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La alfa^ timosina es un compuesto polipeg 
tidico altamente acídico estable al calor de 28 radicales 
aminoácidos de la secuencia siguiente:

5 iQ' ; *
ELC-CO-Ser-Asp-Ala-Ala-Val-Asp-Thr-Ser-Ser-Glu-; j 

15 20
Ile-Thr-Thr-Lys-Asp-Leu-Lys-Glu-Lys-Lys-Glu-

. 25
Val-Val-Glu-Glu-Ala-Glu-Asn-OH.

Este péptido, que es un potente agente 
inmunopotenciador, se aisló de la fracción timosínica'5 
por Goldstein y col* t mediante una combinación de cromato­
grafía de intercambio iónico y filtración de gel (Proc,
Nati. Acad. Sci. Usa 21, 725-729 (197.7))r

El presente invento se refiere a una 
2síntesis de alfa^ timosina o su [Asn ]-análogo y sus sales 

aceptables en farmacia mediante la separación de los grupos 
protectores de un octacosapéptido de la secuencia:

HgC-CO-Ser (R1) -Jí-Ala-Ala-Val-Asp (0R2) -Thr(R3) -Ser (R1) -

SeríR1)-Glu(0R4)-Ile-Thr (R3)-Thr (R3)-Lys (R5)-

Asp(0R2) —Leu-Lys (R3) -Glu(0R4) -Lys (R5)-Lys (R5) -

GluíOR4) -Val-Val-GluíOR4) -Glu(0R4) -Ala-Glu(0R4) -

Asn-Or^ (i)
en donde

2X es Asn o Asp(GR )j
R3" es un grupo protector convencional para el grupo

hidroxílico del radical de serina;
_2 ^ óR , R y R son grupos protectores del grupo carboxí 

co convencional}
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3R es un grupo protector convencional para el
grupo hidroxílico de treonina y ”, ”,

5 1 %R es un grupo protector convencional para
<* ■}el grupo oaega-amino del radical de? lisi-'t'4 B * fl i 1na $ *.» *

*

y, si se desea, la conversión del compuesto obtenido*"%m una 
sal aceptable en farmacia*

*T *  <1 ’ i

Ejemplos de R son bencilo, acótilo*
** ** *

benzoilo,' tercibutilo, tritilo, 4-<bromobencilo, 2,6-dicloro * * 
bencilo y benciloxicarbonilo, prefiriéndose el bencilo’**

2  ̂ ^ *1 * 
Ejemplos de R , R' y R son grupos arllicos particularmente
fenilo o fenilo substituido por alquilo inferior, halo, ni»
tro, mecapto o mercapto substituido tal cono metiltioj gru
pos aralquílicos tal como bencilo o bencilo substituido por
metoxilo, halo o nitro; grupos de alquilo inferior tal como
metilo, etilo, tercibutilo y terciamilo; grupos de alquilo
inferior substituidos tal como 2-haloetilo, beta,beta-dirae-
tilaminoetilo y cianoraetilo; grupos de benzhidrilo y fenaci

3 *”lo, prefiriéndose el bencilo* Ejemplos de R son bencilo, 
acetilo, benzoilo, tercibutilo, tritilo, 2,6-dielorobenci- 
lo, 4-bronobencilo y benciloxicarbonilo, prefiriéndose el 
bencilo* Ejemplos de R~* son benciloxicarbonilo que puede 
estar opcionalmente substituido en el anillo aronStico tal 
como por 4-cloro, 2-bromo, 4~bromo, 2-,4-dicloro, 4**nltro, 
4-metoxi, 3,5-dimetoxi, 4-metilo, 2,4,6-trimetilo, 4-fenila 
zo, 4-(4-metc:cifenilazo), 2-(l?,N-dimetilcarbamido) y 2-ni- 
tro-4,5Mdimetoxi, grupos protectores de tipo urefánico tal 
como 4-toluensulfoniletiloxicarbonilo, 9-fluorenilnetiloxi 
carbonilo y grupos disociables de base afines, 5-bencisoxa- 
zolilmetilenoxicarbonilo, metiltio- y metilsulfoniletiloxi- 
carbonilo, isonicotiniloxicárbonilo, haloetiloxicarbonilo,
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diisopropilmetiloxicarbonilo, beashidriloxicarbonilo, isc-bor- 
niloxicarbonxlo, cLLnitrodifenilmetiloxicarbcnilo, tercibuti- 
loxicarbonilo, terciamiloxicarboniloj adamantiloxicarbonilo, 
ciclopentiloxicarbonilo, metilciclobutiloxicarbonilo, metil

t  -* ,

cilcohexiloxicarbonilo, grupos de 2-arilisopropiloxicarfcbni 
lo tal como 2-(p-bisfenilil) -isopropiloxicarbonilo, 2»(>4**pi 
ridil)-isopropiloxicarbonilo y grupos uretánicos conteniendo

¿ J  I 4

nitrógeno afinesj grupos acflicos tal como forailo, trifluo- 
roacetilo, ítaloilo, bencensulfonilo, acetoacetilo, clóroa- 
cetilo, 2-nitrobenzoilo, 4-toluensulfonilo, grupos sulfeaf- 
licos tal como bencensulfonilo, o-nitrofenilsulfenilo y  gru 
pos sulfenílicos afines, y grupos de aril-alquilo inferior 
tal como difenilmetilo y trifénilmetilo, prefiriéndose el 
grupo de benciloxicarbonilo»

La separación de los grupos protectores 
del octacosapéptido protegido de la secuencia 1 se lleva a 
cabo fácilmente siguiendo procedimientos de por si conocidos, 
tal como, por ejemplo, mediante tratamiento con ácido anhi­
dro tal como fluoruro de hidrógeno, de preferencia en presen 
cia de anisol*

De conformidad con el presente invento 
el octacosapéptido protegido de secuencia X puede sintetizar 
se por condensación de un tetradecapéctido protegido de la 
secuencia

H C-CO-Ser(R1) -X-Ala-Ala-Val-Ásp(0R2)-Thr(R3)-Ser(R1)-
v

SerÍR1) -Glu(.0R4) -Ile-Thr(R3}~2hr(R3) -Lys(R5) -0R- (II)

con un tetradecapéptido protegido de secuencia

30
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-  5 -

H-Asp ( OR2) -Leu-Lys (RS) -Glu(QR4) -Lys (R5) -Lys (RS) -
Glu(OR4) —Val-Val-Glu ( OR4) -Glu(0R4) -Ala-Glu ( OR4) ,-Asn-QR6

* * *» *•
en donde

*> * v

X, R1, R2, R^, R4, y R tienen el significado aa
* ‘ ’

tes indicado y **
R es hidrogeno o un grupo aotivante* «

La reacción de copulación antes citada puede 
llevarse a cabo utilizando procedimientos bien conocidos' en 
la síntesis de péptidos de fase en solución* !
Asi pues, por ejemplo, el tetradecapóptido araino-terrainal 
puede hacerse reaccionar con 1-hidroxibenzotriazol (HÓBt ) 
y diciclohexilcarbodiimida (DCC) para obtener el éster acti- 
vado que se hace reaccionar luego con el tetradecapóptido 
carboxilo-terminal para obtener el octacosapóptido deseado 
en forma protegida»

Los tetradecapóptidos protegidos pueden prepara 
se de conformidad con métodos bien conocidos en el arte*

La estrategia utilizada en la síntesis química 
del tetradecapóptido carboxilo-terminal protegido XII [X *=*
Asp(OBzl)] fue cono sigue:
Primero se acopló H-Glu(OBzl)-OH a Boc-Ala—OSu para obtener 
el fragmento dipeptidico protegido Boc-Ala-Glu(OBzl)-OH que 
se condensó luego con HC1* H-Asn-OBzl a través del procedi­
miento DCC/HOSu de Wttnsch y Drees, Chem* Ber* 99* 110 (1966) •
La sal clorhidrato de éster bencílico de asparagina se prepa 
ró a partir de Boc-Asn-OBzl que a su vez se sintetizó a par­
tir de Boc-Asn-OH del comercio y bromuro de bencilo utilizan­
do la sal de cesio del aminoácido*
El grupo Boc-protector se separó mediante un tratamiento de 
30 minutos con HC1 4N en THF seco»

La reacción entre H-Glu(OBzl)-OH y Boc-Glu- 
(OBzl)-OSu produjo 3oc-Glu(03sl)~Glu(0Bsl)-0H en forma de
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un aceito límpido incoloro* A continuación se utilizó 
en la síntesis del pentapóptido protegido Boc-Glu(OBzl)-

m * *  ?—GLu(OBzl) —Ala-Glu(QBzl) -Asn-OBzl en una condensación 
de fragmento intermedio DCC/HOSu utilizando HC1 • K-Ala- 
-Glu(OBsl) -Asn-OBzl que se derivó de Boc-Ala-Glu(OBsi) - 
Asn-OBzl mediante tratamiento con HC1 4K/THF 
El pentapóptido protegido antes citado se obtuvo con buen

■s ■ -• *  *

rendimiento en forma de un material puro cristalino»
Para la preparación del octapóptidóJpro­

tegido Boc-Glu ( 03 zl) -Val-Val-Glu(OBzl) -GIu ( OBs^-Ala-Giu- 
(OBzl)-Asn-OBzl, se preparó primero el tripóptido prote­
gido BóC-Glu(OBsl)-Val-Val-OH. Se dejó reaccionar Boc— 
-Val-OSu con valina libre para proporcionar Boc-Val-Val- 
-(XI que mediante desbloqueo con HC1 4!J en SEP seguido do 
reacción con Boc-Glu(0Bzl)-0Su ¿ió el tripóptido deseado 
que se cristalizó como la sal ciclohexilamlnica Boc-Glu- 
(OBsl) -Val-Val-OH * CHA. La sal ciclohexilamlnica se con­
virtió en el ácido libre y luego se acoplo mediante DCC en 
presencia de HOSu a HC1 • H-Glu(OBzl)-Glu(OBzl)-Ala~Glu- 
(OBzl)-Asn-OBzl que se derivó de Boc-Glu(OBzl)-Glu(OBzl)- 
-Ala-Glu(OBzl)-Asn-OBzl mediante tratamiento con IiCl en 
THF. . El octapóptido protegido Boc-Glu(OBzl)-Val-Val-Glu- 
(GBzl)-Glu(OBsl)-Ala-Glu(OBzl)-Asn-OBzl se obtuvo en forma 
purificada como un sólido amorfo. Este se desprotegió ne 
diante hidrogenólisis seguido de tratamiento con áoido tri- 
fluoroacótico en la forma usual para obtener el octapóptl- 
do libre Glu-Val-Val-Glu-Glu-Ala-Glu-Asn.
Este producto se purificó mediante cromatografía de colum­
na de intercambio iónico, lo que dió material homogéneo 
sobre cromatografía de capa delgada y electroforesis de papel.

Para la síntesis del undecapóptido prote­
gido Boc-Glu(OBzl)-Lys(Z)-Lys(Z)-Glu(OBzl)-Val-Val-Glu(OBsi)-
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-Glu(OBzl)-Ala-Glu(Obzl)-Asn-Obzl, el fragmento tripeptídi- 
co requerido se sintetizó a partir de Boc-Lys(Z)-OSu y H- 
-Lys(z)-0H. El dipéptido Boc-Lys(Z)-Lys(Z)-OH así;obtenido 
se trató con HC1 4N en THF y la sal subsiguiente HCÍ*> H-Lys- 
(Z)-Lys(z)-OH se dejó luego reaccionar con Boc-Glu(ÜB,£l)-OSu 
para proporcionar el tripóptido deseado Boc-Glu(OBzl)-Lys(z) 
-Lys(Z)-OH. Luego se activo el tripóptido con DCC y'HOSu

o

segán el procedimiento de Weygand y col., Z. Naturforsch.
<1 *

21b , 426 (1966), y la solución del áster tripeptídiep,ácti-
nvo B oc-Glu(0Bzl)-Lys(Z)-Lys(Z)-OSu generada in situase’ com­

binó con la sal trifluoroacetato de H-Glu(OBzl)-Val-Val-Glu-T,»"4
(OBzl)-Glu(OBzl)-Ala-Glu(OBzl)-Asn-OBzl derivada del octa- 
páptido bloqueado correspondiente mediante un tratamiento 
de 30 minutos con TFA. Con la adición de tina pequeña canti 
dad de una base se obtuvo de este modo el undecapáptido pro 
tegido deseado Boc-Glu(OBzl)-Lys(z)-Lye(z)-Glu(OBzl)-Val- 
-Val-Glu(OBzl)-Glu(OBzl)-Ala-Glu(OBzl)-Asn-OBzl¿ La despro 
tección del undecapéptido protegido Boc-Glu(OBzl)-Lys(Z)- 
-Lys(Z)-Glu(OBzl)-Val-Val-Glu(OBzl)-Glu(Obzl)-Ala-Glu(OBzl)- 
-Asn-OBzl con ácido fluorhídrico anhidro proporcionó el un 
decapéptido libre Glu-Lys-Lys-Glu-Val-Val-Glu-Glu-Ala-Glu- 
Asn que resultó homogéneo sobre electroforesis de papel des 
pués de cromatografía de columna de intercambio iónico.

