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179. Synthese von Salm-Calcitonin, einem hochaktiven
hypocalcimischen Hormon
Vorlaufige Mitteilung?)
von St. Guttmann, J. Pless, R.L. Huguenin, Ed. Sandrin, H. Bossert
und K.Zehnder

Pharmazeutisch-chemische Forschung, Sanpoz AG., Basel

(28. V1. 69)

Summary. A total synthesis of salmon calcitonin is described. The C-terminal nonapeptide
amide 24-32 was coupled with the heptapeptide 17-23. The resulting hexadecapeptide amide 17-32
was reacted with the heptapeptide 10-16 to give the tricosapeptide 10-32. This was condensed
with the N-terminal nonapeptide 1-9, yielding the protected dotriacontapeptide amide 1-32. After
removal of the protective groups and purification by gel-filtration the free peptide obtained ex-
hibited the physical, chemical and biological properties of the natural hormone. Its hypocalcaemic
activity (ca. 3500 MRC Ujmg) is 20-30 times higher than that of porcine or human calcitonin.

Nach der Strukturanfklarung des Schweinecalcitonins [1], [2] und des menschli-
chen Calcitonins [3]) wurde die Richtigkeit deren Strukturen durch Totalsynthese [4]
[5] bewiesen. Im folgenden wird iiber die Totalsynthese eines dritten Calcitonins, des-
jenigen vom Salm berichtet.

Anfangs 1969 haben CoPp ¢f al. [6] aus den ultimobranchialen Driisen des Salms
ein Peptidmaterial extrahiert, das eine unerwartet hohe hypocalcimische Wirksam-
keit bei der Ratte aufwies. Nach weitgehender Reinigung erwies sich das Peptid als 20
bis 30 mal aktiver als die bisher bekannten Calcitonine.

Syntheseschema der Sequenz | -9
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cys Ser Asn Leu Ser Thr Cys Vol Lev
Bzl
Hel OMe
C41
Boc zl zl
H OH
Ca] NaHa XXXIV
! [le
Boc OH
XXXV
Boc OH
XXXVt
Boc OSu
XXXV
Cys Ser Asn Lev Ser Thr Cys Vol Lev

1) Eine ausfithrliche Mitteilung soll in Helv. erscheinen,
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Syntheseschema der Sequenz 10-16

10 1 12 13 14 15 16
Gly Lys Leu Ser Gln Gl Leu

OMe

L4]

OMe

OMe ZwmONP H

OMe Z

NgH3 +

XXX

XXX
Gly Lys Leu Ser Gln Glu Lev

Syntheseschema der Sequenz 17~-23

17 18 19 20 21 22 23
His Lys Leu Gin Thr Tyr Pro
7t OH H+0Me
y 4
r OMe Z mOMe
. L8]
im pem——— O Me Z-FN2H3 Hi OMe
xXm
4 OMe Z OMe
Xiv
g NgH3 H%EhOMe
Xv
z OMe
XX
Z N2 H:
XXl i
His lys Leu Gin Thr Tyr Pro

In Zusammenarbeit mit Copp konnten PoTTs et al. die hohe Wirksamkeit des ge-
reinigten Peptides bestitigen und kurz darauf gelang es ihnen seine Struktur aufzu-
kldren [7]%). Demnach handelt es sich wiederum um ein lineares Dotriacontapeptid,
das N-terminal eine mit einer Disulfidbriicke geschlossene Heptapeptid-Schlanfe ent-

2) Wir danken den Herren Dres. H. D. Niary, H. T. Keurmann, D. H.Corr und J.T.Potts fiir die
Uberlassung der Ergebnisse der von ihnen durchgefithrten Strukturaufklirung.
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Syntheseschema der Sequenz 24 -32

24 25 26 27 28 29 30 31 32
Arg Thr Asn Thr Gly Ser Gly Thr Pro
el
L9l
ZwmOCP R OEt
III
z OFEt
v
ZmmNoH3 H » OFt
v
Boc

Boc m NH2

NHg

Boc * = NH2

Boc o NH2
H +- NHo
Arg Thr Asn Thr Gly Ser Gly The Pro

hilt, und C-terminal einen Prolinamid-Rest triagt. Die primére Struktur des Salm-
Calcitonins ist die folgende3):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 11 12 13 14 15 16 17
H—Cys—Ser—Asn—Leu—Ser—Thr—Cys—Val—Leu—Gly—Lys—Leu—Ser—GIn—Glu—Leu—His—
~ ~

