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PROCESO PARA LA SINTESIS RAPIDA DE SOLUCION DE PEPTIDOS

La invencién se relaciona con un proceso nuevo Y
versdtil para la sintesis ripida de solucién de péptido
en donde el péptido creciente esta presente en una fase
orgénica permanente y no esta aislado antes de que se

complete el ensamblaje de la secuencia deseada.

Los pépticos son sintetizados bien sea sobre un
soporte sélido o e solucién. En ambas aproximaciones las
etapas de acoplamiento Yy desproteccién se alternan
repetitivamente y como dependiendo de la aproximacién, se

pueden separar mediante purificaciones intermitentes.

En la aproximacién de fase sébdlida, se ensambla una
secuencia completamente mientras que se une a un soporte
sélido antes de que este sea eventualmente separado de
dicho soporte. La remocién del exceso de reactivos o
subproductos toma lugar mediante filtracién. La sintesis
de fase sblida claramente tiene ventajas: es mids o menos
generalmente aplicable y facil de automatizar. Sin
embargo, esta tiene algunos serios inconvenientes. Por
ejemplo, las reacciones son controladas por difusién y

son usualmente mas lentas bajo las condiciones
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heterogéneas aplicadas: con el fin de evitar la supresién
de excesos de secuencias de los reactivos que son
necesarios. Ademds, las cadenas laterales reactivas del
péptido creciente se pueden proteger: desde que no tengan
lugar purificaciones intermitentes, reacciones laterales
debido a la presencia de cadenas laterales no protegidas
gque puedan conducir a impurezas en el producto final. La
aproximacién de fase sélida es dificil de escalar y es

costosa en términos de reactivos y materiales.

La aproximacién de solucién clisica de otra parte,
es fAcil de escalar y es menos costosa e término de
reactivos y materiales. Loa aminocAcidos completamente
proteqgidos no son usualmente necesarios en razén a que
los subproductos que resultan de las reacciones laterales
de las cadenas laterales no protegidas se pueden remover
mediante purificaciones intermitentes. Sin embargo, 1la
aproximacién de fase de solucidén requiere los protocolos
especificos de secuencia y la produccién de una secuencia

completa es un proceso gque consume tiempo.

En razén de los inconvenientes de estas
aproximaciones es necesario un proceso que combine las

ventajas tanto de los métodos clasicos, en particular de



la sintesis a gran escala de péptido. Un nuevo proceso
debe ser répido, facil de escalar y generalmente
aplicable. En la sintesis de fase de solucién, un ligero
exceso de un componente carboxilico activado se utilaza
preferiblemente en cada etapa de acoplamiento para
asegurar el acoplamiento cuantitativo de un componente
amino, de tal manera que la ocurrencia de secuencias de
supresién en el producto final se puedan evitar. Se asume
usualmente que el componente carboxilico recibe el
activado se destruye y se remueve durante el trabajo
acuoso intermitente. Las secuencias de insercién de
péptido sin embargo, se encuentra a menudo como impurezas
del péptido final debide a la remocidn incompleta del
componente carboxilico residual (activado) después de una
etapa de acoplamiento, que subsecuentemente sSe ha
acoplado luego de desproteccién. Con el fin de evitar la
ocurrencia de dichas reacciones laterales se puede
introducir una etapa de desoxidacién directamente después
de la etapa de acoplamiento para desoxidar (inactivar)
las funciones carboxilicas residuales activadas. Las
aminas son usualmente aplicadas como desoxidantes. El uso
de poliaminas como desoxidantes conduce a compuestos
desoxidaocs que pueden ser extraidos activamente en una-

preferiblemente acida-fase acuosa, dependiendo de su
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polaridad [por ejemplo Kisfaludy, L. et al. (1974)
Tetrahedron Lett. 19, 1785-1786]. Esta extraccién se
desarrolla usualmente antes de la etapa de desproteccién
para evitar la perdida de péptidos crecientes dentro de
la fase acuosa. Sin embargo, este procedimiento se ha
encontrado en numerosos casos que da como resultado una
purificacién intermitente incompleta debido a 1la
hidrofobicidad de los compuestos desoxidados: la
hidrofobicidad intrinseca de las partes amino acilo del
componente carboxilico se mejora por los grupos
protectores amimo aun presentes. La extraccién acuosa no
es asi completamente efectiva. Recientemente, Carpino, L.
A. et al. [(1999) J. Org. Chem. 64, 4324-4338] reporté
una mejora del método dexosidante. Ademis del uso de una
poliamina como dexosidante el grupo amino protector 1,1-
dioxobenzo[b]tiofeno-2~ilmetoxicarbonil ({Bsmoc) se aplicé
en el proceso. La funcién de Bsmoc tiene una muy alta
labilidad hacia la base. Como resultado de esto, las
funciones carboxilicas residuales activadas son
desoxidadas y las funciones Bsmoc son removidas enana y
la miama etapa utilizando una poliamina. El uso de 1la
funcién Bsmoc se ha descrito como una mejora
significativa para la produccién de (oligo) péptido que

