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| actividad biolégica y'que son Gtiles en el tratamiénto de

RESUMEN DE IA INVENCION

Sintesis de un péptido ciclico de. disulfuro por pre-
paracidn de un neptldo no ciclico que contlene por lo menos

dos radicales de 01steina en su cadena amlnoéc1da, uno de los

cuales estd protegldo por un grupo n-alguiltio y.sometlmlento_ ;

1

de dicho péptido no ciclico a un progedimiento en el que el
péptido no ciclico se mantiene en solucién esénéialmente exen
ta de oxigeno, a un ., pH de 5 a 10 aproximadamente, hasta que
tlene/lu gar la transposicidn p ra dar un péptido disulfuro
ciclico y desplazar dicho grupo n~-alquiltio de dicha cadena
aminéécida. I descripcidn‘también comprende los péptidos no
eiélicos como nuevos compuestoé ¥y los proczdimientns psra su

preparacidn., '

COMPENDIO DE IA INVENCION

Esta invencién se refiere a la ciclacién.de péptidds
¥y mds especialmente a métodos para el tratamientoxdo-néptiios
que contienen grupos cisteina para producir una unldn dlsulfu
ro entre estos grupos ¥y formar asi una estructura efelica. Es|

tos métodos son utiles en la sintesis de péptidos que‘poseen

ciertas enfermedades en el hombre y los animales. .

Ia invencidn se refiere ta@bién a péptidos no cieli-
cos intermedios que son precﬁréores de los péptidos disulfuro
ciclicos y a la preparacidn de estos péptides no ciclicos.

ANTECEDENTES

Se conocen muchos péptidos qué son bioldgicamente
actives y Utiles en el tratamiento de enfermedades y que con-
tienen un anillo de disulfuro. .las calcluonlnas, que son utl-
les en el trdtamienﬁo de la enfermedad de Paget, contienen

una estructura ciclica en la que intervienen grupos de cis-
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tefna en las posiciones primera y séptima de sus cadenss de

aminodcidos. Ia oxitocina es Wtil para la induccidn o estimrla;

¢idn terapéubica -del parto en los séres humanos y animales y

‘ también para controlar la hemorragia uterina post-parto. Con-

tiene wna estructura ciclica de disulfuro entre los grupos de

cisteina de las posiciones 1 ¥y 6 de 5u cadena de aminodcidos.}

la vasopresina y su andloga la 1ipresina ée wtilizan como dro
gas antidiuréticas eg el homﬁre y contieneh estructuras cicli
cags de disulfuro entre los gfupos de cisteina de las posicio-
nes 1y 6 de sus secuencias de aminodcidos (Handbeok of Bio-

chemistry, pags. C-164 a ¢-188). Ia somatostatina, un_péptido
disulfurado recientemente descgbierto (P. Brazeau y d&laborau

dores, Science, 179, 77[ﬁ973]), ha sido propuesta como de iﬁ~

terds terapdutico en el tratamiento de la acromegalia y diabe

tes. Ia somatostatina contiene un enlace de disulfuro entre |

los festos de cistelna de las posiciones 3 y 14 de_sg.secuen~
cia de aminoécidos (R. Burgus y colabofadores,'Proctﬁgc.Acad.
SCl, . Sy 70’ 684 [.1973]) :

Auvnque el tipo y la’ secuencla de los - -8rupos amlnoéci-

do de lag calc1ton1nao, oxitocina,- vas opre31na, somato tatina )

¥ otros péptidos naturales de este tipo puede varlar con la -
gspecie de la que son obtenidos, todos estos peptldos que
eran originalmente obtenidos de fuentes naturales, por e;em—
ild'por extraccién de las gldndulas de seres humanos, anima-
les domésticos, pécés, renas o fepfiles, contieneﬁ la gstruc«

tura ciclica antes citada. Ia secuencia de aminodcidos de

algunos péptidos conocidos bioldvicamnnte activos, que contie;

nen grupos de cmsteina unidos a través de puentes de disulfu-

o en una estructura ciclioa, se encuentra en la Tabla I.

[

-

L]
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TABLA I

Péptidos tipicos conteniendo estructuras clclicas de-cisteins

| 1 ‘ )
Oxitocina: H-GYS~TYR-ILE-GIN-ASN-CYS-PRO-LEU-GLY-NH,

_ - - b y
Vasopresinas HvCIS—TYR-PHE—GIN —ASN-CYS —-PRO--A.R(}--GI:Y--I\IH2

: [
Sematostatinas H—ALA-GLY—CYS%EE%M%EH@QKE}TRP—LYS—THRJPH§3

s '
HR~$ER~CYS~-0H

Caloil onina de H-CYS'—SER-ASN-—LEU-SER—TPB—-CYS—VAL—LEUmGLﬁ
salmén :

I-LYS~LEU—SER—GLN-GLU—-LEU-HIS-—LYS—LEU—GLNJ

[lHRnTYR ?RO-ARG~ THR—-ASN-THR-—GLY—DER- CLi4

<

EIHR—P RO--NH2

‘ L ..
Calcitonina hu- H—-CY.::—CLY—ASN—LEU—-SER—THR—C}S—MET—I:EU-GLY—]
mpna

LTHR—TYR-THR—GIN- ASP—PHE—ASN—I-YS-PHE—HISJ

LTHR-P’-IE—PRO-—GIN -THR-ATA-1 I:E—GI:Y-VA»—GLE]

|~ALA--]:’RO—-I\IH

I |
Calcitonina por H-CYS-SER-ASN-LEU~SER-THR~] YS-VAL-—LEU-J
cina

rSER--AILA--'l‘YR-TRP-AT{G-.ASI\I -TEU-ASN-AnN— PHJ:.J

I-HIS—ARG—PHE-SER—G LY—MET—GI:Y—PHE—GLY—PROJ

E}LU—THR-—PRO -I\THZ

Calcitonina bo— 'H-CYS-SER-ASN~ I:EU»SERJ'HR~—CYS—VAL-LEU-—:>ER-]
vina :

‘-ALAwTYR-—TRP LYS-ASP-LEU-ASN‘-ASN-TYR—HISJ

) [Al?G-PHE-SER-GLY-I.'IET-G-LY—PHE—-GLY—PRO—GLU—].

LTH_B—PRO—NHZ.
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En inténtos anteriores pafa preparéf sintéticameﬁte
un péptido como los descritos en la Tabia-i; el dnico méto-
do existente para producir uwna estructuré ciclica cerrada de
disulfuro era fratar de'formar un péptidb no ciclico con la
cadena de aminodcidos deseada y despuds someter este péptido
a un proceso oxidativo empleando agentes.oxidanﬁés para for-
maxy ea puente de disulfuro entre 1os'dos‘restos'de cistelna.
Estos métodos oxidativos han siao descritos en la bibliogra-
fia (Katsoyannis, P.G., The Chemigtry of Polypeptides, Plenun
Pressl, 1974, pigs. 60-85). Un inconveniente importante de es-

t0s procedimientos es la exposicidn de la molécula de pépti-

do alltamente 14bil a los agentes oxidantes. Este tratamiento |

pued¢ inactivar el péptido dando lugar a un menor rendimiento
de productos biolégicamente activos. ' 1
. Desde hace tiempo. se necesita un procedimiento.paré

la formacidn del puente de disulfuro entre los radicales de

cisteina de un péptido, que no requiera el uso de agentes oxi
dantes. En consecuendia, nos'hemos dedicado al desgﬁbﬁimiento
de un pétodo practico y eficiente para la formaéién_dé w
puente de disulfuro cfclico entre los radicales de/éisteihav
de un péptido. E 4
' COMPENDIO

_ Hemos encontrado un método de sintesis de péptidos
cfclicos de disvlfuro, dbnde_se forma un puente de disuifuro
entre dos restos de cisteina en un péptido mediaﬁ{e un'senci~
1lo proceso en el que no es necesario tratar'el péptido cor
agentes oxidantes. Fste proceso implice la provisidn de un
péptido en el glie uno de los grupos cigteina lleva unldo un
grupo n—alquiltlo gue participa en un puente de dlsulfuro con

1a func16n tiol del grupo de 01ste1na. Este péptido puede sen
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obtenido utilizando en la sintesis dé la secuencia de amino-{ - °

dcidos del péptido un grupo protecior'diiéréntevpaféufroﬁeger

rEn T,

la funcidén tiol de uno de los grupos cisteina, a saber, un

St

grupo n-alquiltio que no es separado en la siguiente etapa'
de escisién. El péptido no ciclico resultante conteniendo el
grupo!n—alquiltio unido a un radical de cisteina puede ser
manteéido en solucidn exenta de‘oxigeno hasta que tiene lugar

la transposicidn espontdnea, que completa el anillo de disulf~

. ro enyre los radicales de cistelna con desplazamiento del gru
10 "I po protector n-alquiltio,

DESCRIPCION DE Ia INVENCION

N

Nuestro procedimitmto mejorado es aplicable é.la sin-

B " : ~ tesis! de cualquier péptldo de disulfuro c1cllco donde el puen

te disulfuro se encuentra entre dos restos de c1steina en 1a

i - 15
cadena, de aminodeidos. El procedimiento es especlalmente ve—

tajoso en la sintesis de péptidos ldbiles, bioldgicéménte
activos, porque la formacién del puente de disulfurc- se rea-
liza. en condiciones que eviten la oxidacidn ¥ que no perturbay

C éO por lo demds a la estructura del péptido.

