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MEMORIA DESCRIPTIVA
La alfa timosina es un compuesto pollpeg

"tidico altamente acfdico estable al calor de 28 radlcales

PR

aminofcidos de la secuencia siguiente:
: 5 100
Hsc-CO-Ser-A8p~A1a-Ala4Va1-A5p-Thr-Ser-Ser—Glu;;J
‘ 15 20
Ile~Thr~Thr=Lys~Asp-Leu-Lys-Glu~Lys~Lys~Glu=~
Val-Val-Gm-Giz-na-Glu-Asn-on._ . L
Bste péptido, que es un potente gggﬁte
inmunopotenciador, se aisl$ de la fraccién timosfnica5
por Goldsteln y colq, medianie una combipacién de cromato~
grafiﬁ de intercambio idnico & filtracién de gel (Proc,
Natl., Acad. Sci, Usa 74, 725<729 (1977)) L
El presente invento se refzere a una
sintesis de alfa timosina o su [Asn J=anflogo y sus sales
aceptables en farmacia mediante la separacién de los grupos
protectores de un oc’oacosapépti.do de la secuencia:

H,C4Co-Ser (RY) x-A1la=Ala~Vai-Asp(0R%) Thr(R%) ~ser (RY) -

Ser(RY) -c1u(0rR%) ~T1e~Thr (R3) Thr R3) ~Lys (R) -
Asp( or* )=Leu-Lys (R5 ) =G1lu( on") ~Lys (R5)4 ~Lys (Rs) -

GIu(GRé)JVaIJVal-Glu(ORﬁ)-Glu(ORA)-Ala-Glu(ORA)-

Asn-or® » @

en donde
X es Asn o Asp(ORZ);
1
R es un grupo protector convencional para el grupo
hldroxilico del radical de serinaj
4 6
R R* y R” son grupos protectores del grupo carboxf

co convencionalj
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3

R" es un grupo protector convencional para ol

grupc hidroxflico de treonina y -, -,
T ~

5

R es un grupo protector convencional para

el grupo omega-amino del radlcal de liei-

,‘au,_,
a s

na, wa
y, si se desea, la conversidn del compuesto obtenidcm%n una
sal aceptable en farmacia. R

Ejemplos de R1 son bencilo, acetgley

benzoilo, tercibutilo, tritilo, 4~bromobencilo, 2 6-dicloro
bencilo y benciloxicarbonilo, prefirdéndose el bencildy:
Bjenplos de RZ. r* y R6 son grupos arflicos particulé;éénte
fenilo o fenilo substituido por alquilo inferior, halo, ni=-
tro, mecapto o mercapto substituido tal corio metiltio; gru
pos aralquflicos tal como bencilo o bencilo substituido por
metoxilo, halo o nitro; grupos de alquilo inferior tal como
metilo, etilo, tercibutilo y terciamilo; grupos de algquilo
inferior substituidos tal como 2-haloetilo, beta,beta~dime~-
tilaminoetilo ¥y cianometilo; grupos de benzhidrilo y femaci
lo, prefiriéndose el bencilo. Ejemplos de R3 son bencilo,
acetilo, benzoilo, tercibutilo, tritilo, 2,6~diclorocbenci-
lo, 4~bromobencilo y benciloxicarbonilo, prefiriéndose el
bencilo, Ejemplos de R> son benciloxicarbonilo que puede
estar opcionalmente substituido en el anillo arom¥tico tal
como por d-cloro, 2-bromo, 4=bromo, 2,4=dicloro, 4=nitro,
f-metoxi, 3,5-dimetori, 4-metilo, 2,4,6=trimetilo, 4~fenila
zo, 4~(4~metcxifenilazo), 2~(i,N-dinetilcarbamido) y 2-ni-~
tro=4,5-dimeboxi, grupcs protectores de tipo uretinico tal
coto 4~toluensulfoniletiloxicarboanilo, 9=fluoreniluetiloxi
carbonilo y grupos disociables de base afines, 5~bencisoxa-
zolilmetilenoxicarbonilo, metiltio~ y metilsulfoniletilox@-
carbonilo, isonicotiniloxicarbonilo, haloetiloxicarbonilo;
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diisopropilmetiloxicarbonilo, benzhidriloxicarbonilo, iscbor-
niloxicarbonilo, dinitrodifeniimetiloxicarbenilo, tercibut1~
loxicarbonilo, terciamiloxicarbonilo; adamantiloxlcarbonzlo,
ciclopentiloxicarbonilo, metmlciclobutiloxicarboni1o,-met;l
cilcohexiloxicarbonilo, grupos de 2-arilisopropiloxic;;ébni
lo tal como Z-(p-b;sfenilil)~isopropzloxicarbonilo, zn(A-px
ridil) -isopropiloxicarbonilo ¥y grupos ureténicos conten;?ndo
nitrégeno afines; grupos acflicos tal como forailo, érséluo-
roacetilo, ftalcilo, bencensulfonilo, acetoacetilo, cloroa-
cetilo, 2-pitrobenzoilo, {~tolucnsulfonilo, grupos sulfeni-
licos tal como bencensulfenilo, o-nitrofenilsulfen;lo_y gru
pos sulfenflicos afines, y grupos de aril-alquilo inferior
tal como difenilmetilo y trifiénilmetilc, prefiriéndose el
grupo de benciloxicarbonilo,

La separacibn de los grupos protectores
del octacosapdptido protegido de la secuencia I se ‘lleva a
cabo faclluente siguiendo procedimientos de por Si conocidos,
tal como, por ejemplo, mediante tratamiemto con Scido anhi-
dro tal como fluoruro de hidrlgeno, de preferencia en presen
cia de aaisol,

De conformidad cor el presente invento

el octacosapéptido protegido de secuencia I puede sintetizar

se por condensacién de un tetradecapéetido protegido de la

secuencia

H,C-CO-Ser (RY) X-Ala-A1a-Val~asp{R?) ~Thr (&) -Ser (R)~
Ser (Rl) -Glu(ok4) -Ila-Thr(-Rs) Hhy (Rs) ~Lys (Rs ) =0R- (I1)

con un tetradecapéptido protegido de secuencia

\
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H-Asp(ORz)-Leu-Lys(Rs)-Glu(0R4)-LyB(R5)-LyB(RS)-
G1u(0R4) ~Val=Val=Glu( 0R4) -Glu(OR4) ~Ala~Glu( 0R4) :-Asn-oné

« P8

en donde .
x, &%, &%, &%, RY, B® ¥ RS tienen o1 significado an

tes indicado y "f )

R7 es hidrégeno o un grﬁpo activante, e

La reaccidn de copulacidn antes citada puede
llevarse a cabo utilizando procedimientos bien conocid5é~en

la sfntesis de péptidos de fase en solucién, .~

a2

Asl pues, por ejemplo, el tetradecapéptido amino-terminéi
puede hacerse reaccionar con l=hidroxibenzotriazol (Hbﬁéj

y diciclohexilecarbodiimida (DCC) para obtener el é&ster acti~
vado que se hace reaccionar luego con el tetradecapéptido
carboxilo~terminal para obtener el octacosapéptido deseado

en forma protegida.

Los tetradecapéptidos protegidos pueden preparar,
ge de conformidad coﬁ métodos bien conocidés en el arte,

La estrategia utilizada en la sintesis qufmica
del tetradecapéptido carboxilo-terminal protegido IXI [X =
Asp(0Bzl) ] fue como sigue:

Primero se acopld H-Glu(0Bzl)~0H a Boc-Ala-0OSu para obtener
el fragmento dipeptidico protegido Boc~-Ala=Glu(08zl)-CH que
se condens8 luego con HCl. Hw-Asn=O0Bzl a través del procedi-
miento DCC/HOSu de Winsch y Drées, Chem, Ber. 99, 110 (1966).

-La sal clorhidrato de éster bencflico de asparagina se prepa

ré a partir de Boc-Asn-0Bzl que a su vez se sintetizé a par-
tir de Bocw~Asn=OH del comercio y bromuro de bencilo utilizan=
do la sal de cesio del amino&cido. '

El grupo Boc-protector se separd mediante un tratamiento de

30 minutos con HClL AN en THF seco. o )
La reaccién entre H-Glu(0Bzl)~OH y Boc=Glu~

(0Bz1) -0Su produjo Boc-Glu(ORzl)~Glu(0Bzl)~OH en forma de
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un aceite limpido incoloro. A comtinuacibn se utilizé
en la sintesis del pentapéptido protegido Boc=Glu(0Bzl)-
~@2u(0B21) ~Ala~Glu(0Bz1) ~Asn~0Bzl en una condensaciés’

- de fraguento intermedio DCC/HOSu utilizando HCL « H-Ala-

2wy,

~Glu(0Bz1) -Asn=0Bzl que se derivé de Boc-Ala-Glu(0BzL)=
Asn~0Bzl mediante tratamiento con HCL AN/THF, e
El pemtapéptido protegido antes citado se obtuvo con)buen
rendiniento en forma de un maberial puro cristalinégli.
Para la preparacidn del octapéptids:péo-
tegido Boc-Glu(08z1)~Val~Val-Glu(0Bz1)~Glu(O0Bz)-AlarGiun
(OBz;)-Asn-Ole, se prepard primero el tripéptido pﬂgﬁé-
gido ﬁdéhqu(Ole)~ValdVa1~0H. Se dejd reaccionar Boc~
~Val~0Su con valina libre para proporcionar Boc-Val-Val-
-0l gue mediante desbloqueo con HCl 4#f en THF seguido Qe
reaceidn con Boc=Glu(0Bzl)=0Su did el tripéptido deseado
que se cristaliéé cono la sal cielohexilaufnica Boc-Giu-
(OBzl) -Val-Val~OH s CHA, La sal ciclohexilamfnica se con-
virtié en el 4cido libre y luego se acoplo mediante DCC en
presencia de HOSu a HC1 ¢ H~Glu{OBzl)~Glu(0Bzl)-Ala-Glu~
(0Bz1) ~Asn=0Bzl que sc derivé de Boc-Glu(0Bzl)=~Glu(0Bzl)-
~Ala~Glu(0Bzl) -fsn=0Bzl mediante tratamiento con HCL en
THF, . E1 octapéptido protegido Boc~Glu(0Bzl)~Val=Val~Gin-
(0Bz1) -Glu(0Bz1) ~Ala=Glu(0Bz1) ~Asn=0Bzl se obbtuvo en forma
purificada como un 88lido amorfo. Este se desprotegis ﬁg
diante hidrogenélisis seguido de tratamiento con édido Lrd-
fluoroacético en la forma usual para obtener el octapépti-
do libre Glu~Val=ValeGlu-Glu=Ala=Glu=Asn.
BEste producto se purificd mediante cromatograffa de columw
na de intercacbio iénico, lo que @ié material homogéueo

sobre cromatograffa de capa delgada y electrofdresis de papel.

Para la sintesis del undecapéptido prote—
gido Boe~Glu(0Bzl) «Lys(Z) ~Lys(2) «Glu(0Bzl) ~Val=Val~Glu(0Bzl) =
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~Glu(0Bzl) wAla=Gln(0bzl) ~Asn=0bzl, el fragmento tripeptfdi-
co requerido se sintetizd a partir de Boe-Lys(2)-0Su y H-
~Lys(Z)=0H, El dipéptido Boc-Lys(Z)-Lys(Z)-O0H asf?ﬁﬁ%enido
se trat8 con HCLl 4N en THF y la sal subsiguiente Hcia HeLyse
(z) ~Lys(2)~OH se dejé luego reaccionar con Boc-Glu(ﬁBil)-OSu
para proporcionar el tripé&ptido deseado Boc-Gln(Ole)—LyB(z)
Lys(Z)-0H. Luego se activo el tripéptido con DCC y HOSu
segfin el procedimiento de Weygand y col., Z. Nhturforsch.
21b, 426 (1966), y la solucién del éster tripeptidico.acti-
vo Boc-Glu(Ole)—Lys(z)—Lys(zJ-OSu generada in siﬁd“se°com-
bin8 con la sal trifluoroacetato de H—Glu(Ole)-ValAValuGlu-
(0B21) =Glu(0Bzl1) ~Ala~Glu(0Bzl) -Asn-0Bzl derivada def °c;cta-
péptido bloqueado correspondiente mediante un tratamiento
de 30 minutos con TFA. Con la adicién de una pequeiia canti
dad de una base se obtuvo de este modo ei undecapéptido pro
tegido deseado Boc=Glu(0Bzl) =Lys (Z) ~Lya(Z) «Glu(0Bzl) ~Val-
~Val~Glu(0Bz1) =Glu(OBz1) ~Ala=Glu(0Bz1)~Asn=0Bz1: La despro
teccidn del undecapéptido protegido Boc=Glu(0Bzl) -Lys(2) -
;Lys(z)-Glu(Ole)-Va1~Va1-G1u(OBz1)~G1u(0bzl)—Ala-Glu(Ole)-
»Asn=0Bzl con #cido fluorhidrico anhidro proporcioné el un
decapéptido libre Glu-lys=Lys~Glu=Val«Val=Glu=GluwAla=~Glu-
Asn que resulté homogéneo sobre electroforesis de papel des
pués de cromatograffa de columna de intercambio iénico.

