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RESUMEN DE IA INVENCION

Síntesis de un péptido c íc lic o  de disulfuro por pre­

paración de.un péptido no c íc lic o  que contiene por lo  menos 

dos rad icales de ciste-ína en su cadena aminoácida, uno de los 

cuales está protegido por un grupo n -a lq u ilt io  y sometimiento 

de dicho péptido no c íc l ic o  a un procedimiento en e l  que e l  

péptido no c íc l ic o  se mantiene en solución esencialmente exen 

ta de oxigenó, a un . pH de 5 a 10 aproximadamente, hasta que 

tiene^lugar la  transposición para dar un péptido disulfuro 

c íc lic o  y desplazar dicho grupo n -a lq u ilt io  de dicha cadena 

aminóácida. La descripción también comprende los péptidos no 

c íc lic o s  como nuevos compuestos y los procedimientos para su 

preparación. ' "

COMPENDIO DE IA INVENCION

Esta invención se r e f ie r e  a la  d e la c ió n  de péptidos 

y más especialmente a métodos para e l  tratamiento de -péptidos 

que contienen grupos c is te ín a  para producir una unión d isu lfu ­

ro entre estos grupos y formar así una estructura c íc l ic a .  Es 

tos métodos son ú t ile s  en la  s ín tes is  de péptidos que poseen 

activ idad  b io lóg ica  y que son ú t ile s  en e l  tratamiento de 

c iertas  enfermedades en e l  hombre y los animales. ;

La invención se r e f ie r e  también a péptidos no c í c l i ­

cos intermedios que son precursores de los péptidos disulfuro 3 

c íc lic o s  y a la  preparación de estos péptidos no c íc lic o s .

ANTECEDENTES

Se conocen muchos péptidos que son biológicamente 

activos y ú t ile s  en e l  tratamiento de enfermedades y que con­

tienen un a n illo  de d isu lfu ro..Las calciton inas, que son ú t i­

les  en e l  tratamiento de la  enfermedad de Paget, contienen 

una estructura c íc l ic a  en la  que intervienen grupos de c is -
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teína en las posiciones primera y séptima de sus cadenas de 

aminoácidos. la  oxitocina es ú t i l  para la  inducción o estimula ­

ción terapéutica del parto en los seres humanos y animales y 

también para con tro la r.la  hemorragia uterina post-parto. Con­

tiene una estructura c íc l ic a  de disulfuro entre los grupos de 

c is te ín a  de las posiciones 1 y 6 de su cadena de aminoácidos. ' 

La vasopresina y su análoga la  lip res in a  se u tiliza n  como dro­

gas an tid iu réticas en e l  hombre y contienen estructuras c í c l i  

cas de disu lfuro entre los grupos de c is te ín a  'de las pos ic io ­

nes 1 y 6 de sus secuencias de aminoácidos (Handbook o f B io- 

chemistry, págs. C-164 a C-188) .  la  somatostatina, un péptido 

disulfurado recientemente descubierto (P . Brazeau.y colabora­

dores, Science, 179, 77 [l973 ])* ha sido propuesta como de in ­

terés terapéutico en e l tratamiento de la  acromegalia y diabe­

tes . la  somatostatina contiene un enlace de d isu lfuro entre 

los restos de c is te ín a  de las posiciones 3 y 14 de su secuen­

c ia  de aminoácidos (R. Burgus y colaboradores, Proc.Nac.Acad. 

Sci, U .S., 20, 684 [1973 ]). .

Aunque e l  tipo y la  secuencia de los-grupos aminoáci­

do de las ca lciton inas, oxitocina, vasopresina, somatostatina 

y  otros péptidos naturales de este tipo puede variar.con  la  

especie de la  que son obtenidos, todos estos péptidos. que 

eran originalmente obtenidos de fuentes naturales, por ejem­

plo por extracción de las glándulas de seres humanos, anima­

les  domésticos, peces, ranas o r e p t ile s , contienen la  estruc­

tura c íc l ic a  antes citada. La secuencia de aminoácidos de 

algunos péptidos conocidos biológicamente activos , que contie­

nen grupos de c is te ína  unidos a través de puentes de d isu lfu ­

ro en una estructura c íc lic a , se encuentra* en la  Tabla I .
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TABLA I

Péptidos "típicos conteniendo estructuras c íc lic a s  dé"c iste ina

Oxitocina:

Vasopresina:
i

Somatostatina:

H-CYS-TYR-ILE-OIN-ASN-CYS-PRO-LEU-OLY-NHg

H-CYS-T^R-PHE-GIN-ASN-CYS-PRO-ARG-OLY-NHr

H-AIA-OLY-CYS-LYSA^PHEPHM RP-LYS-THR-PHEj
i-T

---------[
HRrSER-CYS-OH

Calci
1;o n in a  d e  H-CYS-SER-ASN-LEU-SER-THR-CYS-VAL-LEU-GLY-

salnón
LYS-LEU-SER-OIN-GLU-LEU-HIS-LYS-LEU-OIN'

3

l'HR-TYR-PRO-ARO-THR-ASN-TUR-GLY-SER- C LY-

LcHR-PRO-j-NH,

tonina hu- H-CYS-CLY-ASN-LEU-SER-THR-cÍs-MET-LEU-GLY-.

LcHR-TYR-'THR-GIN- ASP-PHE-ASN-LYS-PHE-HIS-j 

LTHR-PHE-PRO-GM-THR-ALA-ILE-OLY-VAL-OLY-^

cALA-PRO-NHr

Calci tonina por H-CYS-SER-ASN-LEU-SER-THR-lYS-VAMEU-t 
ciña i ]--------------------------------------------------------3

LsER-ALA-TYR-TRP-ARG-ASN-LEU-ASN-AnN-PHE-

Lwi3-APf̂ --HIS-ARG-PHE-SER-GLY-MET-GLY-PHE-GLY-PRO-

L&LU-THR-PRO-NH,

Calcitonina bo- H-CYS-SER-ASN-LEU-SER-THR-CYS-VAL-LEU--SER- 
vina .

LA-TYR-TRP-LYS-ASP-LEU-ASN-ASN-TYR-HIS'
1

-APG-PHE-gER-GLY-HET-GLY-PHE-GLY-PRO-GLU.
3

HR-PRO-NHg.
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En intentos anteriores para preparar sintéticamente 

un péptido como los descritos en la  Tabla-I, e l único méto­

do ex istente para producir una estructura c íc l ic a  cerrada de 

d ísulfuro era tra ta r  de formar un péptido no c íc l ic o  con la  

cadena de aminoácidos deseada y después someter este péptido 

a un proceso oxidativo empleando agentes oxidantes para fo r ­

mar e l puente de disulfuro entre los dos restos 'de c is te ín a . 

Estos¡métodos oxidativos han sido descritos en la  b ib lio g ra ­

f ía  (¡Katsoyannis, P .G ., The Chemi'stry o f Polypeptides, Plenun: 

Press, 1974# págs. 60-85). Un inconveniente importante de es­

tos procedimientos es la  exposicién de la  molécula de pép ti­

do altamente lá b i l  a los agentes oxidantes. Este tratamiento 

puede in activa r e l péptido dando lugar a un menor rendimiento 

de productos biológicamente activos .

/ - Desde hace tiempo.se necesita  un procedimiento, para

la  formación del puente de disu lfuro entre los rad icales de 

cisveína de un péptido, que no requiera e l  uso de agbptes oxi 

dantes. En consecuencia, nos hemos dedicado' a l  descubrimiento 

de un método práctico y e fic ien te  para la  formación.dé un 

puente de disulfuro c íc lic o  entre los radicales de-cisteína 

de un péptido.

COMPENDIO

Hemos encontrado un método de s ín tes is  de péptidos 

c íc lic o s  de d isu lfuro, donde se forma un puente de disu lfuro 

entre dos restos de c is te ín a  en un péptido mediante un senci 

l i o  proceso en e l que no es necesario tra ta r e l  péptido con 

agentes oxidantes. Este proceso im plica la  provisión de un 

péptido en e l que uno de los grupos c is te ín a  l le v a  unido un 

grupo n -a lq u ilt io  que partic ipa  en un puente de disu lfuro con 

la  función t i o l  del grupo de cisteína^ Este péptido puede ser
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obtenido u tilizando en la  s ín tesis  dé la  secuencia de amino­

ácidos del péptido un grupo protector d iferen te  para proteger 

la  función t i o l  de uno de los grupos c is te ín a , a saber, un 

grupo n -a lq ú ilt io  que no es separado en la  siguiente etapa 

de escis ión . El péptido no c íc lic o  resultante conteniendo e l

gru po ¡n -a lqu iltio  unido a un rad ica l de c iste ína  puede ser
!

mantenido en solución exenta de oxígeno hasta que tiene lugar 

la  'transposición espontánea, que completa e l a n illo  de disulf^- 

ro enüre los radicales de c iste ína  con desplazamiento del gm  

po p rotector n -a lq u ilt io . ' ' .

DESCRIPCION DE LA INVENCION - 

Nuestro procedimiento mejorado es ap licab le  a la  sín­

te s is  de cualquier péptido de disulfuro c íc l ic o  donde e l  puen 

te  desulfuro se encuentra entre dos restos de c is te ín a  en la  

cadena de aminoácidos. El procedimiento es especialmente ve­

ta  jc^o en la  s ín tes is  de péptidos lá b ile s , biológicamente 

a c tivos , porque la  formación del puente de disulfuro^ se rea­

l i z a  en condiciones que evitan la  oxidación y que no perturban 

por lo  demás a la  estructura de l péptido. '

Podemos comenzar con la  preparación de un péptido no 

c íc l ic o  y constru ir la  cadena de aminoácidos de la  oxltocina, 

ca íc iton ina  o cualquier otro péptido de este tipo que conten­

ga dos restos de c is te ín a . la  cadena de aminoácidos puede ser 

montada por ap licación  de técnicas clásicas de s ín tes is  o las 

modernas técnicas en fase só lida  (H e rr if ie ld , R.B. "Advanees 

in  Enzymology" In terscience, New York, 1969, Capítulo 32, 221 
296 y Stuart, J. y Young, J. "Solid  Phase Peptide Synthesis", 

W.H. Freeman and Co,, San Francisco, 1969).
Preferimos u t i l i z a r  e l tipo^de s ín tes is  en fase s ó l i ­

da. En ésta síntesis, los aminoácidos se agregan uno á uno a la
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resina hasta que se ha construido sobre la  resina la  secuen 

c ia  to ta l del péptido. Los grupos funcionales de los-aminoáci 

dos son protegidos'mediante grupos de bloqueo. El grupo a-ami 

no de los  aminoácidos es protegido por un grupo te rc -b u tilo x i 

carbonilo o un equivalente del mismo. Este grupo a-terc-bu ti 

oxicarbonilo será denominado BOC. las funciones h id rox ilo  de 

la  serina y la  treonina son protegidas con un grupo benci- 

lo -o  derivado bencílico ta l  como 4-meboxibencilo, 4-metilbencji. 