»

Podemos comenzar con la preparacién de un péptido no
ciclico y conmstruir la cadena de aminodcidos de la -oxitccina,
calcitonina o cualquier otro péptido de este tipo que conien-

B ) ga dos restos de 01ste1na. la cadena de aminodcidos puede ser

saram

o8 montada por aplicacidn. de téenicas cldsicas de sint951s 0 las

modernas téenicas en fase sélida (Herrifield, R.B. Y“Advances

v

in Enzymology" Interscience, New York, 1969, Capitulo 32, 2214

v
R O

296 y Stuart, J. y Young, J. "Solid Phase Peptide Synthesisﬁ,

W.H. Freeman and Co., San Francisco, 1969).
S . - Preferimos utilizar el tipo de sintesis en fase séli-

da. En éstadntesis, los aminodcidos se agregan uno & uno a la
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cia total del péptido. Los grupos funcionales de los_aminodeis

resina hasta que se ha construido sobre la resina la secuen-

dos son protegidos mediante grupos de bléQueo.AEl grupo a-amil

no de los aminodcicos eq'protegido por un grupo terc~butiloxi

]

carbonilc o un equivalente del mismo. Este grupo a-terc~bufil
oxicarbonilo serd denominado BOC. Ias funciones hidroxilo de
la serina y la treonina son protégidas conn un grupo benci-

lo-.o derivado bencilico tal como 4-metoxibencilo, 4-metilbenc)

) L

lo, 3j4-dimetilbencilo, 4~-clorobencilo, 2,6-diclorobencilo,
4-nifrobencilo, benzohidrilo o uwn equivalente del mismo. Uti-

lizamps el ﬁérmino BZ para representar los grupos bencilo o

derivado bencilice. Ta funcidn hidroxilo de la tiresina pue-
de quedar sin proteger, puede ser protegida con uh grupo ben-
cilofo derivado bencilico como se ha descrito antes, por ejem)
plo grupo BZ, o puede estar protegida con un gru@o:benciln '
oxigarbonilo o derivado del benciloxicarbonilo,'tal cemo 2-

clorobenciloxicarbonilo o un grupo 2-bromobenciloxicarbonilo

[C)

foat

o un equivalente del mismo., Utilizamos el téxmino thara.repﬂ
sentar o bien ningin grupo protector o bien un grupo-BZ, un

grupo benciloﬁicarbonilo 0 un grupo derivado benciloyﬁparbo—
nilico, Ia funcidén guanidino de -la arginina puede se@;prote~
gidg con un grupo nitro, un grupo tosilo o un equiééiénte del]
mismo, Utilizamos'ia.letra T para %epresentar un grupo nitro
0 un grupo tosilo.. Ia funcién E-amino de la lisina buede

ser protegida mediante un grupo benciloxicarbopilo o un derid’
vadd'benciloxicarﬁonilicc tal como 2-clorobenciloxicarbonilo,

2-bromobenciloxicarbonilo, 3;4ndimetilbenciloxicarbonilo 0

wn, equivalenie de Jos mismos., Utilizamos la letra V para re-

presentar un grupo benciloxicarbonilo o un derivado benciloxi

carboniliéo. Los grupds pfotectoreé utilizados en el nitrége:
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|| ¥ derivados bencilokicarbonilicos como los descritos antes al

'pos cisteina ¥ podemos proéeger uno u otro de estos grvpos CO)

‘un grupo n—alqulltlo mlentras que el otro puede estar p etegl

no imidazélico de la- histiding son el grupo bgnciloxicarbbnilo

tretar de la 1lslnq y designados ‘con la letra V. Ios grupos
deido W-carboxilico de los éczdos glutémlco v aspértlco son
protegldos con -un grupo bencilo o derlvado bencilico como los
descritos para la proteccidn de la funcmdn hldrox1lo de la
serina y la ftreonina. Estos grunos protectores son representa
dos por el simbolc BZ. '

Los péptidos a los cuales es aplicable nuestro proce-

dimiento mejorado de ciclacidén contienen como minimo dos gru-

do con un grupo BZ que se separa en el tratamiento é01do pos-
terior junto con los otros grupos protectores que pudleran

quedar entonces, Utilizamos el simbolo SR para repréSéﬁtar'el

grupo n-alquiltio donde R es un grupo alquilo que preferible-

mente es metilb, etilo, ﬁropilo 0 bﬁtilo, seleccionéﬂdose ha-~
bitualmente el grupo etilo como el mejor. ' e '
Ia cisteina que contiene el grupo'protectof.ﬁ;alquiln
tio puede ser agregada a la cadena de aminodcidos éd'cﬁalduie
rs, de las dos posiciones de la cisteina dentro de Ja secuen-
cia deseada mientras que la cistelna qﬁe contiene el grupo
protéctor BZ es agéegada_en la otrs posicidn de la cisteina.
Por‘ejemplo, la oxitociné contiene restos de ciste{na en la
primera y sexta posiciones y el grupo n-aiquiltio puede ser
utilizado en la sexta posicidn mienfras ei grupo BZ se utili-
za en la primera posicidn o bien el grupo BZ puede ser uti1i~
zado en la sexta posicidn y el .grupo n—alquilfio en la pri-~-

mera.
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- De acuerdo con la tecnolovla en fase sélida, el emi-
n0401do qn la p031016n de ndmero mds alto en la cadena del
péptldo gue ha.ds ser 31nteblzado se copula a la resina ut1~
lizando los grupos protectores antes citados, seguido de eli-~
minacidén de 1og grupos protectores BOC del grupo ° o-amino;
despuds se combina el siguiente aminodcido de la . posicidn mds
alta posterior al dltimo grupo_gminoécido aﬁadidb, utilizando
grupos protectores apropiadés como antes y se separa el grupo
pfotecﬁor BOC etc, hasta que se completa la cadena deseada de
aminodeidos. Pueden o?tenerse combinaciones apropiédaé de
grupos aminodeido y grupo protect&res y estas combinaciones

sueden hacerse reaccionar con el péptido .previamente -formado

para agregar los grupos aminodcidos sucesivos. ‘Bstas combina-|

ciones pueden obtenerse comercialmente de los almacenes de

productos quimicos.,

Para ilustrar la sintesis de las cadenas de aminodei-|

dos que aparecen en los péptidos a los que es aplicaﬁle nues-
tro-procedimiento, damos en las Tablas II g VIII algunaé,sus—

tancias reaccionantes tipicas (que contienen-el grupo amino-

‘deido ¥ los grﬁpos protectores) para uso en la éintesié de

secuencias tlplcas de las cadenas de aminocdcidos. Cada una de

las sustancias reaccionantes dadas en las Tablas II g VIII

. pueden ser adquiridas en los almacenes de productos quimicos,

excepto quiza el grupo BbC—S-alquiltio que puede ser prepara-~
do por el método descrito en la biblicgrafia (V. Weber.y P.
Hartter, Hoppe-Seyler's, 2. Physicl. Chem. 351, 1384~.8[1970-_])
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TABIA IT

Sustancias reaccionantes tipicas para uso en lg sintesig de

oxitocinas

Nimero de - . . .
posicidn Aminodcido reaccionante

o9 BOC-glicina
8 BOC—L—léﬁcina
7 BOC—L~proliha V
6 BOC~S—etiltio-I-cisteina,
BOC—S~metiltio-I~cistelna

BOC-S-n-propiltio-I~cisteina o

- —

BOC~S~n—butiltio~1~cisteina ‘
éster p-nitrofenilico de BOC~I-asparagina
éster p-nitrofenilico de B00~i~glutamiﬁa

BOC~I~igsoleucina,

[NS TS CY I S

BOC-~-0-bencil-I~tirosina,

BOC~I~%tirosina o
BOG-0-2-brorobenci Loxi carbonil-I-tirosina -

1 BOC-S~p-metoxibencil~L-cisteina,

-

BOG~S-bencil-I-cisteina o |
BOG-5-3,4~dimetilbencil-I~cisteina.
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TABIA ITI
Sustancias reaccionentes tipicas vara uso en la sintesis dq
calcitonina de salmén
Némero de . -
posicidn Aminodeido reaccionante
¢ 32 BOC—i—prolina(
31 BOC-0-~bencil-I~treonina
30 BOC~glicina
29 BOC~0~benci i-I-serina
28 BOC~-glicina
27 BOC~O~bencil-L;treonina
aé ‘ éater p-nitrofenilico de BOCmeasparagina
25 BOC-Q—benoil~L~tréopina '
24 BOCﬁﬂrnitro—L-arginina 0 : ’
BOC-Q~tosil~L-arginina )
23 BOC~I-prolina ' )
22 Boc-o-bencil-L—-tirosina; ‘
BOC~I-tirosina o
BOG-0-2-bromobenci loxicarbonil-I~tirosing
21 ) BOC~0O-bencil~L~treonina ’ o
20 éster ponitrofenilico de BOG-I~glutamina
19 B00-I-leucina F
18 BOC~€~CBZ-I-lisina o - |
- BOC—¢ ~2-clorobenciloxicarbonil~I~lisina -
17 BOC-;N(im)-—CBZ—L—histidina
.16 BOC~I~leucina
15 éster Y-bencilico de dcido BOC—nglutémico
14 dster p-nitrofenilico de BOC~I-glutamina
;13 ' 300~L—bencil-L-serina A
12 - BOC—L—leﬁcina ' : .
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TARTA TIT (continuacién)

Numero Ce :
.posicidn Aminodcido reaccionante
11 BOC-E~CBI~I~lisina o _
BOC~£~2-clorobenciloxicarbonil~I~lising
10 BOC-glicina .

9 BOC-I~leucina

8 BOC-I~valina _

7 BOC-S—6tiltio-I-cistelna,
BOC—S-meti1tio—L—cisteiﬁa,
BOC-S-n-propiltio-I-cisteina’ o

| BOC-S-n-butiltio-I-cisteina

6 BOC-0-bencil-I~treonina

5 BOC-0-bencil~I-serina ’

4 BOC-I~leucina | B s

3 éster p-nitrofenilico de BOC—L-asparaginQ'

2 BOG~0O-bencil~I~serina o

BOC-S~p-netoxibencil-I-cisteina,
BOC-S-bencil-I~cistefna o

BOC-S-3,4~dimetilbencil-I~cisteina
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TABLA IV

Sustancias reaccionantes tipicas nara use en la sintesis de

" caleitonina humana

Numexro de : ~ _
posicidn Aminoébido reaccionante

32 BOC~L~prolina

3 ‘ BOC—L—aianina

30 BOC-glicina

29 BOC-I~valina

28 BOC-glicina

27 BOC-IL-isoleucina

26 BOC-I~alanina

25 BOC~0-bencil~L-treonina )

24 éster p-nitrofenilico de BOCnL;glutamina'
23 BOC~I-prolina S |
22 BOC-I-fenilalanina
21 BOC-O-bencil-I-treonina
20 BOG-(im)~CBZ~I~histidina
19 BOG-~I-~fenilalenina T
18 BOC~£~0BZ-I~lisina o o

BOC~g~2-clorobenci loxicarbonil-I~lisina
'217 éster p—nitrofenilico de BOC~L—a3paraéiﬁ&
16 BOC~I~fenilalanina
15 dater anenciliéo de deido BOC-I-aspdrtico
14 éster p-nitrofenilico de BOC~I-glutamina
13 BOG~O-benci 1-I~treonina

'12 BOC~O~bencil~tirosina,

BOC-L—tirosina 0-
BOC—O«Z-bromobenciioxicarbonil-L—tirosiha
11 BOG-0-bencil-I-tirosina
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Nimero de

- 14 -

TABIA IV (continﬁadién)

posicidn Aminodeido reaccionante
+ 10 BOC-glicina |
9  BOC-I-leucina
F BOC-I~metioniha
b BOG-S—e 51141 o-Icisteina, -
'BOC-S-metiltio—L—cisteina,
BOC~S-n-progitio-I-cistefna o
BOC-S-n-butiltio~I-cistelna
6 BOC-0-bencil-I~treonina
b BOC~0-bencil~IL-serina
4 BOC-I-leucina - )
3 éster p-nitrofenilico de BOC-L—asparagina—b
2 * BOC-glicina . B
1 BOC—S-p-metoxibencil—u~cisteina;

BOC-S-bencil—L—cisteina 0

BOC-5~3,4-dimetilbencil-I~cisteina.
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TABIA V

