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- 2 - REF: Case 5812 Hughes
et al.

RESUMEN DE LA INVENCION

Se describen péptidos resinosos (tiles en la prepa-
racidn de calcitonina de salmén junto con procedimientos pard
su obtencidn, La invenciln también abarca los péptidos de
los que“se ha escindido la porcidn resina y que son gtiles
en la sintesis de la calcitonina de salmdn, junto con proce-
dimieﬁtos para la preparacidén de los péptidos escindidos. En
general, los procesos implican una sintesis en fase sblida.

La invencidn trata de nuevos compuestos que contie-
nen una cadena aminoicida similar a la de la calcitonina de
salmén y de nuevos métodos para cerrar la estructura cicli-
ca en dichos compuestos y producir calcitonina.

COMPENDIO DE LA INVENCION

BEsta invencidén se refiere a la hormona calcitonina
¥ a sustancias que presentan una actividad'biqlégica simi~
lar a la de la calcitonina y a sustancias que pueden ser con-
vertidas en estas sustancias bioldgicamente activas. La in-

vencidn trata también de los procedimientos para la prepara-

cidn de estas sustancias.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Es sabido que las sustancias bioldgicas de origen
natural pueden ser obtenidas de las glandulas de loé animg-
les terrestres y acuaticos y que estas sustancias pueden ser
wtilizadas para tratar las deficiencias hormonales en el hom-
bre y en otros animales, Entre estas sustancias se encuentra
la hormona calcitonina. Se ha encontrado que eéta hormona
es especialmente Gtil en el tratamiento de la enfermedad de
Paget (véase el articulo de DeRose y colaboradores, titulado
*Treatment of Paget Disease with:Calcitonin" en Seminars in

Drug Treatment, Vol. 2, n? 1 (verzno 1972)).
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Las cdleitoninas han sido obtenidas de fuentes bovina,
porcina y humana y se ha encontrado que presentan accidn hor~
monsl cuando se administran a los animales o al hombre. Ila
mas activa de las calcitoninas ha sido la obtenida de los
salmones. (Copp, D.H., Parkes, C.0, y O'Dor, R.K. TFeder.
Proc. 28/2, 413 (1969)). El extracto de calcitonina obtenido
del salmdn ha sido purificado (Keutmann, H.T. y colaboradores
J. Biol. Chem., 245, 1491-6 (1970)) y se han dilucidado su
eétructura (Fiall, H.D. y colaboradores, Proc, Nat. Acad,
Sci. 64, 771-8.(1963)). Se ha encontrado que el material es
un péptido de 32 aminodcidos, con grupos carboxilo y amida
terminales, que contiene un puente de disulfuro entre los
radicales de cisteina en las posiciones 1 y 7. Utilizando
las abreviaturas CYS, SER, ASN, etc., para representar 1Los
restos de aminodcidos, la foérmula de la calcitonina del sal-

2 v (4
mén puede ser escrita asi:

- |
‘HQNNX%}S?R-ASN—L?U~SER—THR—CTS—V?L~L?U;GTYwL?S—LEU—SER—G%BFGﬁU
1 2 i 4 é g T 8 9 10 11 12 13 14 15

ity
‘ .
0=PRO-THR-GLY-SER-GLY-THR~ASN-THR-AR G—inﬁﬁ-%{ra ,-G]ixN—LEU-LYS— HIS-LEU-

|
32 3 3cl> 29 28 2’} 26 25 2}; 2£ 22 21 20 19 18 17 16

Las molestias de recoger rutinariamente la pequefia
gléndula ultimobranquial del salmén, de la cual se obtiene 14
caicitonina, el bajo rendimiénto de extracto activo obltenido
y el reducido tamafio, rapidamente en disminucidén, de las pes
cas de palmdn, producen problemas de abaétecimiento que es-
tan reclamando un método prictico de sintesis de la calcito-

nina del salmdén o de sintesis de sustancias no conccidas has-

Y& shora que puedan ser convertidms en sussancias U2 posean

b
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Sintesis de résinas-péptidos

le actividad hormonal de la calcitonina. Por lo tanto, hemos
tratado de descubrir estos métodos y sustancias.

Aungue la sintesis de la calcitonina del salmén uti-
lizando la sintesis clésica de péptidos ya ha sido publicada
(Guttmann, S. y colaboradores, Helv. Chim, Acta 52,1789-1795
(1969)), se han e st a d o buscando procedimientos que fue-
ran més précticos para la produccidn a escala comercial ma-
yor. Aunque se conocen métodos para la sintesis de ciertos
péptidos, por adicidn singular de aminoicidos (Merrifield,
R.B., J.Am. Chem. Soc., 85, 2149-54 (1963) y Pietta, P.S.

y Marshall, G.B., Chem. Commun., 650 (1970)), todavia no se
ha, pdblicado la sintesis de la calecitonina de salmén mediante
este tipo de adicidn. ) - ,

DESCRIPCION DEL INVENTO

En general, utilizamos un tipo de sintesis en fase
sblida y partimos de una resina denominada resina-de benzohi-
drilamina (reéina BHA). Esta resina deriva de una resina en
perlas de poliestireno reticulado manufacturads por copoli-
merizacién de estireno y divinilbenceno, La resina de este
tipo es conocida y su preparacién han sido descrita por
Pietta y colaboradores (Pietta, P.S. y Marshall, G.R., Chem.
Commun., 650 (1970)). Esta resina.BHA de poliestireno reti-
culado se puede adquirir en los almacenes de bfoductos qui-
micos. Hemos utilizado la denominacién

5 isHs
~CHNH,
para representar la resina BHA,en donde <:> es la poreidn de

poliestireno de la rzsino,

En esta sintesis, los aminodcidcs se adicionan uno
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por uno a la resina insoluble hasta que se ha construido so-
bre la resina la secuencia total del péptido. Los grupos fun-
cionales de los aminodcidos estdn protegidos por grupos de
blogueo. El grupo a~amino de los aminodcidos estd protegido
por un grupo terc-butiloxicarbonilo o un eguivalente del mis-
mo. Estg grupo a-terc-butiloxicarbonilo serd denominado BOC,
Las funciones hidroxilo de la serina y de la treonina estén
protegidas con un grupo bencilico o derivado del bencilo tal
como 4-metoxibencilo, 4-metilbencilo, 3,4-dimetilbencilo,
4—clorobencilq, 2,6-diclorobencilo, 4-nitrobencilo, benzohidrj-
1o 0 un equivalente del mismo., Empleamos el término BZ para
représentar el grupo bencilo o derivado del bencilo. La fun-
¢ibn hidroxilo de la - tirosina puede estar sin proteger, pue-
de estar protegida por un grupo bencilo o defiyado del ben-
c¢ilo como se ha descrito, tal como un grupo BZ o puede estar
protegida por un grupo benciloxicarbonilo o derivado del ben—
ciloxicarboniio tal como 2-clorobenciloxicarbonilo o 2-bromo-
benciloxicarbonilo o un grupo equivalente. Utilizamos el tér—
mino W para representar o bien un grupo no proteétor, un gru-
po BZ, un grupo benciloxicarbonilo o un grupo derivado del
benciloxicarbonilo, La funcién tiol de la cisteina puede es~
tar protegida por grupos protectores bencilicos o derivados

del bencilo, como los descritos anteriormente y denominados

s

BZ,o por un grupo n-alquiltio como metiltio, etiltio, n-~propi
tio, n~butiltio o sus equivalentes., Utilizamogs la letra R
para representar los grupos n~alquiltio o los grupos BZ sobre
la cisteina. La funcidn guanidino de la arginina puede estar
protegida con un grupo nitro, un grupo tosilo ¢ un equiva-
lente del mismo. Empleamos la letra T péra represertar un

grupo nitro o un grupo tosilo. La funcidén £-amino de la
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lisina puede estar protegida por un grupo benciloxicarbonilo
0 un derivado del benciloxicarbonilo tal como 2-clorobencil-—
oxicafbonilo, 2-bromobenciloxicarbonilo, 3,4~dimetilbencil-
oxicarbonilo o eguivalentes de los mismos. Utilizamos la le=—
tra V para representar el grupo bhenciloxicarbonilo o un deri-
vado del benciloxicarbonilo. Log grupos protéctores uﬁiliza—
dos sobre el nitrdgzeno imidazdlico de la histidina son el
grupo benciloxicarbonilo y los derivados benciloxicarbonilico
descritos anteriormente para la lisina y son denominados V.
El grupo Acido y-carboxilico del dcido glutémico estd pro-
tegido por um grupo bencilo o derivado del bencilo como se hal
descrito antes para la proteccidn de la funcién hidroxilo

de la serina y la tre#onina. Bstos grupos protectores estén
representados por las letras BZ. .