lo , 3¡,4-d im etilbencilo , 4-c lorobencilo , 2, 6-d ic lorobencilo , 

4-n itcobencilo, benzohidrilo o un equivalente del mismo. U ti 

lizanns e l término BZ para representar los grupos bencilo o 

deriva.do ben c ílico . la  función h id rox ilo  de la  t irc s in a  pue­

de quedar sin proteger, puede ser protegida con un grupo ben­

c ilo  jo derivado bencílico como se ha descrito  antes, por ejem 

pío ¡ha grupo BZ, o puede estar protegida con un grupo bencil 

oxiqarbonilo o derivado del benciloxicarbon ilo , t a l  como 2-  

clorobenciloxicarbonilo o un grupo 2-bromobenciloxicarbonilo 

o un equivalente del mismo. Utilizamos e l término V/ para repije 

sentar o bien ningán grupo protector o bien un grupo*BZ, un 

grupo benciloxicarbonilo o un grupo derivado benciloxircarbo- 

n í l ic o .  La función guanidino de-la arginina puede ser prote­

gida con un grupo n itro , un grupo to s ilo  o un equivalente dei 

mismo. Utilizamos la . le t r a  T para representar un grupo n itro  

o un grupo to s i lo . - la  función G-amino de la  l is in a  puede 

ser protegida mediante un grupo benciloxicarbonilo o un d e r i­

vado benciloxicarbonílioo ta l  como 2-c lorobencilox icarbon ilo , 

2-bromobenciloxicarbonilo, 3,4-d im etilbencilox icarbon ilo  o 

un. equivalente 'de Dos mismos. Utilizamos la le tra  V para re 

presentar un'grupo benciloxicarbonilo o un derivado benciloxi 

carbon ílico . Los grupos protectores u tilizados en e l n itróge
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- 1 no im idazólicó delaMstLEna son e l  grupo benciloxicarbonilo 

y derivados bencilox lcarbon ílicos como los descritos antes a l 

tra ta r  de la  l is in a  y designados con la  le tra  V. Los grupos 

ácido h )-carboxílico de los ácidos glutámico y aspártico son

8 protegidos con-un grupo bencilo o derivado bencílico como los 

descritos para la  protección de la  función h id rox ilo  de la  

serina y la  treonina. Estos grupos protectores son representa­

dos por e l  símbolo BZ. -

Los páptidos a los cuales es ap licab le  nuestro proce-

10 dimiento mejorado de c ic lac ión  contienen como mínimo dos gru-

pos c is te ín a  y podemos proteger uno u otro de estos grupos con 

un grupo n -a lq u ilt io . mientras que e l  otro puede estar.* p ro teg i ­

do con un grupo BZ que se separa en e l tratamiento ácido pos-

18
te r io r  junto con los otros grupos protectores que pudieran 

quedar entonces. Utilizamos e l  símbolo SR para representar e l 

grupo n -a lq u ilt io  donde R es un grupo a lqu ilo  que p re fe r ib le ­

mente es m etilo , e t i lo ,  propilo o b u tilo , seleccionándose ha­

bitualmente e l  grupo e t i lo  como e l mejor.

20
La c is te ín a  que contiene e l grupo protector.n -á Iqu i1- 

t io  puede ser agregada a la  cadena de aminoácidos eii cualquie­

ra de las dos posiciones de la  c iste ína  dentro de la/secuen­

c ia , deseada mientras que la  c is te ína  que contiene e l grupo 

p ro tector BZ es agregada en la  otra posición de la  c is te ín a .

28
Por ejemplo, la  oxitocina contiene restos de c is te ína  en la  

primera y sexta posiciones y e l  grupo n -a lq u ilt io  puede ser 

u tilizad o  en la  sexta posición mientras e l grupo BZ se u t i l i ­

za en la  primera posición o bien e l grupo BZ puede ser u t i l i ­

zado en la  sexta posición y e l .grupo n -a lq u ilt io  en la  pi*i-

30 mera. . -
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- De acuerdo con la  tecnología en fase só lida , e l  ami­

noácido <3h la  posición de número más a lto  en la  cadena del 

póptido que ha-de ser s in tetizado se copula a la  resina u t i­

lizando los grupos protectores antes citados, seguido de e l i -

s minación de los grupos protectores BOC del grupo a-amino; - 

después se combina e l  sigu iente aminoácido de la .pos ic ión  más 

a lta  posterior a l último grupo aminoácido añadido, u tilizando 

grupos protectores apropiados como antes y se separa e l  grupo 

protector BOC etc , hasta que se completa la  cadena deseada de
10 aminoácidos. Pueden obtenerse combinaciones apropiadas de 

grupos aminoácido y grupo protectores y estas combinaciones 

pueden hacerse reaccionar con e l péptido previamente f  ormado 

para agregar los grupos aminoácidos sucesivos. Estas'combina­

ciones pueden obtenerse comercialmente de los almacenes de
15

productos químicos.

Para ilu s tra r  la  s ín tes is  de las cadenas de-aminoáci­

dos que aparecen en los péptidos a los que es ap licab le  nues­

tro  procedimiento, damos en las Tablas 11 a V II I  algunas.sus-

20
tancias reaccionantes típ icas  (que contienen-el grupo amino­

ácido y los grupos protectores) para uso en la  s ín tes is  de 

secuencias t íp ica s  de las cadenas de aminoácidos. Cada. una de 

las sustancias reaccionantes dadas en las Tablas 11 a V III  

pueden ser adquiridas en los almacenes de productos químicos,

25
excepto quizá e l grupo BOC-S-alquiltio que puede ser prepara­

do por e l  método descrito  en la  b ib lio g ra fía  (V. Weber.y P. 

Hartter, Hoppe-Seyler's, Z. Physio l. Chem. 351, 1384-8 [j97Ó ])'

30
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TABLA 11 '

reaccionantes t íp ica s  para uso en la  s ín tes is  de

' oxitocinas

3
Número de 

posición " Aminoácido reaccionante

. 9 BOC-glicina '

8 BOC-L-le'ucina . . .
.

7 BOC-L-prolina

- 6 BO C-S-'etiltio-L-cisteína,

10 . EOC-S-m etiltio-L-cisteína,' .

 ̂ í ,
BOC-S-n-propiltio-L-cisteína o '.

BOC-S-n-butiltio-L-cisteína

- . 5 áster p -n itro fen ílic o  de BOC-L-asparagina

[" 4 _ áster p -n itro fen ílic o  de BOC-L-glutamina .

, . 15 - 3  ̂

. 2

BOC-L-isoleucina! . 

BOC-O-bencil-L-tirosina, - **

. - BOC-L-tirosina o . - 

B0C-0-2-bromobenciloxicarbonil-L-tirosina -

20

1 BOC-S-p-metoxibencil-L-cisteína, _ _  . 

-BOC-S-bencil-L-cisteina o

B0C-S-3,4-dim etilbencil-L-cisteína. '

- 23

' *

30

'

' *
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Número de 
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. 32

31

30

29

28

27'
26
25

24

23

22

20 21 

20 

. 19 

18

23 17

16

15

14

,'13

30 12

TABLA. I I I

reaccionantes típ icas  para uso en la  s ín tes is  d 

' ca lc iton ina de salmón

__________ Aminoácido reaccionante__________________,

BOC-L-prolina - '

BOC-O-bencil-L-treonina . .

BOC-glicina

BOC-O-bencil-L-serina

BOC-glicina

BOC-O-bencil-L-treonina 

áster p -n itro fen ílic o  de BOC-L-asparagina 

BOC-O-benci1-L-treoning 

BOC-fl-nitro-L-arginina o . .

BOC-Ortosil-L-arginina , - .

BOC-L-prolina - .

BOC-O-bencil-L-tirosina, . , .  ^

BOC-L-tirosina o " '

B0C-0- 2-brom obenciloxicarbonil-L-tiro sina .

BOC-0-ben'cil-L-treonina - . .

áster p -n itro fen ilic o  de BOC-L-glutamina ' 

BOC-L-leucina " "

BOC-E-CBZ-L-lisina o - ' ' "

B0C-g.-2-c lo roben c ilox ica rbon il-L -lis in a  - 

B0C-N6m)-CBZ-L-histidina 

BOC-L-leucina . '

áster Y-bencilico de ácido BOC-L-glutámico 

áster p -n itro fen ílic o  de BOC-L-glutamina 

BOC-L-bencil-L-serina .

BOC-L-leucina ' <
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Número ¿e 
posición

11

10
9

8
7

6

5

4

3

2
1

TABLA I I I  (continuación)

Aminoácido reaccionante

B0C-6-CBZ-L-lisina o .. -

BOC-^-2-clorobenciloxicarbonil-L-lisina 

BOC-glicina

BOC-L-leucina - .

BOC-L-valina - 

B O C -S -etiltio -L -c iste ína , 

BOC-S-m etiltio-L-cisteína, .

BO C-S-n-propiltio-L-cisteína 'o 

BOC-S-n-butiItio-L-ci steína . . .

BOC-O-bencil-L-treonina '-  ./

BOC-O-bencil-L-serina * . -

BOC-L-leucina -- ,

áster p -n itro fen ílic o  de BOC-L-asparagina 

BOC-O-bencil-L-serina .

BOC-S-p-metoxibencil-L-cis teína, '*

BOC-S-bencil-L-cisteína o , ,

BOC-S-3,4 -d im etilbencil-L -c iste ína  *
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- 1 . TABLA IV  '

Sustancias reaccionantes t íp icas  para uso en la  s ín tes is  de

- ' ca lc iton ina humana

Número de 
posición Aminoácido reaccionante

8
32 BOC-L-prolina * * "

31 BOC-L-alanina '

30 BOC-glicina - -

29 BOC-L-valina

10
28 -BOC-glicina .

27 BOC-L-isoleucina . ' -

26 BOC-L-alanina .

25 BOC-O-bencil-L-treonina . -

24 áster p -n itro fen ílic o  de BOC-L-glutamina

18 23 BOC-L-prolina  ̂ . . .

22 BOC-L-fenilalanina ' -

21 . BOC-O-bencil-L-treonina .

20 BOC-N(im)-CBZ-L-histidina '' '

19 BOC-L-fenilalanina . . .

20 18 BOC-í-CBZ-L-lisina o , : -

Boc-^-2-c lo roben c ilox ica rbon il-L -lis in a   ̂ "

- 17 áster p -n itro fen ílic o  de BOO-L-asparagina"

16 BOC-L-fenilalanina - '

15 . áster Y-bencílico de ácido BOC-L-aspártico

23 - 14 áster p -n itro fen ílic o  de BOC-L-glutamina

13 BOC-O-bencil-L-treonina

12 BOC-O-bencil-tirosina, "

- ' ^ BOC-L-tirosina o -

- ' BOC-O-2-brom obenci'loxicarbonil-L-tirosina

. 30 11 BOC-O-bencil-L-tirosina .
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14-

Número de 
-posición

TABLA IV  (continuacidn)

Aminoácido reaccionante 

BOC-glicina '

BOC-L-leucina

BOC-L-metioniha *. -

B O C -S -e tilt io -L -c is te in a ,* _ .

BOC-S-m etiltio-L-cisteína, .

BOC-S-n-prcpDHn-L-cisteína o 

BOC-S-n-buti I t i  o-L-c'is t eína 

BOC-O-bencil-L-treonina 

BOC-O-bencil-L-serina -

BOC-L-leucina - * *

áster p -n itro fen ílic o  de BOC-L-asparagina- 

BOC-glicina - -

BOC-S-p-metoxibencil-L-cisteína, ' 

BOC-S-bencil-L-cisteína o .

B0C-S-3,4-dim etilbencil-L-cisteína. *
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TABLA V .