La síntesis del tetradecapáptido protegido si­
guió una pauta similar. El Boc-Leu-OSu se acopló al H- 
-Lys(Z)-0H para proporcionar Boc-Leu-Lys(z)-OH. Después 
de la separación del grupo N -Boc con HC1 4N en THF y 
la reacción con Boc-Asp(OBzl)-OSu se obtuvo el tripóptido 
protegido Boc-Asp(OBzl)-Ley-Lys(Z)-OH en forma de un sólido 
puro cristalino. Este se convirtió en el áster activo Boc- 
-Asp(OBzl)-Ley-Lye(Z)-OSu y se Condensó coa la sal trifluo­
roacetato de H-Glu(03zl)-Lys(Z)-Lys(Z)-Glu(0Bzl)-Val-Val-
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-Glu(0Bzl~Glu(0Bzl)-Ala-Glu(OBzl)-Asn-OBzl obtenida a par­
tir de tratamiento de XPA del undecapéptido bloqueado co­
rrespondiente» El producto deseado Boc-Asp(OBzl) -Leit-Lys- 
(Z)-Glu(OBzl)-Lys(Z)-Lys(Z)-Glu(OBzl)-Val-Val-Glu(OBzl)-
Glu(OBzl) -Ala-Glu(OBzl)-Asn-Obzl se obtuvo con buen rendi-

$ ' *  *  *

miento» La cromatografía de capa delgada indicó que'"el 
producto era homogéneo» El tetradecapéptido libre Asá- 
-Leu-Lys-Glu-Lys-Lys-Glu-Val-Val-Glu-Glu-Ala-Glu-Asn^ se. 
obtuvo a partir del compuesto protegido mediante tratamien 
to de ácido clorhídrico anhidro y purificación sobre una columna 
de intercambio iónico»

De modo similar el tetradecapéptido terminal-ami­
no protegido H^C-CO-SerÍBzl)-Asp(OBzl)—Ala-Ala-Val-Asp- 
( OBzl) -Thr (Bzl) -Ser (Bzl) -Ser (Bzl) -Glu(OBzl) -Ile-Thr (Bzl) - 
-Thr(Bzl)~Lys(Z)-OH se congrego a partir de un fragmento 
tetrapeptldico acetllico, un hexapeptido, y otro tetrape£ 
tido utilizando procedimientos bien conocidos en la sínte­
sis de los péptidos» Para la síntesis del tetrapéptido 
acetllico amino terminal, H^C-CO-Ser(Bzl)-OBzl se preparó 
a partir de H^C-CO-SerÍBzl)-OH y bromuro de bencilo a tra­
vés de la sal de cesio del aminoácido»
La hidrozinolisis de H^C-CO-Ser(Bzl)-OBzl dió H^-C-Go-Ser- 
(Bzl) -HMHg 651 forma de un sólido cristalino puro con buen 
rendimiento» El desbloqueo de Boc-Ala-Aia-OH dió la sal 
clorhidrato dipeptidica HC1 * H-Ala-Ala-OH,
El acoplamiento de este dipéptido con Boc-Asp(0Bzl)-0Su 
proporcionó el tripéptido protegido Boc-Asp(OBzl)*»Ala- 
-Ala-OH que se aisló como la sal diciclohexilaminica»
La separación del grupo amino protector y la condensación 
con HgC-C0-Ser(Bzl)-HNHH2 a través del procedimiento de 
azida de Honzl and Rudinger, Collection Czech» Chem, Com- 
mun» 26, 2333 (1961), dió el tetrapéptido parcialmente proteg¡i
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do H^C-Ser (Bzl) -Asp ( OBzl) -Ala-Ala-GH que mediante reación 
con cantidades equivalentes de hidrazina mediadas por 
DCC en presencia de HOBT produj o el intermediario despeado 
H.C-C0-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-Ala-Ala-HNIfflL. . J,

O ¿ t 4

Para la síntesis del hexapóptido propéj¡£,~
n . *  *

do Boc-Val-Asp(OBzl)-Thr(Bal)-Ser(Bzl)-Ser(Bezl)-Glu(OBzl)—
-HNíffiL, se adoptó un procedimiento que implioa el alarga-
miento por etapas de la cadena peptidica, a partir deY ex-

« *
tremo C-terminal» Asi pues, H-Glu(OBzl)-OH se acoplo,”c,oh 
Boc-Ser(Bzl)-OSu para formar el dipéptido protegido Boq^ 
Ser(Bzl)-Glu(0Bzl)-0H que con la separación del grupo.”BCc 
y ulterior reacción coa Boc-Ser-(Bzl)-OSu dió lugar al tri- 
péptido Boc-Ser(Bzl)-Ser(Bzl)-Glu(OBzl)-OH.
La desproteoción del grupo amínico seguido de condensación 
de la sal tripeptldica resultante HC1 • H-Ser(Bzl)-Ser-(Bzl) 
-Glu(OBzl)-OH con Boc-Thr(Bzl)-OSu dió el tetrapéptido pro­
tegido Boc-Thr (Bzl)-Ser(Bzl)-Ser(Bzl)-Glu(OBzl)-OH que me­
diante tratamiento con HC1 en THF separó el grupo Boc y 
la ulterior reacción 3ox-Asp(OBzl)-OSu resultó en la forma­
ción de pentapéptido protegido Boc-Asp(OBzl)-Thr(Bzl)-Ser- 
(Bzl)-Ser(Bzl)-Glu-(OBzl)-OH. El grupo Boc de este cotnpues 
to se separó mediante tratamiento con HC1 y el producto re 
sultante HC1 • H-Asp(OBzl)-Thr(Bzl)-Ser(Bzl)-Ser(Bzl)-Glu 
(OBzl)-OH se acoplo subsiguientemente a Boc-Val-OSu para 
dar Boc-Val-Asp(OBzl)-Thr(Bzl)-Ser(Bzl)-Ser(Bzl)-Glu(OBzl)— 
OH en forma de un meterla! puro cristalino»

El grupo alfa-carbonilo en el radical de 
ácido glutámico terminal del hexapóptido antes citado se 
convirtió luego específicamente en la fruición hidrazida 
mediante la reacción con una cantidad equivalente de hidra 
zina utilizando DCC como agente acoplante en presencia de' 
HOBT. La hidrazida hexapeptidica protegida deseada Boc-
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-Val—Asp(03sl)—Thr(Bzl)-Ser(Bal)-Ser(Bal)—Glu(OBzl)-HHHHg
se aisló cono sólido cristalino puro con un rendimiento, ra

> •  »

sonable* ’ ~ '
Para la síntesis del tetrapóptido próte-

5 gido Boc-Ile-Thr(Bzl) -Thr (Bal) -Lys-(Z) -OH, se utilisóuli!
*proceso por etapas similar utilizando el procediaientc.;de
*

óster N-hidroxisuccinimidico activo de Anderson y Col* J,.
t  * * v *

Amer* Ches. Soc. 86, 1839 (1964). ¿ .
« *La reacción entre Boc-Thr(Bzl)-OSu y 'H-‘

10 Lys (Z) -OH dió el dipéptido 3oc-Thr(Bzl)-Lys(z)-0Ií en for-
• S s  4 J

na de un aceite que se úesprotegió en el extremo alfa-sapino 
y se dejó reaccionar con Boc-Thr(Bzl)-OSu para proporcionar 
el tripéptido Boc-Thr (Bzl) -Thr (Bzl) -Lys (2) -OI-I en forma de 
un sólido cristalino. La separación del grupo Boc y la 

15 reacción del material resultante HC1 • K-Thr(Bzl)-Thr(Bzl)-
Lys (S) -Olí con Boc-Xle-OSu dió el tetrapóctido protegido de­
seado Boc-Ile-Thr(Bzl)-Thr(Bsl)-Lys(S)-OH en forma de un coa 

. puesto cristalino puro después de cromatografía sobre una 
columna de gel de sílice*

20 Sato fragmento tetrspeptidico se deoprotegio luego en el
terminal amínico y se condensó con el hexapÓptido protegi­
do Boc-Val—Asp(OBzl)-Thr(Bzl)-Ser(Bzl)-Ser(Bsl)-Glu(OBzl)- 
-HHl©^ siguiendo el método azídico para producir el decapép- 
tido protegido Boc-Val—Asp'( OBzl)-Thr (Bsl)-Ser (Bzl)-Ser (Bsl)

25 -Glu(QBzl)—lie—Thr(Bzl)-4?hr(Bzl)-Lys(z)—OH con buen rendimien
tó*.

La separación del grupo Boc del compuesto 
decapéptidico con IFA y subsiguiente acoplamiento con el te 
trapéptido terminal Ac-Ser (Bzl) -Asp (OBzl) -Ala-Ala-HMI. a

¿ t

través del procedimiento azídico resultó en la formación del 
tetradecapóptido protegido requerido H C-CO-Ser(Bsl)-Asp-

30
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-  11 ,

-(OBzl) -Ala-Ala-Val-Asp ( OB zl) -Thr (Bal) -Ser (Bzl) -Ser (Bzl) -Glu 
(OBzl)-Ile-Thr-(Bzl)-Thr(Bzl}-Lye(Z)-OH. Para el acoplamien
to final este tetradecapéptido acetilico se activó ó<V^'DCC* * ’’’
y HOBT y el áster activo subsiguiente se dejó reaccionar lúe

$  3  -a

go con TFA. H-Asp(OBzl)-Ley-Lys(z)-Glu(OBzl)-Lys(Z)-Lys(z)- 
-Glu(OBzl) -Val-Val-Glu(OBzl).-Glu (OBzl) -Ala-Glu (OBzl) ̂Asri- 
-OBzl que se derivó del coapuesto bloqueado correspondiente 
mediante tratamiento con TFA para obtener el octacosapja&tido 
acetilico deseado H^CO-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-Ala-Ala-Val-Asp- 
-(OBzl)-Thr(Bazl)-ser(Bzl)-ser(Bzzl)-Glu(OBzl)-Ile-Thr-^Bzl)- 
-Thr (Bzl) -Lys ( Z) -Asp (OBzl) -Leu-Lys ( Z) -Glu( OBzl) -Lys ( Z\ rLys ( Z)_ 
-Glu(OBzl)-Val-Val-Glu(OBzl)-Glu(OBzl)-Ala-Glu(OBzl)-ASn- 
-OBzl. El tratamiento con HF anhidro separó todos los gru­
pos protectores y la purificación en cromatografía de inter­
cambio iónico dió alfa, timosina,X i

De modo análogo se obtuvo a partir del 
tetradecapéptido protegido H^C-CO-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-Ala-
-Ala-V al-Asp(OBzl-Thr(Bzl) -Ser(Bzl)-Ser(B zl)-Glu(OBzl) -lie-

. \

-Thr(Bzl)-Thr(Bzl)-Lys(z)-OH el tetradecapéptido libre H^C-
-CO-Ser-Asp-Ala-Ala-Val-Asp-Thr-Ser-Ser-Glu-Ile-Thr-Thr-Lys-
-OH.

2La síntesis de la alfa^ (Asn )-timosina si 
guió la misma pauta que la síntesis de la alfa^ timosina.