Como puede observarse en la férmula de la calcito-
nina del salmén dada anteriormente, contiene 32 aminodcidos
y en esta fOrmula las posiciones estin numeradas de acuerdo
con la costumbre aceptada, comenzando en la posicidén 1 para
la CYS en un extremo de la cadena y terminando con la PRO
en la posicidn 32 en el otro extremo de la cadena. Para mayor
claridad de deseripeidn, se seguird este mismo sistema de nu-
meracidén al referirnos a los ciclos de la sintesis, El sis-
tema de aminoAdcidos comienza con el ciclo 32 que implica la
copulacidn de prolina y continda con el ciclo 31 que implica
la copulacidn de treoniﬁa, etc,

Las sﬁstancias reaccionantes aminoicidas preferidas
para uso en cada uno de los 32 ciclos de la sintesis se en—

cuentran en la sipuiente Tabla I:
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TABLA T
Nimero Aminodceido reaccionante
32 BOC=L~prolina
31 , B0CO-0~bencil-L-treonina
30 BOCmgiicina
29 BOC¢-0O~bencil-L-serina
28 BOC-glicina
2% BOC-O=bencil~L-treonina
26 dster p-nitrofenilico de BOC-L-asparagina
25 BOG~0O-bencil~L-treonina
24 BOG-Q-nitro-L-arginina o BOC-f-tosil-L-arginina
23 BOC-L-prolina |
22 BOC~O~beneil~L-tirosina, BOC-L-tirosina o BOC~0-2 =
bromobenciloxicarbonil~L-tirosina
21 BOC~O~bencil~L~treonina |
20 ééter p-nitrofenilico de BOC-L-glutamina
19 BOC-L~leucina
18 BOC-£~0BZ~L~lisina o BOC-¢~2-clorobenciloxicarbo-
nil-L-lisina
17 BOC~N(im)~CBZ-L-histidina
16 ~ BOC-L~leucina
15 tster Y-bencilico del 4cido BOC-L-glutémico
14 éster p-nitrofenilico de BOC-L-glutamina
13 BOC~L~bencil~L;serina
12 BOC-L~leucina
11 BOC—¢-CBZ~I~1lisina o BOC-g-2-clorobenciloxicarbo-
nil-L-lisina
10 BOG~glicina
9 BOC-L~leucina
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TABLA I (continuacidn)

Ndmero Aminoicido reaccionante
8 BOC-L-valina
7 . . BOG-S-etiltio-I-cisteina, BOC-S-metiltio-L-cisteins

BOC~S-n-propiltio~L-cisteina o BOG~S-n-butil-
tio-L-cisteina,
6 BOC-0-bencil-L~treonina
5 BOC~0-bencil-L-serina
4 BOC-L-leucina
3 éster p-nitrofenilico de BOC-L~asparagina
2 BOC-O-bencil-I-serina '
1 ' BOC-S-p-metoxibencil-L-cisteina, BOC-S-bencil=—I-
cisteina o BOC-5-3,4-dimetilbencil-L-cisteina
Todos los derivados de aminodcidos mencionados en
la Tabla I pueden ser adquiridos comercialmente a excepcidn
quizd del derivado mencionado paré uso en el ciclo n? 7. Es—
tos materiales Gtiles en el ciclo 7 pueden ser ppeparados .
de acuerdo con el método descrito en la bibliografia (U,
Weber y f. Hartter, Hoppe-Seyler, Z. Physiol. Chem. 351,
13848 (1970)).
Giclo 32

Copulacidn de prolina a la resina BHA

Ta vasija de reaccidn utilizada en todas las etapas
de todas las sintesis de * ‘resinas-péptidos. puede ser una
vasije de vidrio equipada con orificios de entrada en la par-
te superior para la adicidn de materiales y un disco de vi-
drio sinterizado en el fondo para separar las mezclas de reac
cidn solubles y les disclventes de lavado por filtracidn. Le
filtracidén puede realizarse a va;ia o empleando presidn de,

nitrégeno. El contenido de la vasija pucde ser agitado sacu-
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diendo toda la vasija o medisnte un agitador mecanico,

En él ciclo 32, la resina BHA se introduce en la va-+
sija de reaccibn y se suspende en un disolvente como cloruro
de metileno, cloroformo, dimetilformamida, benceno o sus A
equivalentes, en proporciones de 3 @ 12 ml de disolvente por
gramo de resina. A esta mezcla se aflade BOC-IL-prolina en una
proporeidn de 1 a 6 equivalentes por equivalente de amina
libre de la resina BHA empleada. Después de un periodo de
mezela de 5 a 10 minutos, se aflade un reactivo de copulacidn
(CA) como la dicielohexilecarbodiimida (DCC). Pueden ubtilizerd
se otros agentes copulantes a base de diimidas. El agente co-
pulaﬁte de diimida se utiliza en la proporeidn de 0,5 a 2,0
equivalentes por equivalente de BOC-L-prolina utilizada.

Lg, BOC~L-prolina puede ser copulads en ausencis de
un reactivo copulante si se emplea su derivado éster activo,
su derivado azida, su derivado anhfdrido simétrico o un de-
rivado anhidrido mixto adecuadamente seleccionado. Los deri-
vados éster activo que pueden ser empleados son el éster
2-nitrofenilico, el éster 4-nitrofenilico, el éster penta—
fluorfenflico, el éster de N-hidroxisuccinimida o sus equi-
valentes. Los ésteres activos se utilizan en proporciones
de 1 a 10 equivalentes por equivalente de amina libre de la
resina BHA,

La mezcla de reéccién constituida por la resina BHA,
el disolvenie, la BOC-L-prolina y el reactivo copulante o el
éster activo de BOG-L-prolina se agita o se sacude mecdnica—
mente hasta que la reaccidn es completa, como indica el en-
soyo de ninhidrine (E. Kaiser y colaboradores;>Anal. Biochem,
34, 595-8 (1970)) sobre una muestra de ensayo. Una vez com—

pletada la reaceidn de copulacidr, 1a resina BOC-L;prolina
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puede ser lavada con disolventes como cloruro de metileno,
cloroformo, alcohol metilico, benceno, dimetilformamida o
dcido acético. La cantidad de disolvente de lavado puede ser
adecuadamente de 2 a 20 ml de disolvente por cada gramo de
resina BHA utilizada inicizlmente. 3i se desea terminar la
reaccidn de copulacidn antes de que sea completa, se utiliza
el proceso de lavado y los grupos amino libres residuales so-
bre la resina ~BOC-L-prolina pueden ser blogueados para evi-
tar que continlen reaccionando, mediante acetilacidn con un
exceéo de reactivos acetilantes, EL proceso de acetilacidn
se 1lleva a caho agitando la resina-BOC-L-prolina con una so-
lucidn dél reactivo de acetilacidén durante un periodo de 0,5 &
12 horas. Pueden utilizarse reactivos de acetilacibén como
N-acetilimidazol en solucidn en cloruro de metileno o una
megcla de anhidrido.acético y trietilamina en cloroformo,., El
reactivo de acetilacidn puede ser utilizado en la proporcibn
de 0,5 a 5,0 equivalentes por equivaleate de amina 1ibr§ ti-
tulada en la resina BHA de partida.

La reaccibn de copulacidn para producir la resina-

BOC~L-prolina pucde ser descrita por la siguiente ecuacidns

CeH -
- + a—— f'f -
® - cm, PN - CH,C1, CENH 0 N
0= =0
(CH ) Cé
OC(CH3) 3

Desproteccién de la resina-BOC-L-prolina

La resina BOQ--L--prolina producida en la forma des-
e¢rita puede ser lavada con un disclvente, co0mo ya se ha di~

choly desprotegida agitandola cor un asgente val como una mez-
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di-isopropilamina o sus equivalentes. El titulo de la amina

-~ 11

cla de Acido trifluoracético (TFA) en un disolvente como cloa
ruro de metileno, cloroformo, benceno o sus equivalentes.iLa
cantidad de TFA en el disolvente puede variar del 10 al 100%
de la mezcla. La cantidad de mezela TFA-disolvente puede va-i
riar entre 3 y 20 ml por gramo de resina BHA utilizada ini- b
cialmente. El tiempo de reaccidn puede ser de unos 10 minu-
t0s a 4 horas. La operacidn de desproteccidn se¢ termina fil-
trando para separar la megcla de TFA-disolvente. El TFA re-
sidual puede ser separado de la resina-L-prolina lavando con
3 a 20 ml por gramo de resina BHA de una solucidén de 5 a 30%
de trietilamina en un disolvente como clorurc de metileno,
cloroformo, benceno o sus equivalentes., Pueden utilizarse
otras aminas orgdnicas terciarias o secundarias en lugar de

la {rictilamina, tales como trimetilamina, N-etilpiperidina,

libre de la resina-L-proling puede ser determinado por el
procedimiento de valoracidn de Dorman (Dorman, L.C., Tetrahed
dron Letters, 1969, 2319-21). La reaccidén de desproteccidn

puede ser descrita por la siguiente férmulas

O O C6H 0
65 Il (1) TFA I
® - g}HNH —“CJ l -omm—- -\l l
07 (2) w0 H(Colg) 5
ér—O : ) H
|
0

Ciclo 31
Lz prolil-resina BHA obtenida como resultado del ci~
clo 32 puede ser suspendida en un disclvente copulante, afia-

dido el derivado de BOC-0-BZ-L-treonina ¥ equilibrada la
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mezcla de la misma forma. Puede ser agregado el agente copu~
lante, DCC, y después de terminada la reaccidn, segin indica
el ensayo con ninhidrina, la-mezcla de reaccidn se separa de
la BOC-O-BZ-treonilpropil-resina BHA por filtracibn. La re- |
' sina-péptido puede ser lavada con disolventes. Las cantida-
des de sustancias reaccionantes y disolventes y 1o6s tiempos
de reaccidn pueden ser los mismos descritos en el ciclo 32,
El grupo BOC puede ser separado de la resina-péptido. por el
método de desproteccidn descrito en el ciclo 32, La 0-BZ-
treonilpropil~resina BHA resultante queda enbonces dispuesta
para el ciclo 30. Las reacciones del ciclo 31 estén indica=-

das en las siguientes férmulas:

BY
H- 0 ' 0 ’
ik I (i Do
- CII'NH- ,[j CH3CT{C‘INH~COC(CH3) 3
o |
0
CgHy l
. @- cmm—cl—‘)
0 |
@ &INH—&[ ] P (1) TPA (CH3) COCu‘HCH
' (2) W(CyHs)y y o
0= l 3
! 0B%
(I3HNH2
?HCH$
0BgZ

Por comodidad, podemos escribir esta Tesing -Pépti,
do resultante utilizando 1a nomenclatura abreviada, como si~

gue:
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?6H5 BZ
() -crvi-2R oArm—mrz
' Ciclo 30
"En el ciclo 30, la reaccibén de copulacidn y también
la reaccidén de desproteccidn pueden ser realizadas en la mis-
ma forma que en el ciclo 31, a excepcidn de que se utiliza
BOC-glicina en lugar de BOC-0-BZ-L-treonina. La reaccidén de
copulacidén y desproteccién puede escribirse asi:
| O, B
(¥)-CHNH-PRO-THR-NH, + BOC-glicina

C-H B2
: 65
\ |
————>  (X)~CHNH~PRO~THR~CLY-NH,

Este compuesto, que nosotros sepamos, nunca ha sido
citado y més tarde se demostrard que puede convertirse en
calcitonina de salmén.

Giclo 29

En el ciclo 29, las reacciones de copulacidn y des-
proteccidn pueden realigzarse de la misma forma que en el ci-
clo 31, a excepcidn de gque se emplea BOC~0-BZ-L-serina como
derivado de aminodcido. Esta ecuacidn puede escribirse asi:.

06H5 BZ
(%) ~CHNH-PRO~THR-GLY-NH, + BOC-0-BZ-I-serina
G6H5 Bz ?Z
———> (X)-CHNH~PRO-THR~CLY~SER~NI,
Giclo 28

En el ciclo 28, las reacciones de copulacion y des—

proteccidn se efectfian como se ha descrito en el ciclo 31,

a excepcibn de gue se emplea BOC-zlicine como aminofeido
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0 cloroformo o con equivalentes de los mismos, en proporcio-

- 14 -

. . 4
reaccionante. Estas reacciones de copulacidn y desproteceidn

pueden escribirse asi:

O W BZ
(¥)~CHNH-PRO-THR~GLY-SER-NH, + BOC-glicina
CcHy B3 BZ

l
> (%) ~CHNH-PRO-THR~GLY-SER~GLY-NH,

Ciclo 27
En este ciclo, 1és reacciones de copulacibn y des—
protgccién‘pueden ser iguales a las del cioio 31, empleando
el mismo aminodcido reaccionante, dando lugar al siguiente
compuesto: »
| | _CGHE BZ BZ : ?Z |
(¥) ~CHNH-PRO-THR® GL Y-S TR~ GLY~THR~NH,
Qiclo 26
En el ciclo 26, la reaccidn de copulacidn se lleva
a cabo utilizando un derivado éster activo de BOC-L-aspara~
gina. Sec emplea el proceso con éster activo en lugar del mé-
todo de copulacidn DCC para evitar una conocida reaccién
secundaria que se produce cuando se utiliga el agente copu—
lante DCC con BOC-asparagina o BOC-glutamina. Ia reaccidn se
1leva a cabo empleando el éerivado &ster activo de BOC-L-as-
paragina en la proporcidén de 2 a 10 equivalentes por equiJ
valente de amina libre de la resina BHA en dimetilformamida,

mezclas de dimetilformamida ccn benceno, cloruro de metileno

nes de 2 a 20 ml de disolvente por gramo de resina BHA utili-
zads inicialmente. Los tiempcs de reaccidn son de 1 a 72 ho-
ras. la mezcla de reaccidn se separa de la resina BOC-péptidd

por filtracidn después de completada la reaccibn, como in-




10

15

20

28

30

dica el ensayo con ninhidrina. Los derivados ésteres activos
empleados pueden ser ésteres 2-nitrofenilicos, ésteres 4-ni-
trofenilicos, ésteres pentafluorfenilicos o sus equivalentes,
Utilizamos las letras AE para designar la porcidn éster acti-
vo del derivado. Ia reaccidén de copulacidn puede escribirse
asis
06H5 BZ %z %Z
(i)~CHNH~PRO~THR~GLY%SER-GLYLTHR~NHQ + BOC-L~ASN-AE— |
' %GHE BZ BZ Z
(:)~CHNH~PRO~THR—GLY;SER-GLY;THR—ASN;BOC
La reaccidn de desproteccidn para separar el grupo
BOG se lleva g cabo como en el ciclo. 32,

Ciclos 25-21

En cada uno de los ciclos 25 a 21, las reacciones de
copulacidn y desprotgccién pueden efectuarse wtilizando los
métodos y las proporciones de sustancias reaccionantes del
ciclo 31, empleando BOG-BU-~L-treonina en el ciclo 25, BOC-w-
T-L-argining en el ciclo 24, BOC-L-prolina en el ciclo 23,
BOC-W~L-tirosina en el ciclo 22 y BOC-0-BZ-L-treonina en el
ciclo 29. Bl compuessto resultante una vez completado el ci-
clo 21 pucde escribirse asi:

CgH; B2 . ]lBZ iaz B|z T \"1 ]?Z
@-CHI‘IH—PRO—-THR-—GLY—-SER—GLY—THR—ASN-_—THR-ARG—-PRO—TYR—‘.[‘}E{-—NHZ

Ciclo 20
En el ciclo 20, las reacciones de copulacidn y des-
proteccién pueden ser llevadas a cabo utilizando los métodos
y las proporciones de sustancias reaccionantes del ciclo 26,
empleando el derivado éster activo de BOCﬂnglﬁtamina como

derivado de aminofcido, uando lugar al siguiente compuesto:
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6" k L
@-CHNH—PRO-THR—-GLY—SER—(}LY-THR-ASN«TIIR~—ARG—PRO—TYR—THR—[

LGLNFNHQ

BZ Z 4 Bz T W BZ

Ciclo 19
En el ciclo 19, las reacciones se efectlian como en
el ciclo 31, empleando BOC-L-leucina como derivado de amino-
dcido. EL compuesto resultante del ciclo 19 es:
G H BZ B, BZ BZ BZ W BZ
675 - 1 |
@—CHNH—PRO—-THR—GLY—SER—GLY-—-TI—IR—ASN—T}H?—ARG—PRO-TYR—THR-]

l—GLI\I’-—I;}E:U--Nlrl'g
En el ciclo 18, podemos utilizar como derivado de
aminofecido la BOC-£~V-L-lisina. Por lo demis, los métodos dell
ciclo 18 pueden realizarse como en el ciclo 31, dando lugar
al siguiente compuesto: .
CgH BZ 1?2 ?z B2 ql} v|1 'sz
X CHNH%PRO—THR—GLY;SER—GLY;THR—ASN—THRwARG«PRO—TYR—THR~GLN]

v

|
~——LEU-LYS-NH,

Ciclos 17-15

Los. diclos 17 a 15 puceden realizarse como en el ci;
clo 31, a excepcidn de que se emplea BOC-N(im)-V-I-histidina
en el ciclo 17, BOC-L-leucina como sustancia reaccionante en
el ciclo 16 y el éster BZ del &cido BOC-L-glutémico (BZ re-
presenta aqul los mismos grupos que en la serina y la treo—
nina) como sustancia reaccionante en el ciclo 15, siendo el

compuesto resulvante del ciclo 15 el siguiente:
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06H5 BZ BZ BZ Bd T W BZ

@~cmm—1>no_mm— GL Y~SER-GL Y~THR-A SII—T}IR~ARG—-PRO-TYR-THR]

t- v Vv BZ
GLﬁuﬁEU-L}S—H%s~LEU~éLUFNHé
Ciclos 14-8

El ciclo 14 puede llevarse a cabo de forma idéntica
al ciclo 20, utilizando BOC-L-glutamina—~AE como derivado del
aminodcido. Los ciclos 13 a 8 pueden realizarse como el ¢i-
clo 31, a excepcidn de que se utiliza BOG~0-BZ-L-serina en el
ciclo 13, BOC-L~leucina en el ciclo 12, BOC-f-V<L-lisina en
el ciclo 11, BOC-glicina en el ciclo 10, BOC-L-leucina eﬁ el
ciclo 9 y BOC-L=-valina en'el ciclo 8, dando lugar al siguien-

te compuesto:

Ol B z B J?Z ti.' W B
(%)~ CHINH~PRO~THR~ GL ¥~ S ER~GLY~THR~ASN~THR~ ARG—~PRO~TYR~THER
l vV I;lzz B oy '

P
GLNFLEU~LYS~HIS%LEU—GLU%GLNFSERwLEU—LQS—GLY-LEU~VAL—NHé

Ciclo 7
El ciclo 7 puede llevarse a cabo como el ciclo 31,
a excepcidn de que se empléa BOC—S—R~L—cisteina comno derivaj
do del aminoAcido.Los compuestosresultantes del ciclo 7 estén |
representados por la férmula:
CGHS B2 BZ ?Z Bz ? ? Z
<:)~OHNH—PRO—$HR—GLY~AER«GLY—THR—ASN—%HRjARG—PRO—TYR~TH%j .
v v Bz BZ Vv R
lGLN—LEU—L@’S—-H}S—LEU-—(!LU—GLN—.’&ER—LEU—L}!S—GLY—-LEU—VAL—-C“[S-NHz

Ciclos 6 a 2

Los ciclos 6 a 4 se realizan como e ciclo 31, a

excepcidn de que se utiliza BOG~0-BZ-L-treonina como deriva-




10

16

20

25

30

l;zz %z B \ .,
{ i
. “IHR-SER~LEU-ASN-SER-NH, '

| zado en el ciclo 7T o diferente. Por ejemplo, si el derivado .

