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DESCRIPCION

Andlogos de calcitonina que tienen una actividad hipocalcémica aumentada en vivo.

La presente invencion se refiere a calcitoninas y derivados de calcitonina con efecto hipocalcémico. Tales calcito-
ninas y derivados de calcitonina se emplean especialmente en el campo de la industria farmacéutica y en el campo de
la medicina, por ejemplo para el tratamiento de osteoporosis de la enfermedad de Paget o de hipercalcemia.

Las calcitoninas son hormonas de péptidos, que estdn constituidas por 32 aminodcidos. En virtud de su efecto
hipocalcémico y de la inhibicién provocada con ello de la desintegracién dsea, poseen gran importancia farmacéutica.
Se emplean terapéuticamente para el tratamiento de osteoporosis, de la enfermedad de Paget o de hipercalcemia. En
este caso se utilizan especialmente las calcitoninas del hombre (hCt), del cerdo (pCt) y de especies ultimobranquiales,
como el salmodn (sCt) y la anguila (eCt).

Las calcitoninas o sus derivados de especies ultimobranquiales posee in vivo una actividad de 20 a 25 veces mayor
que la calcitonina humana. Por lo tanto, estas calcitoninas se emplean con preferencia para fines terapéuticos. Las
calcitoninas de las especies ultimobranquiales se diferencian, sin embargo, en su secuencia de aminodcidos en una
medida considerable del péptido de la calcitonina humana. Por ejemplo, la calcitonina de salmén se diferencia en 16
de los 32 amonidcidos de la calcitonina humana. Sin embargo, se aplica hasta ahora porque en virtud de su accién
considerablemente mas elevada, se puede mantener méas baja la dosificacion para fines terapéuticos.

Sin embargo, en las calcitoninas de especies ultimobranquiales es un inconveniente que en virtud de las diferencias
de aminoacidos, provocan una inmuno-reaccién en el hombre. Esta alta antigenicidad conduce a la formacién de anti-
cuerpos contra la calcitonina respectiva empleada terapéuticamente, con frecuencia ya al cabo de seis meses después
de la aplicacion. Esta alta antigenicidad conduce a continuacién a resistencia secundaria y a des-sensibilizacion frente
a la calcitonina empleada. Esto requiere, por otra parte, la aplicacion de dosis mds elevadas, que conducen de nuevo a
la formacién mas elevada de anticuerpos y, por lo tanto, a resistencia secundaria asi como a otros efectos secundarios
(contraindicaciones).

A partir de las calcitoninas conocidas se conocen otros derivados mds activos frente a la forma nativa. Por ejemplo,
una sustitucidn de tres a cinco restos de aminoacidos en el lado hidréfobo de la region a-helicoidal potencial (8-22) de
hCt a través de leucinas conduce a andlogos de calcitonina mds activos. La actividad de los derivados de calcitonina
se atribuye en este caso a una relacién estrecha entre una regién a-helicoidal anfifila potencial entre los restos de
aminodcidos 8 y 22 y la accién biolégica de la molécula, por otra parte se atribuye a la flexibilidad de la conformacién
y a las acciones “a través del espacio” de diferentes regiones moleculares.

No obstante, aparte de sCt y de a-adcido aminosuberinico-1,7-eCt, estos andlogos no han encontrado otra aplicacion
clinica hasta ahora para el tratamiento de las enfermedades mencionadas anteriormente.

Puesto que, en virtud de la alta tasa de desintegracién proteolitica (periodo de semi desintegracién) de las calcito-
ninas empleadas terapéuticamente en este momento, deben administrarse cantidades relativamente altas, conduciendo
esto -como se ha descrito anteriormente- a una formacién rapida de anticuerpos (resistencia secundaria) y a eventuales
efectos secundarios (contraindicaciones), se da una gran importancia a la elevacién de la bioactividad o a la resistencia
de proteolisis.

Tales andlogos estabilizados de conformacién de hCt con elevada accién hipocalcémica se conocen a partir del
documento DE 44 31 121 A1. En esta publicacién se describen derivados de hCt, en los que a través de la introduccién
de un puente de lactama covalente entre los aminodcidos en posiciones 17 y 21 se genera una estructura de anillo de
10 eslabones, por ejemplo porque el aminoécido en posicién 17 es dcido asparaginico y el aminoécido en posicién 21
es lisina. Estos andlogos hCt poseen una estabilidad de conformacion elevada y una accién hipocalcémica elevada.

