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179. Synthese von Salm-Calcitonin, einem hochaktiven 
hypocalcamischen Hormon 

Vorlaufige Mitteilungl) 

von St. Guttmann, J. Pless, R .  L. Huguenin, Ed. Sandrin, H. Bossert 
und K. Zehnder 

Pharmazeutisch-chcmische Forschung, SANDOZ AG., Hasel 

(28. VI. 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 aniide 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 cx- 
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 Strukturaufklarung des Schweinecalcitonins i 13, [2] und des menschli- 
chen Calcitonins [3] wurde die Richtigkeit deren Strukturen durch Totalsynthese r4] 
[5] bewiesen. I m  folgenden wird iiber die Totalsynthese eines dritten Calcitonins, des- 
jenigen vom Salm berichtet. 

Anfangs 1969 haben COPP et al. [6] aus den ultimobranchialen Drusen des Salms 
ein Peptidmaterial extrahiert, das eine unerwartet hohe hypocalcamische Wirksam- 
keit bei der Ratte aufwies. Nach weitgehender Reinigung erwies sich das Peptid als 20 
bis 30 ma1 aktiver als die bisher bekannten Calcitonine. 

Syntheseschema der Sequenz I - 9  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Cyt k r  Am leu Ser Thr Val Leu 

OMe 

OH 

Boc OH 

Boc OH 

Ser Thr Val Leu Cyt 
I I""' I I 

Leu 
I 

A m  
I 

Scr 
I 

CYS 
_____ 
l) Eine ausfiihrliche Mitteilung sol1 in Helv. erscheinen. 
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Syntheseschema der Sequenz 10- 16 
10 11 12 13 14 15 16 

GlY LYS Leu Ser Gln Glu Leu 

Leu Ser Gln Glu Lev 

Syntheseschema der Sequenz 17-23 

z+4&3 XIX 

19 20 
Leu Gln 

$4: XVI 

z zl., 
XXI 

21 22 23 
Thr Pro 

z p  H W  

I 
I YIV I Z I  I OMe 

I I ..’. I 

His Leu Gln Thr 

In Zusammenarbeit mit COPP konnten YOTTS et al. die hohe Wirksamkeit des ge- 
reinigten Peptides bestatigen und kurz darauf gelang es ilinen seine Struktur aufzu- 
klaren [7] ”. Demnach handelt es sich wiederum urn ein lineares Dotriacontapeptid, 
das N-terminal eine mit einer Disulfidbriiclw geschlossene Heptapeptid-Schlaufe ent- 

2) Wir danken den Herren Dres. H. D NIALL, H.T. KEUTMANN, J>. H. C o w  und J. T. POTTS fur die 
tlberlassung der Ergebnisse der von ihnen durchgefdhrten Strokturaufklarung. 
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Syntheseschema der Sequenz 24 - 32 

Z 

zabocp n 

Z 

24 25 26 27 26 

Ar9 Thr Arn Thr GlY 

OEt 
E 9 1  

OEt 
111 

OEt 
I V  

N02 
Boc OEt ' 

VIII 

29 30 31 32 
Ser Gb Thr Pro 

N2H3 HL -r 
C41 

2 
t 4 1  

Z 
I 

Boc 

Boc 

Boc 

n 

Arg Thr Am Thr Ser GlY Thr Pro 

halt, und C-terminal einen Prolinamid-Rest tragt. Die prirnare Struktur des Salm- 
Calcitonins ist die folgcnde3) : 

1 2 3 4 5 6 7 X 9 10 11 12 13  14 15 16 17 
H-Cys-Ser-Asn--Leu-Ser-Thr-Cy~--~~al-Leu--Gly--I~ys~-L,eu-Ser--C;ln--(;lu-Leu-HIs- 

/~ -. / 

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 
-1,ys-Leu-Gln-Thr--Tyr --Pro-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Scr-Gly-Thr-Fro-NH, 

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

Zunachst haben wir die vier grosseren Sequenzen 1-9 (XXXVII),  10-16 (XXXIII),  
17-23 (XXIII) und 24--32 (XII) aufgebaut. 