utilizan técnicas de fase de solucién rdpida continua
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que permiten el ensamblaje de un péptido en una serie
sencilla de etapas en un relativamente corto periodo de

tiempo.

Un nuevo proceso se ha encontrado ahora para 1la
sintesis rédpida de solucidén continua de péptidos, en
donde un desoxidante se utiliza el cual permite una
escogencia esenclalmente arbitraria del grupo amino
protector (el grupo protector en el N-terminal el
componente carboxilico activado). Como contraste al
proceso Carpino, la desproteccién de la funciédn N-
terminal no necesariamente tiene lugar bajo las mismas
condiciones de reaccién que la desoxidacién de exceso de
funciones carboxilicas activadas. Por lo tanto, el
proceso e esta invencién es mucho mas generalmente

aplicable que el proceso Carpino.

El nuevo proceso de acuerdo con esta invencién es un
proceso para la sintesis de solucién rdpida de un péptido
que comprende ciclos repetitivos de las etapas (a)-(d):
(a) una etapa de acoplamiento, que utiliza un exceso de
un componente carboxilico activado para asilar un

componente amino,



(b) una etapa de apagado en la cual el desoxidante se
utiliza para remover las funciones carboxilicas
residuales activadas, en donde el desoxidante se puede
utilizar para la desproteccién del péptido creciente (es
decir el péptido que esta siendo formado),

(c) una o mas extracciones acuosas y

opcionalmente, (d) una etapa de desproteccibédn separada,
sequida por una o mas extracciones acuosas,
caracterizadas por que el péptido creciente esta presente
en una fase orgdnica permanente y no se aisla hasta que
la secuencia final del péptido (es decir el producto
final del proceso e esta invencién) ha sido obtenido, ¥
el procesc comprende al menos una etapa (b), denominada
como etapa {(b°'), en la cual una amina que comprende un
anién libre o un anién latente se wutiliza como un
desoxidante de funciones carboxilicas residuales

activadas.

En razén a que durante el procesc de la invencién el
péptido creciente no esta aislado, el proceso es
significativamente menor consumidor de tiempo que los
procesos de fase de soluciédn clésica y fécil de escalar.
El proceso de la invencién permite la remocién altamente

eficiente del componente carboxilicoe residual activado



sin encontrar los problemas de hidrofobicidad de 1los
procesos de la técnica anterior en el cual las poliaminas
eran utilizadas como desoxidantes. Se obtienen péptidos
de alta pureza. Preferiblemente, de la etapa (a) el
proceso de esta invencién las cantidades molares de los
reactivos se utilizan en orden decreclente: componente
carboxilico, aditivo acoplante > reactivo acoplante >
componente amino. Se prefiere adicionalmente un proceso
en donde la etapa (a) se utiliza un componente

carboxilico preactivado.

En otra modalidad preferida, en la etapa (b') una
amina que comprende un anién latente se utiliza como el
desoxidante. Preferiblemente, el anién latente en 1la
amina desoxidante lleva un grupo protector temporal que
se puede remover selectivamente en la presencia de un
grupo protector permanente unido al péptido creciente, En
un modalidad
Particularmente preferida el grupc protector del anién
latente en la amina desoxidante muestra una labilidad
similar a aquella del grupo protector temporal presente
en el terminal N del péptido creciente. Esto permite la