Sustancias reaccionantes tipicas sara uso en la sintésis de

vasopresina
Nimero de .
| posicidn Aminodceidos reaccionantes

95 BOC-glicina

8! BOG-t-tosi 1-I-arginins o
BOC-W-nitro-I-arginina

7 BOG-I~prolina

6/  BOC-S-etiltio-I~cisteina,
BOC~S-metiliio~L~cisteina,

' BOC-S~n-propiltio-I-cisteina o
BOC~S-n~butiltio-I~cisteina
éster p-nitrofenilico de BOC-L-asparagina.
dster p—nitrofénilico de BOC~IL-glutamina g )

3 BOCG~I~fenilalanina o

2 BOC~0-bencil-I-firosina,

| BOC~I~tirosina o
_BOC—G—z—bromobenci10xicarbonil~§~ﬁirosiégj:‘

A | BOC~S;p-meﬁoxibencil-Lfcisteina; |

BOC~S-bencil-I~cisteina o

BOC~3—3,4—dimetilbenci1—L~cisteina

N
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1 ' TABLA VI

P - || Sustancias reaccionantes tipicas para uso ed la sintesis de

somatostating,
Numero de posicidn ' ) Aminodcidos reaccionanteé

5 1 BOG-$-3,4-dimetilbencil-I-cisteina

13. BOC-~0-benci 1-I-serina |
BT BOC-0-bencil-L-treonina

11 BOC~-I-fenilalanina
10 BOC-0-bencil-I~treonina

10 B BOG~E~CBZ~I-~lisina o

. ‘ BOC~-E-2~clorobenciloxicarbonil-I~lisina

8 " BOC-I~triptéfanc
7 BOC-I-fenilalanina S
: 6 BOC-I~fenilalenina - -
l 15 15 éster p—nitrofenilico de BOC—L-asﬁafégina
4 BOC~£~CBZ-I~lisina o
BOC-£~2~clorobenciloxicarbonil-I~lisina
3 BOC~S~-etiltio~I~cisteina, s p
E I . o BOC-S-metiltio-I-cistelna,  ~T..
: | 20 . BOC-8-n-propiltio-I-cisteina oh‘“ﬂé
*‘ B | ‘BOC-S-n-butiltio-I-cistefna  ~ --
‘ 2 BOC-glicina
3 E B0G-I~alanina
R '
E 25

30




o

10

15

20

25

30

17 -

TABIA VII

Sustancies reaccionantes tipicas para uso en la sintesis de

caleitonina porcina

Nimero de posicidn

© Aminodeido reaccionante

32
31

130
29
28
27
26
25.
24
23
22
21

20
19
18
17
16
15
14

13
12

BOC-~I-prolina

BOC-0~bencil-I~treonina

éster Y~pencilico de écido'BOC%L~g1utémioc
BOC~L~prolina
BOC-glicina
BOC~L-fenilalanina
BOC-glicina
BOC-L-metionina
BOC~-glicina
BOC-0-bencil~I-serina
BOC-I~-fenilalanina
BOC-W-tosil~I-arginina o o
BOC-bnitro~I-arginina

BOC-N (im) ~CBZ-I-histidina
BOC-I-fenilalanina |

éster p-nitrofénilico de BOC~L~§sﬁa&agina

éster p-nitrofenilico de BOC—L—@syaragina

. BOC-I-leucina

éster p-nitrofenilico de BOC-I-asparagina.
BOC-w;tosil—Lwarginina 0.
BOG-W-nitro-I-arginina

BOC~IL-riptéfano

BOC~0-bencil-I-tirosina,

BOC-I-tirosina o

BbC~2—bromobenci1oxicarbonil~L—tirosina

t




R ~18 -
v 1 : TABLA VII (continuqcién)
S B - Nﬁgero de vosicién Aminodcido reaccionante —
11 °  BOC-I-alanina R
7 10 - 'BOC-O-bencil-I-treonina
' S -9 BOC~I~-leucina |
8 BOC-L~valina
7 : BOG-S-e+iltio~I~cisteina, -
BOC-S-metiltio~I-cisteina,
BOC-S-n-propiltio~I-cistelna o.
10  BOC-S<n~butiltio-I~cisteina
"; 6 | BOC--0-bencil-I—treonina
:: - ‘ 5 300-0~bencil-L—serina
R 4 BOC~I-leucina s
NS B ~3 éster p-nitfofenilico de BOC-L—aégaragina
qf ' .‘. _15 2 BOC-0-bencil~I-serina ‘ )
Co 1 ‘ Boc-s—p-metoxibencil-L—cistéina,.. \
B DR . © - BOC-S-bencil-I~cisteina o o
* ' BOC-S-3,4-dimetilbencil-I~cisteina.
;. | 20 Sustancias rééécionantes tipicas para uso en la sintesis de
1 ' '_ ’ calcitonina boving - : o |
J; | Nimero de posicién Aminodcido reaccionante )
3 '32 . BOC—L«prolina'
3 BOC-0-benci l-I~treoning
‘f f 28 30 | éster Y-bencilico de dcido BOC-I~glutdmice
1. 29 BOC-I-prolina
3 28 BOC-glicina
- i | o e " BOC-I-fenilalanina
- o6 BOC-glicina
Lo 30 : t
R : 25 BOC-I-metionina
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TABLA VIII (continuacién)

Aminodcido reaccionante

Nimero de posicidn
2
23
22
21

20
19

18
17
16
15
14

: Boc-grguclorobenci15xicarbon11~L$1isina

13
12

11
10

Nt © w

BOG—0-bencil-I~serina

BOC-i-nitro-I—arginina

dster p-nitrofenilico de BOC-I~asparagine

‘ BOC~0-~bencil-I~serina

BOG—glicina

BOG-I~fenilalanina

BOC-{)-tosil-I~arginina o

BOC-N(im)~-CBZ~L-histidina
BOC-0-bencil~I-tirosina,

BOC-I~tirosina o
BOC~0-2~brom6benci1oxicarbonil—Lwtirosina

éster p-nitrofenilico de BOCfL~ASparagﬂa

BOC-I~leucina
dster Y-bencilico de 4cido BOC—L~as§érﬁkn

BOC-g~CBZ-I-lisina o

BOC=I=triptdéfano c ‘
BQC-O—bencil~L—tirosina,‘

BOC~I-tirosina o
BOC—O-2—bromobenciloxicarbonilﬂL—ﬁirdsina

PR

BOCG~I-alanina

BOC-i~1eucina

BOC-I~valina
BOC-S-etiltio~I~cisteina,
BOC~-S-metiltio-L~cistelna,
BOC~S~n—@r0pilfio~L—cisfeina 0

BOC~S-n-butiltio-I-cisteina
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TABLA VIIT (continuacidn)

Nimero de posicidn Aminodcido reaccioﬁénta "
6 BOC—O—bencil—L—treoniné
5 BOCfO—bencil-L—seriné
4 . BOC-I~leucina .
3 - éster p—nitrofenilicé de BOC;L—asparagina
2 BOC-O-benci 1~I-serina |

1 . BOC-S-p-metoxibereil-TI-cisteina,
' BOC-S~bencil-I~cistefna o
BOC-5-3,4-dimetilbencil- L-clsteina.
Fn la sinte51s del péptido no ciclico obtenldo por la

serid de reaccionss de la Tabla II y escisién de la ‘resina,

el giupo protector n-alquiltio se coloca en el.reste de cis— |

04

ted de la posi016n.6 vy el grupoc BZ se colcca en la orlmera

pos1 16n. Se sobreentiende que al formar este péptldo no ¢i-
cll o, pueden invertirse esas posiciones, colocandose el gru-
po BZ en la posicidn 6 y el grupo n-alquiltio en la posicién

1. Andlogamente, con respecto a la Tabla III, los grupos pro-

'fectores en las posiciones 7 y 1 pueden ser invertidéé,y lo

mismo ocurre en las Tablas IV, VII y VIII, En cuantora‘ la Ta
blg V, los grupos protectores en las posiciones 6 ¥ 1 pueden
ser'invertidos. En cuanto a la Tabla VI, que se reflere a la
sintesis de la sométostatina, preférimos colocar el grupo
n-2lquiltio en la posicién 14 y el grupo B en la posicién 3,
como.se indica en dicha tabla. También en esta sintesis, pre-
ferimos utilizar una resina de poliestireno clorometilado en
lugar de la ;esina de benzohidrilaminopoliestireno que es lg
preferida enila'siﬁtesis de las calcitoninas.

Ios péptidos no ciclicbs que contienen dos restos ami

‘

nodcidos cisteina, que preparamos como intemediarios en nues
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tro procedimiento, se caractérizan, antes de la escigidén, poi .

contener lag siguiente estructura. - - T e
. SR BZ o e
~CYS-(A) ~CYS-
y despuds de tratamiento dcido pafa separar los grupos pro-~
tectdres, por la estructura: ‘ '
SR
l.
~CYs-(4) , ~CYs-
donde A es un resto aminodcido
x o8 0 o un nimero entero

YS es wn resto de cisteina

R es un grupo n-alcuilo v
| BZ es un grupo bencilo o derivado bencilico.

El péptido escindido - contiene asi un resio de pis?

con una funcidn sulfhidrile libre, pérticipanaofia‘fﬂ
idn sulfhidrilo del otfo resto de cistelna en un- puente
de disulfuro con un grupo n-alquiltio. Se 'observarégque los
péptidos producidos comO'resﬁltado de las reacciones-de cada
una de las Tablas II a VIII pueden ser caradterizados asi
cada uno de ellos. - e '

| .Cualquief péptido que pueda ser caracteriza#d;démo
antes se ha indicado puede ser empleado como intermédiariq
en ei procedimiento de esta invencidn y sometido a este pro-
ceso de cierre de anill&. Cualquiera de estos péptidos, con~
teniendo una estructura con dos resfos cisteina, uno de los
cuales conticne una funeidn sulfhidrilo libre y el otroncon-
“tieme una funcidn sulfhidrilo bloéueadé DPOr un grupo n-alquil

tio, puede mantenerse en solucidn (cualguier solucidn en la

que sea soluble), prefiriéndose lag soluciones acuosas o
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"de utilizarse un pH inferior a 6,0 pero la transposicmdn

-22 .

alcohéllcas, a un pH de 5 a 10 aproy1madmnente, hasta que ex—
perimenta una tran55051b16n espoptanea al péptldo deseado,
que conblcne c1ate1na ¥y un grupo dlsulfuro ciclico, con des—
plazamiento. del grupo n—alqullmercaptano.

‘Ie reaccidn de transposicién es facilitada ajustando
el pH de la solucidn entre 5,0 y 8,5, preferiblemente entre

6,0y 8,5 y todavia meaor alrededor de T4, por egemplo por

adicidn de bldr6x1dos de amonio o de metales alcallnos. Pue- |

transcurre mds 1entamente de lo desegble y puede utilizarse

ud pH hasta 10,0 o 10, 5 aproximadamente, pero cuando se em-

plea un pH superior a 8,5 aproximadamente, hay clerto pe1*gro f_ifif

de pérdida de rendlmlento. _ . .