Sustancias reaccionantes típicas para uso.en' la 8Íntésis__^

Número de 
posición

7
6

vasonresma

______Aminoácidos reaccionantes_____________

BOC-glicina ' '

BOC-t^tosil-L-arginina o - . ,

BOC-^J-nitro-L-arginina 

BOC-L-prolina .

BOC-S-etiltio-L-cisteína, 

BOC-S-metiltio-L-cisteína, 

BOC-S-n-propiltio-L-cisteina o .

BOC-S-n-butiltio-L-cisteína 

áster p-nitrofenilico de BOC-L-asparagina 

áster p-nitrofenílico de BOC-L-glutamina 

BOC-L-fenilalanina '

BOC-O-bencil-L-tirosina, .

BOC-L-tirosina o , '

BOC-O-2-bromobenciloxicarboníl-L-tirosina 

BOC-S-p-met'oxibencil-L-cis teína, .

BOCi-S-bencil-L-cisteína o ^

BOC-S-3,4-dimetilbencil-L-cisteína '
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1S

20

25

16.

30

' TABLA VI "

Sustancias reaccionantes t íp ica s  para uso" eñ la s ín tesis  de

somatostatina - *

Aminoácidos reaccionantes 

B0C-S-3,4-dim etilbencil-L-cisteína 

-BOC-O-bencil-L-serina *

BOC-O-bencil-L-tre onina 

BOC-L-fenilalanina .

BOC-O-bencil-L-treonina *

BOC-^-CBZ-L-lisina o .

B0C-&-2-clorobenciloxicarbonil-L-lisina 

BOC-I-triptófano . .

BOC-L-fenilalanina ^

BOC-L-fenilalanina  ̂ ' '

áster p -n itro fen ílic o  de BOC-L-asparagina 

BOC-€.-CBZ-L-lisina o

BOC-G-2-clorobenciloxicarbonil-Ir-lisina 

B O C -S -etiltio -L -c iste ína , 

BOC-S-m etiltio-L-cisteína, 

BOC-S-n-propiítio-L-cisteína o 

BO C-S-n-butiltio-L-cisteína 

BOC-glicina 

* BOC-L-alanina

8
7

6

5

4

2
1

5̂t 3 6
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. ' TABLA V II - '

Sustancias reaccionantes típ icas  para uso en la  s ín tes is  de 

ca lc iton ina norcina

Número de posición 

* 32

31 . - 

30 

29 

28 
27 

26 '

25

Aminoácido reaccionante

BOC-L-prolina .

BOC-O-bencil-L-treonina 

éster Y-bencílico de ácido BOCrL-glutámicc 

BOC-L-prolina 

BOC-glicina

BOC-L-fenilalanina .

BOC-glicina . '

BOC-L-metionina

1S

24

23

22
21

20

25

20
19

18
17

16

15

14

13

12

BOC-glicina * , _ .

BOC-rO-bencil-L-serina , .

BOO-L-fenilalanina ' - .̂ .

BOC-hJ-tosil-L-arginina o 

BOC-(J-nitro-L-arginina *

BOC-N(im)-CBZ-L-histidina " "

BOC-L-fenilalanina - - - .

és ter p -n itro fén ílic o  de BOC-L-asparagina 

és ter p -n itro fen ílic o  de BOC-L-asp'aragina 

BOC-L-leucina . .

és ter p -n itro fen ílic o  de BOC-L-asparagina. 

BOC-^-t o si1-L-argin ina o . 

BOC-íJ-nitro-L-arginina '

BOC-L-triptéfano

BOC-O-bencil-L-tirosina, ' -

BOC-L-tirosina o -

B0C-2-bromob en c ilox ica rbon il-L -ti ro sina
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Número de posición 

11 
10 

' 9

8 

7

TABLA V II (continuación)

_________ Aminoácido reaccionante*—

BOC-L-alanina 

BOC-rO-bencil-L-treonina 

BOC-L-leucina 

BOC-L-valina

B O C -S-etiltio -L -c iste ína , * 

BOC-S-m etiltio-L-cisteína, - 

BOC-S-n-propiltio-L-cisteina o . 

BOC-S-n-butiltio-L-cisteina 

BOC-O-bencil-L-treoni.na 

BOC-O-bencil-L-serina - 

BOC-L-leucina '  *

áster p -n itro fen ílic o  de BOC-L-asparagina 

BOC-O-bencil-L-serina 

B O C -S -p -m etox ibencil-L -c iste ína ,- 

BOC-S-bencil-L-cisteína o 

B0C-S-3,4-dim etilbencil-L-cisteína.

TABLA V II I  * ^

Sustancias reaccionantes t íp ica s  para uso en la  s ín tes is  de 

ca lc iton ina bovina - - ^ .

6

5

4

3

2
1

Número de posición 

' 32

31

- 30

29 

28 

27

26  *

25

Aminoácido reaccionante 

BOC-L-prolina 

BOC-O-bencil-L-treonina 

áster Y-bencílico de ácido BOC-L-glutámitX' 

BOC-L-prolina 

BOC-glicina 

BOC-L-fenilalanina 

BOC-glicina 

BOC-L-meti onina
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.TABLA V III  (continuación)

10

15

20

25

30

de posición Aminoácido* reaccionante*" .

24. . ' BOC-glicina ' '

23 * BOC-.O-bencil-L-serina

22 BOC-L-fenilalanina - -

21 B0C41-tosil-L-arginina o .

BOC-tJ-nitro-L-arginina * .

20 BOC-N(im)-CBZ-L-histidina .

19 - BOC-O-bencil-L-tirosina,

- ' BOC-L-tirosina o ' '

B0C-0- 2-brom obenciloxicarbonil-L-tirosina

18 áster p -n itro fen ilic o  de BOC-L-aspara,gina

17 áster p -n itro fen ílic o  de BOC-L-asparagina

16- BOC-L-leucina ' ' ' '  '

15 áster Y-bencílico de ácido BOC-L-aspártico

14 B0C-6.rCBZ-L-lisina o ....

B0C-&-2-clorobenciloxicarbonil-L"lisina

13 BOC-L-triptófano ' ^ . '

12 BOC-O-bencil-L-tirosina,* .

BOC-L-tirosiná o * - -,

B0C-0-2-bromo b ene i lo x ic  arbon i1-L-ti ro sina

11 BOC-L-alanina '

10 * BOC-O-bencil-L-serina

9 BOC-L-leucina .

8 BOC-L-valina .

7 BOC-S-etiIti o-L-cis t eína,

BOC-S-metiltio-L-cisteína, 

BOC-S-n-propiltio-L-cisteína o 

BOC-S-n-butiltio-L-cisteína
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Número de posición 

6

TABLA V III  (continuación) 

Aminoácido reaccionante

BOC-O-bencil-L-treonina 

5 . BOC-O-bencil-L-serina

4 BOC-L-leucina

3 áster p -n itro fen ílic o  de BOC-L-asparagina

2 BOC-O-bencil-L-serina

1 B.OC-S-p-metoxiber.cil-L-cisteína,

BOC-S-bencil-L-cisteína o 

* BOC-S-3,4-d im etiIb  ene i l - L - c i  st eína.

En la  s ín tes is  del páptido no c íc l ic o  obtenido por la  

serie} de reacciones de la  Tabla I I  y escisión  de la  resina, 

e l  gúupo protector n -a lq u ilt io  se coloca en e l.re s to  de c is -  

teína de la  posición  6 y e l grupo BZ se coloca en la; primera 

posición . Se sobreentiende que a l  formar este páptido no' c í -  

clicío, pueden in ve r t irs e  esas posiciones, colocándose e l gru­

po BZ en la  posición 6 y e l grupo n -a lq u ilt io  en la  posición 

1. Análogamente, con respecto a la  Tabla I I I ,  los grupos pro 

tectores en las posiciones 7 y 1 pueden ser in vertid os .y  lo  

mismo ocurre en las Tablas IV, V II y V I I I .  En cuanto ̂ a! la  Ta 

b la V, los grupos protectores en las  posiciones 6 y- -1; pueden 

ser in vertidos . En cuanto a la  Tabla VI, que se r e f ie r e  a la  

s ín tes is  de la  somatostatina, preferimos colocar e l grupo 

n -a lq u ilt io  en la  posición 14 y e l grupo BZ en la  posición 3 

como.se indica en dicha tab la . Tambián en esta s ín tes is , pre' 

ferimos u t i l iz a r  una resina de po lies tiren o  clorometilado en 

lugar de la  resina de benzohidrilam inopoliestireno que es la  

p re ferida  en la *s ín tes is  de las calciton inas.

Los péptidos no c íc lic o s  que contienen dos restos ami 

noácidos c is te ín a , que preparamos como intermediarios en núes



tro procedimiento, se caracterizan, antes de la escis ión , poi} 

contener lá  siguiente estructura.' * * -

y después de tratamiento ácido para separar los grupos pro­

tectores, por la  estructura:

donde A es un resto aminoácido 

x es 0 o un número entero 

(¡YS es un resto de c is te ina  

R es un grupo n -a lqu ilo  y 

' BZ es un grupo bencilo o derivado ben c ílico .

El péptido escindido * contiene as i un resto de c is ­

cón una función su lfh id r ilo  l ib r e ,  participando la

ón su lfh id r ilo  del otro res 6o de c iste ina  en un-puente

de d isulfuro con un grupo n -a lq u ilt io . Se observará que los 

péptidos producidos como resultado de las reacciones -de cada

cada uno de e llo s . - : .

Cualquier péptido que pueda ser caracterizado .'como 

antes se ha indicado puede ser empleado como intermediario 

en e l procedimiento de esta invención y sometido a este pro­

ceso de c ie rre  de a n il lo .  Cualquiera de estos péptidos, con­

teniendo una estructura con dos restos c is te in a , uno de los 

cuales contiene una función su lfh id r ilo  l ib re  y e l otro con­

tiene una función su lfh id r ilo  bloqueada por un grupo n -a lq u il 

t io ,  puede mantenerse en solución (cualquier solución en la  

que sea so lu b le ), prefiriéndose la^ soluciones acuosas o

SR BZ

-C YS-( A)y-CYS-

A , . , -

una de las  Tablas I I  a V I I I  pueden ser caracterizados a s i
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a lcohó licas, a un pH de 5 a 10 aproximadamente, hasta que ex­

perimenta una transposición espontánea a l  péptido deseado, 

que contiene cisterna y un grupo*disulfuro c íc l ic o ,  con des­

plazamiento, del grupo n-alquilmercaptano.

la  reacción de transposición es fa c il ita d a  ajustando 

e l  pH de la  solución entre 5,0 y 8,5) preferiblemente entre 

6,0 y 8,5 y todavía mejor alrededor de 7 ,5, por ejemplo por 

adición de bidróxidos.de amonio o de metales a lca linos. Pue­

de u t il iz a rs e  un pH in fe r io r  a 6,0 pero la  transposición 

transcurre más lentamente de lo  deseable y puede u tiliz a rs e  

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

plea un pH superior a 8,5 aproximadamente, hay cierto, peligro  

de pérdida de rendimiento. . - J-

Además, preferimos a g ita r  la  solución durante^ e l  perio 

do de la  reacción de transposición que puede durar alrededor 

de 2 a 48 horas, pero habitualmente es completa en unas. 24 ho 

ras. La reacción es fac ilitada* agitando con un agitador rota­

to r io  o de cualquier otra  forma. . .