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
—Lys—Leu—GIn—Thr—Tyr—Pro—Arg—Thr—Asn—Thr—Gly—Ser—Gly—Thr—Pro—NH,

Beim Aufbau der Peptidkette haben wir uns von Prinzipien fiihren lassen, die wir
bei der Synthese des Schweine-Calcitonins angewandt hatten [4]. Der Weg der Syn-
these ist aus den folgenden Schemata ersichtlich:

Zunichst haben wir die vier grosseren Sequenzen 1-9 (XX XVII), 10-16 (XX XIII),
17-23 (XXIII) und 24-32 (XII) aufgebaut.

%) Abgekiirzte Schreibweise entsprechend den Empfehlungen der « IUPAC-TUB Commission on
Biochemical Nomenclature» [117.
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Anschliessend haben wir das Heptapeptid XXIIT mit dem Nonapeptid XII nach
der Azidmethode gekuppelt. Nach der Reinigung des erhaltenen Hexadecapeptids
XXXVIII durch Sdulenchromatographie auf Kieselgel wurde die Z-Gruppe hydro-
genolytisch gespalten und das so erhaltene Hexadecapeptid XX XIX mit dem Hepta-
peptid XXXTIII wiederum nach der Azidmethode zum Tricosapeptid XL kondensiert.
Nach chromatographischer Reinigung auf Kieselgel wurde die Trityl-Gruppe durch
Behandlung mi. wssigsidure selektiv gespalten und das erhaltene Tricosapeptid XLI
mit dem Nonapeptid XXXVII zu dem Dotriacontapeptid XLII kondensiert.

Anschliessend wurden sdmtliche Schutzgruppen durch Behandlung mit wasser-
haltiger Trifluoressigsiure abgespalten und das freie Peptid durch Gelfiltration auf
Biogel P6 in 0,2N Essigsdure gereinigt. Das erhaltene Dotriacontapeptid XLIII er-
wies sich bel Diinnschichtchromatographie (2 Systeme), Hochspannungselektropho-
rese (bei 2 pH), Diskelektrophorese?), Gegenstromverteilung und Gelfiltration als ein-
heitlich. Die Aminosidurcanalyse ergab die 32 Aminosduren in den erwarteten Ver-
haltnissen.

Charaktevisierung dev Produkle®)

Nr. Substanz Smp. [«]E und Losungsmittel

I Z-Ser-Gly-Thr-Pro-NH, 132° zers. —21,8" DM

I1 H-Ser-Gly-Thr-Pro-NH, 95° zers. -26,8" DMF

v Z-Asn-Thr-Gly-OEt 225° ~ 4,3° DMF

A% H-Asn-Thr-Gly-OEt 1607 - 8,6° DMI

Vi Z-Thr-Asn-Thr-Gly-OEt 230 - 7,8° DMF

VIl H-Thr-Asn-Thr-Gly-OEt 181° ~17,4° DMF

VIII Boc-Arg(NO,)-Thr-Asn-Thr-Gly-OEt amorph - 3,6 DMI°

X Boc-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-NH-NH, 175° zers. —41,9° AcOH 1In

XI Boc-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-Gly-Thr-Pro- 1827 zers. —~39,4° AcOH I~
N, - AcOH

XIt H-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-Gly-Thr-I’ro- 1959 zers. —51,1° AcOH 1Ix
NH,-2AcOH

X111 H-Tyr-Pro-OMe- HCl amorph -+ 64,2° MeOH

X1V Z-Thr-Tyr-Pro-OMe 80" zers. — 22,77 DMF

XV H-Thr-Tvr-Pro-OMe 136° zers. - 38,0° DMF

4 Wir danken Herrn Dr. ROSENTHALER fur die Ausfithrung der Diskelektrophoresen.
5) Die optischen Drehungen wurden auf dem Polarimeter PERKIN ELMER, Typ 114 in Konzentra-
tion von 0,5-1,0 gemessen.

