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GIGANENTE ACTIVO DE LA HORMONA PARATTROIDES HUMANA", & fa~
vor de THE GOVERWMENT OF THE UNITED STATES (Gobierno de 10s
Estados Unidos); residente en Washingtan, D.Ce (UeS.ds)

MEMORIA DESCRIPTIVA

Este invento se refiere a péptidos y, mas concreta-
mgnte, a los 34 residuos terminales aminicos bioldégicemente éc-‘
tivos de la hormona paratiroides humane.

Durante losqﬁltimos afios se ha obtenido de una serie

5 de laboratorios un importante ctimulo de informaciones sobre la
qmica, biosintesis y secrecidén de la hormona paratiroides (FHT).
Estos estudios han indicado que la hormona paratiroides se sin-
tetiza inicialments como una prohormona, le hormona proparati-
roides. Le hormona proparatiroides contiene, aproximadamente, 106

10. aminodcidos y tiene un peso molecular aparente de 12.500. La
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Prohormone se convierte rdpilamente sn la forms de a;macenamien-
to o glandular de la hormona constituida por 84 amin;écidos ¥y

un peso molecular de 9.500. Se han revslado las secuencias com—
pletas de eminodcidos de los 84 aminodcidos de la hormons para—
tiroidesde las especies bovina ¥y porecina. Le forme de la hormo-
ne paratiroidescon peso moleocular de 9.500 se segrege en la cir-
culacibén siguiendo estimulos fisiol6gicos apropiados. La forma
glandulzr de la hormone, poco después de penetrar en! la circula-
cibn periférica, se disocia en fregmentos menores. Le filtracidn
de gel del suero hiperparatiroideshumano llevada a cabo por di-
versos investigadores ha revelado un fragmento o fragmentos in-
munorreactivos principales con un peso molecular de 5-8.000 y
varios componentes secundarios. ILa heterogeneidad ingunoquimica
de la hormons paratiroideshumana en circulacidn, debido presumible—
mente 2 las diferentes formas molecularcs de la horména parati-
roideg,fue revelada inicialmoente por Berson y Yslow (J. Clin. Endo
Met. 28, 1037-1047 (1968)), habiendo sido conformado por otros.
Hasta ahora se dosconoce todavia el lugar o lugares concretos de
disocilacién en la cadena pilipéptidica de 84 aminodcidos de la
hormona paratiroidesen la circulacién general y no se ha revela-
de la activided biollgica de los fragmentos resultantes que cons-
tituyen la mayor perte de la hormona circulante inmunoquimica.

Se ha rovelado un fregmento peptidico biolbgicamente activo de

la hormona paratiroidesbovina, preparade mediante disociacién
por deido diluido, indicando que el polipéptido de 84 aminoécidos
intacto no precisa actividad biolégica. Este péptido ha sido i-
dentificado como el péptido aminoterminal de la hormona y ostd
compuesto por los 30 residuos inicisles de 12 secuencia (Kentmann

y col., Biochem, 11, 1973-~1979 (1972)). Se han preparado peptidos



sintéticos de los primeros 34 residuos de la hormona bovina y
de los 30 residuos iniciales de la hormona porciona y-son bio-
légicamente activos, confirmando por tento la localizacién de
la zona biolégicamente activa de la hormona paratiroidesS en el

5. tercer terminal aminico de la cadena polipeptidica de 84 amino-
dcidos. Haste shora no se ha identificado la secuencia de los
residuos iniciales en la hormona humena. Sin embargo, se des—
prende que la actividad biolégica de la hormone humens debe en-
contrarse en los primeros 34 residuos.

10. Por consiguiente, un objeto principel del presente
‘invento consiste en obtencr la secuencia primaria de los 34
residuos terminales eménicos de la hormone paratiroides humana.

Otro objeto del presente invento consiste en propor-
cionar un péptido sintético que comprenda los 34 residuos termi-
nales aminicos de la hormona paratiroides humana.

15.
Aislamiento e identificacidn

La hormona peratiroideghumana utilizada cen estos eg-
tudios se aislé de adenomas paratiroides obtenidos de pacientes
intervenidos quirdrgicemente de hiperparatiroidismo. Se extrajo

0. primero tejido paratireidessin grasa y seco con ureza 8M en dei-
do clorhidrico 0,2N y se fracciond con éter, decido acédtico, clo-
ruro sédico y dcido tricloroacético (TCA en polvo), segin el

procedimiento de Rasmussen y colaboradores de J. Biol. Chem.

239, 2852-2857 (1964). EL TCA en polvo se purificé ulteriormen-

te mediante filtracidn de gel, seguido de eromatografia de inter-

2 cambio iénico en CM-sephadex utilizendo un gradiente de aceta-
to aménico. El aislamiento de la hormons se controld por medio
de ensayo radioimmunoldgico y elecctrofdéresis de gel en disco.

El andlisis de los aminodcidos se llevd a cabo con un
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analizador de aminodcidos avtomdtico Beckmaen-Spinco, modelo 120B
o 121 adaptado pera un analizador de alta sensibilided o un ana-
lizador Durrum modelo 5C0. Ia slectroforesis analitice de gel de

disco se efectué en urea 8M con pH 4,4, tal como se ha indicado

anteriormente, segin Brewer y colaboradores en J. Biol, Chem.

256, 6739-5742 (1970). El ensayo immunolégico se 1levo & cabo se-

&in el procedimiento de Arnaud y colaboradores, de J. Clin. Invest.

50, 21-34 (1971).