~18 —

do del aminoicido en el ciclo 6, BOC-BZ-L-serina como deri—
vado del aminodcido en el ciclo 5y BbC«L-leucina en el ci-
clo 4 como derivado del aminodcido. El ciclo 3 puede efectuax
se de ﬁoyma jdéntica al ciclo 26 utilizando el éster activo
de BOC-L-asparagina. En el ciclo 2, los proéedimientos pue-—
den ser iguales que en el ciclo 31, utilizando BOC-0-BZ-IL-
serina como derivado del aminodcido. EL compuesto resultante
del ciclo 2 es: |
.C6H5.. Z BZ ?Z ?Z T T %Z
(:)—CHNH-PRO—THR—GLY—éER—GLY@THR—ASN;THR—A;G—PRO~TYR—THR1

[G ¥ v ?z ?z Y R
i i
LN-LEU-1, YS~HTS~LEU~ GLU-GLN-SER-LEU-LYS-CLY-LEU~VAL-CYS

Ciclo 1

Este ciclo puede realizarse de forma idéntica al

ciclo 7, utilizando derivados de BOG-S-R-I-cisteina. Bl gru- |

po R seleccionado para la cisteina puede ser el mismo utili-

seleccionado para el ciclo 7 es la BOC-S-etiltio-L-cisteina,
el derivado en el ciclo 1 puede ser BOC=S-4~metoxibencil~Tm-
cisteina o si se elige BOC—S—4—metoxibenoil—L—cisﬁeiha para
el ciclo 7, entonces este derivado también pucde ser utiliza-
do en el ciclo 1, TLos co@puestos resultantes del ciclo 1 eg—
tén descritos por la férmula:
?GHS Z ? . BZ Z Y -BZ

CE}CHHH—PRO—TBW—GLY—SER—GLYPT’ —ASN—THRwARGwPRO~TYR~THRW

AL E L T 1
L N-LEU-LYS§~HI S-LEU- CLU-GLN-S sR-LEU~5YS GL Y~LEU-VAT~CYSmy
l;?z B TR
l
THR-SER-LEU-ASH~SER-CYS-NH,
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El ciclo 1 representa la terminacibn de la resina-

péptido calcitonina de salmén. La resina~péptido puede ser

| sacada de la vasija de reaccidn y secada a vacio. El peso de

la resina-péptido puede esperarse que sea de 2,0 a 3,5 veces
el peso de la resina BHA utilizada inicialmente en la sinte-
sis.

BEscisidn de la resina-pépiido

El péptido se escinde de la resina-péptido resul-
tante del ciclo 1 por tratamiento con fluoruro de hidrdgeno
1iquido (HF). La reaccibn de escisién con HF puede llevarse
a cabo trataﬁdo una mezcla de la resina-péptido y anisol
(0,5 a 5 ml por cada gramo de resina-péptido) con HF liquido
(2 a 20 ml por cada gramo- de resina-péptido), durante 0,5 a
20 poras, entre —20 y +15°C. Después del periodo de reaccidn,
el exceso de HF puede ser separado ﬁor evaporacién y la mez-
cla resultante de péptido y perlas de resinz puede ser ex-
trafda con un disolvente orginico como acetato de etilo,

éter dietilico, benceno o similares, para separar el anisol

'y el HF residual. El péptido puede separarse de las perlas

de resina por extraccidén en &cido acético acuoso. En este mo-
mentoy, el péptido no es calecitonina de salmdén ciclica sino
gque se trata del producto no ciclico sin el enlace de disul~

furo clclico entre las cisteinas de las posiciones 1 y 7 de

.la molécula,

El tratamiento con HF elimina todos los grupos de
bloqueo del péptido excepto en los materisles que fueron pre-
parados utilizando los grupos de blogueo S-~alquiltio sobre
las funciones tiol de los restos de cisteinz en las posicio- |
nes 7 6 1. El resto de S—n»alquiltio—L—cisteiné es eistable a

la escisién por I y permanece intacto dirante todo el pro-
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do resultante después de la escisidén con HF serd del Tipo I
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ceso de escisidn y extraccidn. El resto de S~BZ-L~cisteina
es escindido por el HF para dar un resto de cisteina con una
funeidén tiol libre. Ambos tipos de grupos de blogueo han sidd
empleados durante nuestira sintesis, ya sea s0los 0 en combi-
nacién dé uno conAoﬁro, en las posiciones 7'y 1. Por lo taﬁ~
to, los péptidos obtenidos después de la escisidn con HF pue-
den ser de diversos tipos, segﬁn los grupos de blogueo selec
cionados para la funcidn tiol del derivado de cisteina utili-
zado durante la sintesis de resina-péptido.

Si se emplean derivados de BOC-S-BZ~L-cisteina en

los ciclos 7y 1 de la sintesis de resina-péptido, el pépti-

y contendrd funciones tiol libres en ambos restos de cistei-

na. El péptido seria representado por la férmula:

Tipo I

0 .
:"’}PRO—THR—GLY-—SER-GLY-THR—-ASN—-TI-]R-ARG—-PRO—TYR—-THR-—GLN—LEL
NH,

‘ SH
YS-HI S-LEU-GLU~CLN-SER-LEU-L YS~CL Y-LEU~VAL~CYS~THR~SER

L SH
LEU—ASN—SERwéYS—NHé

Si en el ciclo 7 se utilizan derivados Qe BOC=Swn~
alquiltio-I-cisteina y en la posicidn 1 se utilizan las BOC-
S-BZ-L-cisteinas, el péptido resultante de la escisidn seria

del Tipo II yestaria representado por la férmula:
Tipo IT

0
N
j:ERO—Thl~GLY?‘ER-GLY?THR—ASP—THR—ARG—PRO—TYR—THR—GLN~L£U1

NH? §4in-alquilc
[;YS—HIS—LEU-GLU~GLN‘SEF—LEU—LYS—GLYLLEU;VAL—CYS—THR-SERj

[- SH
|
1, 5U-ASN-SER-CYS~NE,
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Si se ubiliza BOC-S-BZ-L-cisteina en la posicidn 7
y BOC-S-n-alquiltio-L-cisteina en la posicidn 1, el péptido
resultante de la escisidn con HF seria un péptido del

Tipo III, representado por la férmula:

TiEO IIT
0N
:ERO-THR—GLY;SER-GLY;THR—ASN~THR~ARG—PR0~TYR—THR—GLN;LEU1

N
i SH

[LYS—HIS—LEU—GLU—GLN—SER—LEU—LYS—GLY;LEU~VAL~CYS—THR—SER—LEUA

S=-S-n-algquilo

|
-ASN-SER-CYS-NEH,
Cada uno de los tres tipos antes descritos puede sey
convertido en calcitonina de salmbén totalmente activa por mé-

todos que describiremos a continuacidn.

Formacién de la estructura ciclica de disulfuro

‘La  solucidn de péptido crudo obtenida en el procesq
de escisidn con HF puede ser convertida en calcitonina activa
de salmdn convirtiendo el péptido no ciclico en la forma ci~
clica con un puente de disulfuro entre los restos. de cisteins
de las posiciones 1 y 7. El procedimiento empleado para la
formacidn del ciclo de disulfuro estd determinado por los de-
rivados de cisteina utilizados durante la sintesis de la re—
sina~péptido., ELl péptido Tipo I obtenido despuds de escisidn
con HF de la resina~péptido requiere un proceso oxidativo- de
formacidn de anillo. Con los péptidos de los Tipos II y III,
puede emplearse un nuevo procedimiento no oxidativo. Estos
nétodos se describen a continuacién.,

Péptido Tipo I

ElL péptido Piuo I contiene restos de cisteina con

grupos tloles libres. ELl cierre del anillo de disulfuro se
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realiza mediante un proceso oxidativo. La reaccidn puede uti-
lizar oxigeno atmosférico como agente oxidante. La solucidn
cruda en dcido acbtico acuose del péptido obtenido en la cs—
cisién‘con HF puede ser dilulda con agua destilada hasta un
volumen de 50 a 200 ml por gramo de resinanﬁéptido escindida.,
ElL pH de esta solucidn puede ser elevado a 6,0-8,5 mediante
adicidn de una solucidn de hidréxido ambénico. Puede hacerse
pasar aire por la solucibn durante 2 a 20 horas o hasta que
ya no puede detectarse tiol libre en la solueidn. El’pH de 14
soluéién'se reduce a 3-5 por adicidn de Acido acético. El
péptido se ha convertido ahora en calcitonina de salmbén y
puede ser purificado. Pueden emplearse otros agentes oxidan-—
tes en lugar del oxigeno atmosférico, como idén ferricianuro
y Acido diazendicarboxilico (N,N-dimetilamida). ILa reaccidn
es ilustrada a continuacibn:

Péptido Tipo I

H,0 l pH 6,0-8,5

(o]

0 .
EPRO—THR——GLY—SER—-GLY—THB—-ASI\.T—THR-—ARGwPRO—vTYR—TPm—GLN—LEQ
Nﬂél S

LY S~HT 5-1, EU~GLU-GLN-SE. ~LEU—LYS~GLY—LEU—VAL~C%S—THR-SERj

D S
: !
1-—ﬂLEU—ASN'—-SER—-CYS—NHZ

El péptido ha sido convertido ahora en calcitonina
de salmén. La solucidn de péptido crudo obtenida puede ser
purificada cromatogridficamente para dar un producto liofili-
zado idéntico en propiedades quimicas y en actividad 1016~
gica a la calcitonina de salmbn natural.
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- Péptido Tipo II

El péptido Tipo II contiene un tiol libre en la cis+
teina de la posicidn 1 y un grupo S-n-alquiltio en la cis-
teina de la posicidn 7. Este péptido se convierte en calci~
tonina ciclica de salmén por el nuevo procedimiento no oxi-
dativo indicado en nuestra solicitud de patente copendiente
ne . Este método implica la transposicién de enla-
ces de disulfuro para formar el enlace interno de disuliuro
de la calcitonine de salmén con desplazamiento del grupo

n-alguilmercaptano. Esta reaccidn es representada como sigues

0
fSPRO~THR—GLYFSER~GLY#THR—ASN—THR—ARG-PRO~TYR—THR-GLNALEW
N *
% \ g-S~n~alquilo

YS—HIS—LEU~GLU—GLN-SER—LEU—LYS-GLY—LEU*VAL—CYS—THR—SER~LEU}

L 5H
ASN~SER-CYS~NH,y

1,0 pH 6,0 a 8,5

N%i '

=PRO~THR~GL Y~SER~GLY~THR~ASN~THR-AR G~PRO-TYR~THR~

LGLNFLEU~LYS~HIS~LEU~GLU—GLN%SEﬁwLEU»LYS—GLYLLEU—VALj

LCYS--THR—-SER—LEU—ASN—-SER—CYS*NHZ

+ n-alquilmercaptano.

Péptido Tipo IIT

EL pépbido Tipo III contiene un tiol libre en la
cisteina de la posicidn n? 7 y un grupo S-n-alquiltio en la
cisteina de la posicidn 1. #ste péHtido también puede ser

convertido en calcitonina clclica e salmén por el nuevo pro-
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cedimiento no oxidativo indicade en nuestra solicitud de pa-
tente copendiente no , que implica la transposicidn
de los enlaces disulfuro pars formar el enlace interno de di-
sulfuro en la calcitonina de s2lmén con desplazamiento de

n-alguilmercaptano. Esta reaccidn es ilustrada como sigue:

0
TEEPRO~THR~GLY¥SER—GLY;THR-ASN—THR-ARG—PRO—TYR—THR—GLN—LEU

IqHZ/ P
LYS-HI S~LEU~GLU-GLN-SER=-LEU~LYS~GLY~1LEU-VAL-CYS—THR-SER—

[ ) i S-5-n-algquilo
LEU—ASN;SER—CYS—NHQ

H0 | pH 6,0 a 8,5
NH, ‘

0=PBO~THR—GLYASER—GLY—THR—ASN—THR~AHG—PRO—TYR—T@E]

\

LGLN—LEU~LYS—HIS—LEU—GLU—GLN—SER—LEUPLYS—GLY;LEU—VALq

L %
CYS-THR-SER-LEU~-ASN-SER-CYS-NH,

+ alquilmercaptano. ‘

La reaccidn puede llevarse a cabo con los péptidos
del Tipo IT o Tipo I;I, diluyendo con agua destilada la solu-
¢idn acuosa en 4cido acético del péptido crudo Tipo II o III
procedente de la escisidn con HF hasta un volumen final de
50 a 200 ml por gramo de resina-péptido escindida. E1l pH de
esta solucidn se ajusta a 6-9 por adicibn de una solucidn de
hidrdxido amdnico y la mezcla se agita en una vasija cerrada
bajo una corriente de gas inerte, como nitrdgeno, durante
2 a 48 horas, El periodo de reaccidn puede inﬁerrumpirse cuay
do lg corriente gaseosa de salida ya no contiene n-alguile
mercaptano, El plI de le wmezsla de reaccidn puede reducirse

a 3,5~5,5 por adicidén de dcido acdiico glacial.

i
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El péptido ha sido convertido ahora en calcitonina
de salmbn, La solucidn de péptido crudo obtenidp.puede ser
purificada cromatogrificamente para dar un producto liofi-
llzado 1dentlco en propiedades qulmlcas y actividad biold-
gica a la ca101tonlna natural de galmén.

Purificacidén de la calcitonina cruda de salmdn

Las soluciones de calcitonina cruda de salmdén a pH
5,0 procedentes de la sintesis anterior pueden ger boncentra-.
das utilizando un procedimiento de cambio de idn. El concen-
trado puede ser purificado mediante wna combinacién de pro-
cesos de filtracidn de gel y métodos de cromatografia por
cambio de iéh. El producto purificado final puede ser obte-~
nido de la solucién por liofilizacibn en forma de un sbélido
blanco esponjoso. Se encuentra que este producto es guimica
y biolégicamente equivalente al producto indicado en la bi-
bliografia (Guttman, S. y colaboradores, Helv. Chim, Acta 52,
1789~95 (1969)). El producto da el andlisis de aminodcidos
correcto para la calcitonina de salmdn,

A continuacidn damos ejemplos especificos de la pre-
paracidn de calcitonina de acuerdo con nuestros procedimien—
$08.

BJEMPLO 1

Activacidn de la resina

En un reactor del sintetizador de péptidos vendido
por Schwarz-lann, Inc. de Orangeburg, New York, se introducen
5 g de resina BHA con un titulo de amina de 0,61 miliequiva-
lentes/g. La resina se trata con 25 ml de los siguientes di-
solventes, filtrando después de cada tratamiento.

Cloruro de melilero duranie 2 minutos

Cloroformo durante 2 minutos, dos veces

v by cmen e ey e -
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Trietilamina al 10 % en peso en cloroformo durante
5 minutos, dos veces
Cloroformo durante 2 minutog

Cloruro de metileno durante 2 minutos, tres veces.

Copulacidn:

Se agitan durante 10 minutos. la resina BHA, 25 ml
de cloruro de metileno y 1,29 g (0,003 moles) de BCC—L—pro~
lina. Se afladen 6,0 ml de solucidn en cloruro de metileno
de diciclohexi;carbodiimida (1 miliequivalente de DCCI por
cada ml de solucidn) al reactor y la mezcla se agita durante
6 horas. Se saca la mezcla de reaccidn del reactor por f£il-
tracién y la BOC-prolil-resina BHA se somete a los slguien—
tes lavados sucesivos durante 2 minutos, empleando 25 ml,
retirando las aguas de lavado por filtracidn cada vez:

Cloruro de metileno, dos veces

Alcohol metilico, dos veces

Cloruro de metileno, tres veces.

Acetilacidn:

Después la resina se agita con una mezcla de 1,5 ml
de trietilamina (TEA), 1 ml de anhidrido acético y 25 ml de
cloroformo, durante 2 horas, La mezcla de reaccibén se separg
por filtracidn y la resina se somete a los siguientes lava-
dos de 2 minutos, con 25 ml:

Cloroformo, dos veces

Alcohol metilico, dos veces

Cloruro de metileno, tres veces.

Desproteccidn:

La resina nrotegida cond BOC se egita durante 5 minu-

tos con una mezcla de 15 ml de 4cido trifluoracético (TFA)
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¥y 15 ml de cloruro de metileno. Esta mezcla se separa por
filtracidn y la resina se agita con una segunda mezcla de
15 ml de TFA y 15 ml de cloruro de metileno, durante 30 mi-
nutos., La mezcla de reaccidén se separa por filtracidn y la
resina se somete a los sigulentes lavados,con 25 ml:
Cloruro de metileno, dos veces, 2 minutos cada vez
Alcohol metilico, dos veces, 2 minutos cada vez

Cloroformo, dos veces, 2 minutos cada vez

PEA al 10 % en cloroformo, dos veces, 10 minutos ca-

da vez

Gloroférmo, dos veces, 2 minutos cada vez

Cloruro de metileno, dos veces, 2 ﬁinutos cada vez.

Ia L-prolina-resina BHA se &alora para establecer el
titulo de amina o prolina. Este valor es de 0,55 miliequiva-
lentes de amina o prolina por gramo de resina,
Giclo 31

Copulacidns

Se agitan durante 10 minutos la I-prolil-resina,
25 ml de cloruro de metileno y 1,7 g (0,0055 moles) de BOC-
O-bencil-L~treonina. Después se afiaden al reactor 5,5'm1 de
solucibn en cloruro de metileno de diciclohexilcarbodiimida
(1 miliequivalente de DCCI bor cada ml de solucidn o un
total de 0,0055 moles de DCCI) y la mezcla se agita durante
2 horas. Se saca la mezela de reaccidn del reactor y la re-
sina se somete a los siguientes lavados sucesivos de 2 minu
tos, con 25 ml, separando las aguas de lavado por filtracidy
cada VeZe ‘

Cloxuro de meﬁileno; dos veces

Alcohol metilico, dos veces

Cloruro de meitileno, tres veces.

