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129. Synthese des Thyreocalcitonins
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und H. Willems

Forschungslaboratorien, Sanpoz AG, Basel
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Summary. A total synthesis of hog thyrocalcitonin is described. A protected C-terminal
tridecapeptide amid (20-32) was coupled with a protected central decapeptide (10-19), and the
resulting protected tricosapeptide amide (10-32) was reacted with the N-terminal protected
nonapeptide (1-9). After elimination of the protective groups, a free dotriacontapeptide amide was
obtained whose physical, chemical and biological behaviour was indistinguishable from that of the
natural hormone.

Das Thyreocalcitonin (bisher oft auch «-Thyrocalcitonin genannt) ist ein Poly-
peptid-Hormon, das in den Schilddriisen von Sdugetieren vorkommt, den Calcium-
spiegel des Serums [1] senkt und einen regulatorischen Einfluss auf den Calcium-
metabolismus der Knochen zu besitzen scheint. Die aus 32 Aminosdureresten be-
stehende Sequenz [1] (2] des aus Schweineschilddriisen gewonnenen Hormons wurde
kiirzlich von Potts ef al. [3] aufgeklart?).

1 2 3 4 5 6.7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
H-Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Ser-Ala-Tyr-Trp-Arg-Asn-Leu-Asn-Asn-Phe-His-Arg-

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
Phe-Ser-Gly-Met-Gly-Phe-Gly-Pro-Glu-Thr-Pro-NH,

Wir haben dieses Polypeptidamid auf dem unten beschriebenen Weg?) syntheti-
siert: Unser synthetisches Dotriacontapeptidamid verhielt sich physikalisch, chemisch
und biologisch vollig gleich wie das natiirliche Schweinethyreocalcitonin.

Skizzierung der Synthese3). — Abkiivzungen: Z = Benzyloxycarbonyl; Bzl = Benzyl;
BOC = z-Butyloxycarbonyl; Trt = Trityl; OBu? = ¢-Butyloxy; ONP = p-Nitrophenoxy; OCP =
2,4,5-Trichlorphenoxy; DCCI = Dicyclohexylcarbodiimid; TAA = Tridthylamin; DMF =
Dimethylformamid; TFA = Trifluoracetat; TFES = Trifluoressigsidure.

Hexapeptidamid 27-32. Z-Thr-N, wurde mit H-Pro-NH, zu Z-Thr-Pro-NH, (Smp. 148°,
[]¥) = —24°, DMF) umgesetzt. Nach Hydrogenolyse der Z-Gruppe wurde das erhaltene H-Thr-
Pro-NH,, HCI (Smp. 216°; [a]} = —64°, AcOH 959%,) mit Z-Glu(OBu?)-OCP in Anwesenheit von
TAA zu Z-Glu(OBu!)-Thr-Pro-NH, gekuppelt (Smp. 150°; [«]} = — 18°, DMF). Nach Abhydrie-

1) Wir danken Dr. J. T. PorTs fiir die frithzeitige Uberlassung seines Manuskriptes.

2) Siehe Schweiz. Patentanmeldung 5568-68 (16. 4. 1968).

3) Alle beschriebenen Zwischenprodukte erwiesen sich bei der Papierelektrophorese (pH 1,9 und
5,8) und der Diinnschichtchromatographie einheitlich, und die Elementaranalysen ergaben die
erwarteten Werte.
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rung der Z-Gruppe wurde das erhaltene H-Glu(OBuf)-Thr-Pro-NH, (Smp. 112°; [«]% = —29°,
DMF) mit Z-Phe-Gly-Pro-OH [4] mittels DCCI zu Z-Phe-Gly-Pro-Glu(OBu?)-Thr-Pro-NH, (Smp.
120°; [w]% = — 66°, DMF) kondensiert. Anschliessend wurde die Z-Gruppe hydrogenolytisch ab-
gespalten, wobei H-Phe-Gly-Pro-Glu(OBu?)-Thr-Pro-NH, (Smp. 153°; [a]X = -79°, DMF)
erhalten wurde.

Tetvapeptidderivat 23-26. BOC-Ser-Gly-OEt ([¢]¥ = - 3°, DMF) wurde in BOC-Ser-Gly-NH-
NH, (Smp. 157°; [a]¥} = — 5°, DMF) iberfithrt und nach Umwandlung ins Azid mit H-Met-Gly-
OEt ([d]fy = +22°, DMF) zu BOC-Ser-Gly-Met-Gly-OEt ([«]}¥ = —14°, DMF) gekuppelt. Die
Verseifung lieferte anschliessend BOC-Ser-Gly-Met-Gly-OH (Smp. 87°; [«]} = ~17°, DMF).