desproteccién del desoxidante que produce el anién y la



desproteccién N-terminal el péptido creciente para que
tenga lugar en una etapa sencilla de un proceso.
Especialmente preferido es el proceso de la invencién en
donde los grupos protectores temporales, presentes en N-
terminal del péptido creciente y presentes opcionalmente
en el desoxidante, son grupos hidrogenoliticamente
removibles mientras que los grupos protectores
permanentes son grupos protectores acidoliticamente
removibles. Preferiblemente, dichos grupos protectores
temporales son del tipo benzilo por ejemplo,
(sustituidos) benzilo y grupos benzilocarboniles. Un
desoxidante preferido es una amina primaria que comprende
un anién libre o un anién latente y en particular un
derivado de aminoacido protegido C-terminalmente. Ademas
del carboxilato, la amina desoxidante puede comprender
otras funciones aniénicas tales como sulfonato o
fenolato. Un aminoacido altamente preferido para el uso
como un desoxidante es la B-alanina o un derivado de esta
(por ejemplo un derivado ester). El desoxidante mas
preferido es el benzil pP-alaninato o una sal de este. El
uso de un desoxidante de acuerdo con la presente
invencién conduce a compuestos hidrofilicos desoxidados
gue pueden ser activamente extraidos en una fase acuosa

basica después de la etapa de desprotecciédn: después de
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la desproteccién (si es aplicable), la hidrofilicidad se
mejora mediante la presencia tanto de una funcién amino
libre como de una funcidén carboxilica 1libre en 1las
especies desoxidadas. Asi, el proceso de esta invencién
da como resultado una purificacién intermitente muy
efectiva debido a la posibilidad de extraer activamente
un compuesto hidrofilico desoxidado. Ademds, un exceso
posiblemente presente de componente carboxilico que no
fue activado y cuyo grupo protector temporal también fue
removido ante la desproteccién, se extrae desde la nezcla

de reaccién al mismo tiempo.

De acuerde con un proceso de esta invencién, cada
ciclo del proceso puede comprender una etapa (b') en
donde el anién libre o un anién latente se utiliza como
un desoxidante de las funciones carboxflicas residuales
activadas, S5in embargo, de acuerdoc a una modalidad
adicional de esta invencién, el procesco puede comprender
también uno o mads ciclos en donde la etapa (b) se utiliza

una poliamina como desoxidante.

Otro proceso preferido de esta invencién comprende
uno o mAs ciclos en donde en la etapa (b) la

desproteccién no ocurre (asl 1las circunstancias son
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escogidas de tal forma que el desoxidante solo se utiliza
para apagado, por ejemplo el grupo protector Z y una
amina que comprende un anidén latente como un desoxidante)
y la etapa subsecuente (c) comprende extracciones
basicas, A4cidas y bésicas secuenciales, las cuales son
preferiblemente desarrolladas en la presencia e cloruro
de sodio. Este proceso comprende una etapa subsecuente
(d) que comprende la desproteccién y las extracciones
bdsica y neutra secuenciales; estas extracciones son
preferiblemente desarrolladas en la presencia de cloruro

de sodio.

Otro proceso preferido de la invencién comprende uno
o mis ciclos en donde en la etapa (b) ocurren tanto el
apagado como la desproteccién (por ejemplo utilizando el
grupo protector de Bsmoc y una poliamina como un
desoxidante) y la etapa subsecuente (c) extracciones
secuenciales basica y neutra que son preferiblemente

desarrolladas en la presencia de cloruro de sodio.

También se prefiere un proceso, en donde en el
Gltimo ciclo de la etapa (a) en los grupos protectores
del componente carboxilico muestran una labilidad similar

a aquella de los grupos protectores permanentes del

M
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componente amino y en la etapa (b) el desoxidante es una

poliamina.

El proceso de acuerdo con esta invencién se puede
desarrollar en varios solventes organicos que son
cominmente utilizados para la produccién de péptidos. Una
fase orgidnlica permanente altamente preferida (solvente
organico) en la cual el péptido crecliente esta
continuamente presente es etil acetato o una mezcla de
etil acetato y diclorametano. También se prefieren las
mezclas de etil acetato y otro solventes organicos, tales

como l-metil-2-pirolidinona o N,N-dimetilformamida.

El proceso de esta invencién se puede desarrollar a
temperaturas bien conocidas en la técnica para tales
etapas en sintesis de péptidos de fase de solucién
clasica. Sin embargo, preferiblemente el proceso se
desarrolla dentro de un rango de temperatura de 0 a 50°C,

y en particular a temperatura ambiente.

El proceso de esta invenciétn es muy adecuado para
sintesis combinatorias de bibliotecas de péptidos que
utilizan el método de rajado y mezcla. Los acoplamientos

son desarrollados separadamente mientras que las mezclas
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de acoplamiento individual se combinan para extracciones

y desprotecciones.

El proceso de esta invencién es muy adecuado para la
automatizacién en razén a que se utilizan protocolos

estandar.