L
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El ensayo con ninhidrinag es negativo.

Desproteccidn:

Se repite en este ciclo el procedimiento de despro-
teccidn descrito-en el Ciclo 32.

Ciclos 30 a 27

Los procedimientos de copulacidn y desproteccidn utj
lizados en estos ciclos son iguales a los del Ciclo 31, a
excepcidn de que en lugar del derivado de treonina se utili
zaron los. siguientes derivados de aminodcidos:
. 0,9% g (0,0055 moles) de BOC~glicina
Ciclo 29 -~ 1,62 g (0,0055 moles) de BOC~O-bencil-

Ciclo 30

L-serina

Giclo 28

El material utilizado es el mismo que en
el Ciclo 30
Ciclo 27 - Bl material utilizado es el mismo que
en el Ciclo 31.
Ciclo 26

Copulacidn:

Ta resina-péptido obtenida en el Ciclo 27 se lava
dos veces con 25 ml cada vez de dimetilformamida (DMF), Des-
pubs la resina se agita durante 24 horas con una solucidn
de 2,9 g (0,008 moles) de éster p-nitrofenilico -de BOC-L~

asparagina en 35 ml de DMF. Se filtra la mezcla de reaccidn

7 la resina~péptido se somte a lavados de dos minutos con

dos porciones sucesivas de 25 ml de los siguientes disolven
tes: DMF, cloruro de metileno, metanol, cloruro de metilenol
Cada disolveate individual se separa por filtracidén. El en~
sayo con ninhidrina es negativo.

Desproteccidn:

Se repite el procedimiento de desproteccibn utili-
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zado en el Ciclo 32,
Ciclo 25

Los procedimientos de copulacidn y desproteccidn son
los mismos que en el Ciclo 31, utilizando los mismos mate-
riales y cantidades. |
Ciclo 24

Copulacidns

La resina~péytido obtenida en el Ciclo 25 se lava
con dos porciones sucesivas de 25 ml de DMF. La resina-pép-
tida se agita después durante 10 minutos con una mezcla de
3,43 g (0,008 moles) de BOG—NnY—tosil-L-arginiﬁa y 25 ml de
DIF. Después se aiiaden 8 mli de DCCI en cloruro de metileno
(equivalentes a 6,008 moles de DGCI) y la mezcla se agita
durante 6 horas. La mezcla de reaccidén se separa por filtra-
cidén. La resina-péptido se somete a dos minutos de lavado
con dos porciones sucesivas de 25 ml de los sigulentes disol-
ventes: DHTF, cloruro de metileno, alcohol metilico; cloruro
de metileno. El ensayo con ninhidrina es negativo.

Desproteccidn:

Se repiten los procedimientos de desproteccidn utili-

zados en el Ciclo 32.
Ciclo 23

Copulacin:

La resina-péptido obtenida en el Ciclo 24 se agita
durante 10 minutos con 1,77 g (0,008 moles) de BOC-L-proli
na y 25 ml de cloruro de metileno. Se afiaden 8 ml de DCCI
en cloruro de metileno (equivalente a 0,008 moles de DCCI)
y la mezcla se agite durente 6 horas. La mezcla de reaccidn
se separa por filtracidn y la resina-péptido se somete a

2 minutos de lavado con dos porciones sucesivas de 25 ml

.....
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de los siguientes disolventes: cloruro de metileno, alcohol
metilico, cloruro de metileno. Cada lavado individual se
separa por filtracidén., El ensayo con ninhidrina es negativo.

Desproteccidn: Se repite el procedimiento de des—

proteceidén utilizado en el Ciclo 32.

Ciclos 22 y 21

Los procedimientos de copulacién y desproteccibn
utilizados en estos ciclos son los mismos que en el Ci-
clo 24, a excepcidn de que en la reaccidn de copulacidn se
utiiizan los giguientes derivados de aminodcido en lugar de
la BOC-L~prolina.

. Giclo 22 - 2,97 g (0,008 moles) de BOC~O-benecil~L~
tirosina B}
Ciclo 21 - 2,47 g (0,008 moles) de BOC-O=bencil-—Im-
treonina
Cigclo 20 .-

Este procedimiento es el mismo del Ciclo 26 a excep-
cidn de que se emplean 3,0 g (0,008 moles) de &ster p-nitro-
fenflico de BOC-L~glutamina en lugar del derivado de agpara-
gina.

Ciclos 19 a 15

El procedimiento es el mismo utilizado en el Ci-
clo 31, a excepcidn de que se utilizan los siguientes de-
rivados de aminoicidos en lugar del derivado de treonina:

Ciclo 19 - 1,37 g (0,0055 moles) de BOC-L-leucina

Ciclo 18 -~ 2,09 g (0,0055 moles) de BOC~E~carbo-

benciloxi~L-lisina

¢icle 17 - 2,58 g (0,0055 moles) de BOC-N(im)-carbo-

berciloxi-I-histidina
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Ciclo 14

~31 -

Ciclo 16 - Véase el Ciclo 19
Ciclo 15 - 1,85 g (0,0055 moles) del éster Y-benci~

lico del Acido BOC-L-glutimico.

.Igual que'el Ciolo 20.
Ciclo 13

El procedimiento utilizado es el del Ciclo 23, a
excepcidn de que en la reaccidén de copulacidn se emplean
2,36 g (0,008 moles) de BOC~O-bencil~L-serina en lugar del
derivado de prolina,

Ciclos 12 a 9

Los procedimientos utilizados son los mismos del
Giclo 31, a excepcidn de que en las reacciones de copulacidn
se emplean 1los siguientes derivados de aminodcidos en lugar
del derivado de treonina.
Ciclo 12 — El mismo material utilizado en el Ci-~ .
clo 19
Giclo 11 -~ El material utilizado es el mismo del
‘ Ciclo 18
CGiclo 10 = Bl mismo material utilizado en el Ci-
clo 30
Ciclo 9 = El mismo material utilizado en el Ci-
clo 19,
Ciclo 8

Gopulacidn:

T

La resina-péptido del Ciclo 9§ se agita durante 10 mi
nutos con 1,79 g (0,008 moles) de BOC-L-valina y 25 ml de
cloruro de metileno. Después se afiaden 8 ml de DCCI en clo-

ruro de metilenc (equivalente a 0,008 moles Ge ECCI) y la
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mezcla se agita durante 16 horas, La mezcla de reaccidn se
separa por filtracidn. La resina-péptido se somete a 2 minu-
tos de lavado con dos pofciones sucesivas de 25 ml de los
siguientes disolventes: cloruro de metileno, alcohol meti-
1ico,~cioruro de hetileno. Cada lavado individual se separa
por filtracidn,

Desproteccidn:

Véase el Ciclo 32.
Ciclo 7 |

EL procedimiento es el mismo utilizado en el Ciclo
31, a excépcién de gue en la reaccidn de copulacidn se em-
plean 1,55 g (0,0055 moles) de BOC-S-etiltio-I-cisteina en
lugar del derivado de tregonina.
Ciclo 6

Los materiales ¥ procedimientos utilizados son los
mismos que en el Ciclo 31,
Ciclo 5 |

Los materiales y procedimientos utilizados son los
mismos que en el Ciclo 29.
Ciclo 4

Los materiales y procedimientos utilizados son los
mismos que en el Ciclo 19. .
Ciclo 3

Los materiales-y procedimientos utilizados son los
mismos que en el Ciclo 26;
Ciclo 2 )

Los materiales y procedimientos utilizados son los
mismos gue en el Ciclo 29,
Ciclo 1 -

Los procedriaientos utilizados sz los mismos que en
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el Ciclo 31, a excepcidn de que se emplean 1,88 g (0,0055 mg
les) de BOC-S~p-metoxibencil-l-cisteina en lugar del deriva-
do de treonina,

Una vez completado el Ciclo 1, la resina~péptido
se 1a§a'con dos ﬁorciones sucesivas de 25 ml de n-hexano.
Bl material péptido se saca del reactor y se seca en una es-
tufa eléctrica a vacio a 40°C y 0,1 mm de Hg, durante 24 ho-
ras.

Bscisibén con fluoruro de hidrdseno

In una vasija de reaccidn de tefldn, se introducen
16 g de la resina~péptido seca y 16 ml de anisol. La vasijsa,
equipada con un agitador magnético»reoubierto de tefldn, se
introduce en un baflo de hielo seco y acetona y se condensan
en la vasija 100 ml de fluoruro de hidrbgeno gaseoso, Esta
mezela se agita a 0°C en un bafio de hielo durante 1 hora.
El fluoruro de hidrdgeno se separa por evaporacidn a presidrn
reducida. El residuo ge tritura seis veces con 100 ml cadé
vez de acetato de efilo. ELl péptido se extrae de las perlas
de resina con 800 ml de una solucidn acuosa 0,1 molar de
&cido acético.

