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(54) Analogifremgangsmade til isolering af en endogen, anorexogen substans, kaldet satietin.

neutral vandig oplosning indeholdende mindst 0, 1% salt, for-
trinsvis NaCl, inddampning af de biologisk aktive fraktioner,
oplgsning af remanensen i vand, yderligere adskillelse pd

en gel med ovennavnte hulrumsvolumen, fraktioneret eluering
med destilleret vand og, om gnsket efter yderligere chromato-
grafisk rensning, frysete¢rring.

(56) Fremdragne publikationer

Satietin udmerker sig ved en stor evne til at inhi-
bere fudeindtagelse, f.eks. inhibervs optagelsen pi rotter,
(57) Sammendrag: der ikke har flet fode i 96 timer, uden at denne virkning
er ledsaget af depressive eller stimulerende virkninger.
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Anorexogen substans, kaldet satietin, med selektiv
inhiberende virkning pd fgdeindtagelsens centralregulering.

Satietin er et hvidt glycopeptid, hvis hydrolysat inde-
holder 60-61% aminosyrer, hvoraf glutaminsyre, asparaginsyre,
lysin og leucin for rides gder, og 10-11%
carbonhydrater, nemlig galactose, glucose, mannose, rhamnose
og arabinose, samt mindre mangder af andre reducerende sub-
stanser. Dét ultraviolette spektrum udviser ingen karakteri-
stiske absorptionsmaksima, men derimod et plateau ved
275-280 nm. Forbindelserne ser ud til at have en molekylvagt
pa under 10.000 ved membranultrafiltrering og ultracentrifu-
gering, men pi over 60.000 ved polyacrylamid-gelelektroforese
og gelchromatografi.

Satietin fremstilles ved filtrering af human- eller
dyreserun gennem et membranfilter, der lader substansen pi
under 50.000 daltons passere, inddampning af filtratet, op-
1gsning af remanensen i vand, adskillelse pid en gel med et
hulrumsvolumen pd under 50.000, fraktioneret eluering med en

fortssttes
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Den foreliggende opfindelse angdr en analogifrem-
gangsmdde til isolering af en endogen, anorexogén substans,
kaldet satietin, med mzthedsvirkning pd fedeindtagelsens
centralregulering. Substansens specifikke virkning skyldes
den selektive inhibering af fedeindtagelsen, og samtidig
har substansen ingen anden virkning p& centralnervesystemet,
der kan hverken iagttages depressiv virkning eller nogen
anden virkning, der inhiberer motorisk aktivitet.

Blandt lagemidlerhe og medicinerne anvendes forst og
fremmest amphetamin-lignende substanser for tiden til redu-
cering af appetit, den anorexogene virkning er slet ikke
specifik, disse forbindelser har ogsd andre ugnskede central-
og perifer-sympathomimetiske eller -serotonergiske virknin-
ger. En yderligere ulempe ved dem er udviklingen af tolerance
over for den anorexogene virkning, hvilket interfererer med
deres effektivitet i betydelig grad. Cholecystokinin, et
formodet mzthedssignal ved modulerende fgdeindtagelse, er
kun af teoretisk interesse, eftersom det har direkte virk-
ninger p& mave- og tarmomradet, og det er et anorexogen af
lav styrke.

Der er sdledes ingen exogen eller endogen, anorexogen
substans til ré8dighed, der selektivt pavirker centralregule-
ringen af fedeindtagelse uden ugnskelige bivirkninger, og
som har en onsket styrke til terapi.