La sintesis del tetradecapéptido protegido siw=
gufo una pauta similar. El Boc=Leu=0Su se acopl$ al H-
~Lys(2) -OH para proporcionar Boc—Leu-Lys(z)-OH. Después
de la separacién del grupo Nalfa-Boc con HCl 4N en THF y
la reaccidn con Boc=Asp(0Bzl)~0Su se obﬁuvo el tripéptido
protegido Boc~Asp(0Bzl) =Ley=~Lys(Z)~0OH en forma de un sélido
puro cristalino, Este se convirtié en el éster activo Boc-
wAsp(0Bgl) wLeywlye(Z) «0Su y se eondensd cen la sal triflios
roacetato de H=Glu(0Bzl)-Lys(Z)~-Lys(Z)~Glu(0Bzl) ~ValaVale
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«G1lu(0Bz1-~Glu(0B=1) -Ala=~Glu(0Bz1) ~Asn-0Bzl obtenida a par-
tir de tratamiemto de TFA del undecapéptido bloqueado co~

_rrespondiente, El producto deseado Boc-Asp(Ole)-LeuFLys-

(2) ~Glu(0Bzl1) ~Lys(Z) -Lys (2) -Glu(0Bz1) —Val—Val—Glu(Ole) -
Glu(0Bzl) ~Ala~Glu{0Bzl) -Asn-0bzl se obtuvo con buen rendi~
miento, La cromatograffia de capa delgada indicé que'el
producto era homogéneo, El tetradecapéptido libre As%é
~Leu-Lys-Glu~-Lys~Lys-Glu~Val-Val-Clu~Glu~Ala-Glu~Asn s¢
obtuvo a partir del compuesto protegido mediante tratanien

to de 4cido clorhfdrico anhidro ypurificacidn sobre una columna
de intercambio iénico, o
De modo similar el tetradecapéptido terminai-émi~
no protegido H30-00~Ser(le) ~Asp (0Bz1) ~Ala-Ala=Val-Asp-
(0Bz1) ~Thr(Bzl) -Ser (Bzl) ~Ser (Bzl) ~Glu(0Bz1) ~Ile~Thr(Bzl) -
eThr(le)ﬁLys(z)-OH se congrego a partir de un fragmento
tetrapeptidico acetflico, un hexapeptido, y otro tetrapep
tido utilizando procedimientos bien conocidos en la sfinte~
sis de los péptidos, Para la sintesis del tetrapéptido
acet{lico amino terminal, H3C-CO-Ser(le)-Ole se prepard
a partir de HscTCO—Ser(le)~OH y bromuro de bencilo a traw
vés de la sal de cesio del aminoicido,
La hidrozinolisis de H3C-C0-Ser(le)~Ole dié HS-C-Go—Ser-
(le)-HNINH2 en forma ce un sflido cristalino puro con buen
rendimiento, Bl desbloqueo de Boc=-Ala-Ala-OH dif la sal
clorhidrato dipeptidica HCl » H-AlawAla-OH,
Bl acoplamiento de este dipé&ptido con Boc-Asp(0Bzl)-0Su
proporciond el tripéptido protegido BocwAsp(0Bzl)mwAla-
~Ala~0H que se aisl8 como la sal diciclohexilaminica,
La separacidn del grupo amino protector y la condensacidn
con 330-00~Ser(le)~HNHHZ a través del procedimiento de
azida de Honzl and Rudinger, Collection Czech, Chem, Com-

mun, 26, 2333 (1961), did el tetrapéptido parcialmente protegi
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do H3C~Ser (B21) ~Asp(0Bzl) ~AlawAla=0l que mediante reacidn
con cantidades equivalentes de hidrazina mediadas por
DCC en presencia de HOBT produjo el intermediario deseadb
H,C~CO-Ser (B21) ~Asp(0Bz1) ~Ala-Ala~HNNH, .

Para la sinbtesis del hexapéptido protépi-
do BocJVal~Asp(Ole)-Thr(le)~Ser(le)-Ser(Bezl)uGluféh;I)-
-HNHHZ, se adopt8 un procedimiento que implica el alarga-
miento por etapas de la cadena peptidica, a partir déf‘ar~
tremo C~terminal, Asi pues, H-Glu(OBzl)=OH se acopla,’ ,cen
Boc~Ser(Bzl)~0Su para formar el dip&ptido protegido Boqﬁ
Ser(Bz1)~Glu(0Bz1) -0l que con la separacifn del grupo Boe
y ulterior reaccidén con Boc~Ser~(Bzl)~0Su did lugar alorri-
péptido Boc=Ser(Bzl)=Ser(Bzl)~Glu(0321)~CH,

La desproteccidn del grupo amfnico seguiido de condensacién
de la sal tripeptidica resultante HC1L ¢ H=-Ser(Bzl)-Ser-(Bzl)
~Glu(0B2z1) =0 con Boc~Thr(Bzl)=0Su dié el tetrapéptido pro=-
tegido Boe=Thr (Bzl)~Ser(Bzl)=Ser(Bzl)=Glu(CBzl)~CH que me-
diante tratamiento con HCL en THF separd el grupo Boc y
la ulterior reaccién Box-Asp(OBzl)=0Su resultd en la forma~
cién de pentapédptido protegido BocwAsp(0Bzl)-Thr(Bzl)-Ser-
(Bzl)~Ser(Bzl) ~Glu~(0Bz1)~OH. El grupo Boc de este compues
to se separd mediante tratamiento con HCL y el producto re
sultante HC1 ¢ HwAsp(OBzl)-Thr(Bzl)-Ser(Bzl)~Ser(Bzl)-Glu
(0Bz1)~OH se acoplo subsigulentemente a Boc-Val-0Su para
dar Boo=Val-Asp(0Bzl)~Thr(Bzl)~Ser(Bzl)~Ser(Bzl) ~Glu(0Bzl)~
OH en forma de un meterial puro cristalino.

El grupo alfa~carbonilo en el radical de
4cido glutidmico terminal del hexapéptido antes citado se
convirtid luego especfficamente en la funeidén hidrazida
mediante la reaccién con una cantidad equivalente de hidra
zina utilizando DCC como agente acoplante en presencia de'

HOBT, La hidrazida hexapeptidica proteglda deseacda Boc-



10

C1s

20

25

30

- 10 =~

-Val-Asp(Ole)-Thr(le)-Ser(le)-Ser(le)-Glu(Ole)-HHNHZ
se aisld como 86lido cristaline puro con un rendimicnto. ra
zonable, ’t"

Para la sfntesis del tetrapéptido prote-
gido Boc~Ile~Thr(Bgzl)~Thr{Bzl)~Lys-(2)-0H, se utiliz&jé&
proceso por etapas sindlar utilizando el procedimientcéde
éstor N=hidroxisuccinimidico activo de Anderson: y Col. Ja
Amer. Chem. Soc. 86, 1839 (1964). ;’::

La reacciba entre Boc=Thr(Bzl)=05u yﬁﬁ;{
Lya(Z)-0H did el dip&rtido Boo-Thr(Bzl)-Lys(Z)~0H en £or
ma de un aceite.que se desprotegid en el extremo alfaé;ﬁino
y se dejd reaccionar con BoceThr(Bzl)-0Su para proporcionar
ol tripéptido Boe-Thr(Bzl)~Thr(Bzl)~Lys(Z)~0H en forma de
un s8dlido cristalinc. La separacidn del grupo Boc y la
reaceidn del material resultante ECl ¢ HeuThr(Bzl)~Thr(Bzl)-
Lys(Z) -0H con Boc-Ile~0Su did el %etrapéctido protegido de~

seado Boc~Ile~Thy(Bzl)-Thr(Bzl)-Lys(Z)~CH en forma de un coxm

. puesto cristalino pure despuds de cromatograffa sobre uana

colunnz de gel Ze sflice.

3s%s Zragmento tetrspeptidico me desprotegio luego en el
Sernminal amfaico y se condensé con el hexapéptido protegi-
do Boc=Val~Asp(0Bz1)~Thr(2zl)~Ser (Bzl) -Ser(Bzl) =Glu(0Bzl) -
-, siguiendo el mébodo azfdico para producir el decapén-
tido protegido Boc~ValwAsp(OBzl)-Thz(Bzl)-Ser(Bzl)~Ser(Bzl)
~Glu(0Bz1) ~Ile~Thr(Bzl) <Thr(B21) ~Lys(2)-O0H con buen rendimien
+0,.

La separacisn del grupo Boc del compucsto
decapéptidico con TFA y subsiguiente acoplamiento con el te
trapéptido terminal hio-Ser (Bz1) ~Asp(0Bz1) ~Ala=Ala~HNNH, a
través del procedimiento azfdico resultd en la formacidn del

tetradecandptido protegido requerido H, C~CO-Ser(Bzl)-Aso

3
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~(0Bzl) ~Ala~Ala~Val-Asp(0Bzl) «Thr (Bz1l) =Ser(Bzl) ~Ser (Bz1) ~Glu
(0Bz1) ~Ile~Thr-(Bzl) -Thr(Bzl) wLys(Z) -0H. Para el acoplamien
to final este tetradecapdptido acetiflico se activé gan™DCC
y HOBT y el &ster activo subsiguiente se dejé reaccfééér lue
go con TFA, H-Asp(0Bzl)=Ley=Lys(2)-Glu(0Bz1)-Lys(2)~Lys(z)~-
-G1lu(0Bz1) =Val-Val=Glu(0Bz1) =-Glu(0Bz1) ~Ala=Glu(0Bz1) 3:;5;3-
-0Bzl que se derivé del compuesto bloqueado correspoﬁgiéhte
mediante tratamiento con TFA para obtener el octacosapeftido
acetilico deseado H3CO-Ser(le)-Asp(Ole)-Ala-Ala-Val-hsp-
-(Ole)-Thr(Bazl)~ser(le)~aer(Bzz1)-Glu(Ole)-Ile—Thr-szl)-
-Thr(le)-Lys(Z)-Asp(Ole)-Leu—Lys(Z)-Glu(Ole)-Lys(Z)—Lys(&l
~-Glu(0Bz1) ~Val~Val-Glu(0Bz1l) ~Glu(0Bzl) ~Ala~-GIln(0Bz1) “Asht
~0Bzl, El tratamiento con HF anhidro separd todqs los grue
pos protectores y la purificacién en cromatdgrafia de inter=
cambio ibnico did alfal ’
De modo anflogo se obtuvo a partir del
tetradecapéptido protegido Hsc-CO-Ser(le)-Asp(Ole)-Ala-
-AlaiVal-Asp(Ole-Thr(le)~Ser(le)-Ser(le)-Glu(Ole)-Ile-
~Thr (Bz1) ~Thr (Bz1) ~-Lys (Z) =0H el tetradecapéptido libre H30~
~CO-Ser-Asp~Ala~Ala-ValwAsp=Thr-Ser-Ser=Glu~Ile~Thr=Thp-Lys-
~0H,

timosina,

La sfntesis de la alfa, (Asn )=~timosina si
guib la misma pauta que la sfntesis de¢ la alfal timqsina.