Abgekurzte Schreibweise entsprechend den Ernpfehlungen der (c IUPAC-IUB Commission on 
Biochemical Nomenclature u [ l l ] .  
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Xnscliliessend habrn wir das Heptapeptid XXIII mit drm Nonnpq3titl XI1 nac11 
der ,4zidnietliode gekuppelt. Nacli der Reinigung des erlialtenen Hexaclecapepticlh 
XXXVIII durch Saulenchromatograpliie auf Kieselgel wurde die Z-Gruppe Iiydro- 
genolytiscli gespalten und das so erhaltene Hexadecapepticl XXXIX rnit den1 Heptn- 
peptid XXXII I wiederuni nach der Azidmethode Zuni Tricosap-ptid XL kondensiert. 
Nach chro~natograpliisclier Reinigung auf Kieselgel wurde die Trityl-Gruppe durcli 
Behandlung mi, Lssigsiiure selektiv gespalten und das erlialtene Tricosap-ptid XI,I 
niit dern Nonapeptid XXXVII zu dein Dotriacontapeptid XLII kondensiert. 

Anschliessend wurden sanitliche Schutzgruppen durch Behandlung mit wassei-- 
haltiger Trifluoressigsaure abgespalten und das freie Peptid durc-h Gelfiltration auf 
Biogel 1’6 in 0,2 K Esigsaure gereinigt. Das erhaltene Dotriacontapeptid XLIII er- 
wies sir11 bei Dunnschichtcliromatographie ( 2  Systeme), Hochsp:mnungselektropho- 
rese (bei 2 pH), Di~kelektropliorese~), Gegenstroniverteilung und Gelfiltration als ein- 
Iieitlich. Die ,4mincisaurcanalyse ergab die 32 Aminosauren in den erwarteten Ver- 
lialtnissen. 