Ademas, preferimos agitar la solucidn durante sl perig
do de la rea9016n de transposicidn que puede durar 21rededor
de 2 a 48 horas, pero habitualmente es completa‘en unas, 24 ho
ras. Ia reaccidén es facilitada agitando con un agitador rota-
torio o de cualquier otra forma. ' | ' .

Tambidn hay que tener cuidado de evitar la presencia

de oxigeno o de sustancias productoras de oxigeno y de mante-

ner la solucidn esencialmente sxenta de oxigeno. Es preferi-
ble colocar la solucién que contiene el péptido bajo una co-—
rriente de wn gas-inerte como nitrégeno.

El n—alquilmercapfano que es desplaéado come resulta-

do de la reaccidn puede ser arrastrado nor el nitrdgeno o por| - -

otro gas inerte y cuando el zas estd ya exento de mercapiano,|

puede considerarse que la reaccidn’ es completa.

El péptido intemnredio que contiene la estructura

—CYS~(A)X—CYS—'
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donde uno de dlChOS grupos CY¥S tiene wna funcién sulfhidrilo
libre y pl otro de dlchos grupos CYS tlene unido un, grupo:
alquiltio a la -funcidn sulfhidrilo que partlcipa.en el puen—
te de disulfuro con el grupo sulfhidrilo al que protege, es
convertido por nuestro proceso de cierre de anil}o en un pép-

tido en el que esta estructura se convierte en:
I |
~CYS-(A)x-CYS

donde CYS es un resto de cisteina
. 4 es un resto aminodcido y
..x es 0 o un nimero entero.

Si el procedimiento ha sido llevado a cabo cuidado samen-

te de acuerdo con los procedimientos y precauciones anies in-
dicados, el cierre del anillo no produce nirguna oira altera-{

cidn en el péptido salvo la transposicién para fo“mar un'pubn,

te de disulfuro entre dos grupos cmsteina y desplazar al n-
alqu:l.ltn.omercapﬁano . ) ,

Ia solucldn de péptido obtenida mediante nuestro proce;
dlmlento de cierre de anillo antes descrito puede ser. purlfi-
cada por prooedlmlentos conocidos. Ia solucién nuedo ser S0=-

metida a una combinacidn de procesos de filtracidn de gel v -

ficédo final puede 'ser obtenido de la solucién por liofiliza-

cién. El péptido resultante resultard quimica y'biolégicémen— w

te equivalente al péptido que ha sido obtenido de fuentes na-
turales.

Una aplicacién de nuestro procedimiento mejorado es la
sintesis de la calcitonina a6 salmén que estd descrita en
nuestra éolicitud de patente ooﬁcndiente estadounidense ndhe-

ro de serie 496,539, titulads "Sintesis de Caleitonina de

'métodos de cromatografla por cambio de ion. El proaucto puri-
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-1 salmén". El Ejemplo 1 de dicha solicitud puede ser incorpo-

rado aqui como ejemplo de sintesis de calcitonina de salmin

de acuerdo con nuestro procedimiento mejdfado. Como se indi-
ca en dicho Ejempld 1; se copula prolina a la resina utili-
?ando el reactivo BOC-I~prolina en la posicidn 32, después
se copula la treonina utilizendo el reactivo BOé-O—bencil—L-
treonina enrla posicidn 31, prosiguiéndose la’ copulacidn wtid
lizando consecutivamente las sustancias reaccionantes indi-
. cadas en la Tabla III de esta memoria. Cuando se ha llegado
10_ a lafposicién 7, se utiliza una sustancia reaccionante que

contiene un grupo n-alquiltio y cuando se llega a la posi-~

cidn 1, se utiliza una sustancia reaccionsnte que coatiene
N un grupo BZ. Una vez completada la cadena de aminodcidos de-

seada, la resina-péptido se trata con'fluoruro de hiﬂr&geno

RO DL e

15 para separar la resina y todos los grupos ﬁrotectores restani

tes excepto el grupo n~aiquiltio de la posicién 7. Tg sola-
- ¢idn resultante de la etepa de escisién coﬁ deido se diluye
con agua ¥ se ajusta a pH 7,5 por adicidn de hi&réxido,émé-
: nico. Después la solucidn se agita bajo corriente d§ ritrége

3 ' h.ZQ no gaégoso hasta que ya no se detecta mercaptano en*lq oq~f
"Agﬁ ,' rrienté de nitrégeno.efluehte. Al purificar el progup%o re-

éﬁitante, ée encuentra que es quimice y biolégicameﬁte equi~
ivalénte a la calcitonina de salmén natural.

3

Ia Fférmula del péptido resultante de las reacciones
8 |
I o citadas en la Tabla III, antes de la escisién de la resina,

puede escribirse asi:

' l ' |
_ , @—CHNH——PRO-THR—-GLY——SER-GLY—-THR—ASN—THR—ARG—PRO—T&R-THR-] :
I B [ vV B. B v

30 | | .
GIN-LEU-LYS-HIS-LEU-GLU-GIN~SER-LEU-IYS~GLY~IEU~VAT]

?6H5 ?Z BZ BZ Bz T W Bz

S5 A B

¥

&
5,
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|'(S}--.n—-a,l%ullo .
YS-THR-SER-LEU—ADN SnR—C? S~H.
Ia £émuls de este péptldo'obtenidd por escisiébn dei-
da anhidra se convierte en: '
S-n-alguilo

H-CYS- SER—ASN-LEUwSER-THR-CYS—VAL«LEU~GLY~LYS—LEU~SER1

LGLN-GLU-LEU—HIS LYS~LEU—GLN—THR-TfRnPRO—ARG~THR~A§§J
LTHR—GLY*SER—GLY;THR—PRO-NHH

que es un precursor de la calcitonina de salmén.
Después de someter este péptido a nuesfro método de

ciclécidn_mejorado aqui descrito, el péptido se convierle en:

\

[ | ' .
H~CYS~SER-ASN-LEU~SER~THR-CYS~VAL-LEU~G LY~ LYS-LEU~SER~

LGIN—GLU—LEU—HIS—LYS-LEU—GLN—THR~TYR-PRO*ARG—THR-ASNj

.|-THR—GLY-SER—GLY;THR—PRO—NHZ
que es la calcitonina de salmén.

Otra aplicacidén de nuestro procedimiento mejorado es
la sintesis de-lé oxitocina. Ia oxitocina contiene nueve
aminogcidos y la cadena de amlnoécldos de 1a ox1t001na pue-
de ser construida comenzando con la gllClna en la pcv¢016n 9
le gllclna puede ser copulada a la resina BHA utlllzando el -
reactivo BOC-gl:Lc:ms,, después puede copulerse la leucma utl—
lizando el reactivo BOC-I~leucing .y después se sigue utili-

‘zando ciclos de copulacidn y desproteccién de acuerdo con la

téenica en fasé sélida, utilizando consecutivamente los gru-

pos aminodcidos especificados y los grupos protectores indi-
cados en la Tabla II.
Cuando se llega a la posicidén 6, se uiiliza un gru-

pd protéctor n-alquiltio junto con el grupo cisteina y cuan-

do se llega a la posicidn 1 y se copula otro grupo cisteina,
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.se emplea un grupo protector BZ. Alfernativamente, el grupo

protector BZ puede ser utilizado en la posicién 6y el grupd
‘n~alquiltio en la posicidn 1. ’
Una vez completada la cadena de aminodcidos, el pép-

tido puede escribirse asi:

- H
CH30— W 5

¥ ' l |
H~GLY~LEU~PRO~CYS-ASN~GIN~-ILE-TYR-CYS~H

es la porcidén de poliestireno de la resina

W es ningin grupo protector, un grupo 32, un grupo

_carbonilo"y '
R es un grupo n-alquilo,

Después del tratamiento 4cido para escindir la resina,

.este compuesto se convierte en:

SR
H~CYS-TYR~1LE-GIN-ASN-CYS~PRO~LEU-GLY-NH,
Este péptido escindido, mientras todavia conserva el
grupo n-alquiltio en la posicidn 6, cuando se mantigjé{en
un disolvente, prefgriblemente a pH 6,0 g 8,5, experimenta
trensposicidn del puente disulfuro entre la cisteina y su gru
00 protector n-aleuiltio en la posicién 6 y la posieidn sulf+

hidrilo de la cistefna en la posicidn 1, para der el péptido

descrito a continuvacién:

' |
H-CJS—TYR-ILE—GLN-ASN-CYS-PRO-LEU—GI&LNHQ
que es la oxitocina. '

Un ejemplo especifico de la sintesis de oxitocina wti-

benciloxicarbonilo o un grupo derivado ‘del benciloxi| .

L T

Sie.
b3 :
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lizando nuestro procedimientO‘mejorédo,se eﬁcuentra en el si-
gulente Bjemplo A. L _
' EJEMPIO 4 '

Sintesis de la oxitocina

Activacidn de la resina

En la vasija de reaccidn de un sintetizador de pépti-
dos vendido por Schwartz-Mann, Inc. de Orangeburg, New York,
se introducen 5 g de'resina de benzoh’drilamina (BHA) con un
t{tulg de amina de10,43 miliequivalentes/g. Ia resina se tra-
ta cor 20 ml de los gsiguientes disolventes, filtrando des-

puéds de cada tratamiento:

cloruro de metileno - 2 minutos
cloroformo ~ 2 veces, 2 minutos cada vesz.
trietilamina al 10 % en cloroformo - 2 veces, 5 mi-
: nutos cada ves B .

eloroformo ~'2 nminutos

cloruro de metileno ~ 3 veces, 2 minutos cadé-ygz
Ciclo 9. : |

Copulacidn: Se agiten durente 10 minutos la fosﬁna
BHA, 20 ml de cloruroc de metileno y 0,75 & (0,0043 mblég) de
BOC-glicina. Se afiaden al reactor 4,3 ml de una‘soluci&h en
cloruro de metileno de diciclohexilearbodiimida (1 miifequi~
valeﬁtq de DCCI por ml de solucién) y la mezcla se agita du-
‘rante 6 horés. la mezclaide'reaccién se saca del reactor por
filtracidn y él BOC~glicil-resina BHA se someie a los s;guie%;
tes lavados de 2 minutes, con 20 ml cada vez, separando las
aguzs de lavado por filtracidén cada vez:
cloruro de metileno - 2 veces
alcohol metilico ~ 2 veces

4

cloruro de metileno =~ 2 veces.
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Acetilacién: Despuds la resina se agita con una mez-

cla de 1,6 ml de anhidrido acético, 2,4 ml de trietilamina

(TEA) y 20 ml de élqroformo, durante 30 minutos. Ia mezcla

de reaccidn se separa por filtraciéﬁ v la resing se somete a
los siguientes lavados de 2 minutos, ampleando 20 ml cada
vez:

cloroformo ~ 2 veoes

alcohol metilico - 2 veces

cloruro de metileno - 3 veces.