Todos los intermediarios utilizados fueron 
los mismos a excepción de la hidrazida acetil-tetrapeptídi- 
ca N-terminal H3C-CO-Ser(Bzl)-Asn-Ala-Ala-HNNH,, • Para la 
sintesis de este compuesto se convirtió primero Boc-Ala-Ala- 
0H- en Boc-Ala-Ala-OBzl que con la separación selectiva del 
grupo Boc con HC1, dió la sal de áster dipóptido HC1 • H- 
—Ala—Ala-OBzl. Luego se acoplo el dipáptido con Boc—Asn—
OH utilizando el procedimiento DCC/HOBT de K8nig and Geiger,
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Chem. Ber. 103» 788(1970), para obtener el áster tripéptidi 
eo protegido Boc-Asn-Ala**0Bzl que se trató con HC1 en THF - 
para separar el grupo Boc. El producto resultante HC1U* H- 
-Asa-Ala-Ala-OBzl se condensó luego (procedimiento DCC/HOBT)

5 con H.C-CO-Ser(Bzl)-OH • DCHA para proporcionar el tet^apóg
u  . j

tido protegido deseado H.C-CO-Ser(Bzl)-Asn-Ala-Ala-OBzl.3 - » '
La hidrazida correspondiente H^C-CO-Ser (Bzl)~ 

-Asn-Ala-Ala-HNNH^ se obtuvo con buén rendimiento con’’ iá hi 
drazinólisis de este compuesto. La condensación de fragüen 

10 to entre la hidrazida y el decapóptido TFA • H-Val-Asp(OBzl)-
Thr (Bzl) -Ser (Bzl) -Ser (Bzl) ~Glu~( OBzl) -Xle-Thr(Bzl) «Thr (Bzl) -

v ,V «*

-Lys(Z)-0H produjo el tetradecapóptido protegido H o0-Co~SerO
(Bzl) -Asn-Ala-Ala-V al-Asp(OBzl)-Thr(Bzl)-Ser(Bzl)-Ser(Bzl)- 
-Glu(OBzl)-Ile-THr-(Bzl)-Thr(Bzl)-Lys(Z)-OH, Este cospues- 

15 to se acopló luego al tetradecapóptido C~tern±nal desbloquea
do Sal TFA antes discutida para proporcionar la Alfa.,

2 ^[Asn ]-timosina protegida correspondiente. La separación
de todos los grupos protectores mediante tratamiento con 
HF anhidro, seguido de purificación cromatográfica de co 

20 lumna de intercambio iónico dió' la a l f [ A s n  3-tinosina
deseada, mientras que el mismo procedimiento con el tetra­
decapóptido protegido H C-CO-Ser(Bzl)-Asn-Ala-Ala-Val-Asp-

v

(OBzl)—Thr(Bzl)-Ser(Bzl)-Ser(Bzl)-Olu(OBzl)-Ile-Thr(Bzl)- 
-Thr(Bzl)-Lys(Z)-OH dió'el tetradecapóptido acetilado H^C- 

25 -CO-Ser~Asn-Ala-Ala-Val—Asp-Thr*i>Seri-Ser—Glu—Ile-Thr—Thr—Lys~0H ,
En un aspecto ulterior de este invento se 

ha descubierto que varios de los póptidos intermediarios 
utilizados en la sintesis anterior de alfa, timosina y al- 
fa^ [Asn 3-timosina tienen actividad en la regulación, di­
ferenciación y función de células T, o sea30
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Glu-Lys-Lys-Glu-Val-Val-Glu-Glu-Ala-Glu-Asnj
v% *Asp-Leu-Lys-Glu-Lys-Lys-Glu-Val-Val-Glu-ZÍlaolSlu-

A* n *A
H C-CO-Ser-Asn-Ala-Ala-Val-AspTThr-Ser-Glu-lie-3 ■ *

Thr-Thr-Lys} y
HC-CO-Ser-Asp-Ala-Ala—Val—AGp—Xhr-Ser-Ser—Glu«»il!le
^ A * A 4*-Thr-Thr-Lys .
La alfa. timosina, alfa.. [Asn ] -timosináv -o i x  §

los nuevos oeta-, undeca- o tetradecapéptldos que forman* <p’a£ 
te del presente invento y sus sales aceptables en f arma'eS.a* - 
pueden administrarse a mamíferos de sangre caliente mediante 
aplicación parenteral ya sea por vía intravenosa, subcutánea 
o intramuscular. Estos compuestos son potentes agentes inrau- 
nopotenciadores con una dosis diaria en la gama de alrededor 
de 1 a 100 ng/lsg de peso corporal por día para administra­
ción intravenosa. Obviamente la dosis requerida variará con 
la condición particular que se trate, la gravedad del estado y 
la duración del tratamiento. Una forma de dosificación apro­
piada para empleo farmacéutico es 1 mg de alfa, timosina, al

2 ^ fa^ [Asn ]-timosina, o uno de sus fragmentos peptídicos antes
citados liofilizado para reconstituirse antes del empleo con
la adición de agua o solución salina estéril.

Se incluyen también dentro del alcance del -
presente invento las sales aceptables en farmacia de alfa-

2 ^ timosina, alfa^ [Asn ]-timosina, y sus fragmentos peptídicos
antes citados* Las sales apropiadas incluyen las sales sÓdi
ca o potásica con una base orgánica fuerte tal como guanidi-
na. Además, pueden incluirse en la preparación los contraio
nes de estos cationes tal como el cloruro, bromuro, sulfato,
fosfato, maleato, acetato, citrato, benzoato, succinato, ma~
lato, ascorbato y similares.
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Las abreviaciones aquí utilizadas tienen 
el significado siguieate: ,
Boo = t-butiloxiearboiiiloj Bzl=bencilo; DCC = diciclohexil- 
carbodiiraida; BMF « dimetilformanida; THF « tetrahidrofura-

j-j ' *',
no; HOSu =» H-hidroxisuccinimidaj Tritón B ■* solución nift'a- 
nólica al ¿,-0% de hidróxido de trimetilbencilamonio; IMíI. 
N-netil-morf olina J CHA » ciclohexilaminaj DCHA - diciclofjexi

/  - j  '  ‘*

laminaJ Z “ benciloxicarboniloj BMSO ■* sulf óxido de diiiiebi-
loj TFA “ ácido trifluoroacético} TLC • cromatografía úó'tja
pa delgadaj Et II <= trietilaainaj HOBT « 1-hidroxibenzotria- 3
ZOlt v •

Los ejemplos que siguen describen con de 
t a U e  la aínteaia de alfa1 ttoealna y alfa^Aan^-tia.oaina.

Si bien para la descripción de la slnte 
sis de alfa^ timosina y alfa^ -Asa ]-timosina se han utili­
zado grupos protectores específicos* queda dentro de la ex­
periencia del arte el utilizar grupos protectores equivalen 
tes en esta síntesis.
EJEMPLO 1
A»a). Se disolvió Boe-Asn-OH (11,0 g, 47,5 mmol)
en 200 cc de MeOH y se adicionaron 20 cc de agua»
Se tituló'la solución hasta pH 7,0 con una solución acuosa
al 20# de Cs.CO (alrededor de 55 cc)* * Se evaporó la mez- 

4 3 . _
cía hasta sequedad y se reevaporó el residuo por dos veces 
en BMF (120 cc cada vez, 452C)• El sólido blanco obtenido 
se agitó'luego con 8,9 g de bromuro de bencilo (52 mmol) en 
120 cc de BMP durante 6 horas. Con la evaporación hasta se 
quedad y tratamiento con un gran volumen de agua el producto 
solidificó inmediatamente» • Este se recogió por filtración 
. se disolvió en acetato de etilo, se lavó con agua, se secó 
sobre Ha2S0^, se evaporó hasta una masa sólida y se cristali

30



-  15

zó en acetato de etilo con éter de petróleo.
Rendimiento: 13,8 g (90,3$) de Boc-Asn-OBzlj punto de\fú- 
sién 120^122CCí [alfa]* 5 - -17,29® (c « 1, DMF) .D ♦ 1*

Se disolvió Boc-Asn-OBzl (13,7 g, 42,̂ 4,,
5 mmol) en 80 cc de THF y se trató con 500 cc de HC1 4H ̂  ’

en THF, Se dejó en reposo la mezcla durante 45 minutó^1' 
durante cuyo tiempo empezó a precipitar algo de productor 
Mediante el tratamiento con 1000 cc de éter se formó inM,

IL*diatamente un material sólido blanco. El producto se fil* 
10 tro, se lavó con éter y se secó sobre pellas de NaOH en^"

vacio. Rendimiento: 10,3 g (94$) de HC1 • H-Asn-OBzlpüñ 
to de fusión 122-126®C$ [alfa]^ ■ + 6,82®,
b) Se molturó finamente en un mortero de
mano H-Glu(0Bzl)-0H (7,0 g, 29,5 mmol) y luego se agitó 
con 8,88 g (32,3 mmol) de Boc-Ala-OSu durante 48 horas en 
250 cc de DMF en presencia de 6 cc de HMM. Se adicionó al 
go mas de HMM para mantener la mezcla reaccional ligeramen 
te ‘básica durante la reacción. Se evaporó el disolvente y 
se repartió el residuo entre 300 cc de acetato de etilo y 

20 500 cc de H20 conteniendo 2 cc de HgSO^ al 10$, Luego se
lavó la fase orgánica tres veces con agua, se secó sobre 
Ha^SO^ y se evaporó hasta sequedad. Se recogió el producto 
en un pequeño volumen de éter y se trató con un gran volu­
men de éter de petróleo,

25 Se obtuvo un sólido amorfo y blanco que re 
sultó homogéneo sobre TIC,
Rendimiento: 11,0 g (91,5$) de Boc-Ala-Glu(OBzl)—OH} punto 
de fusión 84-88®Cj [alfa]£ 5 « 8,08® (c - 1, DMF).

Se disolvió Boc-Ala-Glu(OBzl)-OH (10,4 g 
30 25,4 mmol), HC1*H—Asn—OBzl (6,56 g, 25,4 mmol) y HOSu

(5,9 g, 50,8 mmol) en DMF (250 cc, 0®C), Se adicionó DCC
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(5,7 g, 27,6 mmol) seguido inmediatamente de Bt^N (3,5 ce). 
Se agitó la mezcla a 02C durante 2 horas y luego a 25£C

• ,  edurante 40 horas en cuyo periodo se adicionó algo mas "de 
Et H de vez en. cuando' para mantener la reacción ligeraíáen 
te básica* Se separaron por filtración los sub-productofc
insolubles y se evaporó el filtrado hasta sequedad. -na

»

terial oleoso residual solidificó mediante el tratamiento
con agua* El producto bruto se recogió en CHC1-, se Iqyó

¿ \  - -con agua (3%) , se secó sobre I!s„S0. y se evaporó hasta ̂ velu # ¿  4
men reducido. . Se separó por filtración algo del sólido- t 
formado sobre y se evaporó hasta volumen menor o ̂ ',Algo
del sólido formado en esta fase se separó por filtración - 
(altamente contaminado con diciclohexilurea) y se trató el 
filtrado con éter de petróleo. Se obtuvo un producto cris­
talino.
Rendimiento: 8,0 g (51,4$) de Soc-Ala-Glu(OBzl)-Asn-03zlj 
punto de fusión 102-105£Cj [alfa]^ * 5 12,5$ (c —  1,DMF) .
c) Se molturó en un mortero de mano H-Glu(OBzl')- 
-0H (4, 74 g, 20 mmol) y  se agitó con Boc-Glu(OBzl)-OSu 
(0,7 g, 20 mmol) en DMF durante 36 horas en presencia de 
3,6 cc de BMJÍ. La solución subsiguiente se evaporó hasta 
formar un jarabe y se trató con agua. El precipitado oleo 
so se recogió en acetato de etilo, se lavó sucesivamente 
con HOAc al 5$ y agua (3 x), se secó sobre Utâ SÔ  y se eva­
poró hasta sequedad, lo que di5 14,03 g de v.n aceite iímpido. 
Este se dejó en reposo sumergido en éter de petróleo* El ■ 
aceite residual Boc-Glu(OBzl)-Glu(0Bzl)-0K pesó 10,2 g 
(90,0$).
La TLC indicó que el producto resultó homogéneo.
[alfa]*5» -7,592 (c = 1, DMF).•
d) Se trató Boc-Ala-Glu(OBzl)-Asn-OBsl(28,2 g; 46

30
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nuaol) con 1,1 litro de HC1 4N en IHP durante 1 hora* La eva­
poración del disolvente y ácido en exceso dejó un aceite que

y'1se evaporó dos veces mas con IHF fresco. El aceite residual 
se volvió un sólido cuando se trató con un gran volumen’*de 
éter» Se agitó el HCl«H-Ala~Glu(OBzl)-Asn-OBzl con Bo c-GÍu - 
(OBzl)-Glu(OBzl)-OH(25,6 g, 46 mmol), HOSu (10,6 g, 92 mí^l) 
y DCC (10,9 g, 53 mmol) en DMF (540 ce) a OGC durante 1 ho-

r»ra y luego a 25CC durante 48 horas* Se adicionó Et .H para
mantener la reacción ligeramente básica durante todo el^pe"’“o
riodo de tiesto (alrededor de 16 cc de Et^M en total)*
Los sub-productos insolubles formados se separaron por $£$7

tración y se evaporó el filtrado hasta sequedad*
El producto bruto se disolvió en CHCl^, se lavó con agua 
(3x), se secó sobre Na.SO y se evaporó hasta sequedad*
El producto solidificó cuando se trató con éter de petróleo* 
La recristalización en isopropanol dió 28,9 S (S9,8%) de Boc- 
-Glu(03zl)-Glu(OBzl)-Ala-Glu(OBzl)-Asn-OBzl; punto de fusión 
l69-175SCf [alfa]^ 5 » -ll,78C (c » 1, DMF),