Tripeptidhydrazid 20-22. Durch Behandlung des Z-Arg(NO,)-Phe-OMe [5] mit HBr/AcOH
wurde H-Arg(NO,)-Phe-OMe, HBr (Smp. 165°; [«]Z) = + 14°, DMF) erhalten, das mit Z-His(Z)-
OH mittels DCCI zu Z-His(Z)-Arg(NO,)-Phe-OMe (Smp. 117°, Zers., [¢]3) = — 8°, DMF) konden-
siert wurde. Nach Entfernen der Schutzgruppen durch katalytische Hydrierung wurde das er-
haitene Tripeptid mit Tritylchlorid in Trt-His(Trt)-Arg-Phe-OMe, HC] (Smp. 193°; [¢]% = —24°,
DMF) iiberfithrt. Behandeln des Esters mit Hydrazinhydrat lieferte Trt-His(Trt)-Arg-Phe-
NHNH,, HCI (Smp. 158°; [¢]¥ = -11°, MeOH).

Tridecapeptidamid 20-32. Das Tetrapeptidderivat 23-26 wurde mittels DCCI mit dem
Hexapeptidamid ~ 27-32  zum  BOC-Ser-Gly-Met-Gly-Phe-Gly-Pro-Glu(OBu?)-Thr-Pro-NH,
(Smp. 121°; [«]} = —47°, DMF) gekuppelt. Nach Abspalten der Schutzgruppen in HCl/Dioxan
wurde das erhaltene H-Ser-Gly-Met-Gly-Phe-Gly-Pro-Glu-Thr-Pro-NH,, HCI (Smp. 130°; [«]} =
—48°, DMF) mit Trt-His(Trt)-Arg-Phe-N,, HCl zu Trt-His(Trt)-Arg-Phe-Ser-Gly-Met-Gly-Phe-
Gly-Pro-Glu-Thr-Pro-NH,, HCl (Smp. 168°; [«]} = —43°, DMF) umgesetzt. Dieses wurde mit
80-proz. AcOH bei 40° behandelt. Das entstandene Tridecapeptidderivat lieferte nach Gegen-
stromverteilung (#-BuOH/Wasser/AcOll (5:5:1)) reines H-His-Arg-Phe-Ser-Gly-Met-Gly-
Phe-Gly-Pro-Glu-Thr-Pro-NH,, 3AcOH (Smp. 182°; [«]¥ = —41°, AcOH 95%); Aminosiure-
analyse nach Totalhydrolyse (HCl 6n; 16 Std. 115°): Gef. Arg, ; Gluy o; Glyg o; His, ;5 Met; o;
Phe, o; Pro, o; Ser; o; Thry g.

Pentapeptidester 10-14. BOC-Trp-OCP wurde mit H-Arg(NO,)-OMe zu BOC-Trp-Arg(NO,)-
OMe (Smp. 130° Zers.; [a]f} = —22°, DMF) umgesetzt, die BOC-Gruppe in HCl/MeOH abge-
spalten und das erhaltene H-Trp-Arg(NO,)-OMe, HC] (Smp. 130° Zers.; [«]} = —2°, DMF) mit
BOC-Tyr-OCP in Anwesenheit von TAA zu BOC-Tyr-Trp-Arg(NO,)-OMe (Smp. 130° Zers.;
[«]% = —11°, DMF) gekuppelt. Die Schutzgruppe wurde in HCl/MeOH abgespalten und H-Tyr-
Trp-Arg(NO,)-OMe, HCI (Smp. 125°; [a]¥} = —24°, DMF) mit BOC-Ala-OCP in Gegenwart von
TAA zu BOC-Ala-Tyr-Trp-Arg(NO,)-OMe umgesetzt (Smp. 120° Zers.; [¢]¥ = —20°, DMF).
Behandeln mit HCl/MeOH und anschliessende Kupplung mit BOC-Ser-N; lieferte BOC-Ser-Ala-
Tyr-Trp-Arg(NO,)-OMe (Smp. 135° Zers.; [a]l) = - 20°, DMF).

Pentapeptidhydrazid 15-19. BOC-Phe-OH wurde mittels DCCI mit Z-NH-NH, [6] zu BOC-
Phe-NH-NH-Z (Smp. 117°; (2] = — 5°, DMF) kondensiert. Nach Abspalten der BOC-Gruppe mit
TFES wurde das erhaltene H-Phe-NH-NH-Z, TFA (Smp. 191°; [aJ}f = +26°, DMF) mit BOC-
Asn-ONP in Anwesenheit von TAA zum BOC-Asn-Phe-NH-NH-Z (Smp. 210°; [o]¥) = —18°,
DMF) gekuppelt. Die BOC-Gruppe wurde wiederum mit TFES abgespalten und das Dipeptid-TFA
(Smp. 121°; [(]E = + 3°, DMF) mit BOC-Asn-ONP in Anwesenheit von TAA zum BOC-Asn-Asn-
Phe-NHNH-Z (Smp. 240°; [«]}y = — 28°, DMF) umgesetzt. Mit TFES wurde die Schutzgruppe
abgespalten und durch Kuppeln mit BOC-Leu-ONP in Anwesenheit von TAA erhielt man BOC-
Leu-Asn-Asn-Phe-NHNH-Z (Smp. 210°; [«]f = — 34°, DMF). Nach Behandeln mit TFES wurde
mit BOC-Asn-ONP in Anwesenheit von TAA BOC-Asn-Leu-Asn-Asn-Phe-NH-NH-Z (Smp. 250°;