El ensayo con ninhidrina da resultado negativd.‘

Desproteccién: La resina protegida con BOC se agita du

rante 5 minutos con una mezela de 12 ml de dcido triiTaoracéd L

tico (TFA) y 12 ml de cloruro de metileno. Ia mezcla se sepa-

ra por filtracidn y la resina se agita con una segunda mez-

cla de 12 ml de TFA & 12 ml de cloruro de métilepo, cuiante

30 minutes. Ie mezela de reaccidn se separa por filtrﬁdién y

la resina se somete a los siguientes lavados con 2C mi:
oloruro de metileno - 2 veces, 2 minutos cade w3z
alcohol metilico - 2 veces, 2 minutos cada vez
cloroformo — 2 veces, 2 minutos cada vez

TEA al 1C % en cloroformo - 2 veces, 5 ¥ 10 ninvtos

' gloroformo -.2 veces, 2 minutos cada vez

cloruro de metileno - 2 veces, 2 minutos cada vez.

Ia L—glicina—resin; BHA se valora (Dorman, L., Tetra-
hedron Letters, 1969, 2319-21) para establecer el titulo de
amina o gliciﬁa. Este valor es de 0,384 miliequivalentes de
amina o glicina por gramo de fgsina.

Ciclo 8 -

Copulacién: Se agitan durante 10 minutos la resina-I-

glicina, 20 ml de cloruro de metileno y 2,95 g (0,0038 moles]-A
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Ciclo 7

1| Ciclo 5

~ 29

de BOC-I~leucina.H,0. Después se afinden al reactor 3,8 ml de

2
solucidn cn clor@ro’ée métileno de diciclohekilearbodiimida
(1 miliequivalente de DCCI por m1~de solucién o wn total de
0,0038 moles de DOCI)y la mezcla se agiﬁa durante 2Whobas.Lq
mezcla de reaccién se saca del reactor y la resina se somet§
a los siguientes lavados sucesivosde 2 minutos,con 20 nl cab
vez,.separando las aguas de';avado por filtracidén cada vez:

cloruro de metileno - 2 veces

_alcohol metilico - 2 veces

cloruro de metileno - 2 veces.

El ensayo c¢on ninhidrina es negativo.

Desproteccidn: Se repite para este ciclo el procédimiag. :

to de desproteccidn descrito en el Giclo 9.

Loé procedimientos de copulacidn y @é;proteccidﬁfutili«
zadés'en sste ciclo son iguales que en el Ciclo 8, a-excepciép
de quée en lugar del derivado de leucina se emplea elisiéuientg
derivado aminoécido: G

0,82 g (0,0038 moles) de BOC-L-prolina.

Lbs procedimientos de.gdpuiacidn y desproteccidn utili—‘
zados.en este ciclo son los mismos que en el Ciclo 8, El pro-i
ceso de acetilacién se realiza en este ciclo utilizanéo el
mismo método que en el Ciélo 9. in el proceso de copulacién .
ge utiliza el siguiente derivado de aminodcido: '

1,07 g (0,0038 moles) de BOC~S-etiltio-L-cisteina.

Copulacidn: El péptido-resina obtenido en el .Ciclo &
ge lava dos veces con 20 ml cada vez de dimetilformamida -

(DNF). Después la resina se agita durante 24 horas con una sQ
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luolon de 2, 01 g (O 0057 moles) de ester p—nltrofenillco de

BOC~ L—asparaglna en 25 ml de DiF. Se flltra 1a mezcla de. reac
cidn y la resina-péptido se somete a lavados de 2 minutos con
2 porciones sucesivas de 20 ml de los siguientes disolveptes:

dimetilformamida, cloruro de metileno, metanol y cloruro de
|

vmetileﬁo. Ios disolventes individuales de lavado se . separan

1

z N - . I3 .
por filtracidn. El ensayo con ninhidrina es negativo.

Desproteccidn:’ El procedimiento de desproteccidn uti-

lizadoles el del Ciclo 8.
Ciclo g

3

El procedimiento de copulacién utilizado ‘en este ci-

'¢lo es| el mismo del Ciclo 5. El procedimiento de acetilacién)

‘se re?liza en este ciclo utilizando el misma método que en

el CiZ10 9. El procedimiento de desproteccién utilizado en
este ticlo es el mismo del Ciclo 8. Se utiliza el siguiente

deriJ;do de aminoédcido:

f

I-glutamina,.
Ciclo 3

.El procedimiento de copulacidn utilizado en este ciclg

es el mismo del Ciclo 8. Se repite la copulacidn utilizando wi.

sistema disolvente de 10 ml de dimetilformamida y 10 ml de clg

raro de nmetileno y las mismas cantidades de aminodcido y DCGC.
El procedimiento de acetilacidn utilizado en este ciclo es el
mismo del Ciclo 9. El procedimiento de desproteccién utilize-
do en este ciclo es el mismo del Ciclo 8. En cada reaccidn de
copulacién se uti}izé el siguiente derivado de aminodcido:

0,88 g (0,0038 moles) de BOC-I-isoleucina.

2,09 g (0,0057 moles) de éster p-nitrofenilicu de BOC4

Ciclo 2 . .

Copulacidn: Ia resina-péptido obtenida en el Ciclo 3 se,
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lava con dos fraéciones sucesivas de 20 ml de dimetilforma-
mida. Ia resina-péptido se agita Gespués durante 10 minutos
con wna mezcla de 2,11 g (0,0057 moles) de BOC-0-befci L=I~ti~
rosina y 20 ml de DLF. beSpués se afiaden 5,7 ml de DCCI en

cloruro de metileno (equivalente a 0,0057 moles de DCCI) y la

1

mezcla?se agita durante 16 horas. Ia mezcla de reaccidn se se
para pﬁr filtracidn. la resina—péptiéo se somete a 2 minubos
de lavado con 2 porciones sucesivas de 20 ml de los siguien-
tes dipolventes: dimetilformamida, cloruro de metileno, me~
tanol y cloruro de metileno,

Se repite la copulacién utilizando la mitad de las cay

F

tidadels del derivado de aminodecido y DCCI en cloruro de meti-

leno, |[durante un tiempo de agitacidn de 6 horas.

Acetilacibn: Se repite el procedimiento de acalilacidn

utili%ado en el Ciclo 9.

¥

_ Desproteccidn: Se repite gl procedimiento de dasprotec
cidn utilizado en el Ciclo 9. ' A
Ciclo 1 . '
El procedimiento.de copulacién utilizado en este Qi-'
do la mitad del derivado de aminodecido y de DCGI en cloruro de
metileno. El procedimiento de despereccidn utilizado en este
ciclo es el mismo déi Cic}o 9. En la primera reaccidén de co-
pulacidn se utiliza la siéuiente cantidad de derivado de ami-
nodeido ¢
1,3 g (0,0038 moles) de Boc;s-me-toxibenci1~L-cisteina.
Una vez completado el Ciclo 1, la resina~péptido se
lava con 2 porciénes sucesivag de 20 ml de n-hexano. El mate-

rial péptido se separa del reactor y, se seca en una estufa

eléctrica a vacio, a 4b°0 Y 0y1 mm Hg duranie 24 horas. El
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ta de un agitador magnético revestido de Teflon, se introduce

'“agita a 0°C ea wn bafio.de hiélo durante uns hora. EL fluoruro

| Giclacidén del péptido a oxitocina

] ta megela se aglta en una vasija cerrada bajo una corriente d

- 32—

péptldo—reulna ox1toc1na blogueada pesa 6,0 g

Escisidn ~on fluoruro de hmdrégeno

En uvna vasija de reaccidn de Teflon se introducen 2 g

1§

de la resina-péptido seca y 2 ml de anisol. Ia vasija, provis

en un bafio de acetona. y hielo seco y se condensan en la vasi-

ja 15 ml de fluoruro de hidrdgeno gaseoso. Esta mezcla se

de hidrégeno se separa por evaporacidn a presidén reducida.

El residuo de tritura cuatro veces con 25 ml éada vez de ace
tato de etilo.El péptido se extrae de las perlas de rzsina
con dos porciones de 50 ml cada una de -dcido acético;glébial. ..

El extracto se'liofiliza para dar 486 mg de péptido esrindib).

Se disuvelven parcialmente 200 mg del'péptido crudo en
50 ml de agua destilada exenta de oxigeno a la que se ha aflat

dido 1 ml de 4cido acético glacial. El pH de la soluciﬁﬁ_se

ajusta a 7,5 por adicidn de hidrdxido aménico concentradb. Es

W

nitrégeno aurante 2/ horas. Al cabo de este tiempo no se puedp .
detectar etilmercaptano en la corriente de nitrégeno efluente.
EL conteniao en etilmercaptano en la corriente de nitrégeno
se ‘mide haclendo paéar 1a_corriente'a travéds de ama solucidn
de reactivo de Ellman : (Ellman, G.L. Arch, Biochem. Biophys.)
82, 70-7[1959]). Ia mezcla de reaccién se ajusta a pH 3,2 por|
adicidn de deido acético glacial. Se liofiliza para dar un
residuo sélido.

Purificacidn de oxitocina cruda .

Este residuo sélido se disuelve en una solucidn de

4

de¢ido acético 0,5N y se purifica pasdndolo a través de una co
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relacipnes de aminodeidos: GLY, 1,0; LEU, 0,98; BRO, 0,97;

cadena de aminoécidos ha sido completada y antes del trata~

L33 -

‘1umna de filtracién de gel Sephadex G-25 (fino) y se eluye
con dcido acético 0,5N. Ia fraccicn’'de oxitocina de ‘esta co-
lumna se recoge.y‘liofiliza para dar 54 ﬁg de un sélido
blanco. ' |

Este sdélido se disuelve de nuevo ég soiucién de dcido
acétic? 0,5N y se purifica pasdndolo por la columna de filtra
cién de gel de Sephadex G-25 (fino) y eluyendo con solucidn
de dcido acética 0,5N. Ia fraccidn de oxitocina de esta co-
lumna Se recoge y liofiliza para dar un sélido blanco espon-

joso. Este producto se analiza y se encuentran las siguientes|

ASP, 0,89; GIU, 0,64; IIE, 0,74; TYR, 0,72. Ia cantidad ted-
rica debe ser 1,0. No se indica el valor de CYS porgue el‘gé-
todo de ensayo destruye este aminodcido. Lé ﬁotencia biélégica
del p oducto es de 305,4 wnidades/mg. ) . -
Nuestro procedimiento mejorado también puede ser apli~
cedo de fomma similar a la sintesis de la somatostatina. la
resina puede ser la resina de poliestireno, tal com0'la;?esi~
na de poliestireno clorometilada conocida en la téenica. Ia
cigteina, en 1a7posici6n 14, puede ser cbpulﬁdé primero a la
resina utilizando como sustancia reacdionante la BOC-5~3,4~
dimetilbencil~I~cisteina, después serina, después treonina,
etc,.empleando las sustancias reaccionantes que contienen los
aminodcidos ¥ los grupos ﬁrotectores en la secuencis estable~ |
cida en la Tablag VI. Cuando ée llega a la posici6n13; se ubi-~|

liza ‘el grupo cistelna con un grupo n-alquiltio. Cuando la

miento 4cido paré escindir la resina; la férmula del péptido

puede escribirse asi: -
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3)206H3?H2 BZ B2 Bz V vV SR

(CH l |
, ) |
(:)-CH23~cYs~sERfTHRepHE-THR-LYS-TRP:PHEuPHEqasw—Lys-cysj

LeTy-ATa-H.