Todos los intermediarios utilizados fueron
los mismos a oxcepeién de la hidrazida acctil=tetrapeptidi=
C~CO0~Ser(Bzl) ~Asn~Ala=Ala~HNNH, * Para la

3 2
sintesis de este compuesto se convirtié primero Boc=Ala=Ala-

ca N-terminal H

OH~ en Boc-Ala=Ala-0Bzl que con la separacién selectiva del
grupo Boc con HCl, dié la sal de éster dipéétido HCL ¢ H-
=Ala-Ala=08z1l., Luego sc acoplo el dipéptido con Boc=Asn-
OH utilizando el procedimiento DCC/HOBT de KBnig and Geiger,
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Chen, Ber. 103, 788(1970), para obtener el éster tripéptidi

. co protegldo Boc-Asn=Ala=OBzl que ge traté con HCL en THF
para separar el grupo Boe, El producto resultante H§L:3 He-

: wAsu=-Ala~Ala=OBzl se condens8 luego (procedimiento DCQ/HOBT)
5 con H3C-C0~Ser(le)-OH + DCHA para proporcionar el tetfapqg

tido protegido deseado Hsc-CO-Ser(le)-Asn-Ala-Ala-Ole.
La hidrazida correspondiente Hsc-CO-Ser (le)—
-Asn-Ala-Ala-HNNHz se obbtuvo con buén rendimiento con’ %é hi
drazin8lisis de este compuesto., La condensacién de fragien
10 to entpre la hidrazida y el decapéptido TFA H-Val-Aspr?zl)-
Thr(le)-ﬂer(le)-Ser(le)-Glu-(Ole)-Ile-Thr(le)-Thy(Bgl)-
~Lys(2)=CH produjo el tetradecapéptido protegido»ch-éé~Ser
(Bzl) ~4sn~Ala~Ala=Val-Asp(OBzl) ~Thr(Bzl) ~Ser(Bzl) ~Ser(Bzl) -
«~Glu(0Bzl) mIle=THr=~(Bzl) =Thr(Bzl) =Lys(Z)~0H, Este compues=
15 to se acopld luego al tetradecapéptido C~terminal desbloguea
do Sal TFA antes disoutida para proporcionar la Alfa
[Asn Jetimosina protegida correspondiente. La separacién
de todos los grupos protectores mediante tratamiento con
HF anhidro, seguido de purificacién cromatogrifica de co
20 luzna de intercambio iénico dié la alfa, [Asnz]-timosina
deseada, mientras que el mismo procedimiento con el tetra-
decapéptido protegido H3C-CO~Ser(le)-Asn-Ala-AlaAVal-ASP-
(0Bz1)~Thr(Bzl) -Ser(Bz1) ~Ser(Bzl) ~Glu(0Bz1) ~Ile~Thr(Bzl) ~
| ~Thr(Bz1)-Lys(z) ~0H di6 el tetradecapdptido acetilado H,C-
: 25 ~CO-Ser~Asn=-Ala~Ala~ValeAsp=Thr«Ser<SereGlusllo=ThreThrelys«0H
En un aspecto ulterior de este invento se
ha descubierto que varios de los péptidos intermediarios
utilizados en la sintesis anterior de alfa1 tinosina y al-
fal [Asn2]~timosina tienen actividad en la regulacibn, di-

30 ferenciacién y funcién de células T, o sea
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Glu-Val-Val-Glu~Glu-Ala-Glu=-Asn;
_Glu=-Lys~Lys~Glu=Val-Val=Glu~Glu~Ala~Glu~Asn;
Asp—Leu-Lys-Glu;Lys-Lys-GluAValJVa1-Glu-ﬁihéclu-

LR
A

=ASn;

H 3c-.co.ser-Asn-Ala-;Ala-Val-Asp,Thr-Ser-Glﬁii?ge-
Thr~Thr-Lys; y -
H,C-CO-Ser-Asp-Ala- AlawValwAspeThreSerwSoraGluslle

3 ST L]

~Thr~Thr-Lys. ' e

La alfa ticosina, alfa, [Asnz]-timosin§$4€
los nuevos octa~, undeca~- o tetradecapéptidos que forméhmdhg
te del presente invento y sus sales aceptables en farmarég‘"g: -
pueden administrarse a mamfferos de sangre caliente mediante
aplicacién parenteral ya sea por via intravenosa, subcutfénea
o intramuscular. Estos compuestos son potentes agentes inmu-
nopotenciadores con una dosis diaria en la gama de alrededor
de 1 a 100 mg/kg de peso corporal por dfa para administra-
cibn intravenosa. Obviamente la dosis requerida variari con
la condicién particular que se trate, la gravedad del estado y
la duraciéa del tratamiento. Una forma de dosificacién apro=
piada para empleo farmacéutico es 1 mg de alfa1 timosina, al
fal [Asnz]-timosina, o uno de sus fragmentos peptfdicos antes
citados liofilizado para reconstituirse antes del empleo con
la adicién de agua o solucida salina esteril,

Se incluyen también dentro del alcance del =
presente invento las sales aceptébles en farmacia de alfa1
tinosina, alfa; [Asnzjftimosina, y sus fragmentos peptfdicos
antes citados. Las sales apropiadas incluyen las sales s6di
ca o potdsica con una base orginica fuerte tal como guanidiw-
na. Adenés, pueden incluirse en la preparacién los contraig
nes de estos cationes tal como el cloruro, bromuro, sulfato,
fosfato, maleato, acetabto, citrato, benzoato, succinato, naw

lato, ascorbato y similares,
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Las abreviaciones aqﬁi utlilizadas tiemen
el significado siguieate: ..,
Boo = t~butiloxicarbonilo; Bzl=bencilo; DCC = dicicloheiile
carbodiimida; DMF = dimetilformamida; THF = tetrahidrofura=-
no; HOSu = H-hidroxisuccinimidaj Triton B = solucién m;éél
a8lica al 40% de hidréxido de trimetilbencilamonio; NMM}a
N-metil-morfolina; CHA = ciclohexilaminaj DCHA = diciclohexi
laminaj Z = bhenciloxicarbonilo; DMSO = sulféxido de diée%i-
lo; TPA = 4cido trifluoroacéticoj TLC = cromatografia dé';g

pa delgada; Bt N = trietilamina; HOBT = l-hidroxibenzotria=~

3
zol, LN
Los ejemplos que siguen describen con de
talle la sintesis de alfa1 timosina y alfaifAanJ-timosina-
Si bien para la descripcién de la siate
sis de alfa, timosina y alfal ~Asn2]-timosina se han utili-
zado grupos protectores especificos; queda dentro de la ex«
periencia del arte el utilizar grupos protectores equivalen

tes en esta sintesis,

BJEMPLO 1
A.2). Se disolvid8 Boc-Asn-OE (11,0 g, 47,5 mmol)

en 200 cc de MeOH y se adicionaron 20 cc de agua.
Se titulé’la solucién hasta pi 7,0 con una solucibn acuosa
al 20% de Cszco3 (alrededor de 55 cc).' Se evapor$ la mez=-

cla hasta sequedad y se reevapord el residuo por dos veces

-en DMF (120 cc cada vez, 459C), El1 sélido blanco obtenido

se agité 1uego con 8,9 g de bromuro de bencilo (52 mmol) en
120 cc de DMF durante 6 horas, Con la evaporacién hasta s¢
quedad y tratamiento con ua gran volumean de agua el producto
soliddificé inmediatamente, - Bste se recogid por filtracién

_8e disolvid en acetato de etilo, se lavd con agua, se sech

sobre NaZSOA’ se evapord hasta una masa sélida y se cristali
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24 en acetato de etilo con &ter de petrdleo,
Rendimiento: 13,8 g (90,3%) de Boo=Asn~0Bzlj punto desfu-

»

sién 1201228C} [alfa] = 17,200 (c = 1, DMF). "

a4

Se disolvié Boc=Asn=0Bzl (13,7 g, 42,&”5
mmol) en 80 cc de THF y se tratd.con 500 cc de HCL 4N*: "
en THF., Se dejé en reposo la mezecla durante 45 pinubsty”
durante cuyo tiempo empez8 a precipitar algo de productos
Mediante el tratamiento con 1000 cc de éter se formé inm&
diatamente un material sélido blanco. El producto se fii
tro, se lavé con é&ter y se secd sobre pellas de NaOH °9,a:
vacfo. Rendimiento: 10,3 g (94%) de HCl n_H.Asn.ole;aﬁﬁé
to de fusién 122-1262C; [alfa]gs =+ 6,822,

b) Se molturd finamente en un mortero de
mano HeGlu(OBzl)=OH (7,0 g, 29,5 mmol) y luego se agité
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 adicion$ al
go mas de NVMM para mantener la mezcla reaccional ligeramen
te blsica durante la reaccién. Se evaporé el disolvente y
se repartid el residuo entre 300 cc de acetato de etilo y
500 cc de H,0 conteniendo 2 cc de H SO4 al 107, Luego se
lav$ 1a fase orgfnica tres veces con agua, se secd sobre
NazSO4 y se evapord hasta sequedad. Se recogid el producto
en un pequefio volumen de éter y se traté con un gran volu-
men de &ter de petréleo.

Se obtuvo un sélido amorfo y blanco que re
sulté homogéneo sobre TI1C.

Rendimientos 11,0 g (91,5%) de Boc-Ala-Glu(Ole)-OH, punto
de fusién 84-882C; [alfa] 25 o 8,082 (¢ = 1, DMF).

Se disolvid Boc-Ala~Glu(0Bz1)~-OH (10,4 g
25,4 mmol) , HCLH~Asn=0Bzl (6,56 g, 25,4 mmol) y HOSu
(5,9 & 50,8 mmol) en DMF (250 cc, 02C). Se adiciond DCC
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(5,7 g, 27,6 mmol) sepuido inmediatamente de Et3N—(3,5 ce).

-8e aglté la mezcla a 02C durante 2 horas y luego a 252C

‘durante 40 horas en cuyo periodoe se adiciond algo mas “de

Et3N de vez en:puando'para mantener la reaccién 1iger§§e£
te bésicas Sc separaron por filtracién los sub-produ§§és
insolubles y se evapor$ el filtrado hasta sequedad. El.ma
terial oleoso residual solidificé mediante el %ratamie;ﬁo
con agua, El broducto bruto se recogid en CHCl3, se }ééé
con agna (3x), se sech sobreH:ZSO4y'se evapord hasta”Qeig
men reducido. . Se separd por filtracidn algo del s8lido- -

formado sobre Na,S0, y se evapor$ hasta volumen menor; »Algo

4
del s8lido formado en esta fase se separd por filtracién =
(altamente contaminado con diciclohexilurea) y se traté el

filtrado con éter de petrbleoc. Se obtuvo un producto cris-

- talino,

Rendimiento: 8,0 g (51,/%) de Boc-Ala=Glu(0Bzl)~Asn~08zlj
punto de fusién 102-1052C; [alfa]gs= 12,52 (c = 1,DMF),
c) Se moltuprd en un mortero de mano H~Glu(OBzI)e-
~OH (4, 74 €, 20 mrol) y me agité con Boc-Glu(0Bzl)~0Su
(0,7 & 20 mmél) en DMF cdurante 36 horas crn presencia de
3,6 cc de MMM, La solucién subsiguiente se evaporéd hasta

formar vn jarabe y se traté con agua. El precipitado oleg

80 se.recogib ea acetato de etilo, se lavd sucesivamente

con HOAc al 5% y agua (3 %), se secd sobre N’azso4 y se evaw=
poré hasta sequedad, lo que dib 14,03 ¢ deun aceite i4mpido,
Este se dejé en reposo sumergido en éter de petrbleo. EL .

‘aceite residual Boc-Glu(OBzl)~Glu(0Bzl)-OH pesd 10,2 g

(90,0%) .

La TLC indicd que el producto results homogéneo,
[alfa]gs= ~73592 (¢ = 1, DMF).

d) Se traté Boc~Ala=Glu(0Bzl)-Asn-0Bz1(28,2 g3 46
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mmol) con 1,1 1litro de HCL 4N en THF durante 1 hora., La eva~
poracién del disolvente y 4cido en exceso dejé un aceite que
se evapord dos veces mas con THF fresco. El aceite reéidual
se volvié un s8lido cuando se traté con un gran volumed“de
éter., Se agitd el HCleH~Ala~Glu(OBzl)~Asn-~OBzl con Bongyp—
(0B21) ~Glu(0Bz1)~0H(25,6 €, 46 mmol), HOSu (10,6 g, 92 mhel)
¥ DCC (10,9 &, 53 muol) en DIF (540 cc) a 02C durarte 1 ho-
ra y luego a 25€C durante 48 horas. Se adiciond Et3H 55;;‘
mantener la reaccidén ligeramente bésica durante todo equy
riodo de tiempo (alrededor de 16 cc de Et3N en total).’“ﬂsz
Los sub=productos insolubles formados se separaron por 3 -
tracibn y se evapord el filtrado hasta sequedad,

El producto bruto se disolvid en 03013, se lav8 con agua

(3x), se secd sobre nazso y se evapord hasta sequedad,.