Sin embargo, esta accidon hipocalcémica no es todavia suficiente para posibilitar una aplicacién terapéutica de estos
analogos hCt para el tratamiento de las enfermedades descritas anteriormente.

El cometido de la presente invencién es poner a disposicion calcitoninas y derivados de calcitoninas, que presentan
una estabilidad de conformidad elevada y poseen una actividad bioldgica alta.

Este cometido se soluciona a través de las calcitoninas y derivados de calcitonina de acuerdo con el predimbulo de
la reivindicacién 1 en combinacién con sus rasgos caracteristicos.

Las calcitoninas y los derivados de calcitonina de acuerdo con la invencién poseen un puente entre los amino4ci-
dos en las posiciones que corresponden a las posiciones 17 y 2 de la calcitonina humana. En estas posiciones estdn
incorporados aminodcidos de tal manera que a través del puente se forma un anillo, que presenta 18 6 19 eslabones.
En oposicién a la estructura de anillo de 20 eslabones conocida a partir del estado de la técnica, las calcitoninas de
acuerdo con la invencién estan estabilizadas con respecto a su conformacién, de manera que se ralentiza la desinte-
gracién proteolitica. Ademas, estas calcitoninas y derivados de calcitonina de acuerdo con la invencién presentan una
actividad muy alta, con lo que es posible una dosificacion reducida. Puesto que la secuencia es muy similar a la molé-
cula humana, no se produce ninguna inmuno reaccién (ninguna resistencia secundaria). En general, se ha comprobado
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que la reduccién del anillo en comparacién con el estado de la técnica conduce a una actividad muy alta, de manera
que una estructura de anillo de 19 6 18 eslabones es adecuada como estructura de guia para otros andlogos potentes
de calcitonina mds all4 de los descritos en los ejemplos.

Los desarrollos ventajosos de las calcitoninas y derivados de calcitonina de acuerdo con la invencién se describen
en las reivindicaciones dependientes.

Los aminodcidos en las posiciones 17 y 21 pueden estar puenteados por medio de enlaces adecuados o, con una
seleccion correspondiente de los aminodcidos, a través de un puente de lactama. Poseen propiedades especialmente
ventajosas las calcitoninas, en las que en las posiciones mencionadas se encuentran dcido asparaginico y ornitina en
lugar de asparagina y treonina. Esta calcitonina es 360 veces mds activa que la calcitonina humana original y siempre
todavia 3 veces mas activa que la calcitonina de salmén (sCt).

También a través de la introduccién de 4cido glutaminico y dcido «, y-diaminobutirico en lugar de asparagina y
treonina en las posiciones 17 y 21 se genera un anillo de 19 eslabones y un andlogo de alta actividad.

El derivado de calcitonina de acuerdo con la invencion con anillo de 18 eslabones se obtiene a través de la susti-
tucién de los aminodcidos asparagina y treonina en las posiciones 17 y 21, respectivamente, por 4cido asparaginico y
dcido a, y-diaminobutirico. Este derivado de calcitonina es aproximadamente 30 veces mds activo que la calcitonina
humana original.

En esta invencion se indican otros andlogos muy activos con un anillo de 19 6 18 eslabones, incluyendo las si-
guientes parejas de aminodcidos en las posiciones 17 y 21 de la calcitonina 21: 4dcido asparaginico y 4cido a, -
diaminobutirico o 4cido «, y-diaminobutirico y dcido asparaginico o 4cido glutaminico y 4cido «, y-diaminobutirico
o0 acido a, y-diaminobutirico y dcido glutaminico o dcido 2-aminoadipico y serina o serina y dcido 2-aminoadipico o
dcido glutaminico y serie o serina y dcido glutaminico.

La elevacién mencionada de la estabilidad y de la actividad a través de la introduccion del sistema de anillo de 18
eslabones o bien de 19 eslabones de acuerdo con la invencién no se obtiene, sin embargo, solamente en calcitonina
humana, sino también en las calcitoninas del cerdo o de las especies ultimobranquiales como salmén y anguila o
sus andlogos conocidos hasta ahora. Por ejemplo, la actividad de un andlogo altamente activo conocido, en el que
las posiciones 1 y 7 estdn sustituidas por un resto de 4cido @-aminosuberinico, se puede incrementar adicionalmente
a través de la introduccién de un anillo de 18 eslabones o de 19 eslabones, como se ha descrito anteriormente. Por
lo tanto, también en los andlogos ya conocidos, a través de la invencion la estructura de anillo de 18 o bien de 19
eslabones de acuerdo con la invencién se obtiene una mejora de la estabilidad y de la actividad.