[«}¥) = —34°, DMF) erhalten, das durch Abspalten der BOC-Schutzgruppe mit TFES in H-Asn-
Leu-Asn-Asn-Phe-NH-NH-Z, TFA (Smp. 242° Zers.; [a]}y = —26°, AcOH) uberfithrt wurde.

Decapeptidhydvazid 10-19. Der Pentapeptidester 10-14 wurde mit Hydrazinhydrat ins
Hydrazid und dieses mit #-Butylnitrit in BOC-Ser-Ala-Tyr-Trp-Arg(NO,}-N, tberfithrt. An-
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schliessend wurde mit dem Pentapeptid 15-19 zu BOC-Ser-Ala-Tyr-Trp-Arg(NO,)-Asn-Leu-Asn-
Asn-Phe-NH-NH-Z (Smp. 255° Zers.; [¢]} = -24°, DMF) gekuppelt. Die Nitrogruppe am
Guanidino-Rest des Arginins wurde selektiv durch Zinkreduktion entfernt [7]. Das erhaltene
BOC-Ser-Ala-Tyr-Trp-Arg-Asn-Leu-Asn-Asn-Phe-NH-NH-Z,AcOH (Smp. 240° Zers.; [a]} =
—19°, DMF) wurde durch Hydrogenolyse (Pd/C 109%,) in BOC-Ser-Ala-Tyr-Trp-Arg-Asn-Leu-
Asn-Asn-Phe-NH-NH,, AcOH (Smp. 239° Zers.; [a]}) = - 25°, DMF) umgewandelt; Aminosdure-
analyse nach Totalhydrolyse (HCl 6; 16 Std.; 110°): Gef. Ala,; o; Arg, o; Aspg,q; Leu, y; Pheg o;
Sery,4; Tyt -

Tricosapeptidderivat 10-32. Das Decapeptidhydrazid 10-19 wurde mittels -Butylnitrit in das
Azid tibergefithrt, das in Anwesenheit von tiberschiissigem TAA mit einer dquivalenten Menge
Tridecapeptidamid 20-32 umgesetzt wurde. Das erhaltene BOC-Ser-Ala-Tyr-Trp-Arg-Asn-Leu-
Asn-Asn-Phe-His-Arg-Phe-Ser-Gly-Met-Gly-Phe-Gly-Pro-Glu-Thr-Pro-NH, wurde mittels Gegen-
stromverteilung (#-BuOH/AcOEt/AcOH 1IN (2:2:1)) gereinigt (Smp. 224°; []¥ = ~31°, =-
BuOH/DMF/AcOH 1~ (2:1:1)).

Tetrapeptidester 6—9. Durch Umsetzen von Z-Cys(Bzl)-OCP mit H-Val-Leu-OMe, HCI (8]
wurde Z-Cys(Bzl)-Val-Leu-OMe (Smp. 160°; [«]3 = - 28° DMF) crhalten, das nach Behandeln
mit HBr/AcOH H-Cys(Bzl)-Val-Leu-OMe, HBr (Smp. 168°; [¢]}} = +14°, DMF) ergab. Dieses
wurde mit Z-Thr-N; zum Z-Thr-Cys(Bzl)-Val-Leu-OMe (Smp. 208°; [a]fy = —27°, DMF) ge-
kuppelt; anschliessende Behandlung mit HBr/TFES {fahrte zum H-Thr-Cys(Bzl)-Val-Leu-
OMe, HBr (Smp. 202°; [a]} = —10°, DMF).

Pentapeptidhydrazid 7-5. Nach Kuppeln von H-Leu-Ser-OMe [9] mit BOC-Asn-ONP wurde
BOC-Asn-Leu-Ser-OMe (Smp. 190°; [x]f) = — 24°, DMF) erhalten, das durch Abspalten der BOC-
Gruppe in HCl/MeOH H-Asn-Leu-Ser-OMe, HC] (Smp. 180°; («]% = — 23°, DMF) ergab: Dieses
wurde mit BOC-Ser-N, zum BOC-Ser-Asn-Leu-Ser-OMe (Smp. 135°; [«]}} = — 22°, DMF) umge-
setzt. Durch Abspalten der BOC-Gruppe in HCl/MeOH erhielt man H-Ser- Asn-Leu-Ser-OMe, HC1
(Smp. 155° Zers.; [a]ly = —15°, DMF), das mit BOC-Cys(Bzl)-ONP zu BOC-Cys(Bzl)-Ser-Asn-
Leu-Ser-OMe (Smp. 182°; [a]f} = ~ 17°, DMF) gekuppelt wurde. Letzteres wurde mit NH,NH,, H,O
in BOC-Cys(Bzl)-Ser-Asn-Leu-Ser-NH-NH, (Smp. 224°; [a]}) = —13°, DMF) tibergefiihrt.