Las degradaciones automatizades de Edman se efectuwaron
con el secuenciador de Beckman, modelo 890B, utilizando un tampén
de Quadrol 1M. Los eminodcidos de feniltiohidentoina (PTH) se i-
dentificaron mediente regeneracién en el aminodeido constituyonte
a travfs de hidrflisis con deido yodgidrico durante 20 horas a
1309C., cromatograffa de gas lfguido ¥y espectrometriz de masa.
&Léié/ia espectremetria de masa de ionizacidén quimica se efectud
en un'espeetrdmetro de masa Pinnigin equipado con un computador
digital PDP-8/e¢ y un trazador Complot. Se utilizé isobutano en ca-
lided de vehiculo gaseoso y la fuente se mentuvo a 200°C. Ias mues—
trag se aplicaron mediante una sonda de insercién dirgctary la son-
da se calenté entre 302 y 2502C durante un perfodo de 90 segundos.
Lg espectrometria de masa de impactc por electrones (IE) se llevo

a cabo en un espectrémetro de masa ILKB, modelo 8000, utilizando una

sonda de insercidn directa y una energia de electrones de 70eV.

1/ Smithies, 0., Gibson, D., Panning, E.M,, Goodflissch, R.M.,
Gitmen, J.C., & Ballantyne, D.I. 21971) Biochem. 10, 4912-~4918.

2/ ?%S?ngag‘%“"’ & Bronzert, T., (1969) J. Biol. Chem. 244,

3/ Pisano, J.J., Bronzert, T., & Brewer, H.B., Jr. (1972)
Anal. Biochem. 45, 43-59.
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La hormona paratir~ideshumena purificade emigré co-
mo un componente Unico en la electroforesis de gel de g;eeo
con una mebilided que resulté idéntice a la de la hormoﬁa para-
tiroidesbovina. El andlisis aminoterminal del péptido purifi-

cado segin la técnica de Edman reveld scrina.

Se degradaron 350 nanomoles de la hormona purifice-
da en el secuenciador Beckman utilizando una disociascidn ¥ni-
ca de dcido heptofluorobutirico en cada degradacién. En la fi-
gura 1 se exponen los resultados de la degradacidén de los pri-
meros 34 residucs de la hormona paratiroideshymana. En cade es-
péctro de masa de lonizacidn quimica se cbservé'ﬁnrién fragmen-
tario "cuasimclecular" (CM*) ¢ principal. En la etapa 12 de la
secuencia so observé un ién cuesimolocular pera la glicine (m/e_
192) y pare la leucina (m/e 249). Ia cuantificacién con ol mé-
todo de cromatograffa gaseosa do glicine (0,28 micromoles) y de
leucine (0,09rmicromoles) permite la identificacidn dofinida de
la glicina como el dcceavo aminodeidec de la secuencie, resultan-
dc la leucina de la superpcsicidén de la otapa 11 (figurs 1). La

leucine/isolevcina ¥ la lisina/glutamina ofrecon mases iddnticas

4/ Hegenmaier, H., Ebbighausen, W., Nicholson, G., &
Votsch, W. (1970) Zeitschr Neturfcrsch 25b, 681-689.

5/ Pairwell, T., & Lovins, R.E. (1971) Biochem. Biohys.
Res. Comm. 43, 1280-1289,

8/ Feles, H.M., Nagai, Y., Milne, G.W.A., Brewer, H.B.,
J.R., Bronzert, T,J., & Pisano, J.J., Anal. Biochem.

43, 288-299 (1971).
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de m/e 264 respsctivamente en le ospectrometria de masa de
ionizecidén quimica. Sin embargo, ls lisina buede distinguirse
de la glutamina por el ifn fragmentaric de m/e 306. Ia ligina/
glutamina y la leucina/isoloucina se diforenciaron asimisme
facilmente mediante le cromatografia gasecosa en la mezela CFC
¥y mediante la espectrometria de masa IE.

Estos rosultados combinados prceporeicnaron una se—
cuencia_ﬁnica ¥y simple para los primeros 34 residuos de la hor-
mona paratircideshumana (figura 1).

Utilidad

La secuencia aminodeida de los primercs 34 residuos
de la hormona paratiroidestiene prinecipal importancia ya que
estudios prevics de las especies bovina y porcione han indica-
do que Ssta es la regién biclégicemente activa de la hormona
native. Los primeros 34 residucs de la hormona paratircides hu-

mana difieren de lcs del bovino en 6 residucs y dcl poreino

~en 5 residuos (figura 2). Los 15 residucs terminales em{nices

de la hormona paratiroideshumana y porcine son idénticos, sin
embargc la bobina difiere de la paratiroideshumena ¥ porcina
en les posiciones 1 y 7, en dcnde la alanina substituye la se-
rina y la leucina reemplaze la fenilalanina (figura 2).

En la regidén 16-34 rcstante, la hormona paratiroides
humene difiere de la paratiroidesporcina en 5 residucs y de la
hormona paratircidesbevina en 4 residucs (figura 2). Le hormo-
ne. paratiroideshumana contiene 2 residuos de motionine similar
& las ospecies bovines, mientras que la hormone raratiroidespor-
cina contiene una metionina iUnica en la posicién 8 (figure 2).
La secuencia humenz es inusual porque contione 4 residuc8 bé-

sicos conscoutives (el residuc 25 de la arginina y lcs residuos



10,

15.