Se trató Boc-Glu(OBzl)-Glu(0Bzl)-Ala-Glu- 
(OBzl)-Asn-OBzl (3,9 g, 3>48 mmol) con 15 ce de HC1 4H en 
THF durante 30 minutos. Empezó a formarse algo de producto 
cristalino. Se adicionó éter (210 cc) y el precipitado sóli 
do se recogió y lavó con éter. Se cristalizó el material - 
bruto en MeOH y éter* Rendimiento: 2,58 g (75,1%) de HC1*H- 
-Glu(OBzl)-Glu(OBsl)-Ala-Glu(OBzl)-Asn-OBzlj punto de fusión 
148-151«Cj [alfa]pS~ -3,65« (h - 1, DMF).
e) Se condensó 3oc-Val-0Su (12,6 g, 40 mmol)
y H-Val-OH (4,68 g, 40 mmol) en DMF (250 cc) durante 96 ho­
ras en presencia de 2 cc de Et H, Se adicionó ñas Et N cuan¿ 3 —
do fue necesario para mantener la reacción ligeramente bási-
ca* Se separó por filtración el material insoluble restan-

<1
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te y se evaporó el filtrado hasta sequedad (45fiC). Se re­
partió el residuo entre éter y K^SO^ diluido (alrededor del 
1$) y se lavé la fase orgánica con agua (3 ac), se secó sobre 
HajjSO^ y se evaporé hasta obtener un cristal espumoso• -El 

5 producto se cristalizó en éter y éter de petróleo. Rendi­
miento: 12,2 g (96,4$) do Boc-Val-Val-OH$ punto do fusión 
155-158SCJ [alfa]JS * + 1,102 ( 0 « 1, BMP).D • .. - -

Se trató Boc-Val-Val-OH (40,5 g 128 onol),,' » <
con 1,8 1 de HC1 4N en THF durante 60 minutos. La evapora 

10 ción para separar el ácido en exceso y el disolvente seguí
do de tratamiento con éter dió 34,5 S de HCl*H-Val-Val-Oíi • 
en forma de un .polvo blanco amorfo.
Se trató con Boc-Glu(OBsl)-OSu (55,6 g, 128 mmol) en 1 li­
tro de DMF durante 24 horas y en presencia de 54 ce de Et^H.♦O

15 Se filtró la mezcla reaccional para separar algo del mate­
rial insoluble y se evaporó el filtrado hasta sequedad. El 
residuo oleoso restante se recogió en EtOAc (1,51) y se la­
vó con HOAo al 5$ (2 x) seguido de agua (3 *)• Se seco la 
fase orgánica (Na.SO ) y se evaporó hasta sequedad, lo que 

20 dió un aceite claro incoloro que no cristaliza. Se disol­
vió asi en 3,2 1 de éter y se trató con CHA (17 ce) hasta 
que el pH de la mezcla fue de 7>,5. La sal sólida obtenida 
se recogió y recristalizó en MeOH y éter. Rendimiento:
*58,9 g (72,7$) de Boc-Glu(OBz)-Val-Val-0H*CHAj punto de fu- 

25 sión 158-16ÓSCj [alfa]^5= 33,412 (c = 1, MeOH).
Se suspendió 3oc-Glu(0Bzl)-Val-Val~0H.CHA 

(1,69 g, 2,66 mmol) en agua (40 ce) y acetato de etilo 
(40 cc) en un embudo separador cuando se adicionaron 4 ce 
de H.S0. 1 M. Después de vigoroso sacudimiento se disol-4U« V
vió el sólido y se lavó la fase orgánica varias veces con 
agua, se secó sobre Na2S0^ y se evaporó hasta obtener un

30
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aceite (1,45 g). El tripóptido libro asi obtenido se con­
densó luego con 2,58 g de HCl*H-Glu(OBzl)-Glu(OBzl)-Ala-Glu-

'  A  11 ^

(OBzl)—Asn—OBzl (2,61 mraol) en 15 cc de DMF en presencia"' de 
HOSu (0,612 e, 5»32 «mol), NMM (0,3 cc, 2,66 mnol) y DC€*- 
(0,63, 3,06 mnol) durante 1 hora a 0CC y 60 horas a 25'SCT.* 
Cuando fue preciso se adicionó mas HMM para mantener la^'reac 
ción ligeramente básica» „
Se formó un sub-producto insoluble que se separó por filtra 
ción y se evaporó el filtrado hasta sequedad (45fiC) • El^rje 
siduo oleoso restante solidificó cuando se trató con agu^í 
El sólido bruto se disolvió en DMF (50 cc) y precipitó <«0» 
MeOH (300 cc). Rendimiento: 2,25 g (58,7$) de Boc-Glu(OBzl)- 
—Val—Val—Glu(OBzl)—Glu(OBzl)—Ala—Slu(OBzl)—Asn—OBzlj punto 
de fusión 277-28OCCj [alfa]^ «  -12,43C (c «  1, DMF).

Este producto (0,72 g, 0,49 mmol) se hi­
drogenó sobre pd/BaSo^ al 5% (0,5 g) durante 3 horas a 3,4 
atm. en una mezcla de 40 co de DMF/30 cc de Me0H/2 cc de 
HgO, Luego se filtró la mezcla y el filtrado se evaporó has 
ta sequedad. Se trató a continuación con 5 cc de TFA duran 
te 30 minutos y el residuo obtenido, después de evaporación 
del ácido, se trituró varias veces con éter* El sólido 
blanco subsiguiente se recogió en agua (20 cc) y se liofilizó 
lo que dió 0,47 5 de producto bruto. El producto se cargó 
sobre una columna de 3 x 32 cm de una resina poliestirónica 
fuertemente básica (Bio-Rad AG1-4I 2) equilibrada con tampón 
de acetato amónico de pH 8,1 (HOAc al 2% llevado a pH 8,1 
con Mí^)• Se ©luyó la columna sucesivamente con 200 cc cada 
vez de HH^OAe pH 5,5 0,025 M, HOAc 0,025 M, HOAc 0,05 M, HOAc 
0,1 M, HOAc 0,25 M, HOAc 0,5 M, HOAc 0,75 M, HOAc 114. Se re 
cogieron fracoiones de 12 00 y el eluato de cada tubo se con 
troló mediante TLC, Las fracciones conteniendo el material
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deseado (tubos 225-229) se depositaron y liofilizaron dos 
veces, lo que dió 0,223 g (48,1$) de Glu-Val-Val-Glu-Glu- 
-Ala-Glu-Asn puro que resultó homogéneo sobre TLC y jelec- 
troforesis de papel.
f) Se agitó Boc-Lys(z) -OH (15 g, 39,5 mníól)
con HOSu (5,8 g, 50,5 mmol) y DCC (8,66 g, 42 nrnol) en ;
THF (250 cc) durante 3 horas. Se separó por filtración-un 
subproducto insoluble y se evaporó el filtrado hasta seque 
dad.. El jarabe residual (24,2 g) se trató con iso-propanol 
(150 cc) y éter de petróleo (150 cc) lo que dió un producto 
oleoso (21 g) que no cristalizó. El áster activo bruto Bóc- 
Lys(Z) -OSu se utilizó por tanto para condensación con.'H-Lys- 
(Z)-OH (10,6 g, 38 mmol) en DMF (250 cc) durante 72 horas - 
en presencia de 5,5 ee de Se adicioné ocaeio^lnen-
te mas Et N para mantener la mezcla reaccional agitada li-O
geramente básica. Luego se separó por filtración cierta - 
pequeña cantidad de material sin disolver y se evaporó el 
filtrado hasta sequedad (45£C)• El residuo oleoso restan­
te se trató con 1 litro de HOAc al 5$* El producto preci­
pitado se extrajo en acetato de etilo y se lavó la fase or­
gánica con agua, se secó sobre NagSO^ y se evaporó hasta ob 
tener un aceite. Este se cristalizó en acetato de etilo 
(300 cc) conteniendo DGHA (10 cc) como una sal. La recrista 
lización en MeOH y éter dió 22,7 g (72,5$) de Boc-Lys(z)- 
-Lys(2).-0H*DCHA$ punto de fusión 160-16200$ [alfa]^ = 2,210 

(c » 1, MeOH) .
Se repartió Boc-Lys(z)-Lys(Z)-OH DCHA (10 

g, 12,14 mmol) entre EtOAc (1 litro) y H.SO, 0,111 (1 litro) • 
Luego se lavó la fase orgánica con agua (3x), se secó sobre 
Na^SO^ y se evaporó hasta sequedad (7,9 g)* El ácido libre 
Boc-Lys (Z) -Lys (z) -OH, asi obtenido se trató con HC1 4N re­
cien preparado en THF durante 30 minutos.
Se evaporó (30CC) el disolvente y el ácido en exceso y se re
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-evaporó el residuo por dos veces coa I3P* El residuo res­
tante solidificó cuando se trató coa éter. La sal HC1»H~ 
-Lys(Z)-Lys(Z)-0H se recogió mediante filtración y ae. lavó 
varias veces con éter, lo que dió 6,7 g de polvo blanco.*1

o

Se disolvió en DMF (70 cc) , se enfrió en un baño de hieio
y se trató con Et^H (1,63 cc)seguido de Boc-Glu(OBzl)¿OSu!
(5*54 g» 12,76 mmol), vi'
Se agitó la mezcla a OfiC durante 1 hora y luego a 25fiC du-
rante 24 horas, Se adicionó mas Et II durante este tiempo3 ' í i
para mantener la reacción a aproximadamente pH 7*5.
Se adicionaron unos pocos cc de ácido acético para volvel” 
acfdica la reacción (pH 3*5) y se separó el disolvente-me­
diante evaporación • El residuo subsiguiente se recogío 
en EtOAc, se lavó con agua (3x), se secó sobre Na-SO. y 
se evaporó hasta sequedad cuando el producto empezó a soli- 
ficar. Este se trituró en éter y recristalizó en acetato de 
etilo. Rendimiento: 7,26 g (69,5$) de Boc-Glu(OBzl)-Lys(Z)- 
-Lys(z)—QHj punto de fusión 152-155®Cj [alfa]^“ -2,71£
(c —  1, XHF).
g) Se trató Boc-Glu(OBzl)-Val-Val~Glu(OBzl)-
-Glu(OBzl)-Ala-Glu(OBzl)-Asn-OBzl (1,7 g, 1,16 mmol) con 
THP (24 cc) durante 30 minutos*. Después de la evaporación 
del ácido en exceso (30GC) se trituró el residuo con éter.
Se lavó a fondo el polvo obtenido con éter y éter de petró 
leo y se secó sobre NaOH en vació, lo que dió la sal tri- 
fluoroacetato del octapéptido (1,71 g)• Luego se generó 
in situ el éster activo Boc-Glu(OBzl)-Lys(Z)-Lys(Z)-0Su me­
diante la agitación de Boc>£lu®Bzl)-Lys(Z)-Lys(Z)-0H (0,998 
g, 1,16 mmol), HOSu (0>16 g, 1,4 mmol) y DCC (0,274 g, 1*33 
mmol) en 15 ce de DMF a 0GC durante 3 horas. A esta solu­
ción conteniendo el éster tripeptidico activo se adicioné
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la sal octapéptidica CF^COOH.H-Glu(OBzl)-Val-Val-Glu(OBzl)- 
Glu(OBzl) -Glu (OBzl) -Ala-Glu(OBzl) -Asa^OBsl (1,71 g) junto 
coa 0,2. cc de Bt^N* . >■ '
Se adicionaron unas pocas gotas mas de Bt J  y DMF (15 cc)