Det er derfor, at den her omhandlede erkendelse, at
der fra human- og dyreplasma kan isoleres en hidtil ukendt
forbindelse, kaldet satietin, der har en selektiv og yderst
sterk virkning som mazthedssignal, idet den inhiberer fedeind-
tagelse hos rotter, der ikke har fdet feode i 96 timer, har
stor betydning ogsd med henblik pa medicinsk behandling af
en hvilken som helst type hyperphagia og ledsagende obesitas.
Opfindelsen har i overensstemmelse hermed til formdl at
tilvejebringe en metode til isolering af satietin fra human-
og dyreplasma. Satietinet synes at have en molekylvagt pé '
over 60.000. I dets hydrolysat kan findes aminosyrer og
carbonhydrater, og blandt aminosyrer foreligger asparagin,
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leucin, glutaminsyre og lysin i den sterste mezngde, threonin,
glycin, cystein, tyrosin, phenylalanin, arginin, histidin,
prolin, serin, alanin, valin, methionin, isoleucin og tryp-
tophan kan findes i mindre mazngde, og hvad angdr carbon-
hydrater, kan glucose, galactose, mannose, rhamnose og ara-
binose findes foruden andre reducerende substanser i mindre
mengde. Identifikationen af dens kemiske struktur er be-
skrevet i detaljer nedenfor. Underse¢gelserne af dens molekyl-
struktur er under udfgrelse. '
Opfindelsens formdl opnds ved den her omhandlede
analogifremgangsmdde, som er karakteriseret ved, at human-
eller dyreserum filtreres gennem et membranfilter, der lader
substansen med en molekylvagt pd under 50.000 dalton passere,
filtratet inddampes til terhed og opleses i vand, der gen-
nemfgres en adskillelse ved gelchromatografi pa en gel med
et hulrumsvolumen p3 under 50.000, elueres fraktioneret med

-en-neutral, vandig oplesning indeholdende mindst 0,1% salt,

de biologisk aktive fraktioner opsamles og inddampes til
torhed, opleses i vand, adskilles yderligere ved gentagen
chromatografi p& en gel med et hulrumsvolumen pd under 50.000
og elueres fraktioneret med destilleret vand, og de biologisk
aktive fraktioner frysetorres. '

Det ferste trin af den her omhandlede fremgangsmide
er ultrafiltreringen af human- og dyreserum gennem et filter}
der lader substansen op til en molekylvagt pad 50.000 passere.
“Amicon UM 10" eller andre membraner af "Amicon"-typen eller
en "Sartorius"-membran med en lignende porestgrrelse kan
anvendes. Erfaringsmzssigt har membraner af typen "Amicon
UM 05", "UM 2", "DM 5", "UM 10", "PM io", "UM 20", "PM 30"
og "XM 30" eller "Sartorius 121 33", %121 34" og "121 36"
vist sig at vare egnede til dette formal.

Membranfiltrering gennemfgres under tryk, fortrinsvis
pad 3 atm, under konstant omrgring. Serummet opdeles i to
fraktioner ved membranfiltreringen. De molekyler, der er
sterre end membranens poresterrelse, skilles fra de mindre.
Ved denne fremgangsmdde fremkommer- dem her omhandlede sub-
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stans, satietinet, overraskende i total mzngde i den frak-
tion, der indeholder substanser med ringe molekylvegt (under
10.000 daltons), til trods for, at filtreringen gennemfores
med et membranfilter, der lader substanser med en molekylvagt
pd under 50.000 passere, samt at satietin som omtalt ovenfor
antages at have eh molekylvegt pa mellem 60.000 og 100.000
dalton. Denne atypiske adfard af den hidtil ukendte substans

er fordelagtig set ud fra den foreliggende opfindelse, fordi
den i vasentlig grad letter fraskillelsen af den hidtil ukendte

substans fra andre substanser, der er tilsvarende store
molekyler. Den hidtil ukendte substans kan sdledes findes i

filtratet fra membranfiltreringen i en 10 - 20 gange sd stor
koncentration i sammenligning med det oprindelige tgrsubstans-
indhold i serummet sammen med andre substanser med meget
mindre molekylvagt.