El nuevo proceso de esta invencién es un proceso
altamente eficiente que puede ser utilizado
convenientemente en la produccién de oligo y polipéptidos

de alta pureza.

Un proceso adecuado de acuerdo con la presente
invencién es el acoplamiento de un exceso de un
componente carboxilico a un componente amino, en donde la
funcién carboxilica se preactiva o activa 1in situ
utilizando un reactivo acoplado y, si se desea, un
aditivo. Luego de la etapa de acoplamiento, las funciones
carboxilicas residuales activadas son desoxidadas
mediante la adicién del desoxidante a la mezcla de
reaccién. Subsecuentemente o al mismo tiempo, los grupos
protectores temporales se remueven utilizando métodos
adecuados conocidos en la técnica, sequido por 1la

remocién del compuesto desoxidado mediante extraccién

B Y
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acuosa. Al mismo tiempo, un exceso posiblemente presente
de componente carboxilico que no fue activado y cuyo
protector temporal también fue removido durante 1la
desproteccién, asi como también otros reactivos solubles
en agua y subproductos son extraidos de la mezcla de
reaccién. Luego, otro ciclo de etapas de acoplamiento,
apagado, desproteccién y extraccién puede seguir

dependiendo de la longitud del péptido deseado.

El termino amino componente se refiere a una
molécula que comprende una funcién amino libre. En
particular, el componente amino puede ser cualquier
amina, aminodcido u oligopeptido que lleva una funcién
amino libre
Y cuyo otros grupos funcionales son protegidos de tal
manera que ellos no interfieren con la reacciétn de
acoplamiento deseada. La funcién C-terminal del amino
dcido aplicado u oligopeptido puede ser protegido como
una amina sustituida o no sustituida o como un ester;
ejemplos del dltimo incluyen, pero no estdn limitados a
metilo, etilo, t-butilo, benzilo, fenacilo, 3=-(3-
metil)pentil (Mpe), 2-(2-fenil)propil(Pp), 2-clorotritil
(Clt), ifenil{4-piridil)metil (PyBzh), diciclopropilmetil

(Dcpm) , 9-fluorenilmetil (Fm), alil(all), 2-
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(trimetilsilil)etil (Tmse) y esteres 4-{N-[1-(4,4-dimetil-
2,6~-dioxociclohexilideno)=-3-metilbutil]-amino}benzilo

(Dmab) [Roeske, R. W. (198l1l) en: “los peptideos” vol 3
(Gross, E. y Meienhofer, J.,eds.) Academic Press, New
York, pp. 101-136; para Mpe: Karlstrom, A. y Unden, A.
(1996) Tetrahedron Lett .37, 4343-4246; para Pp: Yue, C.
et al. (1993) Tetrahedron Lett. 34, 323-326; para Clt:
Athanassopoulos, P. et al, (1995) Tetrahedron Lett. 36,
5645-5648; para PyBzh: Mergler, M. et al. (2001) P154,
Segundo simposio international de péptidos y 17abo
simposio Americano de péptidos; para Dcpm: Carpino, L. A.
et al. (1995) J. Org. Chem. 60, 7718-7719; para Fm: Al-
Obeidi, F. et al. (1990) Int. J. Peptide Protein Res.
35,215-218; para All: Kunz, H. et al. (1985) Int. J.
Peptide Protein Res. 26, 493-497 ; para Tmse : Sieber, P.
(1977) Helv. Chim. Acta 60, 2711-2716; para dMAB: Chan,
W. C. et al. (1995) J. Chem. Soc., Chem. ComGn., 2209-
2210]). Las funciones del tipo t-butilo o las funciones de
labilidad similares se prefieren para la proteccién
permanente de otros grupos funcionales; estos incluyen-
pero no estdn limitados a-t-butilo (Bu) para la
proteccién de las cadenas laterales Asp, Glu, Ser, Thr y
Tyr, t-butoxicarbonil (Boc) para la proteccién de las