20,

26 2 28 de la lisina). Los residuos aminodcidos en los primeros
34, que son ﬁhicos para la secuéncia humana, incluyeﬁ una asparagi-
na en la posicidn 16, glutamina en la posicién 22, lisina en la
posicién 28 y una leucina en la posicién 30. A

Uno de los principales problemas en el diasgnostico cli-
nico de los pacientes con trastornos del metabolismo mineral ha si-
do las dificultades encontradas en el ensayo radioinmunolégico de
la hormona paratiroides.Se hen encontrado dos problemas bagicos en
el ensayo inmunoldgico de la hormona pa?atiroides.El primer proble-
ma, como se ha expuesto antes, ha sido la presencia en la circula~
cidn periférica de fragmentos peptidicos de la cadena polipeptidica
de 84 aminodeidos. Los antisuero? de diversos laboratorios tienen
sin duda, determinantes inmunolégicas para distintas regiones de
la molécula intacta, conduciendo por tanto a resultados variables
y en ocasiones, contradictorias, cuando se aplican para o
medir la circulacién de la hormona paratiroidesen la sangre humana.
Ademds, la diferenciacidn mediante emsayo immonoldgico de fragmentos
terminales aminicos biolégicamente activos de fragmentos inactlcos
ha sido hasta ahora imposible., La segunda dificultad ha sido la uti-
lizacidn de ensayos heterélogos empleando, en calidad de trazador
hormona bobina sefialada radioactive y anticuerpos preparados con-
tra la hormona bovina o poreina. Por consiguiente, la sensibilidad

de estos ensayos es variable y depende de la reactividad transversal

del antisuero particular con la hormona humena, Segun se ha indica-
do antes, la secuencia humana en solo el tercer inical de la mo-
lecula difiere de la bovina en 6 residuos ¥y de la porcina en

5 aminoscidos,

Habener y colaborsdores (Nature New Bioléé& 238
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152-154 (3972) ha intentado scsleyar algunos de estos problemas
del ensayo inmonoldgico mediante el desarrollo de antisueros es-
pecificos aminicos y carboxilicos. Estos investigadores han uti~
lizado un-anticuerpo preparado contra la hormona bovina ¥ han

absorbido su antisuero con el fragmento bovino 1-34 sintdtico o

~-con un fragmento 53-84 preparado por disociaciénqufmica de la
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hormona bovina nativa. El antisuero especifico terminal sminico
se caracterizd ademds por el desplazamiento con fregmentos bovi-
nos gintéticos y el asiento reconocido de este antisuero absor-
bido mostré estar dirigido hacia los residuos 14 a 19 de la se-
cuencia bovina. Con la utilizacidén de este método han llegado

& la conclusién de que el fragmento principal en la circulacién
humene es el terminal carboxflico y bioldégicamente activo. Sin
embargo, no pudieron identificar el fragmento terminal aminico
en la cireculaecién de los sujetos humanos. Esto puede ser debido
2 la rdpida ligquidacién del antisuero bovino especifico terminal
amfnico con la regidn terminel aminica de la hormona humana. Es
interesante el hecho de que la secuencia humene difiere en la
regifn 14 a 19 de la hormona bovina por la sustitucién en la
etapa 16 de una asparagina por un residuo de serina (figura 2).
Se desconoce todavia la importancia de esta sustitucién en la
hormone humana frente a los resultados que han obtenido con su
antisuero bovino especifico terminal emfnico. Canterbury ¥y Reiss
han revelado resultados sobre la naturaloza del fragmento c¢ircu-
lante de la hormona paratiroidesque contrastan con los revelados
por Habener y colaboradores. Estos investigadores, utilizando
un antisuero preparado contre la hormona paratiroidesbovina, han
identificado tres formes immunoquimicas diferentes de la hormo-

na paretiroidesen la circulacién periférica de los pacientes de

Ll
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hiperparatiroides (J. Olin. invest. (en imprenta) (1973)). HE.

peso molecular de estos tres compuestos, determinadp por fil-
tracién de gel, resultd de 9500 (supuestemente la paratiroides
glandular), 7000-7500 y 4500-5000. Recientemente estos investi-
gadores tuvieron acceso directo a la actividad biolégica de es-
tos tres fragmentos en un sistema renal de adenil-ciclasa. El
fragmento de 9500 y el fragmento do 4500-~5000 estimularon el
sistema de adenil-ciclasa, mientras que el componente de 7000~
7500 resulté inactivo. Estos resultados estdn en consonancia

con la presencia de un fragmento activo terminal amfnico de

‘hormone peratiroidesde una mitad aproximadamente el tamafio de

la hormona glandular en el suerc hiperparatiroideshumanc,
Ahora, la determinacidn de la secuencia terminael emf-
nice de la hormona paratiroideshumana permite la sintesis de
péptidos basados en la secuencia humana para sl empleo clinico
¥y do investigacibén. Los fragmentos sintéticos, asi éomo sus
andlogos quimicos, permiten llevar & cabo estudics mas defini-
dos en la quimica de 12 hormona humana, incluyendo los residuos
especificos y la longitud minima de la cadena polipeptidica
que serrequiere para la actividaed biolégica. Ademds, estos frag-
mentos sintéticos facilitan a los investigadores la caracteri-
zacifn de los antisueros heterdlogos quo se utilizan concurron=-
temente en el ensayo immunolégico y para desarrollar antisueros
especificos proyectados hacia la regién terminal amfnica de la
hormone humena. Los antisueros basados en la secuencia humana
permitirdn llevar a cabo estudios mas detallados sobre la na-
turaleza de la hormena circulante on el hombre y su papel on

la homeostasis del calcio y en la enfermedad metebdlica de los
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huesos. .
Ta hormona sintética puede utilizarse, clinicamente,
Qara le sustitucién teraplatica por la hormona paratircides hu-
mena natural. El péptido se administra en cantidades medidas
en microgramos mediante inyeccién intravenosa (IV) o intra-
muscular,(IM). Le dosificacién efectiva depende ds muchos fac-
tores incluyendo, pero sin limitacién, la tolerancia del pa-
ciente, efectos secundarios y similares, no obstante puede de-
torminarse rutinariamente por un entendido en el arte. El
vehiculo de la hormona serd cualquier vehiculo fisioldégicamen—
te tolerable gue tenga un pH aproximadamente neutro, tal como
la solucién salina fisioldgica. La hormona sintética puede u~
tilizarse tambidn en procedimientos de diagnéstico, tomando
como base el hecho de que.la hormona paratiroidesproduee hi-
‘percalcemia, hipocalcemia,, hiperfosfaturiz y aumento de la
AVMP cfclica urinarie en individuos normales. En este procedi-