* v

y se agité la mezcla durante 3 días a 25&C, se formé un se
■> ¿ *

mi-sélido gelatinoso* Este se acidificé con ácido acético 
y se traté con agua* El precipitado sólido blanco se reco- 
gié y lavé (H20, MeOH, éter), lo que dié 2,25 g de produc­
to bruto fundente a 310-3l3flC. Se disolvié en DMF y preci­
pité con MeOH. Rendimiento: 1,75 g (68,3$) de Boc-Glu.(03zl)- 
-Lys(Z)-Lys(Z)-Glu(OBzl)-Val-Val-Glu(OBzl)-Glu(OBzl)-Ala- 
-Glu(OBzl) -Asn-OBzl; punto de fusión 314-316CC; [alfa]^ m 
13,68c (c *= 1, DMSO); homogéneo sobre TLC*

Se disolvié Boc-Glu(OBzl)-Lys(Z)-Lys(Z)- 
-Glu(OBzl)-Val-Val-Glu(OBzl)-Glu(OBzl)-Ala-Glu(OBzl)-Asn- 
OBzl (0,5 g, 0,226 mmol) en 2 cc de TFA y se agité con 15 
cc de HP a OCC durante 15 minutos* Después de la evapora- 
cién del ácido en exceso (OCC), se disolvié el residuo en 
HOAc acuoso al 5%» se lavé con éter (3:0, se evaporó hasta 
volumen menor y se liofilizé, lo que dié 0,34 g de producto 
bruto* JBste se cromatografié sobre la columna de intercambio 
iónica' tal como se ha descrito anteriormente para el octa- 
péptido, lo que dié CF,13- g (42,1$) de Glu-Lys-Lys-Glu-Val-Val- 
-Glu-Glu-Ala-Glu-Asnj [alfa]^ 5 - -85,65* (c « 1, HgO). 
h) . Se condensé Bbc-Leu-OSu (4,0 g, 12,2

A

mmol) y H-Lys(Z)-0H (3,42. g, 12,2 mmol) en DMF (75 cc) duran 
te 48 horas en presencia de Bt^N (1,7 cc)• El pH de la reac 
ción se mantuvo a 7,5 con la adición'de Et J  periódicamente

O
como es usual* Se separé por filtración el material insolu 
ble restante y se evaporé el filtrado hasta sequedad* .
El vidrio espumoso subsiguiente se disolvió en éter

30
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(200 cc) y se trató la mezcla con 3 ce de OCHA para producir 
material cristalino que se recogió, lavó con éter y recrista 
lizó en MeOH y éter.. Rendimientos 5»7 S (69>5$) de Bqc,-Leu- 
Lys(Z)-OH,OCHA; punto de fusión 140-142*0; [alfa]^ “ -7,20* 
(c ■» 1, MeOH).

. \  í*

Se convirtió Boc-Leu-Lys(Z)-OH.DCHA 
g 4»4 mraol) en el ácido libre (repartido entre EtOAc y R2S0^ 
0,1 N) y se trató el aceite incoloro obtenido (2,2 g) con."!
HC1 4-Ií en THf (40 cc) durante 30 minutos. Se evaporó clfSqi 
do en exceso y el disolvente (30*C) y se trató el residuo *

• ^  *5con éter. El aceite restante se disolvió en éter y se eva-**' *

poró por dos veces mas con éter fresco.
Luego se agitó el residuo con Boc-Asp(0Bzl)-0Su (1,85 g, 4,4 
rnrnol) en presencia de Et N (1,85 cc) durante una noche,«5
Luego se evaporó la mezcla reaccional hasta sequedad lo que 
dió un residuo oleoso que se recogió en acetato de etilo, se 
lavó con agua (3x), se secó sobre Na^SO^ y se evaporó de 
nuevo hasta sequedad. El producto bruto así obtenido se cris 
talizó en acetato de etilo y éter de petróleo y dió 1,52 g 
(49,62) de Boc-Asp(OBzl)-Leu-Lys(Z)-OH puro; punto de fusión 
109-lllCCj [alfa]£S - -16,14* (c - 1, BMP).

Se trató Boc-Glu(OBzl)-Lys(Z)-Lys(Z)-Glu—
(OBzl)-Val-Val-Glu(OBzl)-Glu(OBzl)-Ala-Glu(OBzl)-Asn-OBzl 
(1,2 g, 0,545 mmol) con 35 cc de TFA durante 30 minutos. Se 
evaporó rápidamente el ácido en exceso y se trituró el resi 
dúo con éter varias veces para obtener 1,2 g de un decapép- 
tito TF A-sal en forma de un polvo blanco. Este se disolvió 
en una mezcla de DMF (5 cc) y DMSO (2 cc) y se trató con Boc- 
-Asp(0Bzl)-Leu-Lys(z)-0Su generado in situ mediante la agita­
ción de Boc-Ásp(OBzl)-Leu-Lys(Z)-OH (0,381 g. 0,545 mmol) con 
H0Su(0,X26 g, 1,1 mmol) y DCC (0,124 g, 0,599 mnol) en 3 cc«de
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DMF a OSc durante 3 horas. Se agité a OSC, durante 2 horas
la mezcla conteniendo el áster de tripoctido activo y el un-
decapéptido y luego a 252c durante 3 dias en cuyo período -
se adicioné, de vez en cuando Et U para mantener el pH ligaran ' 3
mente básico. Se formé una substancia gelatinosa. Se tri­
turé con HOAc al 5$ y el sélido blanco resultante se filtré 
y lavé con agua, MeOH y éter, lo que dió 1,28 g de material 
bruto fundente a 325-32620. La reprecipitacién en DMF/BMSO 
(10 cc/5 ce) y MeOH (2 3 0 cc) dié 1,22 g (80,2$) de 3oc-Asp- 
(OBzl)-Leu-Lys(Z)-Glu(OBsl)-Lys(Z)-Lys(Z)-Glu(OBsl)-Val-Val- 
-Glu(OBzl)-Glu(OBzl)-/JLa-Glu(OBzl)-Asn-OBzlj punto de fusión 
326-327SC} [alfa]p5 *= -15,71fi (c = 1, DMF/DMSO).

Este producto (1,128 g, 0,404 mmol) se 
mezclo con 7 cc de anisol y se trató con 25 cc de HF anhi­
dro a OSC durante 15 minutos. Se evaporé el ácido en exce­
so (OSC y se repartió el residuo restante entre éter y agua.
Se lavó la fase acuosa dos veces con éter, se evaporé hasta 
la mitad del volumen original y se liofilizé lo que dié 0,69 
g de material bruto.
Este se croaatografió en la forma anteriormente, descrita para 
el octapéptido. El material eluido en los tubos 101-120 
se recogió y liofilizé, .lo que dié 0,25 g de producto que 
demostré estar ligeramente contaminado con impurezas secun­
darias. Este se recromatografió por tanto en la misma colura 
na para obtener 0,155 g (22$) de Asp-Leu-Lys-Glu-Lys-Lys- 
-Glu-Val-Val-Glu-Glu-Ala-Glu-Asn puro., La electroforesis de 
papel indicó que era homogéneo, [alfaj^ *° -86,2 7- (c = 1,
HC1 0,UJ).
B.a) Se disolvió H-Ser(Bzl)-0H (18,6 g, 95,4 aniel)
en 45 cc de Tritón B, se evaporé hasta sequedad y el residuo 
se reevaporé dos veces con DMF (100 cc cada vez) •
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Luego se agitó el residuo ooa AcOSu (16,9 g , ’93,4 amol) en 
150 cc de DMF durante 20 horas# De vez en cuando se adido 
nó N-metil-mor£olina para mantener la reacción ligeramente 
básica# Se separó el disolvente y a la extracción del pro­
ducto en EtOAc le siguió el lavado con pequeños voldmenes 
de HOAc al 10% y H^O (el producto es acuosoluble, utili^aA- 
do un pequeño volumen de H^O)• El secado sobre NagSO^ y^evg 
poración hasta sequedad de nuevo dió un aceite claro (14,5 S» 
Ac-Ser-(Bzl)-OH)# El compuesto no cristalizó# Se disolvió 
por tanto en una mezcla de 300 cc de MeOH y 30 cc de HgC/* 
se tituló a pH 7,0 con Cs.CO, al 20% y se evaporó hasta <5b— 
tener una masa sólida# La sal se reevaporó dos veces nías,, 
con DMF y se agitó con bromuro de bencilo (15,4 g, 91 mmol) 
en 250 cc de DMF durante 18 horas# Con la evaporación del 
disolvente se recogió el residuo en H^O (600 cc) y el pro­
ducto oleoso formado se extrajo en EtOAc# Este se lavó con 
HgO, se secó sobre Na2S0^ y se evaporó hasta obtener un ja­
rabe que con siembra cristalizó inmediatamente*
Se recristalizó en EtOAc y éter de petróleo, lo que dió 
10,42 g (32,2% en global) de H^C-CO-Ser(Bzl)-OBzlj punto 
de fusión 89-91fiC#

Se disolvió H C-C0-Ser(Bzl)-0Bzl(2,2 g, 6,73 mmol)
ó

en 75 cc de EtOH y se agitó suavemente con 5 cc de HgNHHg 
durante una noche# Se separó por filtración algo de mate­
ria insoluble precipitada y se evaporó el filtrado hasta 
obtener un aceite que solidificó cuando se trató con éter 
El producto se recristalizó en un reducido volumen de EtOH 
y éter, lo que dió 1,40 g (82,8}?) de H.CO-Ser(Bzl)-HHMEL} 
punto de fusión 128-1302C} [alfaj^ “  +  5,802 (c *  1 ,  MeOH)#
b) Se disolvió L-alanina (3,57 g, 40 mmol) en 18,8
cc de Tritón B (40 mmol), se evaporó hasta sequedad, y el



residuo oleoso se reevaporó dos veces con DMF (30 cc 
cada vez)* Se agitó la sal obtenida con 11,45 S de Boc- 
-Ala-OSu (40 mmol) en 40 cc de DMP, con la adición de'Á 
cc de HMM, durante 20 horas* Se separó-el disolvente y 
se recogió el residuo en HOAc al 10$ (100 cc). Se extra­
jo el producto en EtOAc (4x100 cc), se lavó dos veces con 
un pequeño volumen de H^O, se secó sobre Ha^SO^, se evap_o 
ró hasta pequeño volumen, y se trató con éter de petróleo 
hasta'se volvió'turbio* Con el almacenamiento en el refrd 
gerador durante una noche se foraó un producto cristalino* 
Rendimiento: 8,2 g (76,3$) de Boc-Ala-Ala~0Hj punto de fu 
sión 115-118fiC,

Se trató Boc-Ala-Ala-OH (36,2 g, 139 mmol) 
con 3 litros de HC1 4U en THF durante 30 minutos. La eva­
poración y elaboración final como es usual dió una masa - 
oleosa que solidificó cuando se trató con éter*
El producto se recristalizó en metanol con óter, lo que - 
dió 9,1 g (33,3$) de HCl.H-Ala-Ala-OH; punto de fusión 
209-211CC.