Después del tratamiento con dcido para escindir la re.

sina, el péptido se convierte en:

SR

H~ALA—GLY—C48—LYS-ASN—PHE—PHE—TRP-LYS;THRAPHE—THR-SER-C¥S—0H

Después de permitir due el péptido escindido no cicli
éd se transponga bajo las céndiciones'de nuestro procedimient

de ciclacidn, puede escribirse asi:

' H—ALA—GLY-CYS~LYS~ASN-PHE—PHE—TRP~LYS~THR—PHE—THR—SER7C%Sh

e

A} : - N )
Nuestro procedimiento mejorado puede ser aplicado a
la sintesis de la calcitonina humana de forma similar a la

descerita en relacidn con la ealcitoninag de salmén. Is calcito

4 nina humana contiene 32 aminodcidos en su cadena de aminodci-

dos, Partiendo de prolina, este aminodcido de la posicidn 32
ge copula con la resina BHA, desﬁués se combinan la aldnina

en la posicidn 31 y la glicina en la posicidn 30 de zctierdo

con el sistema de proteccién, copulacién y desproteccién ante

riormente explicado, utilizando laé sust;ncias reaccionantes,
inelufdos los grupos aminodcido y grupos proiectores, indiéé—
dos en lg Tabla IV y en la secuencia indicgda. Cuando se lle~
ga a los grupos de cisiteina en las posiciones 7 j 1, se udi-
liza en una de estas posiciones un grupo protector ﬁ-aiquil-
tio ¥y en la oira posicidn, puede utilizarse el grupc habi-

tﬁal BZ.

Cuande se ha completado la cadena de aminodcidos, el

péptido puede escribirse as{ (suponiendo que el grupo n-gle .

1]
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‘quiltio se incluye en la posicidn 7): 7
el BZ Jlaz B2 . B% IT W Bg
@--CH-NH-IPRO-—THR-GLY—SE?-—GLY—-THR—-ASN-—-THR—ARG—PRO DYR~THR

v v R BZ V.

[ | |
G LN~ LEU~LYS~HIS~LBU -G TU~G IN-SER-LEU~LYS~G LY~L1EU~VAT-

?"nﬁilq e pg B
L YS~THR~SER-LEU-ASN~SER-CYS-H

De_spués del t;‘a’oamierii;o con dcido para escindir la
resina, el péptido se convierte en:
, S-—n-a1qu110
H-CYS-&ER—ASN-LEU-SDR-—-THR-CYS~VAL-LDU—GLY~LYS LEU—SEB-GLNJ
: LGLU-LEU ~HIS~LYS~LEU~GIN~THR~TYR-PRO-ARG~THR~ASN —-THR-—GLY,-; .

l—S_ER-GLY~THR~PRO—NH2. \ _ .
Después de haber dejado que el péptido se transponga
en las condiciones aqui descritas para completar el anillo

de disulfuro, puede escribirse asi:

H—CQS-GLY-ASN-LEU—SER—TH‘%—’C!"S-MET—LEU-GLY—THR—TYR-THRQGINj

LASP-?HE—ASI\T—LYS—PHE{IIS-THR-PHE—-PRO-GH\I-THR-ALA—ILE-GLY-VALj
LGrLY—AI:A—?RO—-NH‘.:_, Y
Qe esla estmctura de la calcitonina humana..
A El Ejemplo B es especifico de la sintesis de calcito-|
niné lf}uma_na utilizando nuestro ‘procedimiento mejorado. -
. EJEMPIO B

Sintesis de calcitonina humana

Activé,cidn de la resina,

En la vasijs reactor de un sintetizador de péptidos
vendido por Schwartz-Mann, Inc. de Orangeburg, New York, se
introducen 4 g"devla resina de benzohidrilamina (BHA) con un |

t{tulo de amina de 0,55 miliequivalentes/g. Ia resina se tra-
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ta con 20 ml de los siguientes disolventes filtrando.después
de cada tratamientégl _

¢loruro ﬁé~metileno - 2 minutos

¢loroformo — 2 veces, 2 minutos éadg vez

trietilamina al 10 % en cloroformo -~ 2 veces, 5 minu-

.tos cada vez.

cloroformo ~ 2 minutos

cloruro de metileno - 3 veces, 2 minutos cada vaz.
Giclo 32 '

Coguiacién: Se agitan durante 10 minutos lg resina’
BHA, 20 ml de cloruro de mehileno y 0,95 g (0,0044 moles) de
BOC-I-prolina. Se afiaden al reactor 4,4 ml de solucidﬁ:epfﬁlg
ruro de metileno de diciclohexilcarbodiimida (1 miliequivaleg
te de DCCI por ml de solucidn) y la mezcla se agita durante
6 horas. Se saca la mezcla Qe reaccidn del reactor por filtrat

¢ién y la BOC-prolil-resina BHA se somete a los siguiehtes lag

Ivados sucesivos durante 2 minutos, empleando 20 ml y scparéndc'

las aguas de lavado por filtracidn cada vez:

cloruro de metileno - 2 veces
_alcohol metilico ~ 2 veces
cloruro de metileno - 2 veces.

} Acetilacidn: Después la resina se agifa con una mez-—
cla de 1,5 ml de trietilamina (TEA), 1 ml de anhidrido acéti-
co ¥ 20 ml de oloroformo,~duranta 2 horas. Ia mezcla de reac-
cién se separa por filtracidn y la reéiné se somete a los si-
guiEﬁﬁes lavados de 2 minutos, empleando 20 ml: '

cloroformo -~ 2 veces '
alcohol metilico ~ 2 veéps

cloruro de metileno ~ 3 veces
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El ensayo con ninhidrina es neganlvo (B. Kaiser y co-
1aborado;es, Anal. Biochem., 34, 595~8[i97d})

Desproteccidn: La resina protegida con un grupo BOC

se agita durante 5 minutos con una mezcla de 12,5 ml de dci-
do trifluoracético (TFA) y 12,5 ml de cloruro de metileno.
ﬁsta mezcla se separa por filtracidn y la resina se agita
con una segunda mezela de 12,5 ml de.TEA ¥y 12;5 ml de elorurg

de metileno durante 30 minutos. Ia mezcla de reaccidn se sepg-

ra por filtracidn y la resina se somete a los siguientes la~| -

vados con 20 ml:

g eloruro de metileno - 2 veces, 2 minutos cada.vez
o alcohol metilico -~ 2 veces, 2 minutos cada ves
cloroformo ~ 2 veces, 2 minutos cada vez
TEA al 10 % én cloroformo — 2 veces; 10 minutos ca~
© da vez - -
cloroformo - 2 veces, 2 minutos cada veé A
cloruro de metileno - 2 veceg, 2 minutos cada vez.
Ia prrollna-re31na BHA se valora para establecer el
titulo de amina o prollna. Bate valor es de 0,484 m*lmequmva»
lentes de amlna 0 prolina por gramo de re51na.
Ciclo 31 |
' Copulacidn: Se agitan durante 10 minutos la L—ﬁrolil-

T

re51na, 20 ml de cloruro de metlleno y 0,83 g (0 0044 moles]
de BOG-alanina. Después se afiaden al reactor 4,4 ml de una
solucién en cloruroc de metileno de biciclohexilearbodiimida
(1 miliequivalente de DdCI por ml de solucidn o un total de
0,0044 moles de DGCI) y la mezcla se agita durante 2 horas.
Se .saca la mezela de reaccidn del reactor por filtracién

¥y la BOC-I~alanil~I-prolil-resina BHA se somete a los gi-

'

guientes lavados sucesivos de 2 minutos, empleando 20 ﬁl ¥y
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‘lizados en estos ciclos son los mismos del Ciclo 31, a excep—~

~38 -

separando las aéuas de lavado por‘filtracién cada vez,
‘cloruro de metileno - 2 veces - = - - S
alcohol metilico - 2 veces )
cloruro de metileno - 3 veces.

El ensayo con ninhidrina es negativo.’

Ciclos?3o a 26

Los procedimientos de copulacidn y desproteceidn uti-

Bidn de que en lugar del derivado de alanina se emplean los
siguieatesAderivados dé aminodcidos:

Ciclo 30 - 0,77 g (0,0044 moles) de BOC-glicinz
Ciclo 29 - 0,95 g {0,0044 moles) de BOC-L-valina

Ciclo 28 ~ El material utilizado es.el miémo del Ci-
) clo 30 . -
éiclo 27 - 1,02 g (0,0044 moles)}de BOG-I-isoieucina
Ciclo 26 -~ El materigl utilizado es el mismo.ﬂel Ci~
“elo 31,
Ciclo 25 | ‘ -
Copulacidn: Ia péptido-resina obtenida en elgciélo 26
se lava dos veées con 20 ml cada vez &e dimetilformaﬁiéé (DMF)
Ia resina-péptido se agita durante 10 minutos después con una
mezcla de 2,04 g (0,0066 moles) de BOG-0-benci 1-I~treonina ¥
20 ml de DMF. Después se afiaden 6,6'm1 de DCCI en cloruro de
metileno (equivalente a 0;0066 moles de DCCI) y la mezcla se
agita -durante 6 horas. Ia mezcla de reaccidn se sepéra por
filtracidén. Ia resina-péptido se somete a lavados de 2 minus
tos con 2 porciones sucesivas de 20 ml de los giguienteg di~
solventes. Dimeti1formamids, cloruré de metileno, alcohol me—
t1lico y cloruro de petileno. El ensayo con n;nhidrina es ne-

gativo.
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Desproteccidn: Se repite el procedimiento de despro-

teccidn utilizado’en el Giclo 32.

Ciclo 24

Copulacién: Ia resina-péptido obtenida en el ciclo

25 se lava dos veces>coﬂ 20 ml cada vez de dimetilformamida.

Después la resina se agifta durante 24 horas con wia solucién .

de 2,42 g (6,0066_moies) de éster p—nitrofenilico.de BOC-TIm~
glutanina en 25 ml de dimetilfbrmamida. Se filtra la mezcla
de reaccién y la resina-péptido se somete a 2 minutos de la-
vado con 2 porciones'sucesivas de 20 ml de los'siguientes

disolventes. dimetilformamida, cloruro de’ metlleno;’ﬁéfanol

¥y cloruro de metileno. Cada disclivente individual se separa

por filtracién. El ensayq con ninhidrina es negatlvo.

