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38. Synthese der Sequenz 1-34 von menschlichem Parat-hormon 
Vorlaufige Mitteilungl) 2) 

von R. H. Andreatta. A. Hartmann, A. Johl, B. Kamber, 
R. Maier, B. Riniker, W. Rittel und P. Sieber 

Forschungslaboratorien der Division Pharmazcutika der CIBA-GEIGY AG, Base1 

( 5 .  I. 72) 

Summary. Brewer et al. [l] have established scqucnce I for the first 34 amino acid residues 
of human parathyroid hormone. It differs in 6 and 5 positions respectively from the corresponding 
bovine [2] [3] and porcine [4] hormone sequences. The synthesis of the protected tetratriaconta- 
peptide I1 by  the fragment-coupling approach and its purification by counter-current distribu- 
tion are described. Removal of the protecting groups by acidolysis then gave I in high purity. 

I displays hypercalcemic activity in the thyroparathyroidectomized rat indicating that the 
amino terminal part also constitutes the hormonally active rcgion of human parathyroid hormone. 

Brewey et al. [1]7 ist kiirzlich die Isolierung und Reindarstcllung von mensch- 
lichem Parat-hormon (h-YTH) aus menschlichen Nebenschilddriisenadenomen ge- 
lungen; diese Autoren konnten zeigen, dass dem N-terminalen Bereich 1-34 des 
Hormons die Aniinosauresequenz I (vgl. Schema 1) zukommt . h-PTH unterscheidet 
sich somit merklich in diesem Sequenzteil von bovinem [2] [3] oder porcinem [4] PTH. 

Im folgenden beschreiben wir kurz Synthese und Charakterisierung des h-PTH- 
Fragmentes 1-34 (I). 

Schema 1 

Aminosauresequenz des freien (R1 = R2 = H; I) und dcs geschiitzten (R1 == Boc, Ra = But; 11) 
h-PTH- (1-34) -tetratriacontapeptids 

R2 R2 ORz R1 R2 OR2 
I 1 1  1 1 I 

R1-Ser-Val-S er-Glu-Ile-Gln-Leu-Mct-His-Asn-Leu-Gly-Lys-His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg-Val- 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2 1  

R1 R1 R1 
I l l  

Gln-Trp-Leu-Arg-Lys-Lys-Lys-Gln-Leu-Val-His-.4sn-PheOR2 
22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

Beschreibung der Synthese. Aus den in der Tabelle aufgefiihrten Zwischenprodukten 
111-XI1 baute man auf dem in Schema 2 angegebenen Weg die geschutzte Endsequenz 
1-34 (11) auf. 

l) 

2) 

Eine ausfiihrliche Beschreibung sol1 spater in dieser Zeitschrift erfolgen. 
Verwendete Ablriirzungen : Boc- : t-Butyloxycarbonyl- ; Bpoc- : 2- (f-Biphenyly1)-isopropyl- 
oxycarbonyl-[5] ; But- : t-Butyl- ; DCCI : Dicyclohcxylcarbodiimid ; HOBt : 1-Hydroxybenzo- 
triazol ; Trt- : Trityl- ; 2- : Benzyloxycarbonyl-. 
Diesen Autoren sind wir fur die fruhzeitige Uberlassung der Information iiber die Struktur 
von I zu grossem Dank verpflichtet. Ebenso danken wir der Europaischen Parathormon- 
Studiengruppe fiir die Ermoglichung der Zusammenarbeit mjt der amerikanischen Forscher- 
gruppe. 

3) 
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Schema 2 .  Aufbau des geschiitzten Telratriacontajhejhtids 7-,34 (11) 
(Zu den Formeln der verwendeten Zwischcnprodnktc vgl. Tabelle) 

IV 
(25-2s) + VI 

(18-24) 
VIII 
(13-17) x 

(4-12) I1 

Methoden: A:  DCCI-HOBt [GI; B: H,-Pd/C; C:  HC1 in Trifluorathanol [S]; D: Azidmethode [7]. 