El producto solidificé cughdo se trat8 con &ter de petréleo.
La recristalizacién en isopropanol dié 28,9 g (59,8%) de Boc-
~G1lu(0Bz1) ~Glu (0Bz1l) ~Ala=Glu(OB21) ~ASn=0Bzlj punto de fusién
169-1752C; [alfa];s = 11,782 (c = 1, DMF),

Se traté Boc~-Glu(0Bzl) ~Glu(0Bzl) ~Ala=~Glu=
(0Bzl) =Asn=0Bzl (3,9 g, 3548 mmol) con 15 cc de HCL 4N en
THF durante 30 minutos, IEmpezd a formarse algo de producto
cristalino., Se adiciond &ter (210 cec) y el precipitado Béli
do se recogid y lavé con &ter. Se cristaliz8 el material ~
bruto en MeOH y &ter. Rendimientos 2,58 g (75,1%) ce HCleH-
-Glu(Ole)-Glu(OBz1)~A1a~Glu(Ole)-Ask~Olej punto de fusi&n
143-2512C; [alfaly 250 ©3,659 (& = 1, DMF),
e) Se condens$ Boc-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 Et3H. Se adiciond mas EtsN cuan

do fue necesario para mantener la reaccifn ligeramente bisi-

.

cas Se separd por filtracibn el material insoluble restane
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te ¥y se evaporé el filtrado hasta sequedad (452C), Se re-
paﬁtio el residuo entre éter y H So4 diluido (alrededor del
1%) y se lavé la fase orgfnica con agua (3 x), se sech sobre
Na 804 ¥y se ovapord hasta obtener un cristal espumoso. - E1l
producto se cristalizd en &tor y &ter de petréleo. Rehd1~
mientos 12,2 g (96,4%) de Boc=Val~Val-0H; punto de fu51(n
155-158¢eC; [alfa] = 4 1,102 (¢ = 1, D), ,

Se traté Boc=Val=Val~OH (40,5 g 128 mmol%;
con 1,8 1 de HCL 4 en THF durante 60 minutos, L=z evaaoﬁa
cién para separar el 4cido en exceso y el disolvente segui
do de tratamiento con éter aid 34,5 g de HCl-H—Va14Va1uO&
en forma de un polvo blanco amorfo.

Se traté Eon Boc=Glu(0Bzl) ~08u (55,6 g, 128 mmol) en 1 1i-

tro de DMF durante 24 horas y en presencia de 54 cc de EtSH.

Se £iltrd la nezcla reaccional para separar algo del mate-
rial insoluble y se evapord el filtrado hasta sequedad, El
residuo oleoso restante se recogid en EtOAc §1,51) y se la-
vd con HOAc al 5% (2 x) seguido de agua (3 =)« Se seco la

fase orgénzca (Ha ) y se evapord hasta sequedad, lo que

- dis un.aceite claro incoloro que no cristaliza. Se disol-

vid asi e 3,2 1 de &ter y se tratd con CHA (17 cc) hasta

que ol pH de la mezcla fue de 7,5, La sal sélicda obbtenida

- fgcogié'y recristalizé en MeOH v &ter, Rendimiento:
58,9 g (72,7%) de Boc-Glu(0Bz)-Val-Val-OHeCHA; punto de fu=
. Zs " -
sidn 158-1609C; [alfa]D5= 23,412 (¢ = 1, HoCH).

Se suspendid Boc=Glu(0Bz1) ~Val-Val~0H, CHA
(1,69 gy 2,66 mﬁol) en agua (40 cc) y acetato de etilo
(40 cc) en un embudo separador cuando se adicionaron 4 cc
de HZSO4>1 M, Después de vigoroso sacudiniento se disolw-
vié el s8lido y se lavé la fase orgénlca wvarias veces con

agua, se secd sobre Na S0, y se evapord hasta obtener un

4
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aceite (1,45 g)e El tripéptido libre asf obtenido se cone
densé luego con 2,58 g de HC1+H~Glu(OBzl) -Glu(Ole)-Ma-Glu.
(0Bzl) -Asn=0Bz1 (2,61 mmol) en 15 cc de DMF en presencia “ae
HOSu (0,612 g, 5,32 mmol), R (0,3 cc, 2,66 mmol) y DCE
(0,63, 3,06 muol) durante 1 hora a 02C y 60 horas a ZSEEEL'
Cuando fue preciso se adiciond mas HMM para mantener 1aﬁraag
cién ligeramente bésica. o
Se formd un sub~producto insoluble que se separé por f;itrg
cildn y se evapord el filtrado hasta sequedad (452C), 'T
giduo oleomo restante solidifics cuando se traté con acué.
El s6lido bruto se disolvid en DMF (50 cc) y precipité‘ggg
MeOH (300 cc). Rendimiemto: 2,25 g (58,7%) de Boc-Glu{OBzl)-
~Val=Val=Glu(CBzl) ~Glu(0Bzl) ~Ala~G31u(0Bz1) ~Asn~0Bzl; punto
de fusibn 277-~2302C; [alfa];s e 12,432 (c = 1, DIF),

Este producto (0,72 g, 0,49 mmol) se hi-
drogené sobre pd./BaSo4 al 5% (0,5 g) durante 3 horas a 3,4
atme en una mezcla de 40 ce de DMF/30 cc de MeOi/2 cc de
H,0. Luego se filtrd la mezcla y el filtrado se evapord hag
ta sequedad. Se tratdé a comtinuacién con 5 cc de TFA duran
te 30 minutos y el residuc obtenido, después de evaporacidn
del 4cido, se triturd varias veces con éter, EI1 sélido
blanco subsiguiente se recogid en agua (20 cc) y se liofilizéd
lo que did 0,47 g de produofo bruto. El producto se cargé
sobre una colurma de 3 x 32 cm de una resina poliestirénica'
fuertemente bdsica (Bio~Rad AGl-X 2) equilibrada con tampén
de acetato aménico de pH 8,1 (HOAc al 2% llevado a pH 8,1
con Wi ). Se eluyd la columna sucesivamente con 200 cc cada
vez de NH,Olc 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 1M, Se re
cogleron fracciones de 12 ce y el eluato de éada tubo se con
trold mediante TLC, Las fracciones conteniendo el material
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deseado (tubos 225-229) se depositaron y liofilizaron dos
veces, lo que dié 0,223 g (48,1%) de Glu-Val~Val-Glu~Glu~
~Ala~Glu-Asn puro que resulté homogeneo sobre TLC y elec-
troforesis de papel, "'i
£). ' Se agité Boc-Lys(z)-0H (15 g, 39,5 mﬁﬁl)
con HOSu (5,8 g, 50,5 mmol) y DCC (8,66 g, 42 mmol) éﬁ;l
THF (250 ce) durante 3 horas. Se separd por filtraciﬁﬁfun

-sub=producto insoluble y se evapord el filtrado hasta seque

dad.. El jarabe residual (24,2 g se trat$ con iso-prohghol
(150 cc) y éter de petréleo (150 cc) lo que di8 un pébég?to
oleoso (21 g) que no cristalizé8. E1l &ster activo bruto Boce
Lys(Z) ~0Su se utilizé por tanto para condensacién con. HwLys=
(z)-0H (10,6 g, 38 mmol) en DMF (250 cc) durante 72 horas =

en presencia de 5,5 cc de Et.Ne Se adiciond ocasionalmen~

3
te mas Et_N para mantener la mezcla reaccional agitada li~

geramentesbﬁsica, Luego se separd por filtracibn cierta -
pequefla cantidad de material sin disolver y se evapor$ el

filtrado hasta sequedad (45¢C). EL residuo oleoso restanw
te se tratb con 1 litro de HOAc al 5% El producto preci-
pitado se extrajo en acetato de etilo y se lavd la fase or-

glnica con agua, se secb sobre Na,S0, v se evapor§ hasta ob

tener un aceite, Este se crista11z64en acetato de etilo
(300 cc) conteniendo DCHA (10 cc) como una sal., La recrista
lizacién en MeOH y &tep did 22,7 g (72,5%) de Boc-Lys(z)-
~Lys(Z) ~0H+DCHA; punto do fusién 160-1629C; [alfa]s’ = 2,218
(c = 1, MeOH), _

Se repartib Boc-Lys(Z)-Lys(Zz)~OH DCHA (10
g, 12,14 mmol) entre EtOAc (1 litro) y H,SO, 0,1N (1 1litro).

2774
Luego se lavé la fase orginica con agua (3x), se secd sobre

N’azSO4 y se evapord hasta sequedad (7,9 g). E1l 4cido libre

Boc-Lys(Z) ~Lys(2)-0H, as{ obtenido se trat8 con HCl 4N re-

. cien preparado en THF durante 30 minutos,

Se evapord (302C) el disolvente y el &cido en exceso y se re
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~evapord el residmo por dos veces con THF. . Bl residuo rese
tante solidificd cuando se tratd con &ter. La sal HCleH-
~Lys(Z) ~Lys(Z) ~0H se recogid mediante filtracién y se, lavd
varias veces con &ter, lo que did 6,7 g de polvo blanco.~
Se disolvid en DMF (70 cc), se enfrid en un bafio de hielo
y se tratd con Et N (1,63 cc)sepuido de Boc-Glu(Ole)éoﬁu
(5554 &, 12,76 mmol). -v3~
Se agit8 la mezcla a 02C durante 1 hora y luego a 252C Au-

EL RV

rante 24 horas, Se adiciond mas EtsN durante este tigmpn
»t 2
EY TR

para mantener la reaccidn a aproximadamente pH 7,5. .
Se adicionaron unos pocos cc de fcido acético para voi;%&:
acfdica la reaccién (pH 3,5) y sc separd el disolvente:£%;
dlante evaporacidén + El residuo subsiguiente se recogfo

en BtOAc, se lavd con agua (3x), se secd sobre thsp4 v

se evapord hasta sequedad cuando el producto empezd a soli~
ficar., Este se triturd en &ter y recristalizd en acetato de
etilo, Rendimiento: 7,26 g (69,5%) de Boc=Glu(OBzl)~Lys(Z)-
-Lys(Z)~0H3 punto de fusidn 152-1552C; {alfa]§5= -2,712
(c'= 1, THF),

g ‘Se tratd Boc-Glu(0Bzl)~Val=Val~Glu(0Bz1)~-
~Glu(0Bzl) =Ala~Glu(OBz1) wAsn=-0Bzl (1,7 g, 1,16 mol) con
THF (24 cc) cdurante 30 minutos, Después de la evaporacién
del 4cido em exceso (302C) se triturd el residuo con &ter,
Se lav8 a fondo el polvo obtenido con &ter y éter de petrd
leo y se sec§ sobre NaOH en vaci8, lo que did la sal tri-

-fluoroacetato del octapéptido (1,71 ). Luego se generd

in situ el &ster activo Boc=Glu(0Bzl) -Lys(Z)~-Lys(2)~-0Su me-
diante la agitacién de Boc&lu(Bzl)-Lys(Z)-Lys(2)-0H (0,998
g, 1,16 mmol), HOSu (0,16 g, 1,4 mmol) y bcC (0,274 g, 1,33
mmol) en 15 cc de DMF a 0fC durante 3 horas. A esta solu=-
cién conteniendo el éster tripeptfdico activo se adiciond ‘
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la sal octapéptidica CF 4C00H H-G1u(0B21) ~Val-Val-Glu(0Bz1) -
61u(0Bz1)~Ciu(0Bz1) ~Ala~G1u(0Bz1) ~AsnkOBzl (1,71 g) juabo
con 0,2. cc de Ebsn; . : '3>1;
Se adicionaron unas pocas gotas mas de Et N v DIF (15 cc)

y se agitd la mezcla durante 3 dfas a 252C, se formd up AL
ni-sélido gelatinoso, .Este se acidifics8 con 4ecido acéticb

y se traté con agua. Bl precipitado s61ido blanco s¢ reéo-
eld y lavé (nzo, MeOH, éter), lo que did 2,25 g de produce
to bruto fundente a 310-3132C, Se disolvi$ en DIF y préé:}-
pité con MeOH, Rendimiento: 1,75 g (68,3%) de Boé—Glu,.(_éle)“
~Lys(Z) ~Lys(Z) ~G1u(0Bz1) -Val~Val~Glu(0Bzl) -Glu(OBzl) ~Ala=
~Glu(0Bz1) ~Asn~0Bzl; punto de fusién 314-3162C; [alfa]gi'ﬂ
13,682 (c = 1, DMSO) ; homogéneo sobre TLC,