Desproteceidn: Se repite el procedimiento de despro~

teceidn utilizado en el Ciclo 32,

Giclo 23 '
....Copulacidn: Ia resina-péptido obtenida en ei’ﬁ%clo

24 se agita durante 10 minutos con 1, 42 g (0,0066 moles) de

-BOC=~I~prolina y 20 ml de cloruro de metlleno. Se aﬁad(n 6,6

ml de DCCI en cloruro ‘de metileno (equlvalente a 0, 0066 mole
de ICCI) y la mezcla se agita durante 16 horas. La mezcla de
reaccién se separa por filtracidn y la resina-piptido se so-~
mete a lavados sucesivos de 2 minutos, con 2 porciones de
20 ml de los siguientes disolvantes: clorurc de metileno,’

alcohol metilico & cloruro de metileno. Cada lavado indivi-

" dual ‘se"separa por filtracidn. El ensayo con ninhidrina es

negativo.

Desproteccidn: Se repite el procedimiento de despro~

teceidn utilizado en el Ciclo 32.

[*24
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: . ' : Ios procedlmlentos de copu1a01on g desprote001on uti-
E 114ados en este. c1clo son los mis mos.del Ciclo 23, a excep-—
cidn de que,  en la reaccidn de copulacidn, se emplean 1,75 g
(0,0066 moles) de BOC=I-fenilalanina en lugar'de'BOC-L-pro— .
lina. |

Ciclos 21 a 18

Los }rocedlmlentoo de copulacién y desproteccién uti-~| -
llzados en estos ciclos son los del Ciclo 31, a excepcidn .de
10 que se emplean los siguientes derivados de aminodcidos én'lu-_ )
gar del derivado de alaﬁina: .

Ciclo 21

1,36 & (0,0044 moles) de BOC~O-berigiliI~.

o treonina : .

i

1,71 g (0,0044 moles) de BOC-N(lm)~carbobm

=)

Y | : “Gielo 20
g : 15 i
ciloxi-I-histidina

Ciclo 19

1

1,17 & (0,0044 moles) de BOC~I~-fenilalaninh
Ciclo 18

1
H

1,67 & (0,0044 moles) de BOG-E-carbobencil
v 'oxi—L-lisina. '
3 20 S

) El procedlm ento de copulacidn y desprot30016n utlll-
zado en este ciclo es el mismo del Ciclo 24, a excepcidn de
qué'se emplean 2,33 g (0,0066 moles) del éster p-nitrofenili-
co de‘BOC—L—asparagina en lugar del derivadc de glutamina.

4 Ciclos 16 y 15
25

Los procedimientos de copulacién y desproteceidén uti-

lizados en estos ciclos son los mismos del Ciclo 31, a excep-

it m e

cmdn de que se emplean los siguientes derivados de amindcidos

en lugar del derivado de alanlna

o Bava v Jo s B

% Giclo 16 ~ 1,17 g (0,0044 moles) de BOC-I-fenilala~

ning
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1 Cic10~15:~ 1,42 g (0,0044 ﬁbigs) de.éster B—beﬁcili-

4 ©co de dcido BOOeLwaspértico. e

Ciclo 14 - |
Igual que el Ciclo 24,

5 ciclo 13

g . Tgual que el Ciclo 21,

| ciclo 12

El procedimiento de copulaciéi y desproteccidn utili-

zado én este ciclo es el mismo del Ciclo 25, a excepcidn de

10 que s¢ emplean 2,45 & (0,0066 moles) de BOC-O-bencil-L-tiro-

lugar del derivado de treonina y que el tiempo de

Igual que el Ciclo 25,
18 Cielgs 10 a 7 ’ o

Los procedimientos de copulacidn y deSproteccién utis

+ - St gt Ao - aiy

lizados en estos ciclos son iguales a los del Ciclo»3l,_a ex
cepcién de que en la reaccidn de copulacién se emplg%ﬂllos

giguientes derivados de aminodcidos en lugar-de la Bpgéi-

20 elanina:
,"Ciclo 10 - 0,77 g (0,0044 moles) de BOC-glicina
Ciclo 9 - 1,02 g (0,0044 moles) de BOC-I~leucina
) Ciclo 8 - 1,1 g (0,0044 ﬁéles) de BOC-I-metionina
- Ciclo 7 = 1,24 g (0,0044 moles) de BOO-S—etiltio=Im|

cisteina.
Giclo 6
Igual que el Ciclo 25.

. Ciclos 5 v 4

.,_1 ' Los procedimientos de éopulacidn y desproteccidn utifp

30 .
4 lizados en estos ciclos son los mismos que en el Ciclo 31, a




30

3

nina: ' _
Ciclo 5 = 1,3 g (0,0044 noles) de BOC=O-bencil-I-se-
‘ ringd
Ciclo 4 - %,02 g (0,0044 moles) de BOC-L~1euciné
Ciclo 3
Iguai que el Giclo 1&.
Ciclos 2y 1

_42 _

excepcidn de que en la reaccidn de copulacidn se emplean los

siguientes deriveados”de aminodcidos en lugar de le BOC-I-ala-

. Tos procedimientos de copulacidn y desproteéciéﬁ vhi-
lizados en estos ciclos son los mismos gue enAel Ciclo 31,
a excepcidn de que en la reaccidn de copulacidén se~em§leéﬁ .

los siguientes derivados de aminodeidos en lugar de la . BOC-I-
alanina:' . X _
éiclo 2 ~ 0,77 g (0;0044 moles) de BOC-glicina
Cielo 1 - 1,5 g (0,0044 moles) de BOC~S;p~meﬁo¥iben-
cil-I~cistefna L

Una vez cbmﬁletado el Ciclo 1, la resina-pépfiﬁg se

lava dos wces sucesivas con 20 ml cada vez de n-hekanocgEl ma]
terial péptido'ée suca del reactor y se seca en una estufa’
eléctrica a vacio, a 40°C y 0;1 mm Hg durante 24 horas. la ’

resina-péptido calcitonina humana bloqueada pesa 11 g.

Escisidén con fluoruro de hidrdégenc

Se introducen 2 g de la resina—péptido gseca y 2 ml
de anisol en una vasija de reaccidén de Teflon, Ia vasija, DY
vista de un agitador magnético revestido de Teflon, se intro-
duce en un baflo de acetona y hizlo seco y se condensan en la
vaéija 15 ml de fluoruro de hidrégeno gasgeoso, Esta mezcla s¢g
agita a 0°C en wn baﬁo de hielo durante wna hora, El fluorure

de hidrégeno se separa por evaporacién a presidén reducida., EJ
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residuo se tritura con 4 porciones de .25 nl ¢ada una de acely
Yo de &bilo. EL péptido se extrae e las perlas de resina con

2 p§rciones de 50 ml cada una de Acido acético glacial.Ei -
ext:acts_se 1iofiliza.para dar 1063 mg'dp péptido escindidod .

Giclacidn del péptido a calcitoning humana

;-Se disuelven 1000 mg de péptido crudo en 250 ml de’
agua destilada exenta de oxigeno a la que se ha abadido 1 ml
de dcido acético glacial., El pH de la solucidn se ajﬁsta a
755 por adicidn de hidrdéxido amébnico concentrado. Esta mézcla

se agile en wa vasija cerrada bajo una.corriente de nitrége-

te 24 horas, En este momento, ya no se defesctia etil~

mercaptano en la corriente efluente de nitrégeno. EL ébnteni—
do eﬁ tilmercaptano de la corriente de nitrégeno se mide ha-
ciendo| pasar la corriente a través de una solﬁcidn dehreactivc.
de Ellmen, (Ellmen, G.L., Arch. Biochem. Biophys., 82, 70~7
(195 )). El pH de la mezcla de reaccidn se ajusta a 5 2 por
adicidn de &cido acetlco glaclal Por llof1112301on se ob~

-

tiene un producto solldo que pesa 985 mg.

Purificacidn de la calcitonina humana cruda

El producto sélido ‘se Gisuelve en deido acétlco 0 4N
y se purifica paséndolo por una columng de filtracidn de gel
Sephadex G-25 (fino)'y se eluye con'éoido acético 0,5N. Ia A
fraccién de calcitonina humana de esta columa se recoge y
liofiliza para dar un sdlido blanco esponjoso.

" Este sélido blanco esponjoso se disuelve en acetato
aménicec acuoso 0,051 (pH 5). Ia solucidn se ajusta apH5y
se purifica por croma*ografla de cambio de ion, utilizando '
una columna SP—Sephadex ¢-25 eluilda cen solucidn reguladora de
acetato amdénico., Ia fraccidn de calcitonina humana se recoge

¥ liofilize dos veces ﬁara dar un sélido blanco esponjoso. Se
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A'eqcuenrra gue este mate rial es bmoldglca y qulmlcamente equl-

valente al producto citado en la bibliografia (Sieber, P.

¥ colaboradores, Helv.Chim. 4cta 53, 2135-50[1970]). EL andli

sis de aminodcidos (hidrélisis deida) did las siguientes pro-
porciones de aminodcidos (el resultado tedrico se da entre
paréntesis): IY¥S 1,02 (1), HIS 0,99 (1), ASP 3,28 (3), THR
5,21 (5), SIR 0,74 (1), GIU 1,95 (2), GIY 4,33 (4), AIA
2,03 (2), VAL 1,04 (1), MET 0,86 (1), IIE 1,07 (1), LEU 2,24
2, TN 0,7 (1), PHE.3 0 (3). Ios valores de PRO y CYS no se
determinaron. Se encontré que la gctividad bloléglchgrg de -
100 uqldades MRC por mlllgramo.
| Andlogamentc, nuestro procedimiento mejorado‘§gede sez
aplicado a la sintesis dexla.vasopresina utilizando éémg sus-

tancias reaccionantes en la posicién 9 de la’cadena de amino-

| deidos ¢os grupos indicados en la Tabla Vo sus equlvalentes.

In férmula del péptido resulitante de las reacc1ones cltadas

en la Tabla V y antes de la escisién de la resina, puede es~

Y

CcHs T SR BZ BZ

(¥) ~CH-NE-G LT-ARG-PRO-CYS-ASN -GIN—-PHE—.J—XR-&YS-H T

Después del tratamiento con dcido 'de este péptido pa=|

ra separar la resina y la mayoria de los grupos protectores,

1a férmula se convierte en:
k NR "'.

,HnCYS—THR~PHE~GLN~ASN~CYB~PRO—ARG-GLY;NH2

que es un precursor de la vasopresina.

. Después de someter este péptido a nuestro método de

i ciclacidn mejorado aqui descrito, el péptido se convierte en:

H-C S--THR--PHE—GLN-ASN;—C‘.&S-PRO—ARG-GLY—NH2
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" de la calcitonina porcina, la cadena de aminodcidos de la

éue es la vasopfesina.