miento se evalua la respuesta del paciente adninistrédndole

el péptido, ya sea por via intravenosa o intramuscular, y vi-

gilendc el cdlcio en cl suero, el calcio en la orine, 8l fog-

fato y la ANP ciclica.
Sintesis _
Los péptidos basados en ;a gecuencia humana se sgin-
tetizan sogdn uno cualquiera de dos métodos conocidos. El pri-
mero es la téenica de sintesis en fase sélida de R.B. Merri-

ficld y colaboradores expuesta eon Advances in Enzymology 32,

221 (1969) y que constituye el objeto de la patente estadouni-
dense. n? 3.531.258 expedide el 29 de septiembre de 13970, cuyo
objeto se cita aqui como referencia. EL gsegundo es la sintesis

clédsica descrita por M. Bodanszky y M.A. Ondetti en Peptide
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Synthesis, Interscience (Nueva York 1966), cuyo objeto se ci-

ta agui como refercncia.

Lo _gintesis de fasensélida

El método de fase sdélida para sintetizar una cadena
peptidica, segin Merrifield y colaboradores, se basa en %l ‘he-
cho de que la cadena puede sintetizarse por etapas mientras
que un extremo de la cadena se una de forma covalente a un so~
porte sblido insoluble. Durante las etapas gintéticas interme-
dias el péptido permanece en la fase sélida ¥, por consiguien-—

te, puede manipularse en forma conveniente sin que se produz-

7

~can pérdidas importantes.

e autometizacidn del procedimiento llevado a cabo
con el aparato de Merrifield resulta posible deoido a que to=-
das las reacciones, incluyendo los procedimientos intermedios
de purificacién, se efectian en un recipiente de reaccién ¥ni-
co. E1 aparato resuelve también el problema de introducir los
reactivos y disolventes apropiados en el interior del reci-
riente con la secuencia apropiada y en el momento adecuado,
mientras que se mantiene la suficiente flexibilidad pare abar-
car una amplia gema de reacciones y condiciones que pueden pro-
ducirse por la modificacidn de cada una de las reacciones enls
sintesis.

Durante el procedimiento el soporte sdlido es un bo-
tén de copolimero de estireno-divinilbenceno clorometilado. EL
eminodcido C-terminal se acopla como un éster bencflico a la
resine y, 2l mismo tiempo, la cadena peptidice desarrolla:l.un
residuo por condensacidén en el extremo aminico con aminodcidos
N~-acilados. Se ha elegido como grupo protector el grupo terci-~

butiloxicarbonflico y la activacién se lleva a cabo, normelmen-
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te, por medio de carbo-diirida o é&ster activo.
Por lo general, en el apgrato de Merrifield y cola-
boradores, los reactivos y disolventes apropiados ge eligen

mediante las vélvulas selectoras de disolvente y aminoécido

Yy se transfieren, por medio de la bomba de mediciéﬁ, de uno

de los recipientes al recipiente de reaccién que contiens le
resins péptidica. Después de transcurrido el periodo de mezcla
deseado, por medio del sacudidor, se separan los disolventes,
los reactivos en exceso y los subproéuctos por filtracién de
vac{o, introduciéndose en el matraez.de residuos. Se repiten
las oberaciones bédsicas en una secuencia predeterminada bajo
control eléctrico hasta que se complete la sintesis del pép-
tido deseado. Todas las-partes del aparato que entran en con-
‘tacto con los disol¥entes y reactivos son de vidrio o de mafe-
rias poliméricas quimicamente resistentes.

. Antes de que pueda iniciarse la sintesis ‘de un pép-

“4ido son necesariss diversas operaciones preliminares. En pri-

* mer lugar debe prepararse y analizarse la resins de soporte que

contiene el aminodcido C-terminal de la cadensa peptidica pro~-
puesta. Esto se lleva a cabo mediante la esterificacidn de un
copolimero clofometilado de estireno y divinilhenceno con el
eminodeido de tercibutiloxicarbonilo (t.-BOC). El producto se
libera de particulas muy finas de resina por flotacién en clo-
ruro de metileno para impedir el atasco subsiguiénte de los
discos fritados del recipiente de reaccidn. Se hidroliza uné
muestra del producto secado al vacio eon una mezcla 1:1 de dio-
xano y HCL 12 N y se mide cuantitativamente el aminodeido en
un analizador de aminodcidos. EL contenido de aminodcido se

utiliza para @leuwlar las cantidades de derivados de aminodcido
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¥ de reactivo de diciclohexileerbodiimida que se utilizardn

en la sintesis. La mejor gema dé sustitucién es de 0,1 g 0,3
nm por gramo. Ias resinas de aminodeido de tercibutiloxicarbo-
nilo se preparan, normalmente, con anticipacién y se almaece~
nan hasts que se precisan.