Se disolvié Boc=Glu(0Bzl)-Lys(Z)~Lys(2)~-
~Glu(0Bz1) ~Val-Val-Glu(0Bz1) -Glu(0Bz1) ~Ala~Glu(08z1) -Asn-
OBzl (0,5 g, 0,226 mmol) en 2 cc de TFA y se agitd con 15
ce de HF a 0fC durante 15 minutos. Después de la evapora~ -
cibn del 4cido en exceso (08C), se disolvid el residuo en
HOAc acuoso al 5%, se lavd con éter (3x), se evapord hasta
volumen menor y se liofilizé, lo que did 0,34 g de producto
bruto. [Este se cromatografid sobre la columna de intercambio
idnica tal como se ha descrito anteriormente para el octa=-
péptids, lo que dié 0,13 g (42,17) de Glu~-Lys~Lys-Glu=Val=Vale
=~Glu=Glu~=Ala=Glu=Asn; [,alfa]gs, = 85,652 (c = 1, HZO) .

h) Se condens$ Boc-Leu-0Su (4,0 g, 12,2
mmol) y H-Lys(z)kOH'(3,4z g, 12,2 mmol) en DMF (75 cc) duran
te 48 horas en presencia de Et §N (1,7 cc)s E1l pH de la reag

ciln se mantuvo a 7,5 con la adicibn de Bt N peribdicamente

3
como es usual, Se separd por filtracién el material insolu
ble restante y se evapord el filtrado hasta sequedad,

El vidrio espumoso subsiguiente se disolvio en é&ter
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;zoo cc) y se tratb la mezcla con 3 cc de DCHA para producir
material cristalino que se recogiG lavé con &ter y recrista
1iz6 en MeOH y é&ter.. Rendimiento: 5,7 g (69,5%) de chrheu-
Lys(Z)~OH,DCHA; punto de fusién 140-1428C; [alfa] ':Zgzon
(c = 1, MeOH), '

| h Se convirtid Boc~Leu-Lys(Z)-0H.DCHA 2,97
g 4,4 mmol) en el Acido libre (reparticdo entre EtOAc y”ﬁ5§04
0,1 N) y se tratd el aceite incoloro cbtenido (2,2 g conl
HC1 4N en THf (40 cc) durante 30 minutos., Se evapord elf%pi
do en exceso y el disolvente (302C) y se tratd el residgg‘
con éter, EL aceite restante se disolvid en éter y se eva-
pord por dos veces mas con &ter fresco, o
Luego @e agitd el residuc con Boec-Asp(0Bzl)~0Su (1,85 g, 4,4
mmol) en presencia de EtSH (1,85 cc) durante una noche,
Luego se evapord la mezcla reaccional hasta sequedad lo que
dib un residuo oleoso que se recogibé en acetato de etilo, se
lavé con agua (3x), se sec sobre N‘azso4 y se evapord de
nuevo hasta sequedad, EL producto bruto asf obtenido se crig
talizd en acetato de etilo y &ter de petrfleo y dié 1,52 ¢
(49,6%) de Boc=Asp(0Bzl) ~Leu~Lys(Z)-0H puro; punto de fusién
109-1119C; [alfa]Z® = -16,14¢ (e = 1, DIF).

Se tratd Boc~Glu(0Bzl) ~Lys(Z)~Lys(2)~-Glu=

(0Bz1) ~Val~Val=Glu(0Bz1) -Glu(0Bz1) ~Ala~Glu(0Bzl) ~Asn-08z1
(1,2 g, 0,545 mnol) con 35 cc de TFA durante 30 minutos. Se
evapor$ répidamente el Acido en exceso y se triturd el resi
duo con ¢&ter varias veces para obtener 1,2 g de un decapép-
tito TFA-sal en forma de un polvo blanco. Este se disolvié
en una mezcla de DMF (5 cc) y DMSO (2 cc) y se trat8 con Boc~
~Asp(0Bz1) =Leu~Lys (Z) ~-0Su generado in situ mediante la agita~
cién de Boc=Asp(0Bzl)~Leu-Lys(2)~CH (0,381 g, 0,545 mmol) con
HOSu(0,126 g, 1,1 mmol) y DCC (0,124 g, 0,599 mmol) en 3 co.de
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DMF a 02C durante 3 horas, Se agitd a 02C, durante 2 horas
la mezcla conteniendo el édstepr detripoétidoactivo v el un=
decapéptido y luego & 252C durante 3 dfas en cuyo perfodc =
se adip;oné,de vez er cuando Et3N para mantener el pH }%beram
mente bfsico. Se formé una substancia gelatinosa. Se tri-
turd con HOAc al 5% y el s8lido blanco resultante se f&;%ré
¥ lavé con agua, MeOH y &ter, 1o que dié 1,28 g de matérial
bruto fundente a 325-3262C., La reprecipitacién en DIF/RMS0
(10 cc/5 cc) y MeOH (230 cc) did 1,22 g (80,2%) de Boc~Ash~
(0Bz1) ~Leuw=Lys(2) «Glu(0Bzl) ~Lys (Z) -Lys (2) -Glu(0B=1) —Val‘-;Vél-
=Glu(0oBz1) -Glu(Ole) ~£1a=~Glu(0Bz1) ~Asn~-0Bz1l; punto de fus:.én
326-3279C; [alfa]D = «15,712 (c = 1, DMF/pMSO). '
Bste producto (1,128 g, 0,404 mmol) se
mezclo con 7 cc de anisol y se traté con 25 cc de HF anhi-
dro a 02C durante 15 minutos, Se evapord el 8cido en exce-
so (02C y se repartid el residuo restante emtre &ter y agua.
Se lavé la fase acuosa dos veces con éter, se evapofé hasta
la mitad del volumen original y se liofilizé lo que dié 0,69
& de material bruto,
Este se cromatografid em la forma anteriormente. descrita para
el octapéptido, El material eluido em los tubos 101-120
se recogld v 1ioéiliz6,.;o que &id 0,25 g de producto que
demostré estar l;ggraménée contaminado con impurezas secun-

darias. Este se recromatografid -por tanto en la misma colup

' na para 5btener.0 155 g (224) de Asp-Leu-Lys~Glu-Lys-Lys-

-Glu-Val-Va1-G1u-G1u-Ala-Glu-Asn puro.. La electroforesis de
papel inaicG que era homogéneo, [alfa] 25 = 86,2 72 (c = 1,
HCL 0,1¥).

Bea) ' Se disolvié B-Ser(Bzl)~OH (18,6 g, 95,4 mmcl)
en 45 cc de Triton B, se evapord hasta sequedad y el resicuo

se reevapor$ dos veces con DMF (100 cc cada vez).,
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Luego se aglt8 el residuo con AcOSu (16,9 g, 95,4 mmol) en
150 cc de DMF durante 20 horas, De vez en cuando se adicigp
né N-metil-morfolina para mantener la reaccién ligeramente
b&sica. Se separd el disolvente y a la extraceién dei.?ib-
ducto en EtOAc le siguid el lavado con pequefios volémenes
de HOAc al 10% y H,0 (el producto es acuosoluble, utilégshn
do un pequefic volumen de HZO). El secado sobre Nh2804 yﬁexg
poracién hasta sequedad de nuevo did un aceite claro (14,§ 8
Ac~Ser-(Bzl)=CH), El compuesto no cristaliz8, Se dis;;;zé
por tanto en una mezcla de 300 cc de MeOH y 30 cc de ngf{
se tituld a pH 7,0 con 052003 al 207 y se evqpor& hastai?f&
tener una masa s8lida, La sal se reevapord dos veces niae..
con DMF y se aglté con bromurc de bencilo (15,4 g, 91 mmol)
en 250 cc de DMF durante 18 horase Con la evaporacién del
disolvente se recogis el residuo en H,0 (600 cc) y ol pro=~
ducto oleoso formado se extrajo en EtOAc, Este se lav$ con
Hzo, se sec sobre N’azSO4 y Se evapord hasta obtener un ja~
rabe que con siembra cristaliz6 inmediatamente, .

Se recristaliz8 en EtOAc y &ter de petrbleo, lo que did
10,42 g (32,29 en global) de nsc-co~5ez§(nz1)-oaz1; punto

de fusién 89=912C,

Se disolvid Hsc-co-Ser(le)-ole(z,z € 6,73 mol)
en 75 cc de EtOH y se agitd suavemente com 5 cc de Hzﬂﬂﬁz
durante una noche., Se separ$ por filtracién algo de mate-
ria insoluble precipitada y se evapor$ el £iltrado hasta
obtener un aceite que solidificé cuando se traté con &ter
El producto se recristalizé en un reducide volumen de EtOH
y &ter, lo que di8 1,40 g (82,8%) de HscO-Ser(le)-HNNHZ;
punto de fusibn 120~130€C; [alfa]gs =4 5,802 (¢ = 1, MeOH),
b) Se disolvi$ L-alanina (3,57 g, 40 mmol) en 18,8
ce de Tritén B (40 mmol), gse evapord hasta sequedad, y el

L
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residuo oleoso se reevapord dos veces con DMF (30 ce

cada vez)., Se agité la sal obtenida com 11,45 g de Boc-
~Ala~0Su (40 mmol) en 40 cc de DMF, con la adicién de’ A
cc de MM, durante 20 horas. Se separ8.el disolvente ¥
se recogld el residuo en HOAc al 10% (100 cc). Se exb»a-
jo el producto em EtOAe (4x100 cc), se lavé dos veces con
un pequefio volumen de H 0, se secd sobre Ha 804, se evapo
r8 hasta pequefio volumen, y se trat8 con éter de petrélad
hasta se volvi§ turbio, Con el almacenamiento en el rg??i
gerador durante una noche se form6 un producto cristalino.
Rendimiento: 8,2 g (76,3%) de Boc-Ala-Ala~OH§ punto de. ‘u
sifn 115-118€C,

Se traté Boc-Ala-Ala=OH (36,2 g€, 139 mmol)
con 3 litros de HCL 4N en THF durante 30 minutos. La eva-
poracidn y elaboracién final como es usual did una masa -
oleosa que solidificd cuando se tratd con &ter,

El productc se recristalizé en metanol con éter, lo que -
aié 9,1 g (33,3%) de HCl,H-Ala=-Ala=OH; punto de fusién
209=~2112C,

Se disolvi$ HCl.H~-Ala-Ala-OH (2,36 g, 12
muol) en 20 cc de DM, sc enfrié en un bafio de hiclo, v se
traté con 1,68 cc de Etsﬂ (12 mmol) seguido de Bocw=isp(0Bzl)-
«=0Su (12 mmol), Se agité suavemente la mezcla a 02C duran

te 2 horas y luego a 25¢C durante una noche en cuyo tiempo

se adiciond, en pequefias proporciones, un equivalente mas

de Et3N (12 mmol), manteniendo el pH de la reaccifn préxi-

mo a 8,0. Se adicionaron unos pocos cc de HOAc y la mez-

"cla acidificada se evapord hasta sequedad, El producto

formado se extrajo en BtOAc, se lavd con azo (3 veces), sc
secd sobre NaZSOA’ y se evaporévhasta un residuwo qleoso

(6 ). BEste se disolvid en EtOAc y se tituls a pH 8,0 con
DCHA.
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Precipitd la sal cristalina y se recristalizé en iso-propa-
nol y é&ter ce petrdleo, lo que dié 5,1 g (65,7%) de Bbc-Aspn
(0Bz1) ~Ala=Ala~OH,DCHA; punto de fusisn 138~1412; [alf'aJD
~13,332 (c = 1, MeOH), N

Se repartié Boc-Asp(0Bzl) -Ala-ugs:-_ég.-
DCHA (3,5 g, 5,4 maol) entre 500 cc de EtOAc y 350 ce &{ﬁzo
conteniendo 10 cec de sto4 al 10%Z, Se extrajo la fase &ghow
sa una vez mas con EtOAc (250 cc) y la fase de EtOAc combina
da se lavé dos veces con H20 se secl sobre Na 504, y néigya-
poré hasta sequedad, dejando un s8lido vitreo de Boc-Asp:a
(0Bz1) =Ala~Ala=OH (2,5 g). Este material se traté con 206
cc de HC1 4N recien preparado en THF durante 30 minutos;ﬁsé
evapord a 322C hasta un jarabe, y se re-evapor$ dos veces
mas con THF, El residuo oleoso se solidificé cuando se tra=-
t4 con éter. Este HCl,H-Asp(OBzl)-Ala-Ala-OH (1,93 g, 4,83
mmol) se utilizé luego en la siguiente reaccién que implica
acoplamiento de azida con H3C-CO-Ser(Bz1)-N3 que se prepard
a partir de 1,24 g de Hsc-CO-Ser(le) ~HNNH, (4,9 mol) en
25 cc de DMF (-252C) com 7,42 cc de HC1 3,3 N en THF (24,5
mmol) y se agit& 0,99 cc de i~amilnitrito (7,35 mmol) a =302C
durante 30 minutos., La solucién azfdica preparada se enfrié
hasta «352C, se mezcld con 4,1 cc de Et3N v luego se trath
con el polvo blanco de HCl H-Asp{0Bzl)=-Ala-Ala~CH (1,93 g)
preparado tal como se ha expuesto anteriormente, _
Se agité la mezcla a =-202C durante 30 minutos y luego a 42C
durante 2 dfas, Se adicion8 algo mas de Et3
la reaccidn ligeramente b4sica. La elaboracifn final usual
dib una masa cristalina que se recristalizb en THF y éter de
petr8leo, lo que proporciond 1,85 g (65,6%) de HSC-CO-Ser-
(B21) A5 (0Bzl) ~AlawAlamOH; punto de fusifn 167-1709C [alfa];s
= ~18,012 (¢ = 1, DM50). .