A continuacién se muestran algunos ejemplos de las calcitoninas y derivados de calcitonina de acuerdo con la
invencién asi como su produccién. En este caso:

La figura 1 muestra la estructura primaria de la calcitonina humana de acuerdo con el cédigo de una letra para
aminodcidos.

La figura 2 muestra la estructura primaria de la ciclo'?' [Asp'?, Orn*']-hCt de acuerdo con el c6digo de una letra
para aminodcidos.

La figura 1 muestra la estructura primaria de la calcitonina humana. En las posiciones 17 y 21 se encuentra aspa-
ragina o bien treonina.

La figura 2 muestra una calcitonina humana de acuerdo con la invencion, en la que los aminodcidos en las posicio-
nes 17 y 21 estan sustituidos por dcido asparaginico u ornitonina y sus cadenas laterales estdn unidas covalentemente
para la generacién de un anillo de 19 eslabones a través de un puente de lactama. En este caso, la secuencia de aminoa-
cidos estd escrita en el cdigo de una letra, pero los aminodcidos 17 y 21 se representa, para una ilustracion mejorada,
de acuerdo con el cédigo de tres letras y sus cadenas laterales conectadas a través de un puente de lactama con sus
férmulas de la estructura. Ademds, se indica el puente S-S entre Cys' y Cys’.

Esta calcitonina de acuerdo con la invencién posee una actividad, que estd en el ensayo in vivo en el ratén en torno
a 363 veces por encima de la actividad de la calcitonina humana representada en la figura 1. Por consiguiente, en esta
calcitonina representada en la figura 2 son ventajosas su alta actividad y su alta estabilidad de conformacién, por lo que
es posible una dosificacién reducida para fines terapéuticos. Esto conduce a que no sean previsibles resistencias se-
cundarias. Ademads, en este caso se trata de la primera calcitonina humana, que presenta una actividad suficientemente
alta para la aplicacién terapéutica. Puesto que la estructura primaria, ademads de la sustitucién de asparagina por dcido
asparaginico solamente en otro amino 4cido (ornitina en lugar de treonina) se desvia en una medida insignificante de
la estructura primaria de la calcitonina humana nativa, solamente son previsibles inmuno reacciones muy reducidas
0 ninguna y, por lo tanto, se pueden prevenir en gran medida los efectos secundarios (como, por ejemplo, resistencia
secundaria).

En lugar de 4cido asparaginico u ornitonina en las posiciones 17 y 21, respectivamente, se consigue también a través
de la utilizacién de 4cido glutaminico un anillo de 19 eslabones, con lo que se obtiene un derivado de calcitonina
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humana, que presenta de la misma manera una alta actividad y alta estabilidad con una inmuno reaccién al mismo
tiempo extraordinariamente reducida.

Como ejemplo de un anillo de 18 eslabones se indica aqui el derivado de calcitonina, en el que en las posiciones
17 y 21 estan dispuestos, respectivamente, dcido asparaginico y 4cido a, y-diaminobutirico. De esta manera se obtiene
un derivado de la calcitonina humana con un anillo de 18 eslabones, que presenta igualmente una alta actividad, alta
estabilidad de conformacidn, de manera que en virtud de las reducidas diferencias con respecto a la secuencia primaria
de la calcitonina humana nativa, solamente se produce una inmuno reaccién reducida.

Las mejoras mencionadas de la actividad y de la estabilidad se pueden conseguir igualmente en calcitoninas ya
conocidas, por ejemplo del salmon, de la anguila o del cerdo, y sus andlogos ya conocidos.

Las calcitoninas y derivados de calcitonina de acuerdo con la invencién se producen esencialmente por sintesis de
péptidos.

A continuacién se describe a modo de ejemplo la sintesis y purificacion, caracterizacién y ensayo de la actividad
biolégica de la ciclo'*' [Asp'’, Orn?']-hCt de la figura 1.

Sintesis y purificacion

Para la sintesis de los andlogos de calcitonina estabilizados en la conformacién descritos en esta invencidn se
emplea el método de fases fijas de la sintesis de péptidos en combinacién con un método para la produccién de
péptidos ciclicos puenteados con lactama a través de las cadenas laterales, directamente sobre el soporte polimero
(resina) segun Félix A. M. y col (Int. J. Pept. Prot. Res. 32 (1988), 441-445). La sintesis del analogo hCt ciclo'?!
[Asp'”, Orn?']-hCt se describe en detalle a continuacién.