. Para apliéér.nuestro procedimiento»ﬁejorado a la sin
tesis de la somatostatina, la cadeha de aminodcidos de la so-
maﬁdstatina puede ser construlda utiiiZando las sustancias
feaccionantes indicadas en la Tabla VI o sus equivalentes.
la férmula del péptido resultante de la reacciones ilustra-
das en la Tabla VI y anteé de la escisién de la resina puede
escribirse asi: -

, _ BZ BZ ,BZ. Bz vV ‘v SR
(:)fCHpO—CYS~S%R—TéR—PHE—THR—L%S—TRP%PHEJPHE—ASN~L%S—QYS
Lery-aTa-g o

Después del tratamiento c&n éqido de'estelﬁéﬁiido pat
ra escindir la resina ¥y la mayoria de ;os 8rupos prétéctoresg
la férmula se convierte en: o -

© SR - ~ :
H-ATA-GLY~CYS-LYS-ASN-PHE-PHE-TRP~LYS-THR-PHE-THR~SER-CYS-OH |
‘Después de someter este. péptido a nuestro m%%?éo de

ciclacidn mejorado aqui deserito, el péptido se con&ie?ﬁe_en

H-AIA-GLY~0s‘c's~LYs~ASNfPHE-?HE;TRP~LYS~THR~PHE~THR~SER*<G, S~O0H
que es la somatostatina. N

Para aplicar el procedimiento mejorado a la sintesis

calcitonina porcina puede ser construida utilizando las sus-

{

tancias reaccionantes indicadas en la Tabla VII o sus equiva
lentes. Ia férmuls del péptido resultante de las reacciones
ilustradas en la Tabld VII vy antes de la escisidn de lg”re~

gina, puede escribirse asi:

S
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e e3.1a calcitonina porcina.
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Cells ‘B 1‘3z - . B T
o -
@TCH-NHPRO—THR—GLU—-PRO-GLY—PHE—-GLY—ME’J’.‘—GLY—-SER-—PHE-AAG-]

\‘/ , o T ¥ Bz
-HIS—PHE—ASN-ASN~LEU—ASN—-ARG-TRP-TIR—AI:A—SE‘:R—EU—VAL—I
SR B3 BZ BZ BZ

~calfjs-mz+‘m-sn!3-LEU-A'SN—SElR—cal(s-H.

Despuds del tratamiento con dcido de este péptido pa-
ra éscindir la resina y la mayorfa de los grupos protectores,
la fénmiula se convierte en: .
| SR
H-CYS;SER—ASN—LEU-SER—THR—CQS~VAL—LEU-SEP-ALA—TYR-TRP»ARGJ

LASN-LEU~ASN-ASN—LHE~HIS—lRG-PHE—SER-GLYbMET-GLYFPHm-GLYj

Lerode1o- ~THR-PRO-NH, ' '

que es un precursor de la calcitonina porcina. .
Después de someter este péptido a nuéstro método de

cicldeidn mejorado aqui descrito, el péptido -se conviexrte -en:

-LAbN I“U—ASV-ASN-PHE—HIS—ARG—PHL—SER~ULY—MLT-GLY¥PHﬁ—G111

LPRO-GLU-THR—PRO—N‘IZ : : [
Para aplicar el procedimiento megorado a la sintesis
de 1a calcitonina bovina, la cadena de am1noac1do de la calcl
tonira bovina puede ser construida utilizando las sustancias
reaccionantes indicadas en la Tgbla VIII o sus equivalentes.
Ia fémula del péptido resultante de las reacciones ilustrada
en la Tabla ‘VIII 7. antes de la escisién de la resina, pued

escrlblrse asi:

({4
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la fémuls se convierte en:

4T

;8 BZ BZ o R ?z IT
@-cmm—mo THR~G LU~PRO~ GLY~PIIJ“-—uLY-ITEJ.-GLY—-SERMP;{D-ARG-!
l v w B% V W 37

I ' | - l
HI §~TYR~ASN~ASN~LEU~ASP~LYS~TRP~TYR~AIA~SER~TEU-VAL- -

ESR B Z B
YS-THR—SER-LEU~ASV~SER~CYS~H. ‘
Después del tratamiento con deido de este péptido par

ra escindir la resina y la mayoria de los grupos protectores

SR e
HﬁCYS—SER~ASN~LEU-SER~THR—CYS~VAL~LEU-SERﬁALA~TYR~TRP~LYSW
LASE—LEU-ASNonN~TYR—HIS—ARG~PHL~SER~GLY¥MBT~GLYmPHn~GLYj

l—iPR —GLU-THR—PRO—NH2 v
gue s un precursor de la calcitonina bovina.
~Después de someter esie péptido a nuéstro mé?odo de

ciclacidén mejorado aqui descrito, el péptido se convierté enft

H"C}S-SER‘ASN—LEU-SER—THR‘CéS“VAL‘LEU‘SERﬁALA“TVR"TRPj

[£IS—ASP LEU~ASN—ASNwTYR—HIS—ARG~PHE—SER~GLYFMET—GLYT'

E’HE-—GIY—PRO-GLU-THR~PRO~NH2 C L
que es la calcitonina bovina. '

Aunque la invencidén ha sido descrita especificamen—
te ; ilustrada »eﬁ'relacién con péptidos especificos, resul
tard evidente a los expertos en esta téenica que la invencidp
es aplicable a numerosas estructuras péptidas especificas
¥ que la invencidn puede ser modificada y cambiadz en ﬁuchas
formas todas ellas dentro del espiritu de la invencién y de

los 1imites de las reivindicaciones del apéndice.
En resumen la Patente de Invencidén que se solicita

debera recaer sobre las siguientes:
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Ne 440,922
RETVINDICACIONES

1.- Un procedimiento para la preparacidén de un
péptido con una estructura ciclica de disulfuro, caracte-
rizado por la operacidén de mantener un péptido no eciclico,
que contiene por lo menos dos radicales de cisteina en su
cadena de aminoidcidos, uno de los cuales contiene una fun-
cibén sulfhidrilo libre y el otro tiene su funcidén sulfhi-
drilo protegida por un grupo n-alquiltio que participa en
un enlace disulfuro con la funcidn tiol del otro radical
citado, en una solucidn esencialmente exenta de oxigeno
hasta que ha tenido lugar la transposicidn para formar el
péptido disulfuro ciclico.

2.~ Un procedimiento segin la Reivindicacién 1,
en él cual dicho péptido no ciclico es mantenido en dicha
solucidén preferiblemente g un pH de 5 a 10 aproximadamente

3.~ Un procedimiento segin la Reivindiceseidn 1,
en 8l que dicha solucidén es una solucién acuoss.

4.~ Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1,
en el que dicha soluciébén es una soluciébdn hidroalcohélica.

5.~ Un procedimiento segin la Reivindicacién 1,
en el qué dicho grupo alquilo en el grupo n-alqui}tio cita
do es etilo, metilo, propilo o butilo,

6.~ Un procedimiento segtin la Relvindicacibn 5,
en el que dicho grupo alquilo es etilo.

7.~ Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1,
que incluye la operacién de agitar dicha solucidn durante
la transposicién mencionada.

8.~ Un procedimiento ségﬁn la Reivindicacién 1,
donde la transposicidén se efectia bajo una corriente de gas

inerte,
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9.~ Un procedimiento segin la Reivindicacion 8,
donde el gas inerte es nitrégeno.

10.~ Un procedimiento segin la Reivindicacién 8,
donde se continfia el proceso hasta que el gas que ha pasado
sobre dicha solucibén estéd esencialmente -exento de mercapta-
no.

11.- Un procedimiento segin la Reivindicacién 1,
donde el péptido no ciclico citado es

H-CYS—-THR--ILE—GLN—ASN—CY’S—-PRO—LEU—G-LY--NH2
donde uno de los grupos CYS alli contenidos lleva unido un
grupo -S-n-alquilo.

12.~ Un procedimiento segin la Reivindicacién 1,
donde dicho péptido no ciclico es
H~CYS-GLY-ASN~LEU—SER—THR—CYS-MET—LEU-GLY-THR»TYR-THR~GLNT

LASP—PHE«ASN-LYS-PHE—HIS—THRnPHE-PRO_GLN;THR-ALA-ILELGL¥7

LVAL-GLY~ALA-PRO-NH,

donde uno de los grupos CYS alli contenidos lleva uaidc un
grupo -S-n-alquilo,

13.~ Un procedimiento segin la Reivindicacidr 1,
donde dicho péptido no ciclico es
H-ALA-GLY~CYS-LY S-ASN-PHE-PHE-TRP-LY S-THR~ PHE-THR~ SER~ CY S~
0):
donde uno de los grupos CYS alli contenidos lleva unido un
grupo ~8~n-alquilo.

14.-~ Un procedimiento segin la Relvindicacién 1,
donde dicho péptido no ciclico es

H—CYS-TYR-PHE.GLN-ASN~OYS-PRO—ARGuGLY—NHQ

donde uno de los grupos CYS all{ contenido lleva unido un
grupo -S-n-alquilo.

H

15,~ Un procedimiento segin la Reivindicacié: I,
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donde la preparacién de dicho péptido no ciclico comprende
lasg opéraciones de copular un radical de cisteina en una
cadena de aminoacidos mientras se protege la funcidén sulfhil
drilb de dicho radical con un grupo BZ y copular otro radi-
cal de cisteina en dicha cadena mientras se protege la fun-
cioén sulfhidrilo de dicho otro radical con un grupo n-al-
quiltio y tratar el péptido asi formado con un &cido anhi-
dro para escindir dicho grupo BZ dejando unido dicho grupo
n-alquiltio, siendo el grupo BZ bencilo o un derivado de
bencilo.

16.~ Un procedimiento segin la Reivindicacién 15,
donde dicha cadena incluye la siguiente secuencia de radi-
cales de aminoacidos:

CYS-TYR-ILE~GLN-~ASN~CYS-PRO-LEU-GLY,

- 17.- Un procedimiento segin la Reivindicacién 15,
donde dicha cadena incluye la siguiente secuencia de radi-
cales de aminodcidos: |
CY S GLY-ASN~LEU~SER-THR~ CY 8- MET-LEU~ GLY~THR- TYR~ THR-. GLIV.

=~
EASP—PHE~ASN—LYS—PHE~HIS~THR—PHE—PRO—GLN-THR-ALAnILE»GLXu

LVAL-GLY-ALA-FRO,

18.- Un procedimiento segin la Reivindicacidn 15,
donde dicha cadena incluye la gigulente gecuencia de radi-
cales de aminoacidos:
ATA-GLY~CYS-LYS-ASN- PHE- PHE«TRP-LY S« THR~PHE-THR- SER~CY S,

19.- Un procedimiénto segin la Reivindicaeién 15,
donds el grupo alquilo de dicho grupo n-alquiltio &s etilo,
metilo, propile o butilo.

20.~ Un procedimiento seglin la Reivindicacién 19,
donde dicho grupo alquilo es eéilo.

2l.- Se reivindica por dltimo como objeto sobre
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el que ha de recaer la Patente de Invencidén que se solicita

UN PRObEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UN PEPTIDO CON UNA

ESTRUCTURA CICLICA DE DISULFURC.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en

la presente memoria descriptiva que consta de cincuenta ¥

una péginas mecanocgrafiadas.

Madrid 12 septiembre 1975

BERNARDO UNGRIA
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