N para mantener
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Se disolvis H,C-CO-Ser(Bz1) ~Asp(0Bzl) ~Ala~Ala~
OH (0,825 g, 1,41 mmol) en 4 cc de DMF y se enfrié hasta 02C
en un bafio de hielo. A la solucién se adicion6 H NNH é(sq,s
ng; 1,69 muol) seguido de HOBT.H, (0,475 g, 3,10 mmol) y
DcC (0,32 g, 1,55 mmol). Se aaust6 la mezcla a pH 7,5 con
MM y se agité a 02C durante 2 horas seguido de 17 horag a
252C, Durante este tiempo la mezcla reaccional se vol#;g“un
gel, Se diluyd con MeOH y se recogié el material s8lido yes
tante sobre un filtro de succién y se lavé a fondo con-MeOH,
éter y éter de petrdleo, lo que dib un material fuadente é;
229~2322C, Luego se precipité el producto en DMF y Meoﬁ,ﬂlo

que did 0,51 ¢ (61,0%) de H C-CO-Ser(le)-Asp-(Ole)—Ala»Ala-

- =HNNH, 3 punto de fusién zso-zgzec, [alfa] 5 a 17,042 (¢ = 1,

DMSO) .

c) Se agité durante una noche y en presencia de
EtSN (2,3 cc, 165 mmol) H~Glu(OBzl)~OH (39,4 g, 166 mmol) con
Boc~Ser(Bzl) =0Su. (65,0 g, 166 muol) en 900 cc de DMF, Se a-
dicion6 mas Etsﬂ durante este ticmpo para mantener la mezcla
reaccional 1igeramente bésica. Se evapord la soluciéa limpi~

da hasta sequedad y se repart;é el residuo olecso emtre

. Bt0Ac(1,5 litro) y HOAc al 5% (2 litros), Se lavd la fase

orgénica con H, 0 (2 veces), se sech schre Na,S y se concen

2 4’

“tpré hasta un acezte 1fmpido (90,0 g que se recogid em 3 li-

tros de &ter y se tratd con 25 cc de ciclohexilamina,
El sélido formado se recristalizé en MeOH y &ter. Rendimien
tos: 76,2 g (74,8%) de Boc-Ser(Bzl)~Glu(0Bzl)~0H.CHA; punto
de fusibn 154-156,52C; [alfa]:s = 46,322 (¢ = 1, MeOH).

Se suspendié Boc-Ser(Bzl)~Glu(0Bz1) -OH,CHA

(76,2 g 124 mmol) en una mezcla de 1,5 litros de HZO vy 1,5

litros de BtOAc. A esta mezcla se adiciond H,50, al 107 has
ta que se volvid Acida (PH de 2,5 aproximadamente) y se di-
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solvid el s8lido, Se lav8 la fase orgénica conteniendo el
4cido libre dipeptidico con nzo (2 veces), se sech, y seeva
pord hasta sequedad, lo que dejé un aceite claro (68,5 ¢g).
BEste se tratd con 3 litros de HC1 4,1 ¥ recien preparadszgn T
THF durante 45 minutos y se evapord hasta cbtener un reéia;o
oleoso que se re-~evapord dos veces mas con THF, El resiéub
(HC1.H-Ser(Bz1) ~Glu(CBz1) ~OH) se disoclvid8 en DMF (500 cc), -,
se enfri8 hasta 02C, y se traté con Boc-Ser(Bzl)-0Su (48,66,
€ 124 rmol), seguido iumediatamente de 27 cc de BtsN. ??é}
agitd la mezecla durante una noche a 252C en cuyo periédo qé;

tiempo se adiciond ocasionalmente mas Et N para mantener 15‘“

mezcla reaccional ligeramente bésica, Sz separd por filtra-
cibn alpunas pequefias cantidades de materias insolubles y se
evapord el filtrado hasta obtener un aceite que se recogid
en EtOAc, se lavé con HOAc al 5% y H,0, se sec sobre ¥a,S0,
¥y se evapor$ de nuevo hasta sequedads, El producto se crista
1izé en EtOAc con &ber de petrdleo, Rendimiento: 71,8 g -
(83,7%) de Boc-Ser(Bzl)-Ser(Bzl)-Glu(O0Bzl)~0OH; punto cde fu-
sién 112-1138C; [al£a]2’ =+ 17,012 (c = 1, THF),

Se traté Boo~Ser(Bzl)-Ser(Bzl) -Glu~(CBzl)~OH (71,6
g, 104 mmol) con 2,7 libtros de HCL 3,9 N recien preparadc en
THF durante 45 mimutom, 8Se evapord la mezcla hasta sequedad
y se evapord el residuo por dos veces nas con THF hasta obte
ner una masa sblida (59,3 g; punto de fusién 161-1658C). Se
recogio ¥ lavé con &ter y se agitd en 500 cc de DMF con Boc=
~Thr(Bz1)~0Su (38,2 g, 94 mmol) en presencia de Bt N (25 ce)
a 02C durante 1 hora y luego a 258C durante 15 horas. Se adi

ciond mas Bt_N (14,5 cc)en varias porciones durante este tien

3
po para mantener la mezcla reaccional ligeramente bésica. Se
separd por filtracidn algo de la materia insoluble formada y

se evapor$ el filtrado hasta obtener un aceite que se disolvio

en BtOAc(l,5 litro), se lavé con HOAc al 5%, H,0 (2x), se se=
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c6 sobre Na,SO y se evapord hasta obtener una masa sélida.

El producto reﬁristalizado en BtOAic y éter de petrbleo dié
64,8 g (78,1%) ce Boc-mhr(azlj~Ser(Bz1)-Ser(Bz1)-Glu(oszl)-
OH; punto de fusién 115-~1182C; [alfa]is =4 11,642 (e = 1,
DMSO0), .
Se trat8 Boc~Thr(Bzl)~Ser(Bzl) =Ser(Bzl)-Glu~ .
(0Bz1)-0H (54,5 g, 61,7 mmol) com HCl en THF (1,5 litros;
4,1N) y se procedid a la elaboracién final como es usual
para obtener HCleH=-Thr(Bzl)~-Ser(Bzl)-Ser(Bzl)-Glu(0Bzl)-0il
(46,3 g, 55,6 mmol) en forma ¢e un polvo blanco. Luego se
agité en DMF (500 cc) con Boc-Asp(0Bzl)-0Su (23,7 g, 56 mmcl)
3N (16 cc). Sc agi-
t4 adicionalmente la mezcla a 252C durante 15 horas en cuyo

2 02C durante 2 horas en presencia de Bt

tiempo se adicionaron 7,4 cc mas de Bt N, EL prodgucto sc elabord

3
como es usual y cristalizd en CH2012 y &ter de petréleo.

Rendimiento: 50,35 g (82,7%) de Boc-Asp(0Bzl)~THr-(Bzl)-

~Ser(Bzl) ~Ser(Bzl) ~Glu(C3z1) ~-OH; punto de fusidn 111-1132C;

[alfa]gs = 47,218 (c = 1, DMSO).

Se desprotezié Boc<Asp(0Bzl)~Thr(Bzl)~Ser (Bzl)~
=Ser (Bz1) ~Glu(0Bz1)~0H (50,0 &, 46 mmol)
con HCLI (4,15 N) en THF y la elaboracién final en la forma
usual ¢ié 45,4 g de sélido blanco, Se disolvid em TIF (1,5
litros) y se traté con &ber (7 litros). Con el reposoc a
02C durante una noche se obtuvo un polvo blanco (44,0 g,
punto de fusidn 179-1842C), Parte de este material, HCl,H-
=Asp(0Bz1) ~Thr (Bz1) ~Ser(Bzl) ~Ser(Bzl) ~Glu(0Bzl) ~0H (43,7 &,
42,7 mmcl), se disolvid luego en 500 cc de DMF, se enfrid
hasta 02C, y se tratd con Boc=Val=OSu (15,4 g, 49 mrol) y
Et3H (10 cc). Se agit$ la mezcla durante 15 horas durantg

cuyo tiempc se adiciond mas Et3N (7,9 cc) en varias porciones

'manteniendo la mezcla resccional ligeramente basica. Se se



10

15

20

25

30

- 3l -

paré por filtracién la materia insoluble y se evapord el £1il
trado hasta sequedad, El residuo oleoso se disolvid en ﬁ
CH,CL,, se lavd con HOAc al 5%, H,0, se soc sobre Na SQ_4 y
se evapord hasta un volumen menor (0,5 litro) cuando se tra-
t8 con éter de petrdleo, Con el reposo durante la nocho“ei
producto cristaliz8 lentamente, Este se recristalizd e““”
THF e iso=-propanol, lo que did 26,3 g (51,4% de Boc=Valw ..
Asp(0Bz1) ~Thr (Bz1) -Ser (Bzl) -Ser(Bz1) -Glu (0Bz1) ~CH; punto dé.
fusién 174-177C; [alfaly 25 = 40,848, (o = 1, THF),
Se disolvitS Boc=Vale=Asp (0Bz1) ~Thr(Bz1) -Ser- ‘ .
(8z1) =Ser (Bzl) =-Glu(0Bz1l)~02 (13,0 g3 10,94 mmol) en DMF -~
(50 c¢), se enfrid hasta 02C, y se tratd con H,NNE, (0,421
g3 13,14 mmol), HOBT (3,688 g3 24,1 mmol), y DCC (2,48 g3
12,04 mmol). Luego se adiciond NMM hasta que la mezcla reag
cional mostrd un pH de 7,5. Se agit$ la mezcla durante 18
horas y se £iltr8 para separar los sub~productos insolubles,
Se evapord el filbrado hasta sequedad y se #ratG el residuo
con'Hzo. El s8lido formado se recogid y cristalizé en DIF
e iso-propanol, lo que dfo 8,7 g (66,4%) de Boc~Val=-Asp(OB-
zl)-Thr(le)-Ser(le)-Ser(le)-Glu(Ole)-HNNH 3 punto de fu=
sidn 215-2182C; [alfa] = 4 7,622 (¢ =1, maso).
) Se trat8 Boc=Thr(Bzl)=Lys(Z)~CH (14,0 g,
2445 mmol) con 500 cc de HCL 4,0 N en THF cdurante 30 minutos,
se ovapor$ hasta sequedad, y se re-evapor$ dos veces con
THF fresco. BEl residuo oleoso solidific8 cuando se traté con
éter, El polvo seco (11,4 g, 21,6 mmol) de la sal. clorhi=
drato dipeptidica se disolvid luego en 140 cc de DMF, se
enfrib hasta 02C, y se traté con Boc~Thr(Bzl)-0Su (8,8 g,
21,6 mmol) seguido de 3,5 cc de EtaN. Se adicionaron unas

pocas gotas de Et N para mantener una condicidn ligeramente

3
bisica mientras se agitaba la mezcla durante 24 horas mas



10

15

- 20

25.