cadenas laterales de Lys y Trp, tritil (Trt) para la

3 A
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proteccién d elas cadenas laterales Asn, Gln, y His y
2,2,5,7,8-pentametilbromano-6-sulfonil {(Pmc) O 2,2,4,6,7-
pentametildihidrobenzofurano-5-sulfonilo (Pbf) para 1la
proteccién de 1la cadena lateral Arg (Barany, G. ¥y
Merrifield, R. B. (1980) en: “The Peptides” wvol 2 (Gross,
E. y Meienhoter, J., eds) Academic¢c Press, New York, pp.
1-284; para Trp(Boc): Franzen, H. et al. (1984) J. Chem.
Soc. Chem. Comiin, 1699 1700; para Asn (Trt) y Gln(Trt):
Sieber, P. y Riniker, B. (1991) Tetrahedron Lett. 32.739-
742; para His(Trt): Sieber, P. y Riniker, B.(1987)
Tetrahedron Lett. 28, 6031-6034; para pMC: ramage, R. ¥y
Green. J. (1987) Tetrahedron Lett. 28. 2287-2290; para
Pbf: Carpino, L. A. et al. (1993) Tetrahedron Lett. 34,

7829-7832] .

El termino componente carboxilico se refiere a una
molécula que comprende la funcién carboxilica libre. En
particular, el componente Carboxilico puede ser cualquier
&clido carboxilico, amincécido u oligopeptido que lleva la
funcién carboxilicalibre y cuyos otros grupos funcionales
son protegidos de tal manera que ellos no interfieren con
la reaccién de acoplamiento deseada. En una modalidad
preferida, el grupo amino del aminodcido aplicado u

oligopeptido es protegido temporalmente mediante una



16

funcién benziloxicarbonil (2); otros ejemplos incluyen
pero no estidn limitados a-las funciones Boc, Trt,
fluoren-9-ilmetoxicarbonil (Fmoc), 2-
(metilsulfonil)etoxicarbonil (Msc),aliloxicarbonil (Alloc)

o las funciones del tipo arisulfonil, tales como ortho-
nitrobenzenosulfonilo (o-NBS) (Geiger, R. y Konig, W.
819819 en: “The Peptides”, vol. 3 (Groos, E. y
Meienhofer, J., eds.) Academic Press, New York, pp. 1-99;
para Alloc:Kunz, H. y Unverzagt, C. (1984) Angew, Chem.
96, 426-427; para arilsulfonilo: Fukuyama, T. et al.
(1997) Tetrahedron Lett. 38, 5831-5834]). Las funciones
del tipo t-butilo 1las funciones de labilidad similares
son preferidas para la proteccién permanente de otros
grupos funcionales como se describidé anteriormente. El
componente carboxilico se puede preactivar como un ester
activo preferiblemente una N-hidroxisuccinamina,
benzotriazol-1-ilo, pentaflorofenilo o© un ester de 4-
nitrofenile, un halurec, un N-carboxianhidro o como un
anhidro simétrico. Alternativamente, el componente
carboxilico se puede activar in situ como un anhidrido
mezclado utilizando un reactivo acoplante, tal como una
carbodiimida, preferiblemente N,N*-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) o clorhidrato de 1-(3°-

dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC), un uronio o
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una sal de fosfonio en la presencia posible de un aditivo
acoplante, preferiblemente una N-hidroxisuccinimida
(HONsu), 1l-hidroxibenzotriazol (HOBt), 3-hidroxi-4-oxo-
3,4-dihidro-1,2,3, benzotriazina (HOOBt), 1l-hidroxi-7-
azabenzotiazol (IIOAt)} O 6-cloro-l-hidroxibenzotriazol
(CL-HOBt) y 8l se requlere la presencla de una amina
terciaria [The Peptides, wvol. 1. (1979) (Gross, E. y
Meienhofer. J. eds.) Academic Press, New York; Li, P. y

Xu, J. -C. (2000) Chin. J. Chem, 18, 456-466].

El grupo protector temporal se puede remover de
acuerdo a los métodos conocidos en 1la técnica (vide
supra). La funcidén 2 se puede remover mediante
hidrogenolisis utilizando procedimientos estindar.
Durante este proceso todos los grupos de proteccién tipo
benzilo son removidos y los grupos protectores del tipo
t-butilo o funciones de labilidad similar son mantenidas.
La Gltima se puede remover mediante acidolisis e acuerdo

con los métodos conocidos en el arte.

Una persona experta en la técnica entenderd que se
significa con el término extraccién acuosa béasica. Sin
embargo, las extracciones acuosas basicas son

preferiblemente desarrolladas utilizando soluciones
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acuosas de hidrogencarbonato de sodio o carbonato de
sodlio, si se desea de la presencia de cloruro de sodio.
El término extraccién acuosa activa se refiere a una
extraccién en la cual vence a que un componente amino se
extraiga bajo condiciones acidas en la forma
completamente protonada (amonio) © un componente
carboxilico se extraiga bajo las condiciones bésicas en

una forma completamente desprotonada (carboxilato).