- También hay que tener cuidado de e v ita r  la  presencia 

de oxígeno o de sustancias productoras de oxígeno y de*.; mante­

ner la  solución esencialmente exenta de oxígeno. Es p re fe r i­

ble co locar la  solución que contiene e l péptido bajo una co­

rr ien te  de un gas in erte  como nitrógeno.

El n-alquilmercaptano que es desplazado como resu lta­

do de la  reacción puede ser arrastrado por e l  nitrógeno o por 

otro gas in erte  y cuando e l  gas está ya exento de mercaptano 

puede considerarse que la  reacción es completa.

El péptido intermedió que contiene la  estructura

-CYS-(A)x-CYS-
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1 donde uno de dichos grupos CYS tiene una función su lfh id r ilo

lib re  y e l otro de dichos grupos CYS tiene unido un.grupo

a lq u ilt io  a la  -función su lfh id r ilo  que partic ipa  .en e l puen-

te de disulfuro con e l grupo su lfh id r ilo  a l que protege, es
s

convertido por nuestro proceso de c ie rre  de a n illo  en un póp-

tido en e l  que esta estructura se convierte en:

-CYS-(A)x-CYS

donde CYS es un resto de c is te ín a

10 .A  es un resto aminoácido y 

X es 0 o un número entero.

* Si e l  procedimiento ha sido llevado a cabo cuidadosamen-

t" te  de acuerdo con los procedimientos y precauciones antes in -
* dicados, e l  c ie rre  del a n illo  no produce niiiguna otra a lte ra -

18 ción en e l  póptido salvo la  transposición para formar un puen

te de disulfuro entre dos grupos c iste ína  y desplazar a l n-

alquiltiom ercaptano. - - . ' --

la  solución de póptido.obtenida mediante nuestro proce-

dimiento de c ie rre  de a n illo  antes descrito puede se r  p u r i f i -
20 cada por procedimientos conocidos.- La solución puede ser so-

metida a una combinación de procesos de f i l t r a c ió n  de,;gel y

métodos de cromatografía por cambio de ion . El producto puri-

ficado f in a l puede ser obtenido de la  solución por l i o f i i i z a -

ción. El póptido resultante resu ltará química y biológicamen-
28

te  equivalente a l  póptido que ha sido obtenido de fuentes na-

tu ra les.

Una ap licación  de nuestro procedimiento mejorado e s .la

s ín tes is  de la  ca lc iton ina de salmón que está descrita en .

nuestra so lic itu d  de patente copcndiente estadounidense núme-
30

*
ro de s e r ie  496.539).titu lada "S ín tesis de Calcitonina de
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salmón". El Ejemplo 1 de dicha so lic itu d  puede ser incorpo­

rado aquí como ejemplo de s ín tes is  de calciton ina de salmón 

de acuerdo con nuestro procedimiento mejorado. Como se in d i­

ca en dicho Ejemplo 1j se copula prolina a la  resina u t i l i ­

zando e l  reactivo  BOC-L-prolina en la  posición 32, despuós 

se copula la  treonina u tilizando e l  reactivo B0C-0-bencil-L- 

treonina en la  posición 31) prosiguiéndose la ' copulación u ti 

lizando consecutivamente las sustancias reaccionantes in d i­

cadas en la  Tabla I I I  de esta memoria. Cuando se ha llegado 

a la  posición 7 , se u t i l i z a  una sustancia reaccionante que 

contiene un grupo n -a lq u ilt io  y cuando se lle g a  a la  posi­

ción 1, se u t i l i z a  una sustancia reaccionante que contiene 

un grupo BZ. Una vez completada la  cadena de aminoácidos de­

seada, la  resina-péptido se tra ta  con fluoruro de hidrógeno 

para separar la  resina y todos lo s  grupos protectores restan 

tes excepto e l  .grupo n -a .lqu iltio  de la  posición 7 . la solu­

ción resultante de la  etapa de escisión  con ácido se diluye 

con agua y se ajusta a pH 7,5 por adición de hidróxido. amó­

n ico. Después la  solución se ag ita  bajo corriente do r itró g e  

no gaseoso hasta que ya no se detecta mercaptano en la co-. 

r r ien te  de nitrógeno efluen te. A l p u rifica r  e l producto re­

sultante, se encuentra que es química y biológicamente equi- 

. valente a la  ca lc iton ina.de salmón natural.

La fórmula del péptido resultante de las reacciones 

citadas en la  Tabla I I I ,  antes de la  escisión  de la  resina, 

puede escrib irse  a s í:

CJL BZ BZ BZ BZ T W BZ .
^   ̂ I I I  ¡ I  ) ¡
@ - C ímH-PRO-THR-GLY-SER-GLY-THR-ASN-THR-ARG-PRO-TYR-THR-) -

BZ BZ1  ^

'GIN-LEU-LYS-HI3-LEU-GLU-GIN-SER-LEU-LYS-GLY-LEU-VAL-I"
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1 S-n-alauilo
BZ BZ

YS-THR-SER-LEU-ABN-SER-CYS-H.

La fórmula de este péptido obtenido por escisión  a c i­

da anhidra se convierte en:

S-n-alquiio

H-CYS-SER-ASN-LEU-SER-THR-CYS-VAL-LEU-GLY-LYS-LEU-SER-^ 

L(}M-GLU-LEU-HIS-LYS-LEU-GIN-THR-TYR-PRO-ARG-THR-ASN-} 

LrHR-GLY-SER-GLY-THR-PRO-NHg .

que* es un precursor de la  calciton ina de salmón.

Despuás de someter este péptido a nuestro método de 

d e la c ió n  mejorado aquí descrito , e l  péptido se convierte en

H-CYS-SER-ASN-LEU-SER-THR-CYS-VAL-LEU-GLY-LYS-LEU-SER-] 

^LN-GLU-LEU-HIS-LYS-LEU-GIN-THR-TYR-PRO-ARG-Tm-ASN-,
r -----------------:------------------ -------------------------'------------- -

. MPHR-GLY-SER-GLY-THR-PRO-NHg

que es la  calciton ina de salmón. -

Otra aplicación  de nuestro procedimiento mejorado es 

la  s ín tes is  de la  ox itocina. La oxitocina contiene nueve 

aminoácidos y la  cadena de aminoácidos de la  oxitocina pue­

de ser construida comenzando con la  g lic in a  en la  pceición  9). 

la  g lic in a  puede ser copulada a la  resina BHA u t i l i z a d o  e l - 

reactivo BOC-glicina; después pueda esputarse la  leu c jn a 'u ti­

lizando e l reactivo  BOC-L-léucinay después se sigue u t i l i ­

zando c ic los  de copulación y desprotección de acuerdo con la  

técnica en fase só lida , u tilizando consecutivamente los gru­

pos aminoácidos especificados y los grupos protectores in d i­

cados en la  Tabla I I .

Cuando se lle g a  a la  posición 6, se u t i l i z a  un gru­

po protector n -a lq u ilt io  junto*con e l grupo c iste ína  y cuan­

do se lle g a  a la  posición 1 y se copula otro grupo c is te ín a )
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se emplea un grupo protector BZ* Alternativamente, e l grupo 

protector BZ puede ser u tilizado  éh la  posición 6 y e l grup( 

n -a lq u ilt io  en la*posic ión  1.

Una vez completada la  cadena de aminoácidos, e l  pép- 

tido puede escrib irse  a s i:

CĤ O

tq  6 SR w

@  -CHMH-GLY-LEU-PRO-C YS-ASN-GM-1LE-TYR-CYS-H 

donde (X) es la  porción de po lies tiren o  de la  resina

W es ningún grupo protector, un grupo BZ, un grupo 

benciloxicarbon ilo o un grupo derivado 'del benciloxi 

.carbonilo * y

.R es un grupo n -a lqu ilo .

Después del tratamiento ácido para escindir la  resina, 

este compuesto se convierte en: * ' 1"

SR '

H-CYS-TYR-ILE-GIN-ASN-CYS-PRO-LEU-GLY-NHg '

Este péptido escindido, mientras todavía conserva e l 

grupo n -a lq u ilt io  en la  posición 6, cuando se mantiene^ en 

un d isolvente, preferiblem ente a pH 6,0 a- 8,5* experimenta 

transposición del puente disulfuro entre la  c is te ína  y su giu 

po protector n -a lq u ilt io  en la  posición 6 y la  posición su lf 

h id r iio  de la  c is te ín a  en la  posición 1, para dar e l péptido 

descrito  a continuación:

-C lE IH- -TYR-ILE-GIN-ASN-CYS-PRO-LEU-GLY-NHr

que es la  oxitocina.

Un ejemplo espec ífico  de la  s ín tes is  de oxitocina u ti-

i ' ^ i
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lizaado nuestro procedimiento mejorado.se encuentra en el s i ­

guiente Ejemplo A. -

EJEMPK) A '

S ín tesis de la  oxitocina 

Activación de la  resina

} En la  va s ija  de reacción de un s in tetizador de p ep ti-
!

dos vendido por Schwartz-Mann, Inc. de Orangeburg, New York,

se introducen 5 g de resina de benzohidrilamina (BHA) con un

t itu lq  de amina de 0,43 m iliequ ivalentes/g. La resina se tra- 
)

ta coij 20 mi de los siguientes d isolventes, filtran do  des- 

puás <̂.e cada tratamiento:

cloruro de metileno -  2 minutos 

cloroformo -  2 veces, 2 minutos cada vez 

trie tilam in a  a l 10 % en cloroformo -  '2 veces, 5 mi-

f ñutos cada vez -

- j cloroformo - 2  minutos 

' cloruro de metileno -  3 veces, 2 minutos cada vez 

C iclo 9 . '

Copulación: Se agitan durante 10 minutos la  rocina 

BHA, 20 mi de cloruro de metileno y 0,75 g (0,0043 moles) de 

BOC-glicina. Se añaden a l reactor 4,3 mi de una solución en 

cloruro de metileno de d iciclohexilcarbod iim ida (1 m iliequ i- 

valente de DCCI por mi de solución) y la  mezcla se a g ita  du­

rante 6 horas. La mezcla de reacción se saca del reactor por 

f i l t r a c ió n  y e l  BO C-glic il-resina BHA se somete a los s igu íer. 

tes lavados de 2 minutos, con 20 mi cada vez, separando las 

aguas de lavado por f i l t r a c ió n  cada vez: 

cloruro d'e metileno -  2 veces 

alcohol m etílico  -  2 veces 

cloruro de metileno -  2 veces.
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-1 A cetilac ión :. Después la  resina se ag ita  con úna mez- 

c ía  de 1,6 mi de .anhídrido acético,- 2,4 mi de t iie t ila m in a  

(TEA.) y 20 mi de cloroformo, durante 30 minutos. La mezcla 

de reacción se separa por f i l t r a c ió n  y la  resina se somete a

3 lo s  sigu ientes lavados de 2 minutos, empleando 20 mi cada 

vez: -

cloroformo -  2 veoes

alcohol m etílico  -  2 veces ' * 

cloruro de metileno -  3 veces.