Los depbsitos de disolvente apropiado se llenan con
dcido acético glacial, cloruro de metileno y etanol absoluto
(99,5%) comercial. La N-N-dimetilformemida so libera de dime-
tilamina y dcido fémico mediente sacudimiento con éxido de
bario y destilaciln bajo presién reducida. La solucién de HCL

1N-dcido acético se prepara adicionando T00 cc de deido acéd-

'tico glacial al embudo separador de almacenado ¥ haciendo pa-

sar una lenta corriente de cloruro de hidrégeno anhidro. Se
retiran muestras del fondo y se titulan por cloruroc gegin el
método Volhard. Esta solucifn, una vez protegida mediante el
largo serpentin de tubo capilar y tubo de gecado, es estable
durante varias semanas sin que se produzca un descenso signi-
ficativo de la concentracién. El rcactivo de trietilemins se
prepara mezclando 50 cc de trietilamina con 450 cc de dimetil-
formamida purificada.

Se carga el recipiente de reaccidn con una cantidad
pesada del aminodecido-resina de $-BOC (de 2 & 4 gremos para un
Pequenio recipiente de 45 cec de capacidad). Se lubrifica el ta-
pbn con grasa de alto vaclo de silicona y se fija en posicién
con resortes, uniéndoss los conductos de entrada y de salida.
En la sintesis se utilizan tres equivalentes de cada derivadc
de aminodcido de t.-BOC por sgquivalente del primer eminodeido
de la resina. La cantidad calculada de cade uno de los seis

primeros aminodecidos se disuclve en 7 ce de cloruro de metile—~

I3
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no, se filtra en caso necesario, y se dispone en los recipien~-

tgs de aminodcido con la secucncis apropiada. La t.-BOG-nitro-

. L~arginina, debido a su pobr. solubilidad en cloruro de metile-
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no, se disuelve primero en 2 cc de dimetilformemida y se diluye
con 5 cc de cloruro de metileno, mientras que la t.B0C~im-bencil-
~L-histidina se disuelve en 7 cc de dimetilformamida pura. Los
ésteres de t.-BOé aminodecido~p-nitrofenilo se disuelven en 16 cc
de dimetilformemide pura. Durante la sintesis automatizada, se
bombean por completo las soluciones de aminodecidos al recipien-
te reaccignal Y, por consiguiente, no se requiere una concentra~
cibn eiécta. Por otra parte, se mide la solucién de diciclohe—
xilcarbodiimida con la bomba de medieidn y debe ealcuiarse para
cada prueba de concentracién del reactivo. Dado que se conoce el
volumen de que sc disponfa y el volumen total bombeado puedc cal-~
cularse el volumen actual de la solucidén de diimida vertida en

el recipiente. La cantidad requerida de diciclohexilecarbodiimi-

da se disuelve en este velumen de cloruro de metilero. El volu-

men total de solucién préparede de una vez depende del ndmero

de eminodcidos que doban adicionarse.

En un ciclo diimfdico tfpico, el instrumento lave pri-
mero la resina tres vefes con 4cido acético mediante tres bom-
beos, sacudidas y etapas de salida. La bomba de medicidén se de-
tiene siempre al término de lea carrera de agotamiento pare mini-
mar lafmequa de disolvente y el agitador siempre se detiene con
el recipiente on la posicidn vertical pera hacer posible la si-
guienteaetapa de filtracidn (salida). Durente la tercera do es—
tas etapas de salida, la védlvula de disolvente adopta la posi-
cién 2 y luego se bombea en 8l recipiente el reactivo de HCl-

dcido acético. EL perfodo de 30 minutos necesario pere ccmple-
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tar la separacién del grupc protector de tercibutiloxicarboni-
lo, se obtiene utilizando las tres etapas sucesivag do sacudi-
miento de 10 minutos.

Después de osta etapa de desproteccibn, se lava la
resina tres veces con dcido meético para separar el clorurd de
hidrégenc, tros veces con etanol para separar el dcido acético
y tres veces con dimetilformamida. Un porfodo de 10 minutos
de agitacién con trietilemina en dimetilformamida sirve pera
noutralizar el clorhidrato del aminodcido de la resina, libe-

rando de oste modo la smina libre en preparacién pera acoplar-

. se con ¢l préximo eminodecido protegido. El olorurc de trieti-

lemonio y la trietilamina en exceso se separan mediante tres
lavados con dimetilformemida y se preparan las resinas para la
etapa de acoplamiento. Iuegc se bembea la solucibn. aminodcida
de t.-BOC al recipiente durante una etapa de bombec de 30 se-
gundos. En la etapa siguiente (levado), la bomba impulse una o
mas emboladas de aire, siguiondo tres emboladas de clorurc de
metileno pare nivelar la linee do amincdeido.

La etapa siguiente es una cperacibn de agitacibn de
10 mimtos para permitir que el aminoécido se empape en los bo-
tones de resina. Durante esta etapa la vdlvula de disolvente
avanza & la posiciln de la diimida. En la otapa siguiente se
bombea durante 30 segundos la solucibn de diimida y luego de
1la etapa de lavedo se adicionan una o mas emboladas de sclueién
de diimida y tres emboladas de cloruro de metileno. A conti-
miacibn se produce la reaccién de acople durante un ciclo de
egitacién de 2 horas. Despuds de la reaccién de acoplc se se-
paran los subprcductos y los reactivos en exceso mediante tres

lavados con cloruro de metileno y dos lavedos con etancl.
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En caso de que el interruptor de final de ciclo se

disponga en la posicién de retoncibn, el instrumentc se de-

B tiene despuds del torcer lavadc con etanol y la resina queda

suspendida en etanol. En caso de que ol interruptor esté on
la posicién de "marcha', el tembor vuelve al principio del
ciclo y prosigue pera llevar a cabo el ciclo siguiente de la
operacién. El aparato continuard funcionando durante 24 horas,
aproximedemente, hasta que se complete el ciclo de accplamien~—
to para el sexto eminodcidoc. Iuego, ol microinterruptor de fi-
nel de funcionamiento detiene el aparato. Para continuar ol
funcionamiento se lavan los recipientes de aminodcido (se
adicionan disclventes a los depbsitos y se extraen a través

do la vdlvule de eminodcido y de la welvula de disolvente in-

-troduciéndose on ol matraz de residucs mediante la llave de

" cierre de tres vias). Iuego se vuelven a llenar 10s depdsitos

do aminodcidos con les nuevas soluciones apropiadas, rellendn~

.dose los depbsitcs de reactivo y de¢ disclvente, en caso nece-

saric. La védlvula de aminodcido s¢ fija mediante un interrup-
tor en la posicién 12. Imego se dispone de nuevo el tambor,
manualmente, a la etapa 1 para inicier el acopmamieﬁto de los
seis residuos de amincédcides siguientes.