30

- 32 -

a 252C. Se acidificd con 5 cc de HOAc y luego se diluyé
cen un gran volumende agna. Se recogid el producto bruto
sélido precipitado, se disolvié en EtOAc, se lavé con E,0,
se Becé sobre Ha2804 ¥y se ovapor$ hasta sequedad, dejando
una masa s6lida y vitrea, La cristalizacién en EtOAc y 6~
ter de petréleo dié 13,8 g (83,7%) de Boc—Thr(Bzl)~Thr(B=
z1)-Lys(Z) -0f; punto de fusién 110-1128C3 [alfa]gs = +19;45¢0
(c = 1, BtOAc). —
Se traté Boc-Fhr(Bz1)~Fhr(Bzl)-Lys(Z)-0H-
(41,5 g, 54 mmol) con 500 cc de HC1l 3,55 N recien prepara-
do en THF durante 25 minutos y se evapord hasta obtener ur
jarabe que se re-evapor$ dos veces con THF fresco. Bl re-
siduo oleoso solidificd cuando se tratd con &ter., Esbe se
recogib y lav6 con é&ter, lo que did 37,4 g de 1z sal clor
hidrato bruta del tripéptido, se disolvid er 500 cc DIfF,
se enfrid hasta 02C, y se traté con Boc=Ile-0Su (17,4 g, 53
mmoi), seguido de 16 cc de Bt _N. Se agité la mezcla a 252C

3

durante unz noche en cuyo tiempo se adiciond mas Etzn en

' pequefias porciones (6,2 cc en tobtal) para mantemer un ectas

do ligeramente bésico, Se £ilbtrd la mezela resultante y

se evapord el filtrado hasta obteuner un aceite que se extrajo
en EtOAc, se lavd con HOAc al 5%, H,0, se secd sobre Ha%soé,
¥y se evapord; lo que di8 un aceite amarillento. Este sc crig
talizé-en EtOAc y éter de petrblec. EL sélido bruto asi ob
tenido (39,6 g, punto de fusién 140-1429C se encontrd conta
minado con varias impurezas poco importantes, ' El material
se cromatograffo luego en una columna de gel de siiice (70~
~230 mallas, 4,7 x 67 cm) ubilizando en calidad de eluyente
CHCls/MéOH (95:5, v/v), Las fracciones conteniendo el pro-
ducto deseado (controlado mediamte TCl) se depositaron y

se evaporaron, lo que did un producto oleoso que se crista=
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1iz6 en CHCl3 y éter cde petrélco., Rendimiento: 19,1 g
(41,2%) de Boo~Ile=Thr(Bzl)=Thr(Bz1)~Lys(Z)=0H; puato &e )
fusidn 144-1462C; [alfa] 25 o +2,40¢ (¢ = 1, CHCl ).

Se tratd Boc-Ile-Thr (Bzl) ~Thr (le) ~Lys(Z) =, .
-0H (0,439 g, 0,496 mmol) com HCL 4N en THF durante 30 m:lm;
tos y se procedid a la elaboracién final en la forma usua&,
lo que did 0,39 g de HCl,H-Ile~Thr(Bzl)~Thr(Bzl)«Lys(2)=0Hd-
Luego se disolvid Boe-ValmAsp(OBzl)~THr (Bzl)-Ser(Bzl)~Ser="-
(le)-Glu(Ole)-HNNH (0,59 g, 0,492 mmol) en 6 cc de DMEM‘:
se enfrid hasta -259C, y se tratéd con 0,57 cc de HCLl 4,3 N, en
THF (2,46 mmol) seguido inmediatamente de 0,1 ce de jmamiie"”
nitrito (0,74 mmol). Despuéds de agitacién =202 - =258C cdue
rante 30 minutos se hizo descender la temperatura hasta -
~352C al tlempo que se adicionaban 0,42 cc de Etsn v HCl,H=
~Ile~Thr(Bzl) ~Thr(Bzl) -Lys(Z)=~0H (0,39 g, preparado antes).
Se agité la mezcla a ~202C durénte 30 minutos y luego a 42C
durante 48 horas, en cuyo tiempo se adicioné de vez en cuanw
do Qtsﬂ para mantener el p alrededor de 7,5. Luego se diln
v8 la mezcla con 250 cc de HOAc al 5% y el producto s8lido
formado se recogid y lavé con H,0, MeCH, &ter, y se secd sow~
bre pellas de HaOH en vacfo, lo que did 0,82 g de material
brubo (punto de fusidn 244=2542C), Bste se disolvié en
DMSO y precipitd con la adicidn de MeOH. Rendimiento:
0,698 g (81,7%) de Boc~ValwAsp(OBzl)~Thr(Bzl)=Ser(Bzl)-Ser
(Bz1) =GLlu(0Bz1) ~Tle~Thr(Bz1) ~Thr (Bzl) ~Lys(Z)-OH; punto de
fusidn 268=~271eC,

Se enfrif a =202C H3C~CO-Ser(le)uAﬂp(Ole)~
Ala-Ala-HNNH, (C,408 g, 0,68 mmol) suspendido en 10 c¢ de
DMF y se tratd con HC1 5,43 N recién preparade (0,627 cc,
3,4 mmol) seguido de i-amilnitrito al 10% en DMF (1,39 cc
1,03 mmol), Después de agitacién durante 30 minutos se en-
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£rib hasta =302C al tiempo que se adicionaben Etsﬂ (0,476

g, 3,4 mmol) soguido ce la sal TFA del decapdptido H-Valw
Asp(0BzL) ~Thr (Bzl) -Sor (BzL) -Ser (Bal) ~Glu(0Bz1) ~TLo~THr~(Bal) -
~Thr(BzL)Lys(2Z) =08 (1,334 g, 0,68 mmol). '

Se agit$é la mezcla a -~202C durante 30 @iﬁg
tos y luego a 49C dupante 5 dias en cuyo periodo de tierpo
se adiciond mas Et3N y DMS0 para mantener la meszcla reacé%g
nal en un estado ligerameute bdsico y parapreservar la forma
cidn de gel, Se virtié la mezcla reaccional en HOAc alﬁs% '
(300 ce) ¥ se recogld el precipitado sélido Pormado, se lavd
con H,0, MeOH, &ter, y se secl, lo que dib 1,49 g de naterdol
fundente a 296=~2992C, BEL producto se¢ reprecipito en DMSO con
MeOil. Rendimiento: 1,40 g (85,37%) de qu-CO-Ser(le)uAsp-
(0B21) ~Ala~Ala-Val-Asp(0Bz1) ~Thr (Bz1) ~Ser (Bz1)-Ser (BzL}e1n-{0Bz])
IlewThr(Bzl) =Thr(Bz1) ~Lys (Z)-0H; [alfa]gs = 46,372 (¢ =1,
DMSO0) .

EL tetradecapéptido obtenido (1,35 g, 0,558
mol) se agité con HOBT.HZO (0,188 g, 1,23 mnol) durante u-
nog pocos minutos en una nezcla de 15 ce de DMF y 15 cc de
DMSO., Luego se enfrid la mezcla en un bafio de hielo al tiem
po que se adicionaba BCC (0,i26 g, 0,614 mmol) y se prosi-
guid la agitacibn durante 24 horas a la misma temperatura.

En un matraz separado se tratd Boc-Asp(CBzl)-Ley~Lys(Z)=Glu—
(0Bz1) =Lys(Z) -Lys(Z) ~Glu(0Bzl) «Val=Val=Glu(CBzl) ~Glu(CBzl) ~.
=Ala~Gln(0Bzl) =~Asn=0Bzl (4,0 g, 1,42 rmol) con 40 cc de TFA
durante 25 minutos y la sal de TFA del tetradecapépbido subsi
guiente se precipité ripidamente corn la adiciba de um gran
voluen de &ter. Bl s86lido formado se recogi y lavd a foow
do con &ter, lo que dib ‘3,74 g de polvo blanco (sal de TFA
del tetradecapéptido C~terminal), . Parte de este material
(3,567 g, 0,5583 mmol) se addciond al &ster activo derivado
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del tetradecapéptido amino~terminal tal como se ha prepara
do anteriormente en une mezcla de DMF=DMSO, Se adiciona~
ron unas poeas gotas de NI para llevar el pH de la mezcla
reaccional a 7,5-8,0, y se prosiguid la agitacién durén%%
1 hora a 02C y luego durante 5 dfas a 252C, Luego se ;i??
tié8 la mezcla reaccional en 1,5 litro de 4cido acético‘ai;
54. El producto precipitado se lavé a fondo con H,0, Mevd
vy éter lo que did 2,21 g del producto deseado, H3C-C0-S§nes
(le)-Aap(Ole)-Ala-Ala-val-Asp(Ole)-Thr(le)~Ser(le):,3}
~Ser (Bz1) ~Ihr (Bz1) ~Tle~Thr (8z1) ~Thr (Bz1) ~Lys (2) ~Asp (0Bz1)= 1
Ley~Lys(Z)-Glu(Ole(-Lys(Z)-Lys(z)-Glu{Ole)-ValdVal-Gluziil
(0Bz1) -Gl (0Bz1) ~Ala=Glu(OBzl) ~Asn=0Bzl, fundente sobre "
3002C,

Se disolvis el octacosepéptido protegi~
do (2,21 ¢, 0,435 mmol) en 8 cc de TFA, se mezcld con 4 ce
de anisol y se agitd con HF anhidro a 02C durante 30 minu-
tos. Se separaron los 4cidos a 02C (destilacién en vacfo)
y se disolvid el resicduo sélido que quedé en 200 cc de Hzo,
se lavo dos veces con éter, se evapord hasta la mitad del
volumen y se liofilizé, lo que dio 1,1 g de producto bru=
to., Este se purificé pasando a través de una columna Sephg
dex™ @10 (3 = 80 comj;HOAc 0,2M) y luego una columna DEAE-
Sephad 1R (3 2 75 em) eluyéndose con concentraciones en
aumento de acetato aménico (pH 7,0, 0,025 M, 0,25M) seguidc
de 4cido acético diluido, Se depositaron las fracciones -~
contenlendo el material deseado.y se liofilizaron, lo que
did 0,281 g de HSC-CO-Ser-Asp-Ala-Ala-Val-ASpuThr~Ser-Ser-G1u~
~Ile~Thr-Thr-Lys=Asp=Leu-Lys«Glu=Lys~Lys=Glu=ValaGlu=ilu~
~Ala-Glu~Asn (alfa

anorfo,

1 timosina) en forma de un polvo blanco

Con el enfoque'isoeléctrico de gel de

acrilamida el material sintetico migra de idéntica forma
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que la alfa, ¢inosina natural ajslada de la glandula tine

1
bovina (Proc. Natl, Acac. Bei. (USA), 74 , 725 (1977)).
EJEMPLO 2, s
Se disolvid Boc-Ala-Ala~OH (7,23
; ZO.
Se adiciond solucidn de CsZCO3 (acuosa al 20%) hasta quc ol

€y 27,8 mnol) en una mezcla de 200 cc de MeOH y 20 cc dulﬁ
pH alcanzd 7,0 (alrededor de 30 cc) y se evapord la solué"
c¢idn ncutra resultante hasta sequedad., El residuo so re-""
evapord dos veces con DFF (150 cc) y el soli 2o gelatinoéoi.'
que quedb se agitd en 120 cc de DMF con bromuro de beacilc
(7,2 g, 42 mmol) durante 15 horas. Luego se separd el di-
solvente mediante evaporacibn y se tratd el residuo con ‘
500 cc de agua. Bl producte precipitd en forma de un acei~
te que solidificéd gradualmente con el.repéso. Se recogld

en EtOAc (400 cc), se lavé com H,0 (3x), se secb scobre Na,-

SO4 y 8¢ evapord hasta obtener ui jarabe que mediante tra-
tamiento con é&ter de petréleo empezd a cristalizar. El pro
ducto se recristalizé ean BtOAc y &ter de petrdleo, lo que
dais 7,2 g (73,8%) de Boc=ila=~Ala~OBzl; punto de fusién 71-
~732C,

Se traté Boc-Ala-Ala-0Bzl (6,0 g,
17,15 mmol) com 380 cc de HCL 4 ¥ recién preparado en THF
durante 30 minutos. 8e separd por evaporacidn el faido en
exceso y el disolvente y se reevapord el jarabe rcstante dos
veces con THF fresco. El resicduo solidificéd inmediatamente

cuando se tratd con 4&ter. Este se recristalizéd en MeOH

.y &ber, lo que di8 4,30 g (76,4%) de HCl,H-Ala=Aila-OBzl;

[alfa]gs = 38,862 (c = 1, MeOH).