Se disolvió HC1*H-Ala-Ala-OH (2,36 g, 12 
mmol) en 20 cc de DMF, se enfrió en un baño de hielo, y se 
trató con 1,68 cc de Et II (12 mmol) seguido de Boc-Asp (OBzl) -

V

-OSu (12 mmol), Se agitó suavemente la mezcla a 0SC duran 
te 2 horas y luego a 25£C durante una noche en cuyo tiempo 
se adicionó, en pequeñas proporciones, un equivalente mas 
de Et„II (12 mmol), manteniendo el pH de la reacción próxi-

w

mo a 8,0. Se adicionaron unos pocos cc de HOAc y la mez­
cla acidificada se evaporó hasta sequedad* El producto 
formado se extrajo en EtOAc, se lavó con H^0 (3 veces), ce
secó sobre Ha.SO., y se evaporó hasta tan residuo oleoso 

2 4
(6 g)* Este se disolvió en EtOAc y se tituló a pH 8,0 con
DCHA
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Precipitó la sal cristalina y se recristalizó en iso-propa- 
nol y éter de petróleo, lo que dió 5,1 g (65,7#) de Bóc-Asp» 
(OBzl) -Ala-Ala-OH,DCHAj punto de fusión 138-141*j [alfaj¿>5 - 
-13,33fi (c - 1, MeOH). ! '

*« -v ,*»

Se repartió Boc-Asp(OBzl) -Ala-Ala-OH.-.
« 3  •** .a

DCHA (3,5 g, 5,4 mraol) entre 500 ce de EtOAc y 350 ce deFLOr> 2
conteniendo 10 ce de H^SO^ al 10$. Se extrajo la fase~a¿üo~ 
sa una vez mas con EtOAc (2 SO ce) y la fase de EtOAc cojnjv̂ ia 
da se lavó dos veces con H^O, se secó sobre Na^SO^, y s^t^va- 
poró hasta sequedad, dejando un sólido vitreo de Boc-Asp-^ 
(OBzl)-Ala-Ala-OH (2,5 g) • Este material se trató con 2(Sd?•O ~ í>
cc de HC1 4N recien preparado en THP durante 30 minutosVsb 
evaporó a 32®C hasta un jarabe, y se re-evaporó dos veces 
mas con THF, El residuo oleoso se solidificó cuando se tra­
tó con éter. Este HCl,H-Asp(OBzl)-Ala-Ala-OH (1,93 g, 4,83 
Rimol) se utilizó luego en la siguiente reacción que implica
acoplamiento de azida con H C-CO-Ser(Bzl)-N. que se preparó3 3
a partir de 1,24 S de H C-CO-Ser(Bzl)-BNNH (4,9 maol) en3 2
25 be de BMP (-25*C) con 7,42 cc de HC1 3,3 N en THP (24,5 
mmol) y se agitó 0,99 cc de i-amilnitrito (7,35 mmol) a -30CC 
durante 30 minutos. La solución azidica preparada se enfrió 
hasta -35eC, se mezcló con 4,1 cc de Et.N y luego se trató 
con el polvo blanco de HC1 H-Asp(OBzl)-Ala—Ala-OH (1,93 g) 
preparado tal como se ha expuesto anteriormente*
Se agitó la mezcla a -20£C durante 30 minutos y luego a 4fiC 
durante 2 días. Se adicionó algo mas de Et N para mantenerO
la reacción ligeramente básica. La elaboración final usual 
dió una masa cristalina que se recristalizó en THP y éter de 
petróleo, lo que proporcionó 1,85 g (65,6$) de H^C-CO-Ser- 
(Bzl)-Afip(OBsl)-Ala-Ala-OH¡ punto de fusión 167-170CC} [alfa]^ 5 

» -18,91^ (c - 1, DMSO).



disolvió HgC-CO-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-Ala-Ala- 
OH (0,825 g, 1,41 mmol) en 4 ce de DMF y se enfrió hasta O^C 
en un baño de hielo. A la solución se adicionó H^NNH^ .(54,3 
mg; 1,69 mnol) seguido de HOBT.H^ (0,475 g, 3,10 mmol) y.
DCC (0,32 g, 1,55 raraol). Se ajustó la mezcla a pH 7,5 con 
BMM y se agitó a 0®C durante 2 horas seguido de 17 horas- a’ 
25CC. Durante este tiempo la mezcla reaccional se volvió ’un 
gel. Se diluyó con MeOH y se recogió el material sólido , v.gs 
tante sobre un filtro de succión y se lavó a fondo con-MeOH, 
éter y éter de petróleo, lo que dió un material fundente a- 
229-232CC. Luego se precipitó el producto en DMF y MeOH,'lo

/  ■' J x*

que dió 0,51 g (61,0$) de H0C-CO-Ser(Bzl)-Asp-(OBzl)-Ala-Ala-
• punto de fusión 230-232SCj [alfa]^ =* -17,94fi (c = 1, 
DMSO) .
c) Se agitó durante una noche y en presencia de
Et.N (2,3 ce, 165 mmol) H-Glu(OBzl)-OH (39,4 g, 166 mmol) con

Ó
Boc-Ser(Bzl)-OSu (65*0 g, 166 mmol) en 900 cc de DMF. Se a-
dicionó mas Et N durante este tiempo para mantener la mezcla 

0
reaccional ligeramente básica. Se evaporé la solución límpi­
da hasta sequedad y se repartió el residuo oleoso entre

• EtOAc(l,5 litro) y HOAc al 5$ (2 litros). Se lavó la fase 
orgánica con HgO (2 veces), se secó sobre NagSO^, y se concen 
tró hasta un aceite límpido (90,0 g que se recogió en 3 li­
tros de‘éter y se trató con 25 cc de ciclohexilamina.
El sólido formado se recristalizó en MeOH y éter. Rendimien 
tos 76,2 g'(74*8$) de Boc-Ser(Bzl)-Glu(0Bzl)-0H.CHAj punto 
de fusión 154-156,580; [alfa]* 5 - +6,32C (c = 1, MeOH).

Se suspendió Boc-Ser(Bzl)-Glu(OBzl)-OH.CHA 
•(76,2 g 124 mmol) en una mezcla de 1,5 litros de H^O y 1,5 
litros de EtOAc. A esta mezcla se adicionó H„S0 al 10$ has 
ta que se volvió ácida (PH de 2,5 aproximadamente) y se di­
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solvió el sólido* Se lavó la fase orgánica conteniendo el 
ácido libre dipeptídico con H 0 (2 voces), se secó, y s e ’eva 
poró hasta sequedad, lo que dejó un aceite claro (68,5"g).

•5 •> a

Este se trató con 3 litros de HC1 4,1 Ií recien preparado’ en TO *» i
THF durante 45 minutos y se evaporó hasta obtener un reháeiuo 
oleoso que se re~evaporÓ dos veces mas con THF. El residüó 
(HCl.H-8er(Bzl)-Glu(0Bzl)-0H) se disolvió en DMF (500 cc) ̂ \ 
se enfrió hasta 02C, y se trató con Boc-Ser (Bzl) —OSu (48., 66’,

"■ ^ i

g, 124 mmol) , seguido inmediatamente de 27 ce de Et.K* S e »
3 *■ -i ̂ ■*

agitó la mezcla durante una noche a 25®C en cuyo periódo de 1
•»*»-**<

tiempo se adicionó ocasionalmente mas Et^N para mantener la'' 
mezcla reaccional ligeramente básica* Se separó por filtra­
ción algunas pequeñas cantidades de materias insolubles y se 
evaporó el filtrado hasta obtener un aceite que se recogió 
en EtOAc, se lavó con HOAc al 5% y H^O, se secó sobre Na2S0^ 
y se evaporó de nuevo hasta sequedad. El producto se crista 
lizó en EtOAc con éter de petróleo. Rendimiento: 71,8 g - 
(83,7/2) de 3oc-Ser(Bzl)-Ser(Bzl)-Glu(0Bzl)-0H; punto de fu­
sión 112-11320} [alfajjj5 « + 17,912 (c « 1, THF).

Se trató Boe-Ser(3zl)-Ser(Bzl)-Glu~(0Bzl)~0H (71,6 
g, 104 mmol) con 2,7 litros de HC1 3,9 N recien preparado en 
THF durante 45 minutos. Se evaporó la mezcla hasta sequedad 
y se evaporó el residuo por dos veces más con THF hasta obte 
ner una masa sólida (59,3 g} punto de fusión 161-l65fiC). Se 
recogió y lavó con éter y se agitó en 500 ce de IMF con Boc- 
-Thr(Bzl)-0Su (38,2 g, 94 mmol) en presencia de Et^N (25 cc) 
a 02C durante 1 hora y luego a 25fiC «tirante 15 horas. Se adi 
cionó mas Bt^N (14,5 cc)en varias porciones durante este tiem 
po para mantener la mezcla reaccional ligeramente básica. Se 
separó por filtración algo de la materia insoluble formada y 
se evaporó el filtrado hasta obtener un aceite que se disolvió 
en Et0Ac(l,5 litro), se lavó con HOAc al 5$, H20 (2x), se se-
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có sobre Na-SO. y se evaooré hasta obtener una masa sólida* 2 4
El producto recristalizado en BtOAc y éter de petróleo dió

$

64,8 g (78,1$) de Boc-Thr(Bzl)-Ser(Bzl)-Ser(Bzl)~Glu(OBzl)- 
OHj punto de fusión 115-UBCCj [al£a]J5 - + 11,64a (c - i, 
DMSO) .

Se trató Boc-Thr(Bzl)-Ser(Bzl)-Ser(Bzl)-Glu-.. 
(OBzl)-OH (54,5 g, 61,7 mnol) con HC1 en THP (1,5 litros;
4,1N) y se procedió a la elaboración final como es usual 
para obtener HC1*H-Thr (Bsl)-Ser(Bzl) -Ser (Bzl) -Glu(OBzl) -Olí 
(46,3 g, 56,6 nmol) en forma de un polvo blanco* Luego se 
agitó en DMF (500 cc) con Boc-Asp(0Bzl)-0Su (23,7 g, 56 imaol) 
a 0CC durante 2 horas en presencia de Et J  (16 cc)• Se agí- 
tó adicionalmente la mezcla a 25&C durante 15 horas en cuyo 
tiempo se adicionaron 7,4 cc mas de Et^N* EL producto so elaboró 
como es usual y cristalizó en CH2C12 y éter de petróleo'. 
Rendimiento: 50,35 g (82,7$) de Boc-Asp(OBsl)-THr-(Bzl)- 
-Ser(Bzl)-Ser(Bzl)-Glu(CBzl)-OH; punto de fusión UX-113fiCj 
[alfa]JS = +7,21S (c - 1, DMS0).

Se desprotagió Boc-Asp(OBzl)-Ehr(Bzl)-Ser(Bzl)- 
-Ser (Bzl) —GXu(OBzl) -OH (50,0 g, 46 nmol) 
con HC1 (4,15 M) en THF y la elaboración final en la forma 
usual dió 45,4 S de sólido blanco. Se disolvió en THF (1,5 
litros) y se trató con éter (7 litros)* Con el reposo a 
OfiC durante una noche se obtuvo un polvo blanco (44,0 g, 
punto de fusién 179-l84sC)» Parte de este material, HCl.H- 
-Asp(OBzl)-Thr( Bzl) ~S er ( B si) -5 er (B zl)-Glu(OBzl)-OH (43,7 g, 
42,7 ramcl), se disolvió luego en 500 cc de DMF, se enfrié 
hasta OCC, y se traté con Boc-Val-OSu (15,4 g, 49 mnol) y 
Et^N (10 cc). Se agité la mezcla durante 15 horas durante 
cuyo tiempo se adicioné mas Et^H (7,9 cc) en varias porciones 
manteniendo la mezcla reaccional ligeramente básica. Se se

30
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paré por filtración la materia iasoluble y se evaporé el fil 
irado hasta sequedad. El residuo oleoso se disolvió en ’ -i”
CH2C12, se lavó eon HOAc al 5#, H^O, se secó sobre Ha2SG, y 
se evaporó hasta un volumen menor (0,5 litro) cuando se 't£a~ 
tó con éter de petróleo. Con el reposo durante la nocho^el 
producto cristalizó lentamente# Este se recristalizó ení” 
THF e iso-propanol, lo que dió 26,3 g (51,4# de Boc-Valr, - 
Asp(OBzl)-Thr(Bzl)-Ser(Bzl)-Ser(Bzl)-Glu(OBzl)-OHj punto de* 
fusión 174-177eCj [alfa]^ 5 « +0,84«# (c « 1, THF)•

Se disolvió Boc-Val-Asp(OBzl)-Thr(Bzl)-Ser-, ̂ , 
(Bzl)<-Ser(Bzl)-Glu(OBzl)-OH (13,0 gj 10,94 mmol) en DMF 
(50 cc), se enfrió hasta 02c, y se trató con (0,421

gj 13,14 mmol), HOBT (3,688 g$ 24,1 mmol), y DCC (2,48 gj
12.04 mmol). Luego se adicionó HMM hasta que la mezcla reac 
cional mostró un pH de 7,5# Se agitó la mezcla durante 18 
horas y se filtró para separar los sub-productos insolubles# 
Se evaporó el filtrado hasta sequedad y se trató el residuo 
con H20# El sólido formado se recogió y cristalizó en BMP
e iso-propanol, lo que dio 8,7 S (66,4#) de Boc-Val-Asp(OB-
zl)-Thr(Bzl)-Ser(Bzl)-Ser(Bzl)-Glu(OBzl)-HNHH» J punto de fu-

2e ¿
sión 215-218CCj [alfa]*3*» + 7,62C (c « 1, DMSO).
d) Se trató Boc-Thr(Bzl)-Lys(Z)-OH (14,0 g,
24.5 mmol) con 500 cc de EC1 4,0 lí en THF durante 30 minutos, 
se evaporó hasta sequedad, y se re-evaporó dos veces con
THF fresco# El residuo oleoso solidificó cuando se trató con 
éter# El polvo seco (11,4 g, 21,6 mmol) de la sal-clorhi­
drato dipeptidica se disolvió luego en 140 cc de DMF, so 
enfrió hasta OCC, y se trató con Boc-Thr(Bzl)-OSu (8,8 g,
21.6 mmol) seguido de 3,5 cc de Et^N, Se adicionaron unas 
pocas gotas de Et.N para mantener una condición ligeramente

v

básica mientras se agitaba la, mezcla durante 24 horas mas



a 25fiC. Sq acidificó con, S ce de HOAc y luego se diluyó 
con un gran volumen de agua* Se recogió el producto bruto 
sólido precipitado, se disolvió en EtOAc, se lavó con 
se secó sobre Ua^SO^ y se evaporó hasta sequedad, dejando 
una masa sólida y vitrea. La cristalización en EtOAc y 6™ 
ter de petróleo dió 13,8 g (83,7$) de Boc-Thr(Bzl)-Thr(S- 
zl)-Lys(z)-OH; punto de fusión 110-11260; [alfa]^5 = +19Í4S6 
(c « 1, EtOAc).