10 El ensayo con ninhidrina da resultado negativo.. 

Desprotección: La resina protegida con BOC se a g ita  du 

lante 5 minutos con una mezcla de 12 mi de ácido triij-úoracé-

* " X tico  (TFA) y 12 mi de cloruro de m etileno. La mezcla se sepa­

ra por f i l t r a c ió n  y la  resina se a g ita  con una segunda mez-
15 cía  de 12 mi de TFA y 12 mi de cloruro de metileno, durante 

30 minutos. La mezcla de reacción se separa por f i l t r a c ió n  y 

la  resina se somete a los sigu ientes lavados con 2C mi?

cloruro de metileno -  2 veces, 2 minutos cada vez

20
alcohol m etílico  -  2 veces, 2 minutos cada vez 

cloroformo -  2 veces, 2 minutos cada vez 

TEA a l  10 % en cloroformo -  2 veces, 5 y 10 minutos 

. cloroformo -  2 veces, 2 minutos cada vez

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

. 25
La L -g lic in a -res in a  BHA se va lora (Dormán,' L . , Tetra- 

hedron Letters , 1969, 2319-21) para establecer e l  t ítu lo  de 

amina o g lic in a . Este va lo r es de 0,384 m iliequ ivalentes de 

amina o g lic in a  por gramo de resina.

C iclo  8

30
Copulación: Se agitan  durante 10 minutos la  resina-L- 

g lic in a , 20 mi de cloruro de metileno y 2,95 g ( 0,0038 moles)
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1 de BOC-L-leucina.HgQ. Después se añaden a l  reactor 3,8 mi de 

solución en cloruro áe metileno de d iciclohexilcarbodiim ida 

(1 m iliequ iva lente de DCCI por mi de solución o un to ta l  de 

0,0038 moles de DCCI)y la  mezcla se ag ita  durante 2 horas.La

8 mezcla de reacción se saca del reactor y  la  resina se somete 

a lo s  sigu ien tes lavados sucesivosde 2 minutos,con 20 mi cah 

vez, separando las  aguas de lavado por f i l t r a c ió n  cada vez: 

cloruro de metileno -  2 veces 

alcohol m etílico  -  2 veces

10 cloruro de metileno -  2 veces.

El ensayo con ninhidrina es negativo. "  ' 

Desprotección: Se rep ite  para este c ic lo  e l  procedi'mi^ 

to de desprotección descrito  en e l  C iclo 9*

1S
Ciclo 7

Los procedimientos de copulación y desproteccióñ u t i l i ­

zados en este c ic lo  son iguales que en e l C iclo 8, a-excepciói 

de qué en lugar del derivado de leucina se emplea e l sigüient 

derivado aminoácido: "" .;

20
0,82 g (0,0038 moles) de BOC-L-prolinaJ

+
C iclo 6 _

Los procedimientos de copulación y desprotección u t i l i  

zados.en este c ic lo  son los mismos que en e l  C iclo 8. El pro­

ceso de ace tila c ión  se re a liza  en este c ic lo  u tilizando e l

. 28 mismo método que en e l  C iclo 9. En e l proceso de copulación . 

se u t i l i z a  e l siguiente derivado de aminoácido:

1,07 g ( 0,0038 moles) de BO C-S-etiltio-L-cisteína*

Ciclo 5

Copulación: El péptido-resina obtenido en e l -Ciclo ó

30 se lava dos veces con 20 mi cada vez de dimetilformamida 

(DNF). Después la  resina se ag ita  durante 24 horas con una so,
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se r e a liz a  en este c ic lo  u tilizan do  e l mismo método que en

-  30.

lución de 2,01 g (0,0057 moles) de áster p -n itro fen ilic o  de 

BOC-L-asparagina en 25 mi de DHF. Se f i l t r a  la  mezcla de. reac 

cion y la  resina-páptido se somete a lavados de 2 minutos con 

2 porciones sucesivas de 20 mi de los siguientes d isolventes:

dimetilformamida, cloruro de m etileno, metanol y cloruro de
!

metileno. Los disolventes individuales de lavado se .s-eparan

por f i

lizado

C iclo

tración. El ensayo con ninhidrina es negativo. 

Desprotección:'Él procedimiento de desprotección uti-

c lo  es

es e l del C iclo 8.

E l procedimiento de copulación u tiliza d o  en este c i -  

e l  mismo del C iclo  3 - El procedimiento de ace tila c ión

e l  C iclo  9 - El procedimiento de desprotección u tiliza d o  en 

este c ic lo  es e l  mismo del C iclo  8. Se u t i l i z a  e l s igu iente

'i j iderivado de aminoácido:

2,09 g (0,0057 moles) de áster p -n itro fen ílic o  de B0C-- 

L-glu t amina.

C iclo 3

E l procedimiento de copulación u tilizad o  en este cicl< 

es e l  mismo del C iclo 8. Se rep ite  la  copulación utilizando ut 

sistema disolvente de 10 mi de dimetilfoimamida y 10 mi de ele 

ruro de metileno y las mismas cantidades de aminoácido y DCC. 

E l procedimiento de a ce tila c ión  u tilizad o  en este c ic lo  es e l 

mismo del C iclo 9. El procedimiento de desprotección u t i l iz a ­

do en este c ic lo  es e l  mismo del C iclo 8. En cada reacción de 

copulación se u t i l iz ó  e l sigu iente derivado de aminoácido: 

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

C iclo 2

Copulación: La resina-péptido obtenida en e l C iclo 3 se.



10

18

20

28

30

-31

lava con dos fracciones sucesivas de 20 mi de dlm etilform a- 

mida. la  resina-péptido se ag ita  después durante 10 minutos 

con una mezcla de 2,11 g (0,0057 moles) de BOC-O-bencil-L-ti- 

rosina y 20 mi de DHF. Después se añaden 5,7 mi de DCCI en 

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

mezcla' se ag ita  durante 16 horas. La mezcla de reaccién se se 

para por f i l t r a c ió n . La resina-péptido se somete a 2 minutos 

de lavado con 2 porci.ones sucesivas de 20 mi de los sigu ien­

tes d isolventes: dimetilformamida, cloruro de metileno, me- 

tanol y cloruro de m etileno.

Se rep ite  la  copulación u tilizando la  mitad de las câ . 

tidades del derivado de aminoácido y DCCI en cloruro de metí 

leño, durante un tiempo de agitación  de 6 horas.*

í A ce tila c ión : Se rep ite  e l  procedimiento de ace tila c ión  

u tilizad o  en e l C iclo 9.

/. Desprotección: Se rep ite  e l procedimiento de desprotec 

ción u tilizad o  en e l  C iclo 9.

C iclo 1 .

El procedimiento de copulación u tilizad o  en este c i ­

clo  es e l  mismo del C iclo 8. La copulación se rep ite  u tiliza n  

do la  mitad del derivado de aminoácido y de DCCI en cloruro d  ̂

m etileno. El procedimiento de desprotección u tilizad o  en este 

c ic lo  és e l  mismo del C iclo  9. En la  primera reacción de co­

pulación se u t i l iz a  la  s igu iente cantidad de derivado de ami­

noácido :

1,3 g (0,0038 moles) de BOC-S-metoxibencil-L-cisteína.

Cha vez completado e l  C iclo 1, la  resina-péptido se 

lava con 2 porciones sucesivas de 20 mi de n-hexano. El mate­

r ia l  péptido se separa del reactor y ,se  seca en una estufa 

e lé c tr ic a  a vacío, a 4'0°C y 0,1 mm Hg durante 24 horas. El



péptido-resina' oxitocina bloqueada pesa 6,0 g.

Escisión .̂on fluoruro de hidrógeno  ̂ -

En una vas ija  de reacción de Teflon se introducen 2 g 

de la  resina-péptido seca y 2 mi de an iso l. La*vasija, p rovis­

ta  de un agitador magnético revestido de Teflon, se introduce 

en un baño de acetona, y h ie lo  seco y se condensan en la  vas i­

ja 15 mi de fluoruro de hidrógeno gaseoso. Esta mezcla se 

ag ita  a 0°C en un baño.de h ie lo  durante una hora. E l fluoruro 

de hidrógeno se separa por evaporación a presión reducida.

E l residuo áe tr itu ra  cuatro veces con 25 mi cada vez* de ace 

ta to  de e t i lo .E l  péptido se extrae de las perlas de resina 

con dos porciones de 50 mi cada una de ácido acético  g la c ia l.  

E l extracto  se l i o f i l i z a  para dar 486 mg de péptido escindib.

d e la c ió n  del péptido a oxitocina

Se disuelven parcialmente 200 mg del péptido crudo en 

50 mi de agua destilada exenta de oxígeno a l a  que se ha aña­

dido 1 mi de ácido acético g la c ia l.  El pH de la  solución se 

ajusta a .7,5 por adición de hidróxido amónico concentrado. Es­

ta mezcla se a g ita  en.una va s ija  cerrada bajo una corrien te d: 

n itrógeno durante 2¿- horas. A l cabo de este tiempo no se pueds 

detectar etilmercaptano en la  corrien te de nitrógeno efluente, 

E l contenido en etilmercaptano en la  corriente de nitrógeno 

se*mide haciendo pasar la  corriente a través de-una solución 

de reactivo  de Ellman ; (Ellman, G.L. Arch. Biochem. Biophys., 

82, 70-7 [l9 5 9 ]). La mezcla de reacción se ajusta a pH 3,2 por 

adición de ácido acético g la c ia l.  Se l i o f i l i z a  para dar un 

residuo só lido .

Pu rificac ión  de oxitocina cruda.

Este residuo só lido se disuelve en una solución de 

ácido acético 0,5N y se p u r ifica  pasándolo a través de una co-

- 3 2 -
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Imana de f i l t r a c ió n  de g e l Sephadex 'G-25 (f in o ) y se eluye 

con ácido acético  0,5N. La fracc ión 'de oxitocina de esta co­

lumna se recoge y l i o f i l i z a  para dar 54 mg de un só lido 

blanco. . . . .

Este sólido se disuelve de nuevo en solución de ácido 

acético 0,5N y se p u rifica  pasándolo por la. columna de f i l t r a  

ción de g e l de Sephadex 0-25 (f in o ) y eluyendo con solución 

de ácido acético 0,5N. La fracción  de oxitocina de esta co­

lumna se recoge y l i o f i l i z a  para dar un só lido blanco espon­

joso. Este producto se analiza y se encuentran las sigu ientes

ASP, 0

re la c im es  de aminoácidos: GLY, 1,0; LEU, 0,98; BRO,- 0,97;

,89; GLU, 0,Ü4; ILE, 0,74; TYR, 0,72. La cantidad teó ­

r ic a  debe ser 1,0. No se ind ica e l va lo r de CYS porque e l  mé­

todo de ensayo destruye este aminoácido. La potencia b io lóg ica  

del producto es de 305,4 unidades/mg.