Dic Symbole E, 4 bzw. E; 4 bedeuten den Migrationsabstand der Substanz in der Hoch-
spannungseclektrophorese bei pH 1,9 bzw. 5,8. Beim E mit cinem Exponenten bedeutet E°,
dass dic Substanz ohne Vorbehandlung aufgetragen wurde; EAOH pedeutet cine vorherige Be-
handlung mit Essigsdurc. 0,3 His oder 0,9 Trp heisst, dass die Substanz 0,3mal soweit wic das
Histidin oder 0,9mal soweit wie das Tryptophan bei dem gegebenen pH in der Hochspannungs-
elektrophorese wandert. Rf, . bedeutet die Wandergeschwindigkeit in der Ditnnschichtchroma-
tographie auf Kiesclgelplatten.

Far die Aminosidurcanalysen wurden dic Substanzen in HCl 6N wihrend 24 Std. bei 1157
~unter Vakuwin hydrolysiert. Die Aminosdurebestimmungen wurden auf dem Unichrom Amino
Acid Analyser (Brckman, Minchen) durchgefithrt. Die Werte fir die teilweise wihrend der
Hydrolyse zerstérten Aminosdurcen (Cys, Ser, Thr, Tyr) sind nicht korrigiert.
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Nr. Substanz Smp. []12 und Losungsmittel

XVI Z-1.cu-Gln-OMe 179° —16,5° DMF

XVII H-Leu-Gln-OMe- HBr 130°zers. 4+ 9,3°DMF

XVIill Z-His-Lys(Boc)-OMe 1217 — 9,5° DMF

XIiX Z-His-Lys{Boc)-NH-NH, 138° — 9,2° DMF

XX Z-His-Lys(Boc)-Leu-Gln-OMe 120° zers. —19,3° DMF

XXI Z-His-Lys(Boc)-Leu-GIn-NH-NH, 199° — 5,0° DMF

XXI1 Z-His-Lys(Boc)-Leu-Gln-Thr-Tyr-Pro-OMe 215° zers. —23,0° DMF

XXII1 Z-His-Lys(Boc)-Leu-Gln-Thr-Tyr-Pro-NH-NH, 145° —22,6° DMF

XXIV Z-Glu(OTB}-Leu-OMe 31° —12,1° DMF

XXV1 Z-GIn-Glu{OTB)-Leu-OMe 220° —39,6° DMF

XXVII H-Gln-Glu(OTB)-Leu-OMe 123° —13,7° DMF

XXVIIL Z-Lys(Boc)-Leu-Ser-OMe 110° -13,8° DMF

XXIX H-ILys(Boc)-Lcu-Ser-OMe 70° zers. -13,3* DMF

XXX Trt-Gly-Lys(Boc)-Leu-Ser-OMe 100° zers. — 8,2° DMF

XXXI Trt-Gly-Lys(Boc)-Leu-Ser-NH-NH, 204° —- 6,1° DMF

XXXII Trt-Gly-Lys(Boc)-Leu-Ser-Gln-Glu(OTB)- 235° ~20,4° DMF/H,0 (8:2)
Leu-OMe

XXXIII Trt-Gly-Lys(Boc)-Leu-Ser-Gln-Glu(OTB)- 265° —18,2° DMF/H,0 (8:2)
Leu-NH-NH,

XXXIV H-Thr-Cys{Bzl)-Val-Leu-OH 219° —53,1° NH,ON 1~

XXXV Boc-Cys(Bzl)-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr- 217¢ — 38,3° Pyridin
Cys(Bzl)-Val-Leu-OH

XXXVI Boc-Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys- 238° —18,6° DMF/H,0 (7:3)

P g

Val-Leu-OH

XXXVII  Boc-Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys- 246° —32,0° DMF/H,0 (7:3)

P, . I

Val-Leu-OSu

XXXVIII Z-His-Lys(Boc)-Leu-Gln-Thr-Tyr-Pro-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-Gly-Thr-Pro-
NH,-HCl:
Smp. 185-190° (zers.); [a]y = —49,9° [DMF/H,0 (7:3)]; Ej, = 0,7 Trp; Epg =
0,4 His; Rifpg = 0,3 [CHCl/CH,OH{H,0 (70:30:5)]; Aminosdureanalyse: Arg, ¢
ASDy p Gluy g5 Glyy, o Hisy oo Leuy o Lysg g Prog 50 Sery g9 Thry g Tyry o

