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157. Synthbse en phase solide de la thyrocalcitonine humaine 
par Pierre Rivaille e t  GBrard Milhaud 

Scrvicc de biophysique, Facult6 de MCdecine Saint-Antoine, 27, Rue Chaligny, F-75 Paris X I I S m e  

(25 V 72) 

Summary .  A convenient and rapid synthesis of humain thyrocalcitonin using the benzyl- 
hydrilamine resine is reported. 

La dkcouverte de la production de thyrocalcitonine par le cancer mkdullaire B 
stroma amyloide de la thyroide [l] a permis I’isolement puis l’ktude de la structure 
de l’hormone [2]. Comme toutes les calcitonines connues, c’est un dotriacontapeptide, 
dont voici la sCquence : 

I I 

1 2 3 1 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 
H-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly-Thr-Tyr-Thr-Gln-~sp-Phe-Asn-I~ys-Phe-His-Tlir- 

Phe-Pro-Gln-Thr-Ala-Ile-Gly-Val-Gly- Ala-Pro-NH, 
22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 

Nous avons effectuk la synthkse de ce peptide par la technique de Merrifield qui 
nous avait donnk d’excellents rksultats pour prCparer deux facteurs hypothalamiques, 
la T R H  [3] et la LH-RH 141, avec la rCsine benzylhydrylaminke [5] dont nous avons 
dkcrit prCckdemment la prkparation et l’utilisation [4]. Le groupe N-cr-t-butyloxy- 
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carbonyle (t-Boc) protilge la fonction a-aminke des amino-acides. Le cas kchkant, les 
fonctions latkrales des amino-acides sont bloqukes sous forme : 

1) d’ester benzylique pour la chaine carboxylique de l’acide aspartique; 2) d’kther 
benzylique pour I’hydroxyle des skrine, thrkonine et tyrosine; 3) d’kther mkthoxy- 
benzylique pour le sulfhydryle de la cystkine; 4) de dinitro-Z,.l-phknyle pour l’imida- 
zolyle de l’histidine; 5) de groupe benzoxycarbonyle pour la fonction c-aminke dela 
lysine. 

Au cours de la. synthkse, on incorpore les diffkrents acides aminks a la chaine 
peptidique par la mkthode au dicyclohexylcarbodiimide (DCCI), en faisant r6agir un 
quadruple excks en amino-acides protkgks par rapport B la proline fixCe en premier 
sur la rksine; on laisse la rkaction se poursuivre pendant 2 heures. Les t-Boc sont 
kliminks par l’acide trifluoroacktique en solution dans le chlorure de mkthylhe ; aprks 
lavage au chlorure de mkthylkne, la neutralisation est effectuke par de la trikthyl- 
amine dans ce m&me solvant. 

Aprils incorporation de la mkthionine en position 8, on ajoute 1% d’kthanedithiol- 
1 , 2  8. la solution d’acide trifluoroacktique et on conserve ce rkactif pour les acides 
aminks suivants pour kviter l’oxydation de l’acide amink soufrk. 

L’asparagine et la glutamine sont introduites sous forme de leurs esters paranitro- 
phknyliques, en solution dans le dimkthylformamide (DNIF) additionnk de 1% d’acide 
acktique. Si l’essai de contrdle du couplage B. la ninhydrine [6] est nkgatif, on remplace 
l’acide acktique par de l’acide pivalique (1%) ; si la coloration bleue persiste encore 
dans cet essai, on sature le DMF/l% AcOH avec de l’urke (71. Si le couplage n’est pas 
total au bout de 48 heures de rkaction, comme c’est le cas pour la glutamine en posi- 
tion 24, on acktyle la thrkonine qui n’a pas rkagi, par l’acktylimidazole dans le chlo- 
rure de mkthylilne. 

A la fin, on klimine le groupe protecteur de l’imidazole de l’histine, alors que le 
peptide est encore lik a la rksine, B pH 8, avec du mercapto-kthanol en solution dans 
le DMF. Le peptide est skpark de la rCsine par traitement a l’acide fluorhydrique 
liquide en prksence d’anisole et  de mkthionine. Tous les groupes protecteurs sont 
Climinks au cours de cette opkration. 

Le peptide est purifik par filtration sur gel. I.es fractions, correspondant aux pies 
principaux, sont rassemblkes, lyophiliskes, reprises dans un tampon B pH 8 et oxydkes 
durant 24 heures par un courant d’air pour former le pant disulfure entre les deux 
rCsidus cystkiniques. Le pic posskdant l’activitk biologique et  radioimmunologique 
recherchke est purifik B nouveau sur rksine kchangeuse d’ions CMC 52 B l’aide d’un 
gradient acide d’klution. Le peptide obtenu est homogene B l’klectrophorilse sur papier 
et B la chromatographie sur cellulose. 

Aprhs hydrolyse acide, la composition en acides aminks est la suivante, rapportke 
B la proline = 2 (entre parenthilses les chiffres thkoriques) : Ala (2) 2,4O; Asp (3) 3,04; 
Cys (2) 1,90; Glu (2) 2,04; Gly (4) 4,6; His (1) O,R9; Ile (1) 0,SO; Leu (2) 2,O; Lys ( 1 )  
0,96; Met (1) 0,65; Phe ( 3 )  3,OS;  Pro (2) 2,O; Ser (1) 1 , O 5 ;  Thr (5) 5,26; Tyr (1) O,88; 
Val (I) 1,2. 