Ciclacibn del péptido a calcitonina de salmdn

Fl extracto acuoso en acido acético obtenido de la
escisidn con fluoruro de hidrdgeno se diluye hasta 1,5 li-
tros por adicidn de 700 ml de agua destilada. El pH de la
solucifn se ajusta a 7,5 por adicidn de hidrdxido amébnico
concentrado. La solucidn se agita en una vasija cerrada ba-
jo una corriente de nitrdgeno durante 24 horas. En este
momento no es posible detectar etilmercsptano en la corrien-

te de nitrégenc emergsute. BL contenido en .etilmercaptano

“de la corriente de nitrdgeno ge midid haciendo pasar la co-
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rriente a través de una solucidn de reactivo de Ellman
(Ellman, G.L., Arch., Biochem. Biophys., 82, 70-77 (1959)).
El pH de la mezcla de reaccidn se ajusta a 5,0 por adicién
de dcido acdtico glacial.

Purificacidn de la calcitonina cruda de salmdn

Los 1,5 litros de solucidn procedentes de la sinte—
sis anterior, a pH 5,0, se concentran utilizando una columng
cambiadora de idén de SP-Sephadex C-25. Los 75 ml de concen—
trado retirados de la columna con solucidn 0,5 M de cloruro
sédico se desalifican y purifican haciendolos pasar a tra-
vés de una columna de filtracién de gel de Sephadex (—25
(fiﬁo) y eluyendo con una solucidn acuosa 0,03‘M de acido
écético. La fraccibén de calcitonina de salmdn de esta colum-
na se ajusta a pH 6,0 por adicidén de una solucibén de hidrb-
xido-aménico. Esta solucidén se purifica de nuevo por croma-
tografia de cambio de ibn empleando una columna Whatman
CM52  eluida con solucibn reguladora de acetato ambnico,
Ta fraccién de calcitonina de salmbén de esta columna se ajus
ta a pH50 por adicidn de Acido acético glacial. Esta solu~
cién se concentra empleando una columns cembiadora de ién
de SP-Sephadex (C-25. Loé 30 ml de concentrado retirades de
la columna con solucibn 0,5 M de cloruro s6dico se desalifi-
can con una columna de filtracidén de gel Sephadex (-25 (fi-
no), La fraccidn purificada de calcitonina de salmén se re-
coge y liofiliza. E1l producto se obtiene en forma de sélido
blanco esponjoso. Se encuentra que este material es biold-
gica y quimicamente equivalente al producto registrado en
bibliografia (Guttmann, S., y colaboradores, Helv, Chim,

Acta 52, 178Q~1795 (1989) ).

i
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La preparacidén de loé compuestos tal como se ha desH
crito en lo que antecede o como se ha indicado en el Ejem-
Plo 1 puede modificarse en muchos aspectos pero cuando se
introducen variaciones en mis de un factor, es dificil eva-
luar éuélquiera de los factores alterados. Por esta fazén,
establecemos una serie de ensayos en los que solamente se
varia un factor y se comparan los resultados.

EJEMPLO 2

Los prooedimientos indicados en el Ejemplo 1 se re-
piten utilizando los mismos materisles y las mismas cantida-
des, manteniéndose todas las condiciones idénticas en lo
practicamente posible, a excepeidén de que, en el Ciclo 24,
la BOC--tosil-L-tirosina se sustituye por 2,55 g (0,008 mo~-{
les) de Bocﬂﬂrnitro—L—arginina. Tos resultados obtenidos son)
précticamente idéniticos a los indicados én el Ejemplo 1.

EJENPLO 3

Se repitid el procedimiento indicado en el Ejem—
plo 1 empleando los mismos materiales, las mismas cantida-
des y las mismas condiciones, a excepcidn de que, en el
Ciclo 22, la BOC-O-bencil-L-tirosina se sustituyd por 3,45 g
(0,008 moles) de BOC-O~2-bromobenciloxicarbonil-L~tirosina.
Los resultados obtenidos fueron similarés a los indicadosg
en el Ejemplo 1,

" EJEITPLO 4

Todos los procedimientos, materiales y condiciones,
son iguales a los del Ejemplo 1, a excepeidn de que, en los
Ciclos 18 y 11, la BOC-g£-benciloxicarbonil-L-lisina se sus-
tituye m cada uno de estos ciclos por 2,28 g (0,0055 moles)
de Bul-f~2-clorobenciloxicarbonil-L-lisina. Los resultados

obtenidos son pricticamente iguaies a los del REjemplo 1.
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EJEMPLO 5
-Pueden utilizarse los materiales, procedimientos y
condiciones de la sintesis de resina-péptido utilizados en
el Ejemplo 1, a excepcibn de que, en el Ciclo 7, la BOC-S-
etiltio—L-cisteina es sustitulda por 1,88 g (0,0055 ﬁoles)
de BOC~-S-p-metoxibencil-L-cisteina para preparar asi el pép-
tido Tipo I.

El extracto en Acido acético acuoso obtenido de la
escisién con fluoruro de hidrdgeno puede ser diluido hasta
1,5 litros por adicidn de 800 ml de agua destilada y el pH
ajustado a 7,0 por adicibn de hidrdxido aménico concentrado.
Deépués puede hacérse pasar ung corriente de aire por ia.so-
lucibn durante un periodq de 8 horas, Entonces‘el pH de la
mezcla de reaccidn puede reducirée a 5,0 por adicidn de
4dcido acético glacial. La purificacidén de la calcitonina
cruda de salmdn puede realizarse de acuerdo con el procedi-
miento descrito en el Ejemplo 1.

EJEMPLO 6

Todos los materiales, procedimientos y condiciones
pueden ser iguales a los del Ejemplo 1, a excepeidn de que,
en el Ciclo 7, la BOC-S-etiltio-L-cisteina es sustitulida
por 1,48 g (0,0055 moles) de BOC—S-metiltio-L-cisteina.

Pueden esperarse resultados similares a los obteni-
dos en el Ejemplo 1,

EJEMPLO 7

Todos los materiales, procedimientos y condiciones
ﬁueden ser iguales a los del Ejemplo 1, a excepcidn de que,
en el Ciclo 1, la BOC-S-p-metoxibencil-L-cisteina es susti-
tuida por 1,66 & (0,0055 moles) de BOC-5-3,4-dimetilbencil—

TL-cisteina. Cabe esperar resultados similares a los obteni-
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dos en el Ejemplo 1.
EJENPLO 8
Podos los materisles, procedimientos y condiciones
pueden ser los.mismos del Ejemplo 1, a2 excgpcién de los si=
guientes cambios:

Ciclo Cambio

1 Utilizar 1,71 g (0,0055 moleg) de BOC-S-bencil-IL-
cisteina en lugar de BOC-S~p-metoxibencil-L-cistei-|.
nee
7. Utilizar 1,48 g (0,0055 moles) de BOC~S-metiltio-
I-cisteina en lugar de BOC-S=etiltio~L-cisteina.
11 Utiligar 2,28 g (0,0055 moles) de BOC-g£-2-cloroben~
ciloxicarbonil~L~lisina en lugar de BOC-g-bencil-
oxicarbonil-L~-lisina.
18 Igual que en el Ciclo 11 anterior. ‘
22 Utilizar 3,95 g (0,008 moles) de BOC-0~2-bromoben-
ciloxicarbonil-I~tirosina en lugar de BOC-O-bencil- |
L-tirosina.
24 Utilizar 2,55 g (0,008 moles) de BOC-N-nitro-L-argi-
nina en lugar de BOC-N-Y-tosil-arginina. A
Cabe esperar resultados similarps a los del Ejem-
plo 1.
" BIENPLO 9

Todos los materiales, procedimientos y condicio-
nes pueden ser los del Ejemplo 1, a excepcibn de que, en el
Ciclo 7, el derivado de aminodcido puede ser 1,88 g (0,0055
moles) de BOC-S-p-metoxibencil-L-cistelns y, en el Ciclo 1,
el derivado de aminoZcido puede ser 1,55 g (0;0055 moles)
de BOC=S=etiltico-L~cipteina, paré preparar asi el péptido

Tipo III.
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--mente separar dicho grupo protector, después por procedi-

Por ciclacidn del péptido Tipo III y purifica-
cibén del producto ciclado, debe obtenerse la calcitonina
de salmdén como en el Ejemplo 1.

Aunque solamente se han descrito con detalles
especificos cieitas realizaciones de nuestra invencién,
resultard evidente para los expertos en esta técnica que
pueden ponerse en practica otras realizaciones especifi-
cas y pueden introducirse muchos cambios, todos ellos den-
tro del espiritu de la invencidn y se pretende que todas
estas realizaciones y cambios sean considerados dentro de
los limites de las reivindicaciones del apéndice.

" En resumen, la Patente de Invencidn que se éoli-
cita deberid recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1.~ Un procedimiento de sintesis de calcitonina
de salmbn que comprende la operacidn de copular una resi-
na de poliestireno insoluble con prolina que tiene su fun-|

cién o amino protegida con un grupo protector y posterioj

mientos similares de reaccidn de proteccidn y desprotec-
¢idén, copular uno a uno con los péptidos de resina forman-|
do los otros amino acidos en la secuencia en la que apare-
cen en la calcitonina de salméﬁ mientras se protege con
los grupos protectores a los grupos funcionales de los
amino dcidos que no intervienen en las reacciones de cbpu-]
la hasta que se forma una resina pépfida que tiene todos
los amino &cidos de la calcitonina de salmébn, se separa
la resina y los grupos protectores restantes y unirllos

radicales cisteinz e: el péptide formado en una estructursg

de anillo disulfuro.
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2.~ Un procedimiento segin la reivindicacidbn 1,
en el gue dicha resina es resina bendidrilamina.