/ Nuestro procedimiento mejorado también puede ser. a p li­

cado de foima sim ilar a la  s ín tes is  de la  somatostatrna. La 

resina puede ser la  resina de p o lies tiren o , ta l  como la  r e s i­

na de po liestireno  clorometilada conocida en la  técnica. La 

c is te ína , en la  posición 14, puede ser copulada primero a la  

resina utilizando como sustancia reaccionante la  BOC-S-3,4- 

d im etilbenc il-L -c is te ína , después serina, después treonina, 

etc , empleando las sustancias reaccionantes que contienen los 

aminoácidos y los grupos protectores en la  secuencia estab le­

cida en la  Tabla VI. Cuando se l le g a  a la  posición 3, se u t i­

l i z a  e l  grupo c iste ína  con un grupo n -a lq u ilt io . Cuando la  

cadena de aminoácidos ha sido completada y antes del tra ta ­

miento ácido para escind ir la  resina, la  fórmula del péptido 

puede escrib irse  a s í:



(CHjJlJrLCHo BZ BZ V V SR"3'2 6 3] 2 j .] j j j j
(x )  -CHgJ-CYS-SER-THR-PH'E-THR-LYS-THP-PHE-PHE-ASN-LYS-CYS-j 

LcLY-AIA-H.. "  ' '

Después d e l tratamiento con ácido para* escindir la  re­

sina, e l  péptido se convierte en:

SR

H-ALA-&LY-cÍs-LYS-ASN-PHE-PHE-TRP-LYS-THR-PHE-THR-SER-CYS-OH

Después de perm itir que e l  péptido escindido no c í c l i ­

co se transponga bajo las condiciones de nuestro procedimiento 

de d e la c ió n , puede escrib irse  a s i:

í---------------------------------!----- '-----------" 1
H-AIA-GLY-CYS-LYS-ASN-PHE-PHE-TRP-LYS-THR-PPE-THR-SER-CYS

' ^ ;
Nuestro procedimiento mejorado puede.ser aplicado a 

la  s ín tes is  de la  ca lc iton ina humana de forma s im ilar a la  

descrita  en re lac ión  con la  ca lc iton ina de salmón. La c a lc i t o - 

nina humana contiene 32 aminoácidos en su cadena de aminoáci­

dos. Partiendo de p ro lina , este aminoácido de la  posición 32 

se copula con la  resina BHA, después se combinan la  alánina 

en la  posición 31 y la  g lic in a  en la  posición 30 de acuerdo 

con e l sistema de protección, copulación y desprotección ante 

riormente explicado, u tilizando las sustancias reaccionantes, 

inclu idos los grupos aminoácido y grupos protectores, indica­

dos en la  Tabla IV  y en la  secuencia indicada. Cuando se l l e ­

ga a los grupos de cisterna en las posiciones 7 y 1, se u t i­

l i z a  en una de estas posiciones un grupo protector n -a lq u il-  

t io  y en la  otra posición, puede u t il iz a rs e  e l  grupo habi­

tual BZ.

Cuando se ha completado *la cadena de aminoácidos, e l  

péptido puede escrib irse  as i (suponiendo que e l  grupo n -a l-

- 3 4 -
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q u ilt io  se incluye en la  posición 7) :

- C A  BZ " - BZ ' BZ BZ' T - ' W BZ
! I ! ! ! r 1(x)-CH-NH-PRO-THR-GLY-SER-GLY-THR-ASN-THR-ARG-PRO-TYR-THR-}

BZBZ
^-CYS-THR--SER-LEU-ASN-SER-CYS-H

Después del tratamiento con ácido para escind ir la  

resina, e l  péptido se convierte en:

S-n-alquilo

H-CYS-SER-ASN-LEU-SER-THR-CYS-VAL-LEU-GLY-LYS-LEU-SER-GIN-)

 ̂L&LU-LEU-HIS-LYS-LE0-GB^-THR-TY3-PR0-ARG-THR-ASN-THR-GLYr¡ . 

-LsER-GLY-THR-PRO-NHg. ' ^

Después de haber dejado que e l péptido se transponga 

en las condiciones aquí descritas para completar e l  a n illo  

de d isu lfu ro, puede escrib irse  a s i:

-cis-GLY-ASN-LEU-SER-THR-cis-MET-LEO-GLY-THR-TYR-TER-OINnH.

LASPPH&ASN-LY&P.HE-HIS-TPIR-PHE-PRO-GIN-THR-ALA.-ILE-GLY-VAL-,
[------------------^ ^ --------- r - i— '
L&LY-ALA-PRO-NHg 

(pe esla estructura de la  ca lciton ina humana.

E l Ejemplo B es espec ífico  de la  s ín tes is  de c a lc ito ­

nina humana utilizando nuestro procedimiento mejorado.

EJEMPLO B

Síntesis de ca lciton ina humana 

Activación  de la  resina

En lá  va s ija  reactor de un s in tetizador de péptidos 

vendido por Schwartz-Mann, In c . de Orangeburg, New York, se 

introducen 4 g de la  resina de benzohidrilamina (BHA) con un 

t ítu lo  de amina de 0,55 m iliequ ivalentes/g. La resina se tra -
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1 ta  con 20 mi de los  sigu ientes d isolventes filtrando, después 

de cada tratamiento : ' 

cloruro de metileno -  2 minutos

5

cloroformo -  2 veces, 2 minutos cada vez 

tr ie tilam in a  a l  10 % en cloroformo -  2' veces, 5 minu-r 

tos cada.vez. 

cloroformo -  2 minutos

cloruro de metileno -  3 veces, 2 minutos cada vez.

C iclo 32

10 Copulación: Se agitan durante 10 minutos la  resina' 

BHA, 20 mi de cloruro de metileno y 0,95 g (0,0044 moles) de 

BOC-L-prolina. Se añaden a l reactor 4y4 mi de solución en-;plo 

ruro de metileno de d iciclohexilcarbodiim ida (1 m ilieqü ivalen
x

te  de DCCI por mi de solución) y la  mezcla se ag ita  durante

13 6 horas. Se saca la  mezcla de reacción de l reactor por f i l t r a ­

ción y la  BOC-prolil-resina BHA. se somete a los siguientes la ­

vados sucesivos durante 2 minutos, empleando 20 mi y separandc 

las aguas de lavado por f i l t r a c ió n  cada vez:

20
cloruro de metileno -  2 veces *

. alcohol m etílico  -  2 veces ' . 

cloruro de metileno -  2 veces.

A cetila c ión : Después la  resina se ag ita  con una mez- 

c ía  de 1,5 mi de tr ie tilam in a  (TEA.), 1 mi de anhídrido a c é t i-

25
co y 20 mi de cloroformo, durante 2 horas. La mezcla de reac­

ción se separa por f i l t r a c ió n  y la  resina se somete a los s i ­

guientes lavados de $ minutos, empleando 20 mi: 

cloroformo -  2 veces 

, a lcohol m etílico  -  2 veces

30
cloruro de metileno -  3 veces
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El ensayo con ninhidrina es negativo (E. Kaiser y co­

laboradores, Anal. Biochem., 34, 595-8 ¡/197Q])*

Desprotección: La resina protegida con un grupo BOC 

se ag ita  durante 5 minutos con una mezcla de 12,5 mi de áci 

do tr iflu o ra cé tic o  (TFA) y 12,5 mi de cloruro de m etileno. 

Esta mezcla se separa por f i l t r a c ió n  y la  resina se ag ita  

con una segunda mezcla de 12,5 mi de TFA y 12,5 mi de clorure 

de metileno durante 30 minutos. la  mezcla de reacción s.e seps 

ra por f i l t r a c ió n  y la  resina se somete a los sigu ientes la ­

vados con 20 mi:

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

alcohol m etílico  -  2 veces, 2 minutos cada vez 

cloroformo -  2 veces, 2 minutos cada vez 

TEA a l 10 % en cloroformo -  2 veces, 10 minutos ca­

da vez ;,

cloroformo -  2 veces, 2 minutos cada vez 

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

La Ir-pro lina-resina-BHA se valora para establecer e l  

t ítu lo  de amina o pro lina . Este va lor es de 0,494 miliequiva-- 

len tes de amina o pro lina  por gramo de resina.

C iclo 31

Copulación: Se agitan durante 10 minutos la  L -p r o l i l  

resina, 20 mi de cloruro de metileno y 0,83 g (0,0044 moles 

de BOC-alanina. Después se añaden a l reactor 4,4 mi de una 

solución en cloruro de metileno de b iciclohexilcarbodiim ida 

(1 m iliequ iva lente de DCCI por mi de solución o un to ta l de 

0,0044 moles de DCCI) y la  mezcla se ag ita  durante 2 horas.

Se.saca la  mezcla de reacción del reactor por f i l t r a c ió n  

y la  B O C -L-alan il-L-prolil-resina BHA se somete a los  s i ­

guientes lavados sucesivos de 2 minutos, empleando 20 mi y
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sigu ie

separando la s  aguas de lavado p o r 'f i l t r a c ió n  cada vez,

cloruro de metileno -  2 veces * - * * -  - .

alcohol m etílico  -  2 veces 

cloruro de metileno -  3 veces.

' El ensayo con ninhidrina es negativo. *

Ciclos^ 30 a 26

Los procedimientos de copulación y desprotección u t i­

lizados en estos c ic lo s  son los mismos del C iclo 31) a excep­

ción de que en lugar del derivado de alanina se emplean los 

ite s  derivados dé aminoácidos:

C iclo 30 -  0,77 g (0,0044 moles) de BOC-gliciná 

C iclo  29 -  0,95 g (0,0044 moles) de BOC-L-valina 

C iclo 28 -  El m ateria l u tilizado  es e l mismo del Ci­

c lo  30 ' . . /

C iclo 27 -  1,02 g (0,0044 moles) de BOC-L-isoleucina 

C iclo 26 -  El m aterial u tilizado  es e l  mismo de l Ci­

c lo  31. . -

C iclo 25

Copulación: La péptido-résina obtenida en e l C iclo 26 

se lava dos veces con 20 mi cada vez de dimetilformamida (DMF).. 

La resina-péptido se ag ita  durante 10 minutos después con una 

mezcla de 2,04 g (0,0066 moles) de BOC-O-bencil-L-treonina y 

20 mi de DMF. Después se añaden 6,6 mi de DCCI en cloruro de 

metileno (equ ivalente a 0,0066 moles de DCCI) y la  mezcla se 

a g ita  durante 6 horas. La mezcla de reacción se separa por 

f i l t r a c ió n .  La resina-péptido se somete a lavados de 2 minu­

tos con 2 porciones sucesivas de 20 mi de los sigu ientes d i­

solventes. Dimetilformamida, cloruro de metileno, alcohol me- 

.t i l i c o  y cloruro de m etileno. El ensayo con ninhidrina es ne­

gativo  .

-y A;"..
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Desprotección: Se rep ite  e l procedimiento de despro­

tección u tilizad o  en e l C iclo 32.

C iclo 24

Copulacióñ: La resina-péptido obtenida en e l  c ic lo  

25 se lava dos veces con 20 mi cada vez de dimetilformamida 

Después la  resina se a g ita  durante 24 horas con una solución 

de 2,42 g (0,0066 moles) de éster p -n itro fen ílic o .d e  B0C-L- 

glutamina en 25 mi de dimetilformamida. Se f i l t r a  la  mezcla 

de reacción y la  resina-péptido se somete a 2 minutos de la ­

vado con 2 porciones sucesivas de 20 mi de los siguientes, 

d isolven tes: dimetilformamida, cloruro de'm etileno, metanol 

y cloruro de m etileno. Cada disolvente ind iv idua l se.separa 

por f i l t r a c ió n .  El ensayo con ninhidrina es negativo.

Desprotección: Se rep ite  e l procedimiento de despro 

tección  u tilizad o  en e l C iclo 32.

C iclo 23

Copulación: la  resina-péptido obtenida en e l C iclo 

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

-BOC-L-prolina y 20 mi de cloruro de m etileno. Se añaden- 6,6 

mi de DCCI en cloruro de metileno (equivalente a 0,0066 mole 

de DCCI) y la  mezcla se ag ita  durante 16 horas. La mezcla de 

reacción se separa por f i l t r a c ió n  y la  resina-péptido se so­

mete a lavados sucesivos de 2 minutos, con 2 porciones de 

20 mi de los sigu ientes d isolventes: cloruro de m etileno,' 

a lcohol m etílico  y cloruro de metileno^ Cada lavado in d iv i-  

' dual se"separa p o r 'f i l t r a c ió n . El ensayo con ninhidrina es 

negativo.