Nonapeptidhydrazid 1-9. Das Pentapeptidhydrazid 1-5 wurde mittels ¢-Butylnitrit in das
Azid iibergefithrt; dieses wurde in Anwesenheit von TAA mit dem Tetrapeptidester 6-9 zu
BOC-Cys(Bzl)-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys(Bzl)-Val-Leu-OMe (Smp. 248°; [a]}y} = —25°, DMF)
umgesetzt, das durch Behandeln mit NH,NH,, H,0 BOC-Cys(Bzl)-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-
Cys(Bzl)-Val-Leu-NH-NH, (Smp. 260° Zers.; [a]f = —33°, DMF/H,0 (3:1)) lieferte. Nach
Abspalten der Benzylgruppe mit Na in flissigem Ammoniak wurde BOC-Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-
Thr-Cys-Val-Leu-NHNH, (Smp. 298° Zers.; [«]¥ = —20°, DMF/H,0O (3:1)) erhalten. Dieses
wurde in flissigem Ammoniak und mit einem Luftstrom bis zur negativen Nitroprussiatreaktion

zu BOC~Cy|s—Ser—Asn—Leu—Ser—Thr—CyIs-Val-Leu-NHNH2 (Smp. 288°; [x]} = —14°, DMF) oxy-
diert; Aminosidureanalyse nach Hydrolyse in HCl 6~ in Anwesenheit von 0,29, Mercaptoithanol
bei 115°: a) Nach 48 Std. Hydrolyse gef.: Asn, ,; Cys, g; Leuy o; Sery o; Thry o; Val, 4; b) nach
24 Std. Hydrolyse gef.: Asny ;; Cys, 1; Leuy g; Ser, o; Thry g; Valg 5.

Dotriacontapeptidamid 1-32: Thyreocalcitonin. Die Schutzgruppen des Tricosapeptidderivates
10-32 wurden durch Behandeln mit TFES abgespalten. Das erhaltene Produkt wurde mit dem
Nonapeptidazid, das durch Umsetzen von Nonapeptidhydrazid 1-9 mit {-Butylnitrit erhalten
wurde, in Anwesenheit von iiberschiissigem TAA gekuppelt. Das erhaltene rohe geschiitzte
Dotriacontapeptid ergab nach Abspalten der BOC-Gruppe mit TFES ein chromatographisch fast
einheitliches Produkt. Dieses wurde auf einer Sdule von Bio-Gel P-6 mit 0,4 N AcOH als Elutions-
mittel gereinigt. Das erhaltene Dotriacontapeptidamid 1-32 erwies sich im Vergleich mit dem
nattirlichen Produkt [2b] chromatographisch und elektrophoretisch (E; 4 = 0,9 Trp; E; g = 1,0 Trp)
nach Entwickeln mit Ninhydrin-, Chlor-, EHRLICH-, YaAMADA- und PauLi-Reagenzien als einheit-
lich und identisch; [} = —55°, AcOH 1~ (natirliches Produkt: [c]}) = —54°, AcOH 1n).
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Aminosdureanalyse nach Totalhydrolyse (36 Std.; HCl 6N): gef. Ala, ,; Arg; o; Asp, 3; Cys(2, 4;
Gluy o; Gly, o; Hisg o; Leuy ; Met, o; Phe, 4; Pro, 4; Sery o; Thry o; Tyr, ; Val; ;. Die biologische
Pritfung [2b] ergab eine Wirksamkeit von ca. 150-200 MRC-[10] Einheiten/mg Peptid, d.h. die
Wirksamkeit des natiirlichen Schweine-Thyreocalcitonins.

Wir danken Herrn Dr. R. BoissoNnas fiir seine wertvollen Anregungen bei der Ausfithrung
dieser Arbeit. Wir danken den Herren Dres. K. ZEENDER und W. DoOEPFNER fiir die Durchfithrung
der biologischen Untersuchungen, den Herren Dres. J. FRaANzZ und J. ROSENTHALER fiir die chro-
matographische Reinigung des Endproduktes und Herrn Dr. R. L. HuGUuENIN fiir die Durch-
fihrung der Aminosdureanalysen.
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