Se disolvié HCliH-Ala~Ala-OBzl
(4,25 g 14,83 smol) en DMF (60 cc), se enfrié hasta 09C, y
se agité con Boc-fisn-OH (3,45 g, 14,83 rmol), HOBT (4,02 g,
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28,6 mmol) , WM /2 cc) y DCC (3,37 &, 16,35 mmol) a 0£C
durante 2 horas y luego a 259C durante 20 horas, De véz "

~

en cuando se adiciond mas HMM para mantener la mezcla fégg-
cional ligeramente bfsica. Se separaron por filtracidn“:a%
los sub-productos insolubles y se evapord el filtrado héSéé'
sequedad, El residuo cleoso solidificéd inmediatanente cﬁzﬁ
do sc tratd con agna., Este se recogld en EtOAc, se lavé..coh
H,0 (3 x), se secd sobre H’azso4

lumen cuando el producto empezd a cristalizar. Se adiciow

y se evapord hasta menorgxé}
nd un volumea igual de &ter de petrdleo y la mezcla se dejéil
reposar cdurante una noche. EL producto bruto se recristai§5°’
zo en THF y éter de petr8lec, lo que did 5,2 g (75,6%) de
Boc=Asne~Ala=ila~0Bzl; punto de fusién 153=1552C; [a1faJ]2)5 =
~55,61 (e = 1, MeOH),

Se traté Boo-Asn~Ala-Ala-0Bzl (2,2 g,
4475 mmol) con 220 ce de HCL 4,0N en THF durante 30 minutos,
Se separd por evaporacién el 4cido en exceso y el disolvente
vy se'reevapord el residuc dos veces con THF fresco. FEl pro-
ducto oleoso solidified cuando se tratd con é&ter. Se tritu-
r6 con mas éter fresco y se recogid lo que di8 un polvo blan~
co (1,85 g). La sal clorhidrato asf obtenida se disolvid en
40 cc de DaF y se enfrid a 02C cuando se adiciond H3C-CO-Sep-
(Bz1) -0H.DCHA (1,97 g, 4,75 mmol)., Despuls de agitarse a 02C
durante 30 minutos se observd la precipitacién de DCHACHCL y
se adicion8 HOBT (1,19 g) seguido de DCC (1,09 g, 5,23 mmolj.
Luego se ajustd la reaccién a pH 7,5 con unas pocas gotas de
MM y se agit§ a 02C durante 2 horas y luego a 252C durante
una noche, Se separ$ el sub-producto insoluble mediante £il-
tracifn y se evapord el filtrado hasta obtener una masa séli-
da ligeramente coloreada, Se lavd a fondo con HZO y EtOAc

.

1o que did un polvo de color ante que se cristaliz8d en DMF
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(40 cc) y en iso;propanol (500 cc)s Rendimiento: 1,57 g
(56,5 %) de Hsc-CO-Ser(BaJ)-Asn-Ala—Ala-Oﬁzl° pusto do
fusin 213-2159C; [atfals® = - 23,118 (c = 1, DuSO).

Se disolvid Hsc-CO-Ser(le)-Aun-Ala~ ,
-Ala-0Bz1 (1,57 g, 2,69 mmol) en 20 cc de DMF y se agitd - .
con 2 cc de HZHNHZ durante 18 horas. Sec recogié el produé”
to sélido formado y se lavd a fondo con DMF, EtOH y &ter,
1o que did 1,22 g (89,63) ce H30~CO-Ser(le)-Asn-Ala-Ala- .
ANNH, 3 punto de fusién 262-2649C; [alfa] 25 . 26,72 (c = 1,
DMBO).

s

Se traté Boc-Val-Asp(OBz1)~Thr (Bzl) -Ser.
(Bz1) =Ser (Bz1) =Glu(0Bz1) =Ile~Thr (Bzl) ~Thr{Bzl) ~Lys(Z) ~0H (0,698 »)
0,358 mmol) con 10 cc de TFA durante 30 minutos y la sal
peptidica.se precipitd con &ter., Se recogib en un filbro
de succidn se 1av8 con éter y se secd, lo que dib 0,652 g
de material (0,333 mmol como sal de TFA). En un matraz se-
paradc se suspendié H3C-CO~Ser(le)-Asn-Ala-Ala-HNNHé (c,17
&y 0,335 mmol) en 7 cc de DMF y se tratd con 0,27 cc de HC1
6,18N en TIF a -208C. 4 la mezcla se adiciond 0,68 cc de i-
~anilnitrito al 107 en DMF y se agitd la solucidn a la misma
temperatura durante 3O minutos. Se hizo descencder la temperz
tura hasta =-302C al adicionarse 0,234 co de Et N (1,67 tmol)
seguido de la sal de TFA de decapéptido (0,652 g) antes prepa
radas Se diluyd la mezcla con 3 cc de DMSO a ~20€C y se ajus-
t4 hasta un estado ligeramente bésiéo (pH 7,5) con unas pocas
gotas de-EtSH. .8e agitb a -202C durante 30 minutos y luego
a 42C durante 5 dfas. Durante este periodo de tiempo se adi-

cioné mas DMSO (5 cc) y Et N para mantener las condiciones li~

3
geranente bisicas y para impedir que la mezcla reacciomal geli
fique, Luego se virtid toda la solucién en HOAc al 57 (250 ce)

para obtener un precipitado bianco que se recogid, lavd con
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H,0, MeOH, &ter, vy se secd. EL producto bruto (0,702 g3
punto de fusidén 200-2012C) se precipité en DMSO con MeOH.
Rendimiento: 0,348 g (42,07) de H3C-CO-Ser(le)-Asn~Ala-
Ala-Val—App(Ole)Thr(le)-Ser(le)—Ser(le)-Glu(Cle)-Ilen
Thr(le)-Thr(le)-Lys(Z)-OH; punto de fusibn 206~2088C" (ﬂesc.)
[alfa] 25 = 43,772 (¢ = 1, DMSO), : e

-

Se agit8 el producto obtenido (0,866 g, -
0,373 mmol) con HOBT.H 0 (0,126 g, 0,82 nmol) en una meégls
de DMSO (6 cc) y DMF (6 cc) ¥y se enfrid en un bafio de hif“
lo. Se traté la mezcla con BCC (0,085 5, 0,411 mmol) y 13@{
go se agitd 2 02 durante 24 horas. Luego se mezclo con igﬁ:
sal de TPA del tetradecapéptido preparada como en el ejem~
plo 1B,d) (1,05 g, 0,373 mmol) y 2 ec mas de DMSO,
Se adicionarcn unas pocas gotas de NMM para llevar el pll a
7,5-8,0 y se prosiguif la agitacién a 02C durante 1 hora y
luego a 252C durante 5 dfas, La elaboracidn final tal como
se ha descrito en el ejemplo 1B,d) did 1,5775 g del octacow

sapéptido totalmente protegido Hscnco-Ser(le—Asn~A1a-Ala-Val~

~Asp=(0B2z)~Thr (Bzl)-Sar (Ba)=Ser'(Bz)) =Glu( 0Bz1) ~Ile=Thr(BzDd=Thr 6z)

~Lys(2) «Asp(0Bzl) ~Leu=Lys (Z) =Glu(0Bz1) ~Lys (Z) ~Lys (Z) ~Gluw
(0Bzl) =ValeVal-Glu(0Bzl) ~Glu(0Bzl) ~Ala=Glu(0Bzl) ~Asn-0Bzl,
El octacosapdptido totalmente protegido
(1,57 g 0,32 mmol) se disolvi8 en 10 cc de TFA que contenfa
3 cc de anisol, 8e agitd la mezecla con 45 oo de HF a 0€C
durante 30 minutos y luego se procedid a la elaboracidn f£i-
nal tal como se ha descrito en el ejemplo 1B.d), La purifi
cacidn en columnas SephadexR G=10 y DEAE-Sephadexr,tal como
se ha descrito antes, did 0,283 g de H3C0-Ser-Asn-Ala-Ala-
~Val-jsp-Thr~Ser-Ser=Glu=Ile=~Thr«Thr-Lys—Asp~Leu=Lys«~Glu~
=LyS=Lys-Glu=Val=Val=Glu=Glu=~Aila~Glu=Asn [alfal (Asnz)-timo~
sina] en forma de un producto amorfo blanco, El1 compuesto 'mi

gro a la posicién lirersuecte menos 4cida que la alfal tino-
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sina On;iécelectroenfoqueide'éei acrilamidico de conformi-

dad con la difenoncia de la estructurs.

REIVINDICACIONES

Descrito el objcto del presente invento

se declaran nucvas y de propia invencibén las sipuilcentes
reivindicacicnes:

l.- Un procedimiento para la prepara=-
cifn de alfaltiﬁosinas y sus sales aceptables en farmacia
caraetcnégadg porque comprende sceparar los grupos protecs~

tores de un octacosapéptido protegido de la secuencia

-H3C:COESG?(R1)i§~A1a-Alqua;eAsp(0RZ)dThr(Rz)-Serf(R;)-
Ser(R7) -Glu(0R ") ~Ile~Thr(R”) ~Thr(R") ~Lys(R”) ~Asp(OR ") -
~Leu-Lys (Rs) g-Glu(OR4) ~Lys (RS) -Lys(Rs) ~Glu( 0R4) “Val-
-Va1~c;1u(oa4) -Glu(cr;4-A1a-Glu(0R4) ~Asn=0R®

en donde
X es Asn O Asp(ORZ);
Rl es un grupo protector conveacidonal para el grupo
hidroxflico del radical de serina;
Rz, R4 y R6 son grupos probtectores de grupo carboxi-
lico convencionales;
R3 es un grupo protector convencional baga el pru-
po hidroxflico de la treonina y
Rs es un grupo provector convencional para el gru~
po omcga-aminico del radical de lisina, por tra
tqmiento a baja temperatura eon un 4cido anhidro, de pre-
ferencia fluoruro de hidrégeno opeionalmente en presencia
de anisol,

y 8i sc desca, convortir el compucsto obtenido cn una sal
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aceptable en farmacia. _

2.~ Un procedimiento segun la reivindica-
c¢ifn 1, caracterizado porque comprende separarilos grupos
protoctores de un octacosapéptido probééido de la secuen=

cia

HBC~CO-Ser(le)-Asp(Ole)7A1;-@1ad{g}-Asp(0le)-.
~Thr(le)-Ser(le)-Ser(le)-glu(onzl)-xle-mhr(nzl)-
~Thr(Bz1) ~Lys(Z) -Asp(0Bz1) ~Leu~Lys(z) -Glu(0Bz1) -
~Lys(z) ~Lys(z) ~G1lu(0Bz1) -Val-Val-Gli;(oazl) ~G1lu(0Bz1) =

~Ala-Glu(0Bzl) ~Asn~OBz1,.

(1a)
en donde .

Bzl es benecilo, y
Z es benciloxicarbonilor
3e=Un procedimiento seg&n la reivindica-
cién 1, caracterizado porque se obtiene la alfalfABq?]‘ti'

nedina separando los prupos protectores de un octacosabep—

 tido protepgido de la socuenciz

H,C~CO-Ser(Bz1) ~ASn=Ala=~Ala-Val-Asp(0Bz1) ~rhr(Bz1)~
~Ser(Bzl) -Ser(Bzl) ~Glu(0Bz1) ~Ile~Thr(Bz1) ~Thr(Bzl) -
-LYS(Z)-ASP(Ole)-Leu-LVS(Z)fGlu(Ole)-LYB(Z)-LVB(Z)“ :
~G1u(0B21) ~Val-Val-Glu(0Bz1) ~G1u(0B21) QAlg—Giu(os'zI) -

en donde
Bzl es beneilo, y
" Z es benciloxicarbonilq«
Ae= Un procedimienﬁo para la preparaci&n
de alfaltimosinas.. '
Segdn se describe y reivindiea on la pro-

sonte memorda descriptiva quo consta de 42 hojas foliam



das y egeritas a miquina por una sola cara.

Madrid, a 2 1 ABR. 1978
Peas V
JAIME ISERN
p-p.
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