Utilizando este aparato puede llevarse a cabo un
ciclo de acoplamiento de bster activo en vez de un ciclo de
diimida con el emplec de ciertos disclventes ¥y reactivos dis-
tintos, variando el orden y el ajuste de los temporizadores.

Cusndo se ha completadc la sintesis de la secuencia
de aminodcido deseada se separe la resina peptidica del reci-
piente de reaccién con la ayuda de otanol, se filtra y se se-

ca. Ie ganancia de peso de la resina durante la sintesis pro-



10.

15.

20.

25,

i
i}

17

poreiona una indicacién le la cantided de péptidc incorpora-
do. El péptido se disocia de la resina con deido HBr-tri-
fluoroecético y se somete a un procedimiento de purificacitn
apropiado. -

El péptido del presente invento se sintetizl se-
gién ol método de fase sélida tal como se ha indicado ante-
riommonte y descritc por Morrifield y colaboradofes. El pép-
+tido se sintetizé en el sintetizador de péptidos Beckmen,
modelo 990. La resina utilizada fue en forma de Botonés de
poliestireno clorometilado y reticulado &l 1%. EL acopla-
miento de la resine se llevé a cebo utilizando eminodcido
de toercibutiloxicarbonilo en presencia de diciclohexilcardc-—
diimida en clorurc de metileno. La aminocdcido-resina se des-
bloqued con 4cido trifluorcacético en cloruroc de metileno y
se neutralizé con trietilemina. Despuds de la adicidn del
residuo 342 a2 la cadena se separd el péptido de la rosina

con fluoruroc de hidrégeno liquido.

En los dibujos y en toda osta doscripeién se uti-
lizan abreviaturas corrientes dc conformidad con la nomen—

clatura giguionte:

Ser Serina

Val Valina

Glu Acido glumético
Ile Iscleucina

Gln Glutamnina

Leu Leuecina

Met Metionina

His Higtidina

Gly Glicina
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Asparaging,
Lisina
Argining
Triptéfanc

Fenilalanineg

Otras abrevigturas corresponden a:

Boc
Bpoe
But
DCCT
Hobt
Irt

tercibutiloxicarbonilo
2~(p-difenilil)~iscpropiloxicarbonil-
tercibutilo ‘
diciclohexilecarbodiimida
l-hidroxibenzotriazol

Iritilo-

benziloxicarbonil-

La sintesis cldsica

El péptido se sintotizd también utilizando el né-

todo clédsico deseritc por Bodansky y colaboradores. Los Pro=-

ductos intermediarios III, IV, VI, VIII, X y XII se prepara-

ron siguiendo métodos estandards. Todos 1los proiuctqs inter-

mediarios se designan en la Tabla I con los nmimeros ITI-XII.
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TABLA T

FORMULAS DE LOS FRODUCTOS INTERMEDIARIOS PROTEGIDOS ITII-XII

Secuencia nf

Pérmula

'II:I 29-34
Iv '25-28
v 25-.34
VI 18-24

VII 18-34

VIII 13-17

IX 13-34

X 412

H-Gln-Leu-Val~-His-Asn-phe~0But

;H@Boc Boe Boe
‘ |
Z-Arg-Lys-Lyg- ys—(@

L

H@ Boc Boc Bde
©; L : | o)
H2- g=-Lyg-Lys-Lys-Gln-Leu~Val-His~Asn-phe-0But.3C

(!)But H@

|
Bpoo-Met-Glu—-Arg—Val-Gln-Trp-Leu-@

?But I-@ }§I® Boce Boc ce
i H
EZG') -Met-G;é ~—Arg-Val- Gln—Trp-Leu-Arg—Lys-Lys-Lys—Gln—
{ N
-Leu-—Va.l-His—Asn—phe-OBut—wB

];o c But
{ I
Bpoc-Lys-His-I:eu—Asn—Ser-—NHNHz

3300 7® But  OBut §@®
@-Lys-Hls—Leu-Asn-—Ser-Met—Glé——Arg—Val-Gln-Trp—Leu-
H® Boe Boc Boe H
i | i Ic)

~Arg-Lys~-Lys-Lys-Gln-Leu~Val-Hig~Asn~phe-Obut.5C

?But
Trt-Glu-Ile-Gln~Leu~-Met-His—Asn~Leu-Gly~OH



]

20

]

TABLA I (Continuacién)

Secuencia n? Férmula

OBut é;) Boe HC)
cy i /
XI 4-34 H2--Glu—Ile-Glaneu—Met-His-Asn-Leu—Gly—Lys-His-Leu-AsnF

But ?But ﬁ;) 4;) ?oc Boe ?oc
{

! 1
-LenﬁMet-Glu-Arg~Val-Gln-Trp—Leu-Arg—Lys—Lys-Lys-Gln—Leu-
-Val-His-Asn—phe-OBut.6Cf:>

But ?ut
%

XI1 1-3 Boo-éer—Val-SerNHNH2

La secucncia final 1~-34 (II) se formé de los pro-
ductos intermediarios ITI-XII. II es la secuencia protegida
1-34, con los grupos protoctores Boc y But en posicién 1,

But en posicién 3 y 17, OBut en las posiciones 4, 19y 34 y

5. Boc en las posicicnes 13, 26, 27 y 28. II se formé segin el

esquema:
III )

v

iv ' Vil
VI IX
VIiII
10. X
X iI
XiI

En la descripoidn gue sigue Rf se refiere o croma-
tografia de capa delgada. S denota gol de silice y G denota

placas de celulosa.