Partie experimentale. - Lcs t-Roc-amino-acides portant des ionctions laterales proviennent 
dc la  Fox Chemical Company (Los Angelcs, Californie) ou sont prepares au laboratoire par la me- 
thode de Schnabel [8] dans u n  autotitrateur; Ieur purctt: est d6termin6e par polarimbtrie, F. ct 
chromatographie sur couche mince de silice. 
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L’hydrolyse du peptide purifiC est effectuCe en tube scelle sous vide, par HC1 6~ 1110”; 24 h) .  
I. SynthBse de lase‘quence de la thyrocalcztonine. On utilise 1 g de resine portant 0,5 mmole de pro- 

line. L’appareil et  les Btapes successives ont i t 6  dCcrits B propos de la synthhse de la LH-RH [4]. 
Toutefois, le chlorure de mdthylkne n’est pas additionne de 1% d’Cthanedithiol-1,Z pour les 
lavages aprks les eliminations de t-Roc par CF,C0,H/CH,C12 1 : 1 aprks I’incorporation de,la me- 
thionine. 

Pour rendre la reaction B la ninhydrinc n6gative, il a fallu coupler: 2 fois la Thr en position 25 
(2 x 24 h) ,  5 fois la Gln en position 24 (3 x 12 h,dans DMF/ l% AcOH ; 1 x 24 h dans DMF/I % acide 
pivalique; 1 x 48 h dans DMF/I% AcOH, saturC d’ur6e) ; enfin, le taux de couplage &ant  de 
l’ordre de 90%, une ac6tylation de l’amine de Thr a Ctd faite; 2 fois la Pro en position 23 (2 x 2 h) ; 
2 fois Asn en position 17 (1 x 12 h dans DMF/1% AcOH, 1 x 48 h, DMF/ l% AcOH, sature d’urke) ; 
2 fois ilsn en position 3 (2 x 48 h dans DMF/lyD AcOH), 

2. Eliminat ion du  groupe dinitvophe‘nyle de l’histidine: A 15 ml cle UMF, on ajoute 2 ml de 
mercaptoethanol e t  on ajuste le p H  ?i 8 avec de la triethylamine. On introduit ce rdactif d a m  
l’appareil et  on laisse l’agitation se poursuivre toute la nuit. On filtre e t  lave la resine alternativc- 
ment avec du  chlorure de methylkne (3 fois) e t  du in6thanol (3 fois). Aprhs sechage sous vide, le 
poids de la rCsinc est de 2,8 g. 

3 .  LibBration d u  peptide de la re‘sine avec dlimination des groupes protecteurs: On distille 15 ml 
d’acide fluorhydrique dans un melange de 1,5 g de rCsine, 1,5 ml d’anisole et  300 mg de m6thionine. 
On agite 1 h Q 0” et 30 min. B tempCrature ambiante. On chasse I’acide sous vide, puis on rcprend le 
r6sidu dans 3 fois 5 ml d’acide acetique e t  on prdcipite lc tout par de 1’Cther Cthylique exempt de 
peroxyde. On centrifuge froid; on lave plusieurs fois le pr6cipitC k 1’Cther c t  on lc shchc sous vide. 
Le prCcipit6 est repris par de l’eau; l’insolublc est Cliniine par centrifugation. La solution est ensuite 
lyophilis6e donnant 800 mg dc produit brut.  

4. Purification: 200 mg de peptide sont places au sonimet d’une colonne (diamhtre 2,5 cm, 
longueur 90 cm) de Biogel, P6 ,  50-100 mesh. On Clue A, l’aide d’acide acCtique 0, l  hi e t  on recueille 
des fractions de 12 ml en 20 niin en suivant 1’Clution B l’aide d’un cnregistreur UV. Q 280 nm. La 
thyrocalcitonine est recueillie dans les fractions 23 B 28. 

5. Formation d u  pont S-S :  Lcs fractions 23-28 sont rassemblees et  lyophilisees. Le r6sidu est 
repris dans 500 in1 de tampon hydrogdnocarbonate d’ammonium 1 M, pH 8, e t  soumis ?i un barbotage 
d’air ?i travers une plaque porcuse, pendant 24 h. La solution est lpophilisee; le rCsidu est purifie 
sur colonne CMC52 Whatnzan par gradient d’acetate d’animonium de mho 0,6 B inho 0,7, p H  4, 
avec un apparcil L K B  ultrograd 11 300. 

6. Actiuitd immunologique: notre thyrocalcitonine synthetique est identique du point de vue 
immunologique ?i la thyrocalcitonine humaine extractive [l] et ?i l’hormone prCparCe par la mCthode 
classiquc 19;. 

7. Actzvite‘ biologiqzie: Le dosage effectue en quatre points chez le Rat  indique une activite 
Cquivalente ?i 50 unites MRC/mg, le produit dc rCfCrence Ctant 1’6talon MRC de calcitonine hu- 
maine. 
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