Se trató Boc-Thr(Bzl)-Thr(Bzl)-Lys(Z)-OH 
(41,5 g, 54 cttnol) con 500 cc de HC1 3,55 H recien prepara­
do en THF durante 25 minutos y se evaporó hasta obtener un 
jarabe que se re-evaporó dos veces con THF fresco. El re­
siduo oleoso solidificó cuando se trató con éter. Este se 
recogió y lavó con éter, lo que dió 37,4 g de la sal cior 
hidrato bruta del tripéptido, se disolvió en 500 cc BláF, 
se enfrió hasta 0&C, y se trató con Boc-Ile-OSu (17,4 g, 53 
nunol) , seguido de 16 cc de Et IT» Se agitó la mezcla a 25fiCO
durante una noche en cuyo tiempo se adicionó mas Et^ií en 
pequeñas porciones (6,2 cc en total) para mantener un esta­
do ligeramente básico. Se filtró la mezcla resultante y 
se evaporó el filtrado hasta obtener un aceite que se extrajo, 
en. EtOAc, se lavó con HOAc al 5%f HgO, se secó sobre Na^SO^., 
y se evaporó^ lo que dió un aceite amarillento.' Este Se cris 
talizóen EtOAc y éter de petróleo. El sólido bruto así ob 
tenido (39,6 g, punto de fusión 140-142£C se encontró conta 
minado con varias impurezas poco importantes.' El material 
se cromatografio luego en una columna de gel de sílice (70- 
-230 mallas, 4,7 x 67 cm) utilizando en calidad de eluyente 
CHCl^/MeOH (95*5, v/v). Las fracciones conteniendo el pro­
ducto deseado (controlado mediante TCl) se depositaron y 
se evaporaron, lo que dió un producto oleoso que se crista-
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lizó en CHCl^ y é;ber de petróleo. Rendimiento: 19,1 g 
(41,25?) de Boc-Ile-Thr(Bzl)-Thr(Bzl)-Lys(Z)-OHj punto de \

O í  H ° »
fusión l44**14ófiCj [alfa]^ •** +2,402 (c « 1, CHCl^) •

Se trató Boc-Xle-Thr (Bzl) -Thr (Bzl) -Lys ( Z) „ 
-OH (0,439 gf 0,496 ramol) con HC1 4N en THF durante 30 mihu 
tos y se procedió a la elaboración final en la forma usual, 
lo que dió 0,39 g de Í-IC1.H-Ue-Thr(Bzl)-Thr(Bzl)-Lys(Z)-0Ho\ 
Luego se disolvió Boc-Val-Asp(OBzl)-THr(Bzl)-Ser(Bzl)-Ser- ■» 
(Bzl) -Glu(OBzl) -HíJI'IHg (0,59 g, 0,492 mmol) en 6 ce de DMf,  ̂
se enfrió hasta -25SC, y se trató con 0,57 cc de HC1 4,3 B[,ea ̂'í nTHF (2,46 mmol) seguido inmediatamente de 0,1 cc de i-amil-" 
nitrito (0,74 raraol) • Después de agitación -202 - -25®C du­
rante 30 minutos se hizo descender la temperatura hasta - 
-35flC al tiempo que se adicionaban 0,42 cc de Et^ll y HC1.H- 
-Ile-Thr(Bsl)~Thr(Bzl)-Lys(z)-OH (0,39 g, preparado antes).
Se agitó la mezcla a -20&C durante 30 minutos y luego a 42c 
durante 43 horas, en cuyo tiempo se adicionó de vez en cuan­
do Et II para mantener el plí alrededor de 7,5. Luego se dilu

• v

yó la mezcla con 250 cc de HOAc al 5% y el producto sólido 
formado se recogió y lavó con H_0, MeOH, éter, y se secó so-

0

bre pellas de IlaOH en vacio, lo que dió 0,82 g de material 
bruto (punto de fusión 244M254fiC). Este se disolvió en 
DMSO y precipitó con la adición de MeOH. Rendimiento:
0,698 g (81,7/2) de Boc-Val-Asp(OBzl)-Thr(Bzl)-Ser(Bzl)-Ser 
(Bzl)-Glu(OBzl)-Ile-Thr(Bzl)-Thr(Bzl)-Lys(Z)-QHj punto de
fusión 268—2712C.

Se enfrió a —202C H_C—CO—Ser(Bzl)—Asp(GBzl)—O
Ala-Ala-HIJHH^ (0,408 g, 0,68 mmol) suspendido en 10 cc de 
DMF y se trató con HC1 5,43 H recién preparado (0,627 cc, 
3,4 mmol) seguido de i-amilnitrito al 10/? en DMF (1,39 cc 
1,03 mmol). Después de agitación durante 30 minutos se en-
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frifi hasta -30CC al tiempo que se adicionaban Et^M (0,476 

co, 3,4 mmol) seguido de la sal TFA del decapéptido H-Val- 
Asp(OBsl) -Ihr(Bal) -Ser (Bal) -Ser (Bal) -Glu(OBsl) -Ilo-THr~(Bsl) - 
-Thr(Bal)Lya(2)-OH (1,334 S, 0,68 mmol).

Se agitó la mezcla a -202C durante 30 minu 
tos y luego a 4CC durante 5 dias en cuyo periodo de tiempo

4

se adicionó mas Et íl y DMSO para mantener la mezcla reaccio
O  - i  v -

nal en un estado ligeramente básico y para preservar la forma
5

ción de gel. Se virtió la mezcla reacciona! en HOAc al 5%
(300 cc) y se recogió el precipitado sólido formado, se lavó 
con H^O, MeOH, éter, y se secó, lo que dió 1,49 E de material 
fundente a 296—2992C« B! producto se reprecipito en DMSO con 
MeOH. Rendimientos 1,40 g (85,37$) de H_C-C0-Ser(Bzl)-Asp- 
(QBzl) -Ala-Ala-V al-Asp (OBzl) -Thr (Bzl) -Ser (Bzl)~Ser (Bzl>Giu>-(0Bsg 
lle-Thr(Bzl)-Thr(Bzl)-Lys(S)-OHj [alfa]^5 = +6,37® (c = 1,
DMSO).

El tetradecapéptido obtenido (1,35 g, 0,558 
mmol) se agitó con HOBT.H^O (0,188 g, 1,23 mmol) durante u- 
aos pocos minutos en una mezcla de 15 ec de BMF y 15 cc de 
DMSO. Luego se enfrió la mezcla en un baño de hielo al tiera 
po que se adicionaba DCC (0,126 g, 0,614 mmol) y se prosi­
guió la agitación durante 24 horas a la misma temperatura.
En un matraz separado se trató Boc-Asp(OBzl)-Ley-Lys(Z)-Glu- 
(OBzl)-Lyc(s)-Lys(z)-Glu(OBsl)-Val-Val-Glu(OBsl)-Glu(CBzi)
—Ala-Glu(OBzl)-Asn-OBsl (4,0 E, 1,42 mmol) con 40 cc de TFA 
durante 25 minutos y la sal de TFA del tetradecapéptido subsi 
guíente se precipitó rápidamente con la adición de un gran 
volumen de éter. El sólido formado se recogió y lavó a fon­
do con éter, lo que dió '3,74 g de polvo blanco (sal de TFA 
del tetradecapéptido C-terminal). . Parte de este material 
(i, 567 g, 0,5583 mmol) se adicioné al éster activo derivado
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del tetradecapéptido amino-t ermina1 tal como fie ha prepara 
do anteriormente en una aezcla de DMF-DMSO. Se adiciona** 
ron unac pocas gotas de H#I para llevar el plí de la mezcla
reaccional a 7,5-8,0, y se prosiguió la agitación durante

1 *1 *

1 hora a O^C y luego durante 5 días a 25fiC. Luego se vLfy
tié la mezcla reaccional en 1,5 litro de ácido acético al *

■>

5í2. El producto precipitado se lavé a fondo coa HgO, Metía 
y éter lo que dié 2,21 g del producto deseado, H^C-CO-SjanJ, 
(Bzl)-Asp(OBzl)-Ala-Ala-Val-Asp(OBzl)-Thr(Bzl)-Ser(Bzl)- ; %

\ a-'
-Ser(Bzl)-Thr(Bzl)-Ile-Thr(Bal)-Thr(Bzl)-Lys(Z)-Asp(OBzl)- ’ 
Ley-Lys(S)-Glu(0Bzl(-Lys(2)-Lys(z)-Glu(OBzl)-Val-Val-Glu-,,,
(OBzl)-Glu(03zl)-Ala-Glu(OBzl)-Asn-OB zl, fundente sobre 
3002C,

Se disolvió el octacosapéptido protegi­
do (2,21 g, 0,435 inmol) en 8 cc de TFA, se mezcló con 4 ce 
de anisol y se agitó con HF anhidro a O^C durante 30 minu­
tos, Se separaron los ácidos a 0SC (destilación en vacío) 
y se disolvió el residuo sólido que quedó en 200 cc de Ho0, 
se lavo dos veces con éter, ce evaporó hasta la mitad del 
volumen y se liofilizó, lo que dio 1,1 g de producto bru­
to. Este se purificó pasando a través de una columna Sepha 
de:: G-10 (3 se 80 cmjHOAc 0,2M) y luego una columna DEAE- 
Sephadex^ (3 3: 75 cía) eluyéndose con concentraciones en 
aumento de acetato amónico (pH 7»0, 0,025 M, 0,25M) seguido 
de ácido acético diluido» Se depositaron las fracciones - 
conteniendo el material deseado y se liofilizaron, lo que 
dió 0,281 g de li^C-CO-Ser-Asp-Ala-Ala-Val-Asp-Thr-Ser-Ser-Glu- 
-Ilo-Thr-Tfcr-Lys-Asp-Leu-Lys-Glu-Lys-Lys-Glu-Val-Glu-Glu- 
-Ala-Glu-Asn (alfa^ timosina) en forma de un polvo blanco 
amorfo.

Con el enfoque Isoeléctrico de gel de 
acrilaaida el material sintético migra de idéntica forma
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que la alfa^ timósina natural aislada de la glándula tino 
bovina (Proc. Hat!, AcacL. Sci. (USA), 2Á * (1977))*
EJEMPLO 2,

Se disolvió Boc-Ala-Ala-OH (7,23
g, 27,8 mol) en una mezcla de 200 cc de Me OH y 20 cc do
Se adicionó solución de Cs„C0 (acuosa al 20$) hasta que el" 3
pH alcanzó 7,0 (alrededor de 30 cc) y se evaporó la solu­
ción neutra resultante hasta sequedad. El residuo se re­
evaporó dos veces con DMF (150 cc) y el sol: lo gelatinoso 
que quedó se agitó en 120 cc de DMF con bromuro de benciio 
(7,2 g, 42 ranol) durante 15 horas. Luego se separó el di­
solvente mediante evaporación y se trató el residuo coa 
500 cc de agua. El producto precipitó en forma de un acei­
te que solidificó gradualmente con el reposo. Se recogió 
en EtOAc (400 cc), se lavó con lí̂ O (3x), se secó sobre iíâ - 
S0^ y se evaporó hasta obtener un jarabe que mediante tra­
tamiento con óter de petróleo empezó a cristalizar. El pro 
ducto se recristalizó en EtOAc y éter de petróleo, lo que 
dió 7,2 g (73,8$) de Boc-Ala-Ala-OBslj punto de fusión 71- 
-73eC.