Desprotección: Se rep ite  e l  procedimiento de despro- 

tección u tilizad o  en e l C iclo 32.
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Ciclo 22 ' "

los procedimientos de copulación y desprotección u t i­

lizados en e s te .c ic lo  son los  mismos.del C iclo 23, a excep­

ción de que, en la  reacción de copulación, se emplean 1,75 g 

(0,0066 moles) de BOC-L-fenilalanina en lugar*de BOC-L-pro- - 

l in a . . -

C iclos 21 a 18

Los procedimientos de copulación y desprotección u t i­

lizados en estos c ic lo s  son los del C iclo 31f a excepción de 

que se emplean los sigu ientes derivados de aminoácidos én lu­

gar del derivado de alanina: i*

C iclo 21 -  1,36 g (0,0044 moles) de B0C-0-bencil-¿L-.

treonina  ̂ *

C iclo 20 -  1,71 g (0,0044 moles) de BOC-N(im)-carbobeji- 

c ilo x i-L -h is t id in a  

C iclo 19 -  1)17 g (0,0044 moles) de BOC-L-fenilalanink 

C iclo 18 -  1,67 g (0,0044 moles) de BOC-&-carbobencil- 

o x i-L - lis in a . 1

Ciclo 17 . ;

El procedimiento de copulación y desprotección u t i l i ­

zado en este c ic lo  es e l  mismo del C iclo 24) a excepción de 

que se emplean 2,33 g (0,0066 moles) del áster p -n itro fen ili-  

co de'BOC-L-asparagina en lugar del derivado de glutamina. 

C iclos 16 y 15

Los procedimientos de copulación y desprotección u t i­

lizados en estos c ic lo s  son los mismos del C iclo 31) a excep­

ción de que se emplean los siguientes derivados de aminácidos 

en lugar del derivado de alanina:

C iclo  16 -  1,17 g (0,0044 moles) de B.OC-L-fenilala- 

nina

*—



Ciclo 15 -  1)42 g (0,0044 mole.s) de áster P -b en c ili-

- co de ácido BOC-L-aspártico.

C iclo 14

Igual que e l  C iclo 24.

C iclo 13

Igual que e l,C ic lo  21.

C iclo 12

El procedimiento de copulación y desprotección u t i l i

zado ón este c ic lo  es e l  mismo del C iclo 25) a excepción de 
!

que s(¡! emplean 2,45 g (0,0066 moles) de BOC-O-bencil-L-tiro- 

sina <¡n lugar de l derivado de treonina y que e l tiempo de 

agitación  se prolonga a 16 horas.

C iclo 11 , ,

Igual que e l  C iclo 25.

Ciclós 10 a 7

Los procedimientos de copulación y desprotecc'ión u ti 

lizádos en estos c ic lo s  son iguales a los de l C iclo 31, a ex 

cepción de que en la  reacción de copulación se emplean -los 

siguientes derivados de aminoácidos en lugar-de la  BOC-L- 

alanina:

.C ic lo  10 -  0,77 g (0,0044 moles) de BOC-glicina

Ciclo 9 -  1,02 g (0,0044 moles) de BOC-L-leucina

C iclo 8 -  1,1 g (0,0044 moles) de BOC-L-metionina

C iclo 7 ** 1)24 g (0,0044 moles) de BOC-S-etiltio-Ir-

c is te ín a .

C iclo 6

Igual que e l  C iclo 25.

C iclos 5 Y 4

Los procedimientos de copulación y desprotección u ti

lizados en estos cicl,os son los mismos que en e l  C iclo 31, a
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- . ' 1. excepción de que en la  reacción de copulación se emplean los 

siguientes derivados'de aminoácidos en lugar de la  BOC-L-ala-

n ina:

C iclo 5 -  1,3 g (0,0044 moles) de B0C-0-bencil-L-se-

3 riná

C iclo  4 -  1,02 g (0,0044 moles) de BOC-L-leucina

C iclo 3

Igua l que e l.C ic lo  17.

Ciclos 2 y 1

10 . Los procedimientos de copulación y desprotecoióñ u t i-

' lizados en estos c ic lo s  son los mismos que en e l C iclo 31 *

a excepción de que en la  reacción de copulación se-emplean -

los sigu ientes derivados de aminoácidos en lugar de la.BOC-L-

alan ina: , ' .  . *
13

C iclo 2 -  0,77 g (0,0044 moles) de BOC-glicina

' Ciclo 1 -  1,5 g (0,0044 moles) de BOC-S-p-metoxiben-

c il-L -c is te in a  *

Una vez completado e l C iclo 1, la  resina-péptido se

lava dos isces sucesivas con 20 mi cada vez de n-hexano.--El ma
20

t e r ia l  póptido se saca del reactor y se seca en una estufa

e lé c tr ic a  a vac io , a 40°C y 0,1 mm Hg durante 24 horas. La

"-I"' resina-péptido ca lc iton ina  humana bloqueada pesa 11 g.

' Escisión con fluoruro de hidrógeno

23
Se introducen 2 g de la  resina-péptido seca y 2 mi 

de an iso l en una va s ija  de reacción de Teflon. La va s ija , pro 

v is ta  de un agitador magnético revestido de Teflon, se in tro ­

duce en un baño de acetona y h ie lo  seco y se condensan en la  

va s ija  15 mi de fluoruro de hidrógeno gaseoso. Esta mezcla se

30
ag ita  a 0°C en un baño de h ie lo  durante una hora. El fluoruro 

de hidrógeno se separa por evaporación a presión reducida. El
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residuo se tr itu ra  cou 4 porciones de 25 mi dada una de ace*h 

to de e t i lo .  E l péptido se extrae de* las perlas de resina cor 

2 porciones de 50 'mi cada una de ácido acético  g la c ia l.E l 

extracto se l i o f i l i z a  para dar 1063 mg de péptido escindido. 

C iclación del péptido a ca lciton ina humana

¡- Se disuelven 1000 mg de péptido crudo en 250 mi de' 

agua destilada exenta de oxígeno a la  que se ha añadido 1 mi 

de ácido acético g la c ia l.  El pH de la  solución se ajusta a 

7)5 por adición de hidróxido amónico concentrado. Esta mezcla 

se a g ila  en una vas ija  cerrada bajo una.corriente de n itró ge ­

no dursnte 24 horas. En este momento, ya no se detecta e t i l -  

mercapiano en la  corriente efluente de n itrógeno. El conteni­

do en etilmercaptano de la  corrien te de nitrógeno se mide ha­

ciendo! pasar la  corrien te a través de una solución de reactiv<

de Elíman, (Ellman, G .L ., Arch. Biochem. Biophys., 8g,. 70-7 

(195$}))* E l pH de la  mezcla de reacción se ajusta a 3,2 por 

adición de ácido acético  g la c ia l .  Por l i o í i l i z a c ió n  se.ob-
t a. * - - .

t ien e  un producto só lido  que pesa 985 mg. , '

Pu rificac ión  de la  ca lc iton ina humana cruda ' * - . . . .

El producto sólido 'se disuelve en ácido acético Ó,5N 

y se pu rifica  pasándolo por una columna de f i l t r a c ió n  de g e l 

Sephadex G-25 (f in o ) y se eluye con ácido acético 0,5N. La 

fracción  de ca lciton ina humana-de esta columna se recoge y 

l i o f i l i z a  para dar un só lido blanco esponjoso.

Este sólido blanco esponjoso se disuelve en acetato 

amónico acuoso 0, 0$N (pH 5 ). la  solución se ajusta a pH 5 y 

se p u rifica  por cromatografía de cambio de ion, u tilizando 

una columna SP-Sephadex C-25 eluída con solución reguladora di 

acetato amónico. La fracción  de ca lc iton ina humana sé recoge 

y l i o f i l i z a  dos veces para dar un sólido blanco esponjoso. Se

-j
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- 1 'encuentra que este m aterial es b io lóg ica  y químicamente equi­

valente a l producto'citado en la  b ib lio g ra fía  (S ieber, P. 

y colaboradores, Helv.Chim. Acta 5^, 2135-50[Í970]). El aná li­

s is  de aminoácidos (h id ró lis is  ácida) dió las siguientes pro-

8 porciones de aminoácidos ( e l  resultado teórico  se da entre 

parén tes is ): LYS 1,02 (1 ),  HIS 0,99 (1 ),  ASP 3y28 (3 ),  THR

5,21 (5 ),  SER  0,74 (1 ),  GLU 1,95 ( 2), ' GLY4,33 (4 ),  ALA 

2,03 (2 ),  VAL 1,Q4 (1 ),  MET 0,86 (1 ),  ILE 1,07 (1 ),  LEU 2,24 

(2 ),  TYN 0,7 (1 ),  PHE 3,0 (3 ) .  Los valores de PRO y CYS no se

10 determinaron. Se encontró que la  activ idad  b io lóg ica  era de 

100 unidades MRC por miligramo.

Análogamente, nuestro procedimiento mejorado puede se:

\

18

aplicado a la  s ín tes is  de 'la  vasopresina utilizando como sus­

tancias reaccionantes en la  posición 9 de la  cadena de amino­

ácidos los grupos indicados en la  Tabla V o sus equivalentes, 

la  fórmula del péptido resu ltante de las reacciones citadas 

en la  Tabla V y antes de la  escis ión  de la  resina, puede es­

c r ib irs e  a s í:  . . . .

20
C¿-H5 T SR BZ BZ

r ' J  ! ! t ) r..
(x)-CH-NH-GLY-ARG-PRO-CYS-ASN-GIN-PHE-THR-CYS-H

Después del tratamiento con ácido de este péptido pa­

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

la  fórmula se convierte en: 

 ̂ BR*-
28 t

.MYS-THR-PHE-GLN-ASN-CYS-PRO-ARG-GLY-NHg 

que es un precursor de la  vasopresina.

Después de someter este péptido a nuestro método de 

c ic la c ión  mejorado aquí descrito , e l  péptido se convierte en:

30 H -C ^S-T H R -P H E -G L M -A SN -cis-P R O -A R G -G L Y -N H g

h - .
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que es la  vasopresina.