15 Sccuencia 25-34 (V). Se combinaron los fragmen-—
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tog ITIny IV por medio de UCCI—HOBtZ/. Se precipité el produc—

tc bruto en acetonitrilo-agua y se cromatografié mediante cro-

matografie de capa delgeda utilizando gel de silioé ¥y un giste~
me disolvente de éster ecétice, piridina,'écido acético y agua

(62:21:6:11) (sistema 100), Rf (8= 0,32). Se¢ separd el grupo

Z mediante hidrogenacién catalitica sobre carbdén paladigdo., Se

adicicnaron simulténsamente 3 equivalentes de HCl. Se obtuvo

t

V en 1la forma de triclorhidrato.
Secuencia 18-34 (VIII). El acoplamiento de V con el

fragmento 18-24 (VI) por medio de DCCI-HOBt proporcicnd el deri-
vado de Bpoc de VII. Este se purificé luego por medio de dis-
tribucidén a contracorriente en un sistema de metanol/acetatc
anénico acuoso 0,1 M (pH~7,0)/cloroformo/tetraclorurc de carbo-
no 10:4:7:3 (K=0,33), RE(S)=0,16 en sistoms 100. Ia separacidén
del grupc Bpee por medic de HCl en trifluoroetanol proporciond

el totraclcerhidrato VII.
Secuencia 13-34 (IX). Sc condensé VII con la azida,
15)

que se cbtuve de VIIT y luego sc purificb. Se cbtuvo asi el
derivado de Bpoc de IX por medic d¢ distribucién a contracorrien
te en el gistema ya descrito de metancl/acetato aménico/clorofor-
no/tetracloruro de carbono (K=0,65), RE(S)=0,40 en un sistema

de 2-butanol/deido acético/agua (67:10:23) (sistema 96), = 0,30
en sistema 100. Sc separé de nuevc el grupo Bpoc con HC1 en

trifluorcetencl y se cbtuvo IX en forma de pentaeclorhidratc,

Rf(S)~0,23 (sistema 96).

7/ Konig, W. & Geiger, R., Chem. Ber., 103, 788 (1970).

8/ Honzl, J. & Rudinger, J., Coll, Czechoslov. Chem.
Commun, 26, 2333 (1961).
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Secuencia protecida 1-32 (II). Se acopld XI, se-
glin Honzl y Rudinger é/; con la azida que se obtuve de XII
¥y el producto bruto en un sistema de metanol/acetato amdénico
acuosc 0,2 M (pH=4,75)/cloroformo/tetraclorure de carbono
10:3:8:4 (K-0,21); Rf(S)=0,43 en sistema 96; = 0,30 en sis-
tema 100,

I. Hormona paratircide humana libre. Se separaron

losrgfupos brotectores de II por medio de 4decido clorhfdrico
concentrado (10 minutos a 02C) y se adicdond el clorhidrato
del péptido (I) al acetato a través de intercambic idnico.
El péptido asi obtenido solc contenfa cantidades muy reduci-
das de subproductos, fundamentalmente una mezcla de un deri-
vadc de metionina-S-oxido.

Caracterizegidn: Rf(C)=0,36 en un sistema de l-bu~

tanol/piridina/4cido acédtico/agua, 38:20:5:24 (sistema 151);
"= 0,54 (sistema 54). Electroforesis do capa delgada en HCL

en trifluoroetancl, pH-1,9, 90 minutos., 16 V/cm, trayectc-
ria recorride dc 6 cm hacia el cstpdo. Coeficiente de distri-
bucién K=0,12 (N-butenol/acetatc aménico acuoso 0,2M (pH=4,75)
/metenol 4:4:1).

Andlisis de aminojcidos. (hidrélisis de 15 horas,

1182, HC1 6N) Trp 0,51 (1) (el contenido de un residuc de

Tro éﬁ I sin hidrolizar prcpordioné un espectrc de rayos ul-
travioleta de lambda =280,228 mm); Lys 3,85 (4), His 2,75
(3); Arg 1,88 (2); A2§x3,05 (3); Ser 2,47 (3); Glu 5,06 (5);
Gly 1,07 (1); Val 3,16 (3); Met 1,96 (2), Ile 1,03 (1); Leu
4,75 (5); Phe (valor bésicc) 1,00. _

Derivado de¢ metionina-S-6xido:

o 1o
a) mezcla do Met -y Met -mono-S-oxido (I en Hy0,
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acuoso al 0,6%, 3 min., 252) RE£(C)=0,29 en gsistema 151; -

0,45 en un sistema de 1-butanol/piridina/dcido acético/agua,

38:24:8:30 (sistema 101)3=0,48 en un sistema de 2-butanol/2-

propanol/dcido cloroacético al 9%, 58:8:34:(v/v) (sistema 54).
b) Met8’18—di-s-oxido (I en H202 acuoso al 0,6%;

45 min., 25¢); RE(C)=0,21 en sistema 151; = 0,39 en sistema

100; = 0,43 en sistema 54. |

Actividad bioldgica. I mostrd en la tireo-paratiroi-~

desactomia de la rata, dos horas después de inyeceidn intra-
venosa, en dosis de 100 y 500 microgramos, un claro atmento

de la concentracidén de calcio en el suero.