Den andet trin af fremgangsmdden er oplgsningen i
destilleret vand af den tgrre remanens, der er fremkommet
ved inddampning af filtratet, hvorpd den chromatograferes pa
en gel med et hulrumsvolumen pd ca. 50.000. Med gode resulta-
ter kan der fgrst og fremmest anvendes "Sephadex G-15"-gel og
dernast geler af typen "Bio-Gel G-10", "G-25", G-50", "G-75"
og "Bio-Gel P-2", "P-4", "P-g", "P-10", 'P-30" og "P-60".
S¢jlen elueres med fysioloéisk natriumchloridoplgsning eller
med andre oplgsninger indeholdende mindst 0,1% natriumchlorid
eller et andet salt, der sikrer en neutral pH-verdi. Under
elueringen fremkommer den hidtil ukendte substans i eller
ner hulrumsvoluminet [det er kendt, at ved gelchromatografiske
adskillelser er "hulrumsvoluminet" af gelen et betydnings-
fuldt, karakteristisk trak: alle de molekyler, der ligger nar
ved eller over den ¢vre granse for gelens selektive fraskil-
lelsesvolumen (ved en "Sephadex G-15"-gel er det 1500) eluerer
ner ved hulrumsvoluminet ved elueringsvoluminet, hvilket be-
tyder 25 - 35% af sgjlens volumen], medens de ledsagende sub-
stanser med mindre molekylvegt, der er til stede selv efter
membranfiltrering, fremkommer senere ved stgrre eluerings-
volumen, adskilt i flere spidser. Biologisk aktive fraktioner

opsamles og frysetgrres.
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P& tredje trin af isoleringen fraktioneres denne
tgrre remanens indehbldende den multikoncentrerede, aktive
substans igen ved gelchromatografi. Som resultat af dette trin
kan der opnads et rent, effektivt produkt, der er egnet til
terapeutiske formdl, ved eluering med destilleret vand. Denne
anden chromatografiske rensning gennemfgres ligeledes pad en
spjle med et hulrumsvolumen under 50.000. Den tgrre remanens,
der er fremkommet ved den fgrste fraktionering, oplgses i de-
stilleret vand i den minimale, ngdvendige mengde og adskilles
pa en sgpjle af "Bio-Gel P-30"-gel samt elueres med destille-
ret vand. De biologisk aktive fraktioner opsamles og lyofi-
liseres.

P& denne mide f&s et rent, homogent produkt, men
hvis den elektroforetiske undersggelse af produktet viser til-
stedevarelsen af nogle forureninger, kan den aktive substans
renses yderligere ved chromatografi pd en diethylaminoethyl-
-cellulose-sgjle. Substansen ledes til diethylaminoethyl-
-cellulose-sgjlen i destilleret vandoplgsning, sgjlen vaskes
med destilleret vand, hvorpd den elueres med 0,1 N phosphat-
-puffer-oplgsning (pH-vaerdi 6,5) - 0,1 N phosphat-puffer-op-
lgsning (pH-verdi 6,5) indeholdende 5% NaCl-oplgsningsgradient.
Den rene og biologisk aktive substans elueres fra sgjlen med
0,1 N phosphat-puffer-oplgsning (pH-vardi 6,5) + 0,5 - 0,7%
NaCl, den eluatfraktion, der indeholder den rene substans, lyo-
filiseres, hvorefter substansen afsaltes fra de uorganiske
syrer p& "Bio-Gel P-30"-gel og elueres med destilleret vand.

Homogeniteten af den rene substans kan undersgges
ved elektroforese p& en polyacrylamidgel indeholdende 15%
acrylamid med en pufferoplgsning med en pH-vaerdi pa 4,5 ved
100 V og en strgm pa 4 A pr. rgr.