3.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 1
en el gue dicho grupo protector de la funcibn & amina de
los aminodcidos es butiloxicarbonilo terciario.

4.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 1,

que incluye la etapa de copular:

C6H5 BZ . _
(:) - OHNH..PRO--THR—NH2 con BOC-glicina para obtener
06H5 BZ

(:) - CHNH—PRO—THR—GLY--NH2
donde (:) egs poliestireno
BZ es bencilo o un derivado de benci;o

¥y BOC es butiloxicarbonilo terciario.

' 5.~ Un procedimiento segin la reivindicacién 1,
que incluye la etapa de copular

?GHS PZ ' ?Z ?Z ?Z Y ?Z
(:) - CHNHfPRO-THR-GLY~SER-GLY-THR~ASN—THR-ARG—PRO-TYR—THRj

con BOC - € - V-lisina para obtener

_——vGLN-LEU—NH2

GGHS BZ BZ BZ Bz T W BZ

| | | | P
(o - &HNH-PRO-THR—GLY-SER-GLY—THR-ASN-THR—A&G-PRO—TYR-TI-

(f v
——«~GLN-LEU-L&S~NH2
donde (:) es poliestireno’
BZ es bencilo o un derivado bencilo
T es-nitro o tosilo .
W es B2, benciloxicarbonilo, o un derivado bencilo-
xicarboniio o ningin grupo protector.

V es benciloxicartonilo o un derivado benciloxicar-
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bonilo y BOC es butiloxicarbonilo terciario.
6.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 1,
que incluye la etapa de copular

C.H BZ BZ BZ Bz © W B2
65 | l

| [ l | L
@ - GHNH-PRO-THR-GLY- STR-GLY - THR-ASN- THR-ARG- PRO-TYR- THR—

v v Bz BZ v

NH,

con BOC-R-L-cisteina para obtener B2

® !)HHH-PRO- THR- GL¥—

l $z BZ Bz T ‘,J Bz v \lr H
| l | [
- SER~.GLY-THR-ASN-‘I‘HR-ARG-PRO-TYP.-THR-.GLN-.LEU-LYS_HIS-LEU-CLUT

[ l | I
L GLN-LEU-LY S-HI S~ LEU- GLU~ GLN~ SER-LEU- SER-.LEU-LY S-GLY-LEU{VA

Bz v . R

WGLN-EER—LEU—-SER-LEU—-I&S- crmf_mf.u_m.m’rs.-Nﬁ2
donde (:) es poliestireno
'~ BZ es bencilo o un derivado bencilo.
T es nitro o tosilo
W es BZ, benciloxicarboﬁilo, un derivado benciloxi-
éarbonilo o ningdn grupo protector.
R es un grupo n-alquiltio
Yy BOC es butiloxicarbonilo terciario. .
7.~ Un procgdimiento segin la reivindicacién 1,
que incluye la etapa de copular‘

CeHg, Jlsz BZ BZ Fz Py ]lsz
| | ] |
@ LHNH-PRO_THR-. GLY- SER- GLY~THR- ASK-THR-ARG- PRO~TYR.. THE~

|

| iv’ v BZ B% v ]'R
I l '
GLN-LEU--LY $-HIS-LEU-GLU- GLN- LE‘R-LEU-LYS— GLY-LEU-VAL-CYS—

1

Bz B2 BZ

|
L——w”HR_ SER-LEU-ASN-SER-iH.,, con BOC~-BZ-L cisteina para obtene

2
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C6H5 BZ BZ BZ BZ W B2

I | ! |}
- HNH~PR0.%HR_GLY_SER_GLY_THR_A - THR~ARG-PRO~TYR-THR

v oW Bz v R

[ | [ l
LeGLN~LEU-LY 8~ HIS-LEU~ GLU~ GLN- SER-LEU~LY S- GLY~LEU- VAL~ CY 5—

L—_—BZ BZ BZ Bz
&HR-SER-&EU-ASNngER-éYS-NHQ
donde X es poliestireno
BZ es bencilo o un derivado benc;lo
T es nitro o tosilo
W es BZ, benciloxicarbonilo, un derivado benciloxicarboni-
lo o ningin grupo protector. |
V es benciloxicarbonilo o un derivado benciloxicarbonilo.
BOC es butiloxicarbonilo terciario, y i
R es un grupo n-alquiltio.
8.~ Un procedimiento segin la reivindicacién 7,
que incluye la etapa de escisidn de
CGHS’ BZ, T, W, V y BOC
<:> ~CH
de la estructura obtenida de dicha copulacidn, para obtener
la estructura:
e
0=PRO-THR- GLY ~ SER~ GLY~ THR~A SN~ THR~ARG- PRO- TY R~ THR~ GLN-LEUj]

R

[
4———{XS~HIS~LEU-GLU—GLN-SER—LEU—LYS—GLY-LEU-VAlnCYS—THR—SERT

"‘"LEU~ASN~SERuCYS-NH2
9.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 1,

que incluye la etapa de copular:

Y A B S e W e ey S s -
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C.H BZ RZ BZ BZ T W BZ
185 | | L] | ]
<:> ~CHNH-PRO-THR-GLY~SER-GLY HR~ASN-THR~ARG—PRO-TYR~THR_1.
" B2 BZ v BZ

I l l l
‘——-GLN-LEU-LlYS-HI S-LEU-GLU-GLN- .ISER-LEU-LYS- GLY-LEU-VAL-CYS—

i

Bz BZ - R

| |
"‘“"‘THR-SER-LEU-ASN_SER-NH2 con BOC-R-L~cisteina para obtengr

, [ ] I
——GLN-LEU- LY S-HIS-LEU~ GLU~ GLN- SER-LEU-LYS- GLY-LEU~ VAL~ cxs-—[

F6H5 ) BZ ) ?Z VA BRZ ? Y BZ
@ -CHNH-PRO-THR-GLY-SER—GLY-THR-ASH—&‘HR-ARG-—PRO-TYR-THR——-[
T BZ BZ v Bz |

BZ BZ ' Bz R

“‘f’THR—éER—LEU—ASN-éER—CLS—NHz

donde X es poliestireno
BZ es bencilo o un derivado bencilo
T es nitro o tosilo
W es BZ, benciloxicarbonilo, un derivado bencilo-
xicarbonilo o ningin grupo protector..
V  es benciloxicarbonilo 0 un derivado benciloxicar
bonilo |
BOC es butiloxicarbonilo terciario.
Y R es un grupo n-alquiltio
10,~ Un procedimiento segin la reivindicacién 9
que incluye la etapa de sepafacién de
£6H5’ BZ, T,W,V y BOC
H
de la estructura obtenida de dicha copula, para obtener la

estructura:
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VH
2
0 = PRO~THR-GLY-SER-GLY~THR-ASN-THR~ARG~PRO-TYR~THR~ GLI

-

L—'LEU~LYS—HIS—LEU~GLU-GLN—SER—LEU—LYS—GLY«LEU~VAL—CYS~THR_.

.

R
-—-SER;LEU-ASN~SER-OLS—NHQ

1l.- Un procedimiento segin la reivindicacidn 10
en la gque dicha separacidn se realiza por tratamiento con
fluoruro de hidrdgeno.

12.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 1,
en la que d;cha estructura de anillo de disulfuro se forma
manteniendo dicho péptido éon dos radiales cisteina uno de
los cuales contiene una funcidén sulfhidrilo libre y la otrg
tiene su funcidn sulfhidrilo protegida por un. grupo n-al-
quiltio que participa en un enlace disulfuro con la fun-
cién tiol del mencionado radical en una solucién sustan-
cialmente libre de oxigeno hasta que se lleve a cabo la
reagrupacidn para dar el péptido disulfuro ciclico.

13.- Un procedimiento segin la reivindicacién 12,
en la que dicho grupo alguilo en dicho grupo n-alquiltio eg
etilo, metilo, propilo o butilo.

14,.~ Un procedimiento segin la reivindicacidbn 13,
en que dicho grupo alquilo es etilo.

15.~ Un procedimiento segin la reivindicacién 12,
que incluye la etapa de agitacidén de dicha solucidén durants
la reagrupacidn.

16.- Un procedimiento segin la reivindicacidn 12,
gue incluye el conducir dicha reagrupacidn por una corrien-
te de gas inerte.

17.- Un nrocediniento seglin la rei&indicacién 16,

que incluye el continuar manteniendo dicho péptido en diche
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solucidén hasta que el gas que pasa por encima de dicha so-
lucidn quede sustancialmente libre de mercaptano.

18.- Un procedimiento segin la reivindicaciodn 16,
en el qde dicho gas es nitrogeno.

- 19.-~ Un procedimiento segin la reivindicacién 12
en el que dicho péptido con dos radicales cisteina se man-
tiene en dicha solucidén a una temperatura de -202 g -159C.

20.~ Se reivindica por ﬁltimq como cbjeto sobre
el éue ha de recaer la patente de invencidn que se solicita
UN PROCEDIMIENTO DE SINTESIS DE CALCITONINA DE SALMON.

Todo conforme quéda deédrito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de cuarenta y cua-
tro péginaé mecanografiadas. )
Madrid 12 agosto 1.975

BERWARDO UNGRIA
P -
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