z)

pere producir de este modo un endlogo de bets-endorfina

con uns secuencip de emtnoécido como sigue: .
H-Tyr-Gly-Gly~Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Iys-Ser-Gln-Thr-
 -Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Iys-Asn-Ale~[le-L1le~Lya~
-Asn-Alp~Tyr-Iys-Tys-G1ly -G lu~CH

que coizesponde 8 la pdfcién de ls beta-lipetropina humgne.

_BIEWIO 7 o

Formulacidn pg;engemi '

Se subdividié une solucién estebilizeds de bets-
endoxrfing en sgis destilads en gmpollss o visles estériles
en une cénti_dad gque proporcionera 50 rg de péptido por viel,
Luego se sometieron los contenedores o liofilizecion pers
proporciqnar él'producto en forms de un sdélido esteril
gseco., Ig betn-endorfine puede reconstituirse pers inyec-
cién mediente la edicién de solucién seline isotdnice.

RELVINDICACLONES |

Degerito el objeto del.presente_iqvento se decle-
ren nueves y de propis invencidn lesg sigﬁientes relvindicg~
clones como divisioneles de la petente de invencidn n®
456,901, del 16 de Marzo de 1976, con priorided de ls so-
licitud de petente nortesmericens nim. 667.747 de 17 de
merzo de 1976, ,

1. Un procedimiento pere ls preperscién de hen-
triscontapéptidos, de lg secuencig
H-Pyr-G1y-Gly-Phe-Met~Phr-Ser-G lu-Iys~-Ser-G1n-Thr—



S5e

10. -

15.

20,

JPro-IeuJVal—mhr-leu-Phe—Iys-Asn—ﬂlalea—Rl~Iys-
-Asn-hla—R2-Iys-Lys-G1ly-R3—CH
: i

en donde

R; es L[le o0 Vel;
R2 es Hig o Tyr ¥y
R3 es Gln 0 Glu,

carascterizado porque en su reslizecidn comprende sinte-

.tizer un compuesto de ests Lndole segln le técnice con-

‘vencionsl de sintesis en fese sdlids de péptidos, pre-

ferentemente por scoplemiento en une primera eteps & une

resing de sintesis del tipo copolfmero de estireno-vi-

vinilbenceno, pere formerel péptido protegido de la £ér-

mule

Boe-Tyr~(oBr—2)-G1ly-Gly-Phe-Net-Thr-Ser(Bzl)-Glu(0Bzl) -~
~Iys (0Br-2)-Ser(Bz1)~Gln-Thr-Pro-Leu-Vel-Thr-Leu-Phe-
~Iys(oBz-%)-Asn-Ala-Lle-Lle-Lys(oBr-%)-Asn-Ale-His(Boc)

~Iyg(oBr-2)-Iys( oBr—Z)-Gly-Gln-@' 1Te
en donde .
dBrvz es o-bromobenciloxicerbonilo;
Bzl es bencilo;
Boc es t-butiloxicarbonilo y

®

es un resins copolimérica de estireno-

-divinil-henceno ,

en el cuel ge desecople el péptido de la resine copolimé~

rica mediente tratemiento con fluoruro de hidrdgeno li-.

quido, con diseciscidén concomitente de todos los grupos

protectores peptidicos.

2. Un procedimiento psre la preperecién de hen-

triscontepéptidos.

Segln ge describe y reivindice en la presente
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memoris descriptive que conste de 21 pAgince foliedes y
escritns @ méquine por une sole de sus caras.y
Medrid, s &1 MR 178
" PeBe

JAIME ISERN
pp

wrmde: JESUS PICAZO
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