Para ap lica r  nuestro procedimiento mejorado a la  sin 

tes is  de la  somatostatina, la  cadena de aminoácidos de la  so- 

matóstatina puede ser construida utilizando las sustancias 

reaccionantes indicadas en la  Tabla VI o sus equivalentes, 

ía  fórmula del péptido resultante de las reacciones i lu s tra ­

das en la  Tabla VI y antes de la  escisión de la  resina puede 

escrib irse  a s í: ,

BZ BZ BZ .BZ V
! i

V SR

X)-CH^O-CYS-SER-THR-PHE-THR-LYS-TRP-PHE-PHE-ASN-LYS-CYS-, .
P ------- --- ........------------ --------- ------------ „- _____ )

L(1LY-AIA-H

Después del tratamiento con ácido de este péptido pa­

ra escind ir la  resina y la  mayoría de los grupos protectores 

la  fólmula se convierte en:

SR - ' -

H-AIA-GLY-CYS-LYS-ASN-PHE-PHE-TRP-LYS-THR-PHE-THR-SER-CYS-OH 

Después de someter este péptido a nuestro método de

c ic lac ión  mejorado aquí descrito , e l péptido se convierte en
. . -------------:------------- ---------------------- ------------^ - 1

H-AIA-GLY-CÍS-HS-ASN-FHE-FHE-TEF-LYS-THE-FH&-THE-SB¡-cfs-OH

que es la  somatostatina. '

Para ap lica r e l  procedimiento mejorado a la  s ín tes is  

de la  ca lciton ina porcina, la  cadena de aminoácidos de la  

ca lc iton ina porcina puede ser construida u tilizando las sus­

tancias reaccionantes indicadas en la  Tabla V II o sus equiva 

len tes . La fólmula del péptido resultante de las reacciones 

ilustradas en la  Tabla V II y antes de la  escisión  de la 'r e ­

sina, puede escrib irse a s i:
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Ĉ -Hc BZ BZ - . BZ T
! °  ̂ ! t ! !

T)TCH-NHPRO-THR-GLU-PRO-GLY-PHE-GLY-MET-GLY-SER-PHE-ARG-

SR BZ BZ BZ BZ
! ! ! ! !

-CYS-THR-SER-LEU-ASN-SER-CYS-H.

Después del tratamiento con ácido de este péptido pa­

ra escandir la  resina- y la  mayoría de los grupos protectores, 

la  f é c u la  se convierte en:

SR -

5ER-ASN-LEU-SER-THR-cÍs-VAL-LEU-SEP-ALA-TYR-TRP^ARG-,H-CYS-

L— /i-ASN-ÍLEU-ASN-ASN-I-HE-HIS-A RG-PHE-SER-GLY-MET-GLY-PHE-GLY-¡ 

LpRO-jGLU-THR-PRO-NHg ' "" ' ^  — -

que es un precursor de la  ca lciton ina porcina.

í Después* de someter este péptido a nuestro método de 

c ic la c ién  mejorado aquí descrito , e l  péptido-se convierte-en:

is-SER-ASN-LEU-SER-THR-cL-H-C -VAL-LEU-SER-ALA-TYR-TRF-ARG

-ASN-LEU-ASN-ASN-PHE-HIS-ARG-PHE-SER-GLY-HET-GLY-PHE-GLY-,

CpRO-GLU-THR-PRO-NHg - ; -

quees.la ca lc iton ina porcina.

Para ap licar e l  procedimiento mejorado a la  s ín tes is  

de la  ca lc iton ina bovina, la  cadena'de aminoácido de la  ca lc i 

tonina bovina puede ser construida utilizando las sustancias 

reaccionantes indicadas en la  Tabla V III  o sus equivalentes.

La féimula del péptido resu ltante de las reacciones ilustrada^ 

en la  Tab la 'V III y . antes de la  escisién  de la  resina, pued 

escrib irse  as í:
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^  ! . I . . . I ..... !
(x)-cmm-PRO-THR-GLU-.PRO-GLY-PHB-GLY-MET-GLY-SER"PHE-ARG-j

W BZ V
) i

w BZ

HIS-TYR-ASN-ASN-LEU-ASP-LYS-TRP-TYR-ALA-SER-LEU-VAIg

Z BZSR BZ BZ
:1 ! !

L-CYS-THR-SER-LEU-ASN-SER-CYS-H.

} Después del tratamiento con ácido de este péptido pa< 

ra escindir la  resina y la mayoría de los grupos protectores

la  fó muía se convierte en:

H-CYS
trASI

Tí

SR ,
t

-SER-ASN-LEU-SER-THR-CYS-VAL-LEU-SER-ALA-TYR-TRP-LYS-

-LEU-ASN-ASN-TYR-HIS-ARG-PHE-SER-GLY-IJET-GLY-PHE-GLY-
*]

-GLU-THR-PRO-NHr

que es un precursor de la  calcitonina bovina.

í Después de someter este péptido a nuestro método de 

ciclación mejorado aquí descrito, e l péptido se convierte en

H-C^S-SER-ASN-LEU-SER-THR-cL-VAL-LEU-SER-AlA-TYR-TRP .̂

-LYS-ASP-LEU-ASN-ASN-TYR-HIS-ARG-PHE-SER-GLY-MET-GLY^:
I------------------------------:— :------------------------ ^
LpHE-GLY-PRO-GLU-THR-PRO-NHg ' - -

que es la  calcitonina bovina.

Aunque la  invención ha sido descrita específicamen­

te e ilustrada en relación con p'éptidos específicos, resul 

tará evidente a los expertos en esta técnica que la  invencióji 

es aplicable a numerosas estructuras péptidas especificas 

y que la  invención puede ser modificada y cambiada en muchas 

formas todas ellas dentro del espíritu de la invención y de

los límites de las reivindicaciones del apéndice.
En resumen la  Patente de Invención que se s o l ic i t a

deberá recaer sobre las  s igu ien tes:
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N° 440.922 

REIVINDICACIONES

1 . -  Un procedimiento para la  preparación de un 

péptido con una estructura c íc l ic a  de d isu lfu ro , caracte­

rizado por la  operación de mantener un péptido no c íc l ic o ,  

que contiene por lo  menos dos rad ica les  de c is te ín a  en su 

cadena de aminoácidos, uno de lo s  cuales contiene una fun­

ción s u lfh id r ilo  l ib r e  y  e l otro t ien e  su función su lfh i-  

d r i lo  proteg ida  por un grupo n -a lq u ilt io  que p a rtic ip a  en 

un enlace d isu lfu ro  con la  función t i o l  del otro rad ica l 

c itado , en una solución esencialmente exenta de oxígeno 

hasta que ha ten ido lugar la  transposición para formar e l 

péptido d isu lfu ro  c íc l ic o .

2 . -  Un procedimiento según la  Reivindicación 1 , 

en e l cual dicho péptido no c íc l ic o  es mantenido en dicha 

solución preferib lem ente a un pH de 5 a 10 aproximadamente

3 . -  Un procedimiento según la  Reivindicación 1 , 

en e l que dicha solución es una solución acuosa.

4 . -  Un procedimiento según la  Reivindicación 1, 

en e l que dicha solución es una solución h idroa lcohólica .

Un procedimiento según la  Reivindicación 1, 

en e l que dicho grupo a lqu ilo  en e l grupo n -a lq u ilt io  c ita  

do es e t i lo ,  m etilo , p rop ilo  o b u tilo .

6.  -  Un procedimiento Begún la  Reivindicación 3, 

en e l que dicho grupo a lqu ilo  es e t i lo .

7 . -  Un procedimiento según la  Reivindicación 1, 

que incluye la  operación de a g ita r  dicha solución durante 

la  transposición mencionada.

8 .  -  Un procedimiento según la  Reivindicación 1, 

donde la  transposición se efectúa bajo una corrien te  de gaf 

in e r te .
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1 9 .-  Un procedimiento según la  Reivindicación 8 ,

j donde e l gas in erte  es n itrógeno.

10.- Un procedimiento según la  Reivindicación 8 ,

[j donde se continúa e l proceso hasta que e l gas que ha pasado

s i sobre dicha solución está esencialmente exento de mercapta-

no.

11.- Un procedimiento según la  Reivindicación 1,

donde e l péptido no c íc l ic o  c itado es

H-CYS-THR-ILE-GLN-ASN-CYS-FRO-LEU-GLY-NH^

10 donde uno da lo s  grupos CYS a l l í  contenidos l le v a  unido un

grupo -S -n -a lqu ilo .

12.- Un procedimiento según la  Reivindicación 1,

donde dicho péptido no c íc l ic o  es

1S

H-CYS-GLY-ASN-LEU-SER-THR-CYS-MET-LEU-GLY-THR-TYR-THR-GLN-, 

LASP-PHE-ASN-LYS-FHE-HIS-THR-PHE-PRO-GLN-THR-ALA-ILE-GML.

LVAL-GLY-ALA-PRO-NHg

donde uno de los  grupos CYS a l l í  contenidos l le v a  unido un 

grupo -S -n -a lqu ilo .

13. -  Un procedimiento según la  Reivindicación 1,

20 donde dicho péptido no c íc l ic o  es

H-ALA-GLY-CYS-LYS-ASN-PHE-PHE-TRP-LYS-THR-PHE-THR-SER-CYS- 

OH

donde uno de lo s  grupos CYS a l l í  contenidos l le v a  unido un 

grupo -S -n -a lqu ilo .
25 14.- Un procedimiento según la  Reivindicación 1,

donde dicho péptido no c íc l ic o  es

H-CYS-TYR-PHE-GLN-ASN-CYS-PRO-ARG-GLY-NHg

30

donde uno de lo s  grupos CYS a l l í  contenido l le v a  unido un 

grupo -S -n -a lqu ilo .

15.- Un procedimiento según la  Reivindicación í ,
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donde la  preparación de dicho péptido nú c íc l ic o  comprende 

las  operaciones de copular un rad ica l de c is te ín a  en una 

cadena de aminoácidos mientras se protege la  función sulfh i 

d r ilb  de dicho rad ica l con un grupo BZ y copular otro radi 

ca l de c is te ín a  en dicha cadena mientras se protege la  fun 

ción s u lfh id r ilo  de dicho otro rad ica l con un grupo n -a l- 

q u ilt io  y  tra ta r  e l  péptido asi formado con un ácido anhi­

dro para esc in d ir  dicho grupo BZ dejando unido dicho grupo 

n -a lq u ilt io ,  siendo e l grupo BZ bencilo  o un derivado de 

bencilo .

16. -  Un procedimiento según la  Reivindicación 15, 

donde dicha cadena incluye la  s igu ien te secuencia de rad i­

ca les de aminoácidos:

CYS-TYR- ILE-GLN-ASN-CYS-PRO-LEU-GLY.

17.  -  Un procedimiento según la  Reivindicación 15, 

donde dicha cadena incluye la  s igu ien te secuencia de radi 

ca les de aminoácidos:

CYS- GLY-ASN-LEU-SER-THR- CYS-MET-LEU- GLY-THR-TYR- THR-. GLN-̂  

L-ASP-PHE-ASN-LYS-PHE-HIS-THR-PHE-PRO-GLN-THR-ALA-ILE- GLY

L-VAL- GLY-ALA-PRO.

18. -  Un procedimiento según la  Reivindicación 15, 

donde dicha cadena incluye la  s igu ien te secuencia de raói 

calas de aminoácidos:

ALA-GLY-CYS-LYS-ASN-PHE-PHE-TRP-LYS-THR-PHE-THR-SER-CYS.

19.  -  Un procedimiento según la  Reivindicación 15, 

donde e l grupo a lqu ilo  de dicho grupo n -a lq u ilt io  as e t i lo ,  

m etilo , p rop ilo  o b u tilo .

20. -  Un procedimiento según la  Reivindicación 19, 

donde dicho grupo a lq u ilo  es e t i lo .

21. -  Se re iv in d ica  por último como objeto sobre
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e l  que ha de recaer la  Patente de Invención que se s o l ic ita  

UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UN PEPTIDO CON UNA 

ESTRUCTURA CICLICA DE DISULFURO.

Todo conforme queda descrito  y  re iv ind icado en 

la  presante memoria descrip tiva  que consta de cincuenta y 

una páginas mecanografiadas.

Madrid 12 septiembre 1975 

BERNARDO UNGRIA
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