Den hidtil ukendte substans, satietinet, er en hvid,
bomuldsagtig substans, dens kemiske analyse viser, at det er
et glycopeptid, og efter dets sure hydrolyse kan aminosyrer
og carbonhydrater pdvises. Resultaterne af de undersggelser,
der sigter mod en definition af den kemiske sammensatning og
struktur af satietin, der er udvundet fra humanserum, er an-

givet nedenfor:
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Aminosyre- og saccharid-sammensztningen af produktet

fremkommet ved hydrolyse

Aminosyrer: lysin 6,0%
histidin 1,6%
arginin 3,0%
cystein 2,3%
asparaginsyre 7,0%
threonin 3,1%
glutaminsyre 9,6%
serin 1,7%
prolin 2,2%
glycin 1,2%
alanin 3,8%
valin 3,6%
methionin 1,3%
isoleucin 1,0%
leucin 6,0%
tyrosin 1,8%
phenyl-alanin 3,5%
tryptophan 1,9%

totalt aminosyreindhold 60,6% (vegt/vagt)

I produktet er der 13% reducerende substanser, fgrst

og fremmest carbonhydrater

glucose 2,8%
galactose 2,9%
mannose 2,0%
rhamnose 1,9%
arabinose 1,1%
totalt carbonhydratindhold 10,7% (vaegt/vegt)

Vandindhold: Produktet indeholder ogsd fysisk bundet

vand i en mazngde pa 10%.

Analyse af N-afsluttet sekvens:

Under yderligere undersggelse af produktet anvendes
de gengse metoder til analyse af N-afsluttet remanens, dvs.
med dansylderivater og spaltning med aminopeptidase M-enzym,

og der kan ikke pavises nogen remanens, hvilket betyder til-
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stedevaerelsen af en maskeret N-afsluttet remanens.
Enzymatisk hydrolyse med trypsin
Satietin kan praktisk talt ikke digereres med

trypsin i 1lgbet af 2 timer i en ammonium-hydrogencarbonat-
-puffer med en pH-vardi pa 8,3. Farveintensiteten af de
fremkommende peptid-zoner er svag.

Virkning af carboxymethylering pd strukturen

Satietin, der synes at vare en homogen substans med
en molekylvegt pa ca. 68.000 under polyacrylamidgel-elektro-
forese efter binding af SH-grupperne med bromeddikesyre,
synes at have 4 komponenter i det elektroforetiske billede,

der £3s ved elektroforese med natrium-dodecyl-sulfat: kom-

ponenten med en molekylvegt pd ca. 68.000 er til stede, men
der er en anden med en molekylvagt pa 18.000 og to, lige mo-
bile, men godt adskilte komponenter med en molekylvagt pd
ca. 28.000. .

Virkning af carboxymethylering pd aktiviteten

Satietin mister sin biologiske aktivitet, hvis det
carboxymethyleres med bromeddikesyre.
' UV-spektrum
Det ultraviolette absorptionsspektrum af satietin

viser ikke absorptionsmaksimum, der viser sig et "plateau”
ved ca. 275 ~- 280, der kan vare et karakteristisk' trazk for
protein-peptid. Absorptionsspektret er illustreret i fig. 2.
Molekylvagt
Det interessante, karakteristiske trazk ved satietin

er dets ovenfor omtalte, sarlige adfard under de forskellige

malinger af molekylvagten: - -

1) Under ultrafiltrering pd membran ser det ud til at have
en molekylvagt pa under 10.000.

2) Ved gelchromatografisk undersggelse ser det ud til at
have en molekylvagt p& over 40.000, mellem 60.000 og
100.000. '

3) Ved polyacrylamid-gel-elektroforese gar det parallelt
sammen med molekyler med en molekylvagt mellem 65.000
og 68.000.
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4) Ved ultracentrifugering ser det ud til at have en mole-
kylvegt pad under 10.000.

Den hidtil ukendte substans, der kan fremstilles
ved den her omhandlede fremgangsmdde, kan ikke alene udvin-
des fra humanserum, men serummet fra forskellige dyr kan
ogs& anvendes. Selv om de substanser, der er opnédet fra se-
rummet fra forskellige pattedyr, sasom kvag, hunde, katte,
heste, marsvin, kaniner og forskellige rotte-stammer (Wistar,
CFY, SHR og Long Evans), ved samme metode, frembyder forskel
i styrke, er virkningens specifikke egenskaber, dvs. den
selektive inhibering af fgdeindtagelse, den samme ved hvert
produkt.