Die Zwischenprodukte 111, IV, VI, VIII, X und XI1 stellte man nach bekannten Methoden 
her; Herstellung und Eigenschaften sollen spater im Detail beschrieben werden. 

Saquenz 25-34 ( V ) .  Man verkniipfte die Fragmentc IT1 und I V  mittels DCCI-HOBt 161, falltc 
das Rohprodukt aus Acetonitril-Wasser um (Rf4)) (S) = 0,32 (Systcm 100) und entfernte die 
2-Gruppe durch katalytische Hydrierung. Dabci wurden gleichzeitig 3 Aq. HCl zugcgeben. Man 
erhielt V als Trihydrochlorid. 

Sequenz 18-34 ( V I I ) .  Kuppeln von V mit dem Fragment 18-24 (VI) niittels DCCI-HOBt 
gab das Bpoc-Derivat von VII. Dieses reinigte man durch Gcgenstromverteilung im System 
Methanol/O,l M wasseriges Ammoniumacetat (pH = 7,O) /Chloroform/Tetrachlorkohlenstoff 10 : 4: 
7:3 (K = 0,33), Kf(S) = 0,16 (System 100). Abspalten der Bpoc-Gruppe mittcls HC1 in Trifluor- 
athano15) gab das Tetrahydrochlorid VII. 

Sequenz 7334 ( I X ) .  VII kondensierte man mit dem nacli [71 hergestellten Azid von VIII und 
reinigte das dabci crhaltene Bpoc-Derivat von I X  durch Gegenstromverteilung im System Mctha- 
nol/O,l M wasseriges Amnioniumacetat (pH = 7,0)/Chloroform/Tetrachlorkohlenstoff 10 : 3 : 7 : 4 
(K = 0,65), Rf (S) = 0,40 (System 96); = 0,30 (System 100). Die Bpoc-Gruppe entfernte man 
wieder mit HCl in Trifluorathanol und erhielt IX als Pentahydrochlorid, Kf(S) = 0,22 (System 
96). 

Sequenz 4-34 ( X I ) .  Hierauf kuppclte man I X  mit der Sequenz 4-12 (X) mittels DCCI-HOBt 
und reinigte das erhaltene Tritylderivat von XI durch Gcgenstromverteilung (System wie bei 
IX), K = 0,35; Rf (S) = 0,28 (System 100). Man entfernte dic Tritylgruppe durch HCI in Tri- 
fluorathanol5) zum Hexahydrochlorid XI, Rf (S) = 0,36 (System 96). 

Gesclziitzte Sequenz 1-34 (11). X I  kuppeltc man nach HonzZ& Rudznger L7] mit dcm aus XI1 
hergestellten Azid und rcinigte das Rohprodukt durch Gegenstromverteilung ini System Metha- 
no1/0,2n wasserigcs Ammoniumacetat (pH = 4,75)/Chloroform/Tctrachlorkohlenstoff 10 : 3 : 8 :4 
(K = 0,21); Rf (S) = 0,43 (System 96); = 0,30 (System 100). 

I ,  freies h-PTH-(1-34)-tetratriacontapeptid. Aus I1 entfernte man die Schutz- 
gruppen durch konz. Salzsaure (10 Min., 0') und fuhrte das Hydrochlorid von I durch 
Ionenaustausch in das Acetat iiber. Das so erhaltene I enthielt nur geringe Mengen 
von Nebenprodukten, hauptsachlich das Gemisch der Methionin-S-oxid-derivate. Da 
ein der Formel I entsprechendes Fragment aus naturlidiem h-PTH bisher nicht her- 