Se trató 3oc-Ala-Ala-0Bzl (6,0 g, 
17,15 ramol) con 38O cc de HC1 4 iJ recién preparado en THF 
durante 30 minutos. Se separó por evaporación el ácido en 
exceso y el disolvente y se reevaporó el jarabe restante dos 
veces con THF fresco. El residuo solidificó inmediatamente 
cuando se trató con éter. Este se recristalizó en Me03 
y éter, lo que'dió 4,30 g (76,4$) de HCl,H-Ala-Ala-0Bzlj 
[alfa]£S = -38,86s (c - 1, MeOH).

Se disolvió HC1«H-Ala-Ala-OBsl 
(4,25 g, 14,83 mmol) en DMF (60 cc), se enfrió hasta 0SC, y 
se agitó con Boc-Asa-0H (3,45 g, 14,83 mol), H0BT (4,02 g,
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28,6 mraol), NMM /2 cc) y DCC (3,37 g, 16,35 naaol) a OSC 
durante 2 horas y luego a 25£C durante 20 horas* De véz
en cuando se adicionó mas IíMM para mantener la mezcla reac-

>

oional ligeramente básica* Se separaron por filtración
n '' ^los sub-productos insolubles y se evaporó el filtrado hasta'

sequedad» El residuo oleoso solidificó inmediatamente cuán
do so trató con agua» Este se recogió en EtOAc, se lavó, con
HLO (3 x) , se secó sobre IJa„S0. y se evaporó hasta menor ̂ vb- / ¿ 4  'Vo­
lumen cuando el producto empezó a cristalizar» Se adido*» "

1 ,
nó un volumen igual de éter de petróleo y la mezcla se dejó,.,

r \ oreposar durante una noche* El producto bruto se recristalx
zo en THF y éter de petróleo, lo que dió 5,2 g (75,6$) de

2 íBoc-Asn-Ala-Ala-OBzlj punto de fusión 153-155fiCj [alfa]DJ » 
-55,61 (c « 1, MeOH)*

Se trató Boc-Asn-Ala-Ala-OBzl (2,2 g,
4,75 mmol) con 220 cc de HC1 4,0N en THF durante 30 minutos* 
Se separó por evaporación el ácido en exceso y el disolvente 
y se reevaporó el residuo dos veces con THF fresco. El pro­
ducto oleoso solidifioó cuando se trató con éter* Se tritu­
ró con mas éter fresco y se recogió lo que dió un polvo blan­
co (1,85 g)» La sal clorhidrato asi obtenida se disolvió en 
40 cc de DmF y se enfrió a OSC cuando se adicionó ELC—CO-Ser—

v

(Bzl) —OII.DCHA (1,97 g, 4,75 mraol) . Después de agitarse a OfiC 
durante 30 minutos se observó la precipitación de DCHA»HC1 y 
se adicionó HOBT (1,19 g) seguido de DCC (1,00 g, 5,23 mmol). 
Luego se ajustó la reacción a pH 7,5 con unas pocas gotas de 
HMM y se agitó a OfiC durante 2 horas y luego a 25®C durante 
una noche* Se separó el sub-producto insoluble mediante fil­
tración y se evaporó el filtrado hasta obtener una masa sóli­
da ligeramente coloreada» Se lavó a fondo con H.Q y EtOAc 
lo que dió un polvo de color ante que se cristalizó en DMF
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(40 cc) y en iso-propanol (500 cc)» Rendimiento: 1,57 £
(56,9 %) de H C-CO-Ser(Bsl)-Asn-Ala-Ala-GBzlj punto do 

3 2 ífusión 213-215SCJ [alfa]^ » - 23,lie (c - 1, DMSO).
Se disolvió HgC-CO-Ser(Bzl)~Asn-Ala- 

-Ala-OBzl (1,57 g, 2,69 ramol) en 20 cc de DMF y se agitó • 
coa 2 cc de durante 18 horas. Se recogió el produce-
to sólido formado y se lavó a fondo con DMF, EtOH y éter,

*  *  > ■ '"

lo que dió 1,22 g (89,6#) ¿e H C-CO-Ser(Bzl)-Asa-Ala-Ala- ..
3 oc

AKHHjj punto de fusión 262-264205 [alfa]D ® -26,7fi (c = 1,
DMS O) ,

Se trató Boc-Val-Asp(OBzl)-Thr(Bsl)-Ser 
(Bzl) -Ser(Bzl) -Glu(OBzl) -Ile-Thr(Bzl) -Thr(BsL) -Lys(Z)-0H (.0,698 g) 
0,358 mmol) con 10 cc de TFA durante 30 minutos y la sal 
peptidica se precipitó coa éter. Se recogió en un filtro 
de succión se lavó con éter y se secó, lo que dió 0,652 g 
de material (0,333 ramol como sal de TFA). En un matraz se­
parado se suspendió H^C-CO-Ser (Bsl) -Asn-Ala-Ala-HHiEi^ (0,17 
e, o ,335 emol) en 7 cc de DMF y se trató con 0,27 ce de HC1 
6,l0íT en THF a -20CC. A la mezcla se adicionó 0,68 cc de i- 
-aailnitrito al 10$ en DMF y se agitó la solución a la misma 
temperatura durante 30 minutos. Se hizo descender la tempera 
tura hasta -30SC al adicionarse 0,234 cc de Et^Ii (1,67 nmol) 
seguido de la sal de TFA de decapéptido (0,652 g) antes prepa 
rada. > Se diluyó la mezcla con 3 cc de DMSO a -20£C y se ajus­
tó hasta un estado ligeramente básico (pK 7,5) con unas pocas 
gotas de Et^H. . Se agitó a -202C durante 30 minutos y luego 
a 4fiC durante 5 días. Durante esto periodo de tiempo se adi­
cionó mas MíSO (5 cc) y Et^H para mantener las condiciones li­
geramente básicas y para impedir que la mezcla reaccional celi 
fique. Luego se virtió toda la solución en HOAc al 5$ (250 cc) 
para obtener un precipitado blanco que se recogió, lavó con



-  39 -

5

lo

15

20

25

H„0, MeOH, éter, y se seeé. SI producto bruto (0,702 g¡¿i
punto de fusión 290-291CC) se precipitó en DMSO con MeOH,

i  ^  i

Rendimientos 0,34.8 g (42,0%) de H^C-CO-Ser(Bzl)-Asn-Ala*»"’ 
Ala-Val-Asp(OBzl)Thr(Bzl)-Ser(Bzl)-Ser(Bzl)-Glu(GBzl)-lie- 
Thr(Bzl)-Thr(Bzl)-Lys(Z)-OH; punto de fusión 296~298ÉC'(desc.) 
[alfa]^5 « +3,77® (c - 1, DMSO).

Se agitó el producto obtenido (0,866 g,
0,373 mmol) con HQBT»H.O (0,126 g, 0,82 mmol) en una mezcla
de DMSO (6 ce) y DMF (6 ce) y se enfrió en un baño de hie-** ̂ ̂  *
lo* Se trató la mezcla con DCC (0,085 g, 0,411 mmol) y lub'

j *» ■* *
go se agitó a OC durante 24 horas* Luego se mezclo con la''' 
sal de TFA del tetradecapéptido preparada como en el- ejem­
plo lB.d) (1,05 g, 0,373 mmol) y 2 oc mas de DMSO,
Se adicionaren unas pocas gotas de NMM para llevar el pli a 
7,5-8,0 y se prosiguió la agitación a OfiC durante 1 hora y 
luego a 25fiC durante 5 días* La elaboración final tal como 
se ha descrito en el ejemplo lB»d) dió 1,5775 g del octaco- 
sapéptido totalmente protegido H^C-CO-Ser(Bzl-Asn-Ala-Ala-Val- 

-Asp-(0Bz^-Thr(Bal)-S9r(Bzí-Ser'(3z])-Glu(0Bzl)-Ile-Thr(Bs^-!riir0z4i 
-Lys(Z)-Asp(OS zl)-Leu-Lys(Z)-Glu(OBzl)-Lys(z)-Lys(z)-Glu- 
(OBzl)-Val-Val-Glu(OBzl)-Glu(OBzl)-Ala-Glu(OBzl)-Asn-OBzl,

El octacosapéptido totalmente protegido 
(1,57 g 0,32 mmol) se disolvió en 10 cc de TFA que contenía 
3 oc de anisol. Se agitó la mezcla con 45 cc de HF a 0®C 
durante 30 minutos y luego se procedió a la elaboración fi­
nal tal como se ha descrito en el ejemplo lB»d). La purifi

R. j*cación en columnas Sophadex G-10 y BEAE-Sephadex ,tal como 
se ha descrito antes, dió 0,283 g de H^CO-Ser-Asn-Ala-Ala-
-Val-Asp-Thr~Ser-Ser-Glu-Xle-Thr-Thr-Lys-Asp-Leu~Lys-Glu-

2-Lys-Lys-Glu-Val-Val-Glu-Glu-Ala-Glu-Asn falfa^ (Asn )-timo- 
sina] en forma de un producto amorfo blanco* El compuesto “mi 
gro a la posición ligeramente menos Acida que la a l f t i n o -

30



sina en iscólectr©enfoque*de" gol acr'ilamidico de conformi­
dad con la diferencia do la estructura.
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REIVINDICACIONES
Descrito el objeto del presente invento 

se declaran nuevas y do propia invención las siguientes 
reivindicaciones;

1.- Un procedimiento para la prepara­
ción de alfa^timosinas y sus sales aceptables en farmacia 
caracterizado porque conprondc separar los grupos protec­
tores de un octacosapóptido protegido de la secuencia

1 2 1H 3CrC0rSer(R )-X-Ala-Ala~Val-Asp(OR )-Thr(R°)-Ser-(R )- 
rSerfR1) -Glu(0R4) -Ilc-Thr(R2) -Thr(R^) -Lys(R^) -Asp(GR2) - 
-Leu-Lys(R5) -Glu(0R4) -Lys(R5) -Lys(R5) -GluíOR4) -Val- 
-Val-Glu(0R4)-Glu(OR4-Ála-Glu(OR4)-Asn-QR6

en donde
X es Asn o Asp(0R )j
R1 es un grupo protector convencional para el grupo

hidroxílico del radical de serina;
2 A 6 ,R , R y R son grupos protectores de grupo carboxi-

lico convencionales;
3R es un grupo protector convencional para el gru­
po hidroxílico de la treonina y 
es un grupo protector convencional para el gru­
po omcga-aminico del radical de lisina, por tra 

tamiento a baja temperatura con un Acido anhidro, de pre­
ferencia fluoruro de hidrógeno opcionalmente en presencia 
de anisol,
y si so desea, convertir el compuesto obtenido en una sal
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aceptable en farmacia.
2* — Un procedimiento según la reivindica— 

ción l.j caracterizado porque comprende separar los grupos 
protectores do un octacosapóptido protegido do la socuen— 
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H 3C-C0-Ser(Bzl) -Asp(OBzl) -Ala-Ala-Va 1-Asp ( 0B zl) - 
-Thr (Bzl) HSer(Bzl) -Ser(Bzl) -Glu(OBzl) -Ile-Thr(Bzl) - 
-Thr(Bzl) -L y s (z )  -Aep(OBzl) -Lcu-Lys(z) -Glu(OBzl) - 
-L y s (z )  -Lys(z) -Glu(OBzl) -Val-Val-Glu(OBzl) -<5lu(0Bzl) 
-Ala-Glu(OBzl)-Asn-OB zl,

( l a )en donde
Bzl es boncilo, y
Z es benciloxicarbonilo.

3«- Un procedimiento según la reivindica-
2-ción lt caracterizado porque se obtiene la alfa^ÜAsn ]-ti- 

ncaina separando los grupos protectores de un octacosapep- 
tido protegido do la socuencia

H 3C-CO-Ser(Bzl)-Asn-Ala-Ala-Val-Asp(OBzl)-Thr(Bzl)- 
H5er (Bzl) -Ser(Bzl) -Glu(OBzl) -Ile-Thr(Bzl) *d?hr(Bzl) - 
- L y s ( z )-Asp(OBzl)-L e u -L y s (z )-glu(OBzl)- L y s ( z ) - l y s ( z )  

-Glu(OBzl) -Val-Val-Glu(OBzl) -Glu(OBzl) -Ala-Glu(OBzí) 
-Asn-OBzl

en donde
Bzl es boncilb, y
Z os benciloxicarbonilo»

*

,4«- Un procedimiento para la proparación 
do alf a^tinosinas..

Según se describo y reivindica en la pro- 
sonte memoria descriptiva que consta de 42 hojas folia~>
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das y escritas a máquina por una sola cara.

Madrid, a 2 t ABR. 1978
p.'av JAIME ISERN

me.-
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