En primer lugar se produce la resina de péptido (N-Boc-(hCt(22-32))-MBHA) de acuerdo con métodos habituales
de la sintesis de péptido de fases fijas como se indica a continuacién:

Se neutralizaron 4 g de una resina de p-metilbenzhidrilamina, que estaba presente en forma de una sal HCI, con
una carga de 0,65 mmol/g, en un agitador en primer lugar con trietilamina en DMF (dimetilformamida) y se lavaron
con diclorometano (DCM). Sigui6 la adicién de Boc-Pro-OH y DCC en exceso triple (7,2 mmol) en diclometano(30
ml), y la suspensién de reaccion se agité en el transcurso de 18 horas. A continuacion, se lavo el polimero con DCM,
iProOH, DCM, DMF y se determiné la carga de la resina de acuerdo con el método de dcido picrico (0,62 mmol/g).
Los grupos amino libres se acetilaron por medio de anhidrico de 4cido acético (26 mmol) y piridina (26 mmol) en
DCM (30 ml) (1 h) y se lavaron, como es habitual. Para la prolongacion siguiente de la cadena de péptidos se utilizé
el método TBTU (exceso triple de aminoécido protegido) en DMF. La terminacién de los acoplamientos se verificd
por medio del ensayo de Kaiser. Para Ile”” y Phe? se realizaron acoplamientos dobles. Los derivados de aminoécido
estan protegidos con N-Boc y se introdujo Thr como Boc-Thr(Bz). Para la disociacién del grupo Boc se utilizé TFA al
50% (4cido trifluoracético) en DMC (30 minutos). La resina de péptido 1 obtenida como se ha descrito anteriormente
tiene una sustituciéon de 0,57 mmol/g y se caracteriza por medio de andlisis de aminodcido y FAB-MS después de
la disociacion del péptido a partir de la parte pequeiia de la resina de péptido. Una parte de la resina de péptido a
obtenida descrita anteriormente (500 mg; 0,17 mmol) se acoplé con Boc-Orn (Fmoc) (1 mmol) y a continuacién se
acetilé en presencia de piridina (1 mmol). La resina de péptido “diluida” obtenida (carga 0,21 mmol/g de resina)
se prolong6 entonces hasta el resto de aminodcido Asp'” (método de acoplamiento como se ha descrito para 1). En
este caso, se utilizaron derivados de aminoécido protegidos con N-Boc, y se emplearon His?® y Lys'® como Boc-Lys
(2C1Z) y Boc-His (Bom). El grupo N*-Fmoc de Orn?' y la proteccién de fluorenil metil éster (OFM) del B-carboxilo
de Asp'” se disociaron a través de tratamiento con una solucién de piperidina al 20% en DMF (1 x 1 min; 1 x 28
min) de acuerdo con el método de Felix y col. (Felix, A. M. Y col., Int. J. Pept. Protein res. 32 (1988) 441-454). El
puente de lactama entre las cadenas laterales, liberadas de grupos de proteccion, de Asp17 y Orn*" se realiz entonces a
través de la adicién de BOL (benzotriazol- 1-il-oxi-tris-(dimetilamino)-fosfonio hexa fluorofosfato) (0,3 mmol) y DIEA
(0,34 mmol) en DMF (50 ml) a la resina de péptido y a través de agitacion siguiente (durante 4 horas). La ciclacién se
sigui6 a través del ensayo de Kaiser.

Después de la retirada de los reactivos de acoplamiento, se acetil6 la resina de péptido como se ha descrito an-
teriormente. La prolongacion siguiente de la resina de péptido obtenida de esta manera con aminodcidos protegidos
con N-Boc se realizé de acuerdo con el método de acoplamiento TB TU. Las cadenas laterales de los aminoacidos
trifuncionales se protegieron de la siguiente manera:

Se trataron Asp (3-OcHx), Cys(S-p-Mb), Glu (y-Obzl), Thr (Bzl) y Tyr(2BrZ) - 100 g del NH,-ciclo'"*' -[Asp'7,
Orn*']-hCt-MBHA con una mezcla de HF/anisol/ dietilsulfuro/p-tiocresol en la relacion 10/1/1/0,2 /v/v/vip), que
contenia también cisteina en una concentracién final de 0,27 M, /(durante 30 minutos a 20°C y 1 hora a 0°C). El
producto bruto liberado de grupos de proteccién y disociado de la resina se precipité a través de la adicion de éter, se
lavé tres veces con éter y se extrajo en dcido acético al 10% (4 x 20 ml) y se liofiliz6. Siguid la oxidacién al aire de este
producto bruto para cerrar el puente de disulfuro en una solucién de 0,1 M NH,HCO; con alta disolucién (10-4 M) en
la oscuridad (24 horas). A continuacién se liofilizé la solucién. El producto bruto obtenido de esta manera se purifico
a través de fases invertidas preparatorias sobre una columna de C'. Se utiliz6é un gradiente de 30-70% B durante 30
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minutos, donde A estd constituido por 0,058% TFA en agua y B esta constituido por 0,05% TFA en acetonitrilo al
90%. La deteccién de los péptidos se realizé a 220 nm.

La sintesis y purificacion de los otros andlogos de hCt con estructura de anillo de 19 6 18 eslabones se realizé de
una manera similar.

Caracterizacion

La pureza de la ciclo'*'-[Asp!?, Orn?']-hCt obtenida de esta manera se determing a través de andlisis de aminod-
cidos. Para la verificacion de la identidad se empled, ademds, MALDI-TOP-espectrometria de masas o electrospray-
espectrometria de masas. La determinacién de la conformacién de los andlogos se realizé a través de circulas dicroismo
- espectropolarimetria.

Ensayo de la actividad biologica

La actividad bioldgica de los andlogos se determiné por medio de un ensayo hipocalcémico in vivo en ratones
BALBY/c.

La tabla 1 muestra la determinacion en funcién de la dosis del efecto hipocalcémico de la ciclo'”* -[Asp'?, Orn?']-
hCt en comparacién con calcitonina humana nativa (hCt) y calcitonina de salmén (sCt). La actividad biolégica se
representa como porcentaje [%] de actividad del efecto hipocalcémico maximo alcanzable en este ensayo, como se
consigue a través de 2 ug hCt.

TABLA 1
Concentracién Ciclol’:?t hCt sCt
[Aspl7, Orn21]—
hCt
(ng/ml) (%) (%) (%) ]
10 86,8 35,2 ~
1 76,3 15,8 63,2
0,1 68,4 5,8 51,6
0,01 36,8 - 21,1
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REIVINDICACIONES

1. Calcitoninas y derivados de calcitonina con un puente entre los aminoécidos en las posiciones que corresponden
alas posiciones 17 y 21 de la calcitonina humana, caracterizados porque en estas posiciones estan dispuestos aquellos
aminodcidos, en los que el anillo formado por el puente presenta 18 6 19 eslabones.

2. Calcitoninas y derivados de calcitonina de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizados porque los aminod-
cidos en las posiciones 17 y 21 estdn puenteados por medio de un puente de lactama.

3. Calcitoninas y derivados de calcitonina de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizados porque los aminod-
cidos estan puenteados en las posiciones 17 y 21 a través de enlaces adecuados.

4. Calcitoninas y derivados de calcitonina de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones anteriores, caracte-
rizados porque en las posiciones 17 y 21 se encuentran, respectivamente, dcido asparaginico o bien ornitina u ornitina
o bien 4cido asparaginico.

5. Calcitoninas y derivados de calcitonina de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 3, caracteriza-
dos porque en las posiciones 17 y 21 se encuentran parejas de dcido asparaginico y de 4cido a, y-diaminobutirico y
dcido asparaginico o 4cido glutaminico y 4cido «, y-diaminobutirico o 4cido a, y-diaminobutirico y dcido «, y-diami-
nobutirico y 4cido glutaminico o 4cido 2-aminoadipico y serina o seria y dcido 2-aminoadipico o dcido glutaminico y
serina o serina y 4cido glutaminico.

6. Calcitoninas y derivados de calcitonina de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones anteriores, carac-
terizados porque su secuencia de aminoécidos corresponde, por lo demas, a la secuencia de las calcitoninas conocidas
o bien los andlogos de calcitonina, especialmente del hombre, del salmén, de la anguila o del cerdo.

7. Calcitoninas y derivados de calcitonina de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones anteriores, caracte-
rizados porque los restos de cisteina en las posiciones 1 y 7 estan sustituidos por un resto de dcido @-aminosuberinico.
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