Chavaktevisrevzmg (lev Pvodztkte j) 
~~~ ~ ~~~~~ 

Nr . Substanz Smp. und I<nsungsmittcl 

I Z- Ser-Gly-Tlir-Pro-NH, 132” zers. - 21,s ’ 1)MF 

I1 H-Ser-Gly-Thr-T’ro-I\iW, 05- zers. - 2h,8” 1 ) M F  

IV %- .\sn-Tlir-(;ly-OEt 2 2.5 ” - 4,3” i>MF 

VI I1 Hoc-.\rg( NO,) -’l‘hr- .\sn-Tlir-G I y-OEt ntnorph - 3,6“ UMI; 

N Roc- Arg-T’lr- Asn-Thr-GIy-NH-NH, 175’ zers. -41,9” .\COW 13 

XI ~oc-~\rg-Tlir-.~sn-Thr-Gly-Ser-C;ly-Thr-l’rr~- 182‘’ zcrs. - 39,4’ AcOH 1~ 
Nl3,. XCOH 

XII tI-;\rg-?’hr-~~sn-Tlir-C~l~-Ser-C;l~-Thr-I’ro- 195’ zcrs. - 51,l” AcOlI 1~ 

X l I l  H-Tyr-Pro-OMc. lICl aiiiorpti . b  64,2’ MeOH 

XIV Z-Thr-Tyr-Pro-OMe 80” zers. - 22,7’ DMF 
X\‘ H-Thr-Tyr- Pro-OMc 136’ zers. - 38,O’DMF 

N H , . ~ A ~ O I ~  

*) 
5 )  

Wir danken l-Ierrn 1)r. ROSENTHALER fur tlie Ausfiihrung der L)iskelektroplioresen. 
Die optischcn Drehungen wurden auf Clem Polarinlctcr I’ERKIIJ ELMER, Typ 114 in Konzcntra- 
tion von 0 5 1 . 0  gemesscn. 

Dic Synibolc El,9 bzw. E5,8 bedeuten den Migrationsabstand clcr Substanz in dcr tJoch- 
spannungselektrophorese bei pH 1,9 bzn.. 5,s.  Beini E niit cinem Exponcnten bedeutet En, 
t lass dic Suljstanz ohnc \rorl)chandlung nufgetragen wurdc ;  EAcoH bedeutet cine vorherigc Hc- 
handlung init Essigsiiurc. 0 , 3  His orlcr 0,9 Trp heisst, dass die Substanz 0,3mnl soweit \vie rlas 
I listitlin oder 0,9ninl soweit wic das Tryptophan bei dcin gegebencn pH in der Flochspannnngs- 
elektrophorcse wandert. Rf,,< betlrutct die Wanrlcrgcschn,indigkeit in dcr 1)iinnschichtchroi-cin- 
tographie auf Kicsclgelplatten. 

untcr Vakuum hydrolysierl. Die Xininosaurcbestiminiiiigen wurden auf tlcm Unichroni Amino 
Acid Analysei- (BRCKMAN, Munchen) durchgefuhrt. Die Werte fiir tlie tcilwcisc wiihrentl tlcr 
Hydrolysc zerstortcn .\minosaurcti (C,ys, Ser, Thr,  ‘l‘yr) sind nicht korrigiert. 

Fur die .~niinos%urcanalyscn wurden (lie Substxnzen in HCl 6 3  wiihrentl 24 Std. bci 115 

113 
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Nr. 

XVI 

XVII 

XI'I I I 
XIX 

XX 

XXL 

XXII 

XXII I 

XXIV 
XXVI 

XXVII 

XXVIIl 

XXIX 

XXX 

XXXI 

XXXII 

XXXIII  

XXXIY 
XXXV 

XXXVT 

XXXVII 

XXXVlII 

XXXlX 

x L 

x L1 

Suhstanz Smp. [a]$ und Losungsmittel 

2-Leu-Gln-OMe 179" - 16,5" DMF 

H-Leu-Gln-OMe . HBr 130"zcrs. + 9,3"DMF 

2-His-Lys(Boc)-OMe 121" - 9,5"DMF 

%-His-Lys(Boc)-NH-NH, 138" - 9,2"DMF 
Z-His-Lys(Boc)-Leu-Gln-OMe 120" zers. - 19,3" DMF 

2-His-Lys( Boc)-Leu-Gln-NH-NH, 199" - 5,O"DMF 
Z-His-Lys(Eloc)-Leu-Gln-Thr-Tyr-Pro-O~5~ 215" zers. - 23,O" DMF 

Z-~Iis-Lys(Boc)-Leu-Gln-Thr-Tvr-I-'ro-NH-rc'H, 145' - 22,O" DMF 

2-Glu(OTB)-Leu-OMe 31" - 12,l" DMF 

2-Gln-Glu(OTB)-Leu-OMe 220" -39,6"DMF 

H-Gln-Glu (0TB)-Leu-OMe 123" - 13.7" DMF 

2-Lys(Roc) -Leu-Ser-OMe 110' - 13,8" DMF 
H-I.ys(Boc)-Lcu-Ser-OMe 70" zers. - 13,3" DMF 

Trt-Gly-Lys( Boc)-Leu-Ser-OMe 100"zers. - 8,Z"DMF 
Trt-Gly-Ly s(Boc) -Leu- Ser-NH-NH, 204" - 6,l"DMF 

Trt-Gly-Lys(Boc)-Leu- Ser-Gln-Glu (OTB) - 235" 
Leu-OMe 

- 20,4" DMF/H,O (8 : 2 )  

Trt-Gly-l,!is(Boc)-Leu-Ser-Gln-Glu(OTB)- 265" - 18,2O DMF/H20 (8: 2) 
Leu-NH-NH, 

H-Thr-Cys( Bz1)-Val-Leu-OH 219" - 53,l" NH40N 1 N  

Boc-Cys( Bzl) - Ser- Am-Leu- Ser-Thr- 217" - 38,3" Pyridin 
Cys(Bz1) -X'al-Leu-OH 