NOTA

Descrito el objeto del presente invento se declaran
nuevas y de propia invencibn las siguientes reivindicaesiones,
con prioridad de la solicitud de patente gstadounidense serial
ne 317.702 del 21-12-72 y continuacién en-parte n? 423.303
del 10-12-73.

4.- Procedimiento para la preparacién de un péptido
bioldgicamente activo de la hormona paratiroides humana re-
presentados por:
H2N—Ser—Val—Ser-GlurIle—Gln—Leu—Met-His—Asn—Leu-Gly-Lys—His-
~Leu-Asn~Ser-Met-Glu-Arg-Val-Gln-Trp~Leu-Arg-Lys-Lys-Lys-
~¢1n~-Leu~Val-His-Asn-Phe-R, en donde R es un grupo
carboxilico, y en cuya férmula las abreviaturas tienen
el significado:

Ser: Serina

Val: Valina

Glu: Acido glutamico
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Ile: Isoleucina
Glu: Glutamina
Leu: Leucina
Met: Metionina

5. His: Histidina
Asn: Asparragning
Gly: Glicina
Lys: Lisina
Arg: Arginins

1o, Phe: Penilalanina, y
Trp: Triptéfano,

caracterizado porque comprende unir de forms covalente la Phe

N-protegida a un soporte s0lido insoluble, desprotegiendo dicho
Phe; condensar Asn N-protegida con dicha Phe, desprotegiendo

15. dicha Asn; condensar sucesivamente cada uno de los

aminogcidos individuales N-protegidos correspondicnies

" a los residuos de dicho péptido para formar, de este modo
el péptido asociado al soporte y separar dicho péptido
de dicho soporte.

20, 2,- Procedimiento, de conformided con la reivindi-
cacion 1; caracterizado porgue dicho soporte esta formado
por hotones de poliestireno clorometilado y reticulado
al 1% & porqﬁe se separa dicho péptido de dicho soporis
mediante fluoruro de hidrdgeno liguido. .

25, 3.~ Procedimiento, de conformidad con la reivindi-
cacion 1, caracterizado porqde dicha etapa de conden-
sacion se lleva a cabo en presencia de diciclohexil-

carbodiimida en cloruro de metileno; el grupo N-proteclhor

(%
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es tercibutiloxicarboxilo y dichas etapas de despyoteccién
se llevan a cabo con el emplso de acido trifluorogcétieo
en cloruro de metileno.

4.~ Procedimiento, de conformidad, con la reivindi-
cacion 1, que en una variante del mismo, comprende preparar
el intermediario V condensando los intermediarios:III y IV,
preparar el intermediario VII condensando los intermediarios
V y VI; preparar el intermediario IX condensando ios intermedia~
rios VII y VIII; preparar el intermediario XI conéen—
sando los intermediarios IX y X, preparar el inte;médiario
II condensando los intermediarios XI y XII , cuyos interme-
diarios tienen el significado indicado en la Tabla I, ¥y
separar los grupos protectores del intermediario IT
para formar de este modo dicho péptido, cada uno de ecuyos
intermediarios citados representan respectivamente las si-

guientes formulaciones:

III: H-Gln-DLeu-Val-His-Asn-phe-Obut
H,}) Boc Boe Boc
| { | (@
IV : Z-Arg-Lys-Lys-Lys- H()
+
B@?oc 1?00 Boe ’
r |

v H“<Arg-Lys-Lys-Lys-Gln-Leu-Val-His~Asn-phe-0Obut. 3C£:>
2 .

Obut H@
{ (@
VI Bpoe-Met-Glu- Arg~-Val-Gln-Trp-Leu~
zbu'b g ® H@ Boe Boe ?05
S S |
VIiI HC:hMet— 1Y e AT~ V21~ Gln-Trp-Lou-Arg-Lys-Lys-Lys=Gln-

)
—Leupval—ﬁis-Asn-phe—Obut—40f:)
Boc But

i i
VIII Bpoo-Lys-His-Len-Asn-3er-NHNH,
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Boo H ®  But Obut H ®
X HéﬁzLys-éis—Leu-Asn—éer—Met~éh&—-irg—Val—Gln;Trp—Leu—
i _'{Bo;"x Boce l?oc R
—Arg;Lys-£ys-iys-G1n—Leu—Val—ﬁis—Asn—phe-Obut SCf3
Oobut
X Trt—élu—Ile-Gln-Leu—Met-His-Asn-Leu—Gly—OH
Obut g ® Boc E®
XI ,_Hg}—Glu~Ile-Gln—Leu~ Met—ﬁis-Asn—Leu—Gly-%ys—His-Leu—Asn—
JfBu’b ?bu’lxI‘{ ® . H® :,B°°'1E°° I;oé
—éeruMet—Glu—Arg~Val—Gln—Trp—Leu—Arg—ﬁys-Lys—Lys-Gln—Leu—
~Val-His-Asn-phe-Obut, 6615
Fut ?ut

i

XIT Boc—Ser—Val—SerNHNH2

en las que las abreviafturas tienen el mismo significado dado
én la reivindicacidn 1, y los restantes representan respec-—
tivamente: _
~ Buts t—bﬁtilo ;

Boc:.t-butiloxicarbonilo,

Bpocs 2—(p—bifenilil)-i%bpfbpilokicarbonilg,

Trt: tritilo
¥y Z: benciloxicarbonilo.

5.~ Procedimiento para la preparacién de un péptido
bioldgicamente activo de la hormons paratiroides humana.

Segﬁn se describe y reivindica en la presente memo-
ria descriptiva compuesta de 26 hojas foliadas y escritas a '
maquina por una sola cara.

Madrid, 2 20 de Diciembre 1973.
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