XXXIX H-His-Lys(Boc)-Leu-GIn-Thr-Tyr-Pro-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-Gly-Thr-Pro-
NH,-HCl:
Smp. 210° (zers.); [a]fy = —44,9° (AcOH 959%); Ej 4 = 0,9 Trp; Ef ; = 0,5 His;
Ripg = 0,1 (CHCl/CH,OH/H,0 (70:30:3)}

XL Trt-Gly-Lys(Boce)-Leu-Ser-Gin-Glu(OTB)-Leu-His-Lys(Boc)-Leu-Gln-Thr-Tyr-Pro-
Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-Gly-Thr-Pro-NH, -2 AcOH :
Smp. 195° (zers.); [alfy = —26,5° [DMF/H,O (7:3)]; EACH = 0,7 Trp; EAPH =
0,6 His; Rfpk = 0,4 [CHCIl/CH,OH/H,0 (70:30:5)]; Ripg = 0,8 [CHCl,/CH;OH/
H,0 (10:10:1)]; Aminosaureanalyse: Argy o5* ASpPy oq* Glug 11> Glyg o0 Hisg o Leug o
Lys, gy Pro, gy Sery gy Thry g3 TyT) o5

XL H-Gly-Lys(Boc)-Leu-Ser-Gln-Glu(OTB)-Leu-His-Lys(Boc)-Leu-Gln-Thr-Tyr-Pro-

Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-Gly-Thr-Pro-NH, -3 AcOH:
Smp. 240° (zers.); [a]f = —29,5° [AcOH(H,0 (95:5)]; E; o= 0.7 Trp; E; ¢ = 0,6
His; Ripg = 0,3 [CHCl/CH;OH[H,0 (70:30:5)]
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XLIT Boc-Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Gly-Lys{Boc}-Leu-Ser-Gin-Glu(OTB)-
< ~

Leu-His-Lys(Boc}-Leu-Gln-Thr-Tyr-Pro-Arg-Thr- Asn-Thr-Gly-Ser-Gly-Thr-Pro-
NH,;-2AcOH:
Smp. 230° (zers.); [ = —20,1° [DMF/H,0 (7:3)]; Ripk = 0,9 [CHCL/CH,OH/
H,0 (10:10:1)]; Ripg = 0,8 [CH;OH/AcOH/H,O (7:2:2)]

XLIIT H-Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Gly-Lys-Leu-Ser-GIn-Glu-Leu-His-Lys-

P -~

Leu-GIn-Thr-Tyr-Pro-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-Gly-Thr-Pro-NH,:

Smp. 220° (zers.); [a)f = —55,0° [AcOH/H,0 (1:1)}; E], = 0,9 Trp; E;, = 0,€
His; Ripk = 0,7 [#-BuOH/Py/AcOH/H,0 (8:5:3:6)]; K = 0,59 [s-BuOH/H,0/
CF4,CO,H (120:160:1)] Argy g5 ASPy,e0" CyS/a a2 Glug g Glyg 10 Hisg g Leuy g
Lys, g7 Proy ¢ Sery sy Thry 50 TyTg o

Die biologische Priifung ergab eine Wirksamkeit von ca. 3500 MRC Einheiten/mg
{10], d.h. etwa 20mal hoher als diejenige des Schweine-Calcitonins [1] [2] [4] und 35-
mal stirker als diejenige des menschlichen Calcitonins (3] [5].

Was die Wirkungsdauer anbetrifft, so zeigte das synthetische Material dhnlich
dem natiirlichen Salm-Calcitonin bei der Ratte mit einer Dosis von 10 MRC E./kg
eine tiber 16 Std. anhaltende hypocalcimische Wirkung, d.h. etwa 5mal linger als das
Schweine-Calcitonin.

Auf Grund der Ubereinstimmung der oben beschriebenen physikalischen, chemi-
schen und biologischen Eigenschaften des synthetischen Dotriacontapeptids XLIII
mit denjenigen, welche von Copp ef al. |6] und Ni1aLL et al. [7) fiir das nattirliche Salm-
Calcitonin angegeben wurden, kann geschlossen werden, dass das von uns syntheti-
sierte Peptid mit der Struktur des natiirlichen Hormons iibereinstimmt.

Wir danken Herrn Dr. R. A. BoissoNNas fiir seine wertvollen Anregungen bei der Ausfithrung
dieser Arbeit.
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