4) Rf-Werte beziehen sich auf Diinnschichlclzronzutogrujh~~e~ suf  Kieselgel ( S ) -  oder Cellulose- 
platten (C). System 54: Z-Butanol/Z-Propano1/9proz. wasserigc Chloressigsaure 58: 8 : 34 (v/v) ; 
System 96: 2-Butanol/Essigsaure/Wasscr 67 : 10 : 23 ; System 100 : Essigester/Pyridin/Essig- 
sa.ure/Wasser 62: 21 : 6: 11 ; System 101 : 1-Butanol/Pyridin/Essigsaure/Wasser 38 : 24: 8 : 30; 
System 151 : 1-Butanol/Pyridin/Essigsaure/Wlasser 38 : 20 : 5 : 24. 
Uber die von uns gefundene Moglichkeit zur bequemcn, sclektiven Abspaltung saurelabiler 
Schutzgruppen in diesem Losungsmittel werden wir in Kurze berichten [8]. 

5) 
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gestellt worden ist, konnte das synthetische I nicht mit authentischem Naturprodukt 
verglichen werden. 

Charakterisierung: Rf(C) = 0,36 (System 151) ; = 0,54 (System 54). Dunnschichtelektro- 
phorese (C), pH = 1,9, 90 Min., 16 V/cm, Laufstrecke 6 cm zur Kathode. 

Verteilun~skoeffizient K = 0,12 (n-Butanol/O,ZM wasseriges Ammoniumacetat (pH = 4,75)/ 
Methanol 4 : 4 : 1). 

Aminosaureanalyse (Hydrolyse 15 Std., 118', 6~ HCl) Trp 0,51 ( l )e) ;  Lys 3,85 (4); His 2,75 
( 3 )  ; Arg 1,88 (2) ; Asp 3,05 ( 3 )  ; Ser 2,47 (3)  ; Glu 5,06 (5) ; Gly 1,07 (1); Val 3,16 (3)  ; Met 1,96 (2) ; 
Ile 1,03 ( 1 ) ;  Leu 4,75 (5); Phc (Bezugswert) 1,OO. 

Methionin-S-oxid-derivate : a) Gemisch der Mets- und MetlS-mono-S-oxide (I in O,6proz. was- 
serigem H,O,, 3 Min. 25") Rf(C) = 0,29 (System151); = 0.45 (System 101); = 0,48 (System 54). 

b) Met8,ls-di-S-oxid (I in O,6proz. wasserigem H,O,, 45 Min., 25"); Rf(C) = 0,21 (System 
151) ; = 0,39 (System 101) ; = 0.43 (System 54). 

Biologische Aktivitat'). I zeigte in der thyreo-parathyreoidektomierten Ratte, 
2 Std. nach intravenoser Injektion, in Dosen von 100 und 500 pg, eine deutliche 
Steigerung der Calciumkonzentration im Serum. 

Dieses Resultat zeigt, dass trotz der stark verschiedenen Aminosaureszquenz von 
menschlichem und bovinem PTH, ahnlich wie bei letzterem [9] auch beim mensch- 
lichen Hormon ein begrenzter Teil der aminoterminalen Peptidkette zur Ausubung 
der hormonalen Wirkung geniigt . 

Fur sorgfaltige technische Mitarbeit danken wir Frau Y.  Rudin. Frau V .  von A r x  und den 
Herren W .  Beck, U .  S. Fritschi, H .  R. Keller und A .  Staujfer. 

Aminosaureanalyse, Diinnschichtchromatographien und Elektrophoresen wurden in ver- 
dankenswerter Weise in unserem Chromatographielaboratorium (Leiter : Herr E .  von Arx)  durch 
Frl. A .  Grosshans und Frl. J .  Keller sowie die Herren D .  Faupel, A .  Lindev und W .  Morgenthaler, 
durchgefuhrt. 
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Der Gehalt eines Trp-Restes im unhydrolysierten I ergab sich aus dem UV.-Spektrum 
(A,,, = 280, 288 nm). 
Wir danken Frl. R. Kienzle und Herrn W .  Pignat ftir diese Testierung. 