Produktets virkning pd fgdeindtagelsen undersgges
p& CFY-hunrotter, der vejer 200 - 240 g. Dyrene har ikke
f8et fgde i 96 timer fgr forsggene, vand er givet ad libitum.
Under hensyntagen til den aggressivitet, der fglger af ud-
hungring, anbringes dyrene hver for sig i enkeltbure. Hvert
dyr indgives intravengst en dosis pa 10 mg/kg satietin oplgst
i 0,5 ml fysiologisk saltoplgsning. Dyrene i kontrolgruppen
far kun injiceret 0,5 ml fysiologisk saltoplgsning uden sub-
stans intravengst. 1 time efter behandlingen tilbydes dyrene
fgde, de gangse fpdepellets indeholdende albumin, fedt, carbon-
hydrat og vitaminer, i ubegraznset mangde. Fgdekonsumeringen
males 1, 5 og 24 timer efter, at foderet er givet (eller 2, 6
og 25 timer efter behandlingen). Resultaterne er angivet i
fig. 1. Den fgrste kolonne reprasenterer den mengde af fgden,
der @des pad 1 time, den skraverede fg¢demengden pa 5 timer,
og den tredje fpdemzngden p&¥ 24 timer, og under kolonnerne
er de dyr angivet, ud fra hvis serum satietinprgven er eks~
traheret. De fremkomne resultater godtggr den ekstreme effek-
tivitet af det her omhandlede produkt. Dets virkning overgar
virkningen af de hidtil kendte substanser med samme virkning,
og samtidig har cholecystokinin og arentenin, som produceres
fra ekstrakt fra tolvfingertarmen som beskrevet af Ugolev et
al. overhovedet ingen virkning p& dyr, der ikke har faet
fgde i 96 timer. Det forhold, at dén hidtil ukendte substans
har totalvirkning selv i dette tilfelde, beviser dens ene-

stdende, hgoje aktivitet.
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Til p&visning af den specifikke og selektive virk-
ning af den hidtil ukendte substans undersgges denne med
henblik p& de bevirkninger, der iagttages ved substanser med
lignende virkning (amphetamin-lignende substanser). Ved det
modificerede springforsgg, der er metoden til undersggelse
af den centraldepressive virkning [J. Knoll og B. Knoll, Arch.
int.Pharmacodyn. 148, 200 - 217 (1964)] pavirker den hidtil
ukendte substans ikke undvigelsesadfzrden selv i en dosis, der
er den dobbelte af den, der inhiberer fgdeindtagelse. Ved
det forsgg, der gennemfgres med et motimeter [J. Knoll, Arch.
int.Pharmacodyn., 130, 141 - 154 (1961)] har end ikke de store
intravengse doser af den hidtil ukendte substans nogen som
helst virkning med hensyn til inhibering eller forggelse af
motiliteten. Det er kendt, at substanser med depressiv virk-
ning pavirker de betingede reflekser starkt, og det er grunden
til, at lignende forsgg gennemfgres med den hidtil ukendte
substans p& rotter ved springforsgget [J. Knoll og B. Knoll,
B. Arzneimittel-Forsch. 8, 330 - 333 (1958)1, der er egnet
til undersggelse af betinget undvigelsesadferd. Satietin har
ogsd vist sig at vare ineffektivt i denne henseende. I betragt-
ning af det forhold, at cholecystokinin har en karakteristisk
kontraherende virkning p& langdemusklen i ileum hos marsvin
[Knoll et al., Pharmacology, 12, 283-289 (1974)], undersgges
den hidtil ukendte substans ogsd i denne henseende pd dette
isolerede organ, og den viser sig at vere ineffektiv sammen-
lignet med cholecystokinin. Alle disse forsgg godtgpr de
fordelagtige, karakteristiske trazk ved satietin, som kan op-
summeres som fglger:

a) Satietin er en endogen substans af naturlig oprindelse,

b) det har ingen vesentlig toksicitet,

c) dets virkning er selektiv, idet det inhiberer centret for
fpdeindtagelse ved indvirkning pd fgdeindtagelsens central-
regulering,

d) dets aktivitet er forskellig fra aktiviteten af andre ano-
rexogene substanser, idet det er fri for depressive eller

stimulerende virkninger,
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e) det er meget kraftigt, eftersom det er i stand til at in-
hibere fgdeindtagelse hos rotter, der ikke har faet fgde
i 96 timer,

f) dets virkning er dosisafh@ngig, en maksimal inhibering
af fgdeindtagelse nds med 200 - 300 pg/rotte ved intra-
cerebroventriculer indgift,

g) spidsvirkningen n8s pad 5 timer efter den intracerebro-
ventriculere indgift af satietin, og virkningen er lang-
varig, den fortsatter i 24 timer,

h) virkningen er reversibel.

Den praktiske gennemfgrelse af den her omhandlede
fremgangsmade illustreres ved nedenstdende eksempel.
100 liter humanserum ultrafiltreres gennem en

"Amicon UM 10"-membran. Der opnds 700 ml filtrat, der fryse-

tgrres, og remanensen oplgses i 30 ml destilleret vand. Op-

lgsningen adskilles pd en "Sephadex G-15"-sgjle (diameter

5 cm, langde 90 cm), der elueres med 0,9% vandig NaCl-oplgs-

ning. Der opsamles fraktioner pa 10 ml hver. Fraktionerne

mellem 50 og 60 (mellem 500 og 600 ml) viser sig at vare bio-
logisk aktive. Disse fraktioner opsamles, frysetgrres og op-
lgses i 10 ml destilleret vand. Oplgsningen adskilles pd en

"Bio-gel P-30"-gelspjle med dimensionerne 2,5 x 90 cm, der

elueres med destilleret vand. Der opsamles fraktioner pd

10 ml. Fraktionerne mellem 11 og 15 viser sig at vare biolo-

gisk aktive. Disse fraktioner opsamles og lyofiliseres. Af-

hangigt af kvaliteten af det oprindelige serum opnas

200 - 240 mg tgrt produkt, der er en snehvid, bomuldsagtig,

homogen og ren substans, der er egnet til terapeutisk anven-

delse.
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Patentkrayv.

1. Analogifremgangsmdde til isolering af en endogen,
anorexogen substans, kaldet satietin, med mezthedsvirkning
pd fedeindtagelsens centralregulering, k e n deteg-
net ved, at human- eller dyreserum filtreres gennem et
membranfilter, der lader substansen med en molekylvagt pa
under 50.000 dalton passere, filtratet inddampes til terhed
og oplgses i vand, der gennemfgres en adskillelse ved gel-
chromatografi p& en gel med et hulrumsvolumen p& under
50.000, der elueres fraktioneret med en neutral, vandig
oplesning indeholdende mindst 0,1% salt, de biologisk aktive
fraktioner opsamles og inddampes til terhed, opleses i vand,
adskilles yderligere ved gentagen chromatografi pd en gel
med et hulrumsvolumen pd under 50.000 og elueres fraktioneret
med destilleret vand, og de biologisk aktive fraktioner

frysetorres.

2. Analogifremgangsm&de ifplge krav 1, k end e -
tegnet ved, at der anvendes en vandig NaCl-oplgsning
som elueringsmiddel ved den forste gelchromatografiske frak-
tionering.

3. Analogifremgangsmide ife¢lge krav 1, k end e -
tegnet ved, at de biologisk aktive fraktioner af elu-
atet opsamles under den anden gelchromatografiske fraktione-
ring og, om g¢nsket, lyofiliseres efter en yderligere chroma-

tografisk rensning.
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