Bo~-Cys-S~er-~4sn-Leu-Ser-Thr-Cys- 238" - 18,6" DMF/H,O (7 : 3) 

Val-Leu-OH 
Boc-Cys- Ser- Asn-Leu-Ser-Thr-C~rs- 246" - 32,O" DMF/H,O (7 : 3) 

Val-Leu-CISu 
Z-His-Lys(Boc) -Leu-Gln-Thr-Tyr-Pro- Arg-Thr- Asn-Thr-Gly- Ser-Gly-Thr-Pro- 
NH,.HCI: 
Snip. 185-190" (zers.); [a]: = -49,9" [DMF/H,O (7:3)];  E;,, = 0,7 Trp;  Ei,8 = 
0,4 His; R f D K  = 0,3 [CHCl,/CH,OH/H,O (70: 30: 5)] ; Xminosaureanalyse: Argn,g9r 
~ ~ ~ i , o 4 ~  Glui,o8, Gly1,96' Hisi,nzp Leui,nzz L Y S O , ~ ~ ,  Proi,v' Sero,m! Thr,,s,v Tyri,ni 
H-His-Lys(Boc) -Leu-Gln-Thr-Tyr-Pro-hrg-Thr-Xsn-Thr-Gly-Ser-Gly-Thr-Pro- 
NH,.HCI: 
Smp. 210" (zers.); [a]$ = -44,9" (AcOH 95%); 
R f D K  = 0 , l  [CHCl,/CH,OH/H,O (70: 30: 5); 

Trt-Gly- Lys(Boc) -Leu-Ser-Gln-Glu(OTB) -Leu-His-Lys(Boc) -Leu-Gln-Thr-Tyr-Pro- 
Arg-Thr- hsn-Thr-GI y-Ser-Gly-Thr-Pro-NH, .2 AcOH : 
Snip. 19.5" (zers.); [a]g = -26,5" [DMF/H,O (7:3)1; "?$OH = 0,7 Trp; EfSoH = 

H,O (10: 10: l)] ; Aminosaureanalyse: Argo,g9r Asp,,,,, GIU, ,~~ ,  Gly3,04r  his,,,,^ Leu,,,,. 
1 , ~ i , s 3 '  Proz,o,, Seri,s5. Thr,,w, T~ri ,n5 
H-Gly-I,ys(Boc)-Leu- Ser-Gln-Glu (OTR) -Leu-His-Lys(Boc)-Leu-Gln-Thr-Tyr-Pro- 
Arg-Thr- Asn-Thr-Gly-Ser-Gly-Thr-Pro-NH, ' 3  AcOH : 
Smp. 24-0" (zers.); [ a ] g  = - 29,5" [AcOH/H,O (95:5)]; E i , g =  0,7 Trp;  
His; RfnK = 0,3 [CHC13/CH30H/H,0 (70: 30: 5)] 

L.. / 

4. ~ ~~ - /  

= 0,9 Trp;  E& = 0.5 His; 

0,6 His; R f D K  = 0,4 [CHCI,/CH,OH/H,O (70: 30 : 5)] ; RfD1( = 0,8 [CHCI,/CH,OH/ 

= 0,6 
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XLI I Boc-Cys- Scr- Asn-Leu- Ser-Thr-Cys-Val-Leu-GI y-Lys(Boc) -Leu- Scr-Gln-Glu (OTB) - 

Leu-His-Lys(Boc)-Lcu-Gln-Thr-Tyr-Pro-.~rg-Thr-.~sn-Thr-Gly- Ser-Gly-Thr-Pro- 
NH, ' 2  AcOH : 
Smp. 230" (zers.); [a]g = - 20,l" [UMF/H,O (7:3)]; RfDK = 0.9 [CHCl,/CH,OH/ 
H,O (10: 10: l)]; RfDK = 0,8 [CH,OH/AcOH/H,O (7: 2 :  2)1 

/ 

XLIII H-Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Lcu-Gly-I~ys-Leu-Ser-Gln-Glu-Leu-His-Lys- 

Leu-Gln-Thr-Tyr-Pro-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-Gly-Thr-Pro-NH, : 
Smp. 220" (zers.) ; [a]$ = - 550" [AcOH/H,O (1 : l)]; = 0,9 Trp; = O , t  
His; R f D K  = 0,7 [n-BuOH/Py/AcOH/H,O (8 : 5 : 3 : 6)] ; K = 0,59 [s-BuOH/H,O/ 
CF,CO,H (120: 160: l ) ]  Arg,,,,.  asp,,,,,^ Cys/, G~LI,,~,, Gly3,11~  his,,,,^ Leu,,,,, 
LysZ,072 P r o 2 , 1 ~ '  Ser3,ZS' Thr4,S2' Tyr0,78 

Die biologische Prufung ergab eine Wirksamkeit von ca. 3500 MRC Einheiten/mg 
1 101, d. h. etwa 20mal hoher als diejenige des Schweine-Calcitonins [ 11 121 [4] und 35- 
ma1 starker als diejenige des menschlichen Calcitonins [3]  [5j. 

Was die Wirkungsdauer anbetrifft, so zeigte das synthetische Material ahnlich 
dem naturlichen Salm-Calcitonin bei der Ratte mit einer Dosis von 10 MRC E./kg 
eine uber 16 Std. anhaltende hypocalcamische Wirkung, d. h. etwa 5mal langer 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 et al. 161 und NIALL et al. [7] fur das natiirliche Salm- 
Calcitonin angegeben wurden, kann geschlossen werden, dass das von uns syntheti- 
sierte Peptid mit der Struktur des naturlichen Hormons ubereinstimmt. 

dieser Arbeit. 
Wir danken Herrn Dr. R. A. BOISSONNAS fur seine aertvollen Anrcgungen bei der Ausfiihrung 
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