La invenciétn se ilustra mediante los ejemplos
siguientes, los cuales no deben ser interpretados como

limitaciones de esta invencién.

Boo-Cly-FPhe-Asp (0'Bu) -Bex (*Bu) -0*Bu

A una soluclén agitada de 4,34 g de H-Ser('Bu)-0*Bu
en una mezcla de acetato de etilo y diclorometano a 20°C,
se agregaron 3,24 g de l-hidroxibenzotriazol, 7,76 g de
Z-Asp(O*Bu)-OH 4,20 g de clorhidrato de 1-(3°-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida 2,42 ml de un
metilmorfolino, después de agitacién la solucibn

resultante al completarse esta reaccién se agregaron 1,21

9
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ml de 4-metilmorfolina y 3,51 g de una sal de benzilo #-
alaninato p-toluenosulfonato. La mezcla se agitd durante
30 minutos adicionales y se extrajo con 5% en NazC03/10%

NaCL, 5% KHSO,/10% NaCL y 5% Na CO3/10% NaCL.

La capa orgdnica que contiene el dipéptido protegido
Z-Asp (0*Bu) ~0*Bu -Ser (*Bu) -O*Bu se sometid a
hidrogenélisis catalitica en la presencia de paladio
sobre carbono. Al completarse la reaccién, se agregaron
5% de NazCO3 /10% NaCL y la suspensién resultante se
filtré. El1 residuc se lavo con una mezcla de acetato de
etilo y diclorometano, y 1los filtrados combinados se

extrajeron con 5% NazC0;/10% NaCL y 30% NaCL.

La capa orgidnica que contenia el dipéptido H-
Asp (O*Bu)- -Ser(*Bu)-0*Bu a 20°C, se at:;regaron 3,24 g de
l-hidroxibenzotriazol, 7,18 g de Z-Phe-0II, 4,20 g de
clorhidrato de 1-(3°-dimetilamincpropil) -3-
etilcarbodiimida y 2,42 ml de 4-metilmorfolino. Después
de agitacién la solucidén resultante hasta completarse la
reaccién, se agregaron 1,21 ml de 4-metilmorfolino y 3,51
g de una sal de benzilo P-alaninato p-toluenosulfonato.

La mezcla se agité durante otros 30 minutos y se extrajo

a0
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con 5% en NazCO03/10% NaCL, 5% KHSO,/10% NaCL y 5%

NazC03/10% NaCL.

La capa orgdnica que contenia el tripeptido protegido Z-
Phe-Asp (O°Bu)- —Ser(*Bu)-0"Bu se sometié a hidrogenolisis
catalitica en la presencia de paladio sobre carbono. Al
completar la reacclén, se agregaron 5% de NaCO3/10% NaCL,
y la suspensién resultante se filtrdé. El1 residuo fue
lavado con una mezcla de etil acetato y diclorometano, y
los filtrados combinados se extrajeron con 5% de

NazC03/10% NaCL y 30% NaCL.

A la capa orgdnica que contenia el tripeptido H-Phe-
Asp (O*Bu) -Ser (*Bu)-O'Bu y a 20°C, se agregaron 3,24 g de
l1-hidroxibenzotriazol, 4,21 g de Boc-Gly-OH, 4,20 g de
clorhidrato de 1-(3'-dimetilaminopropil} -3-
etilcarbodiimida y 2,42 ml de 4-metilmorfolino. Después
de agitaclén la solucién resultante hasta completar la
reaccidén, se agregé 1,25 ml de 3-dimetilamino -1-
propilamina. La mezcla se agité durante otros 30 minutos
y se extrajo con 5% de NayCO3/10% NaCL, 5% KHSO./10% NaCL,
5% NayC03/10% NaCL, 30% NaCL y agua. La capa organica se
filtrd, se seco scbre Na;SO; y se evapord hasta sequedad

para dar el producto deseado tetrapeptido en 95% de
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produccién basado en el material de partida H-Ser (*Bu)-

O'Bu. El proceso se completo en 6 horas.

Pureza: 98,1% mediante HPLC de fase reversa{24 a
68% de acetonitrilo en 0,1% de &cido trifluroacetico en
29 minutos a 220 nmm, 2,0 ml/min, 5 micrometros Cig
columna) .Identidad: m/z 425.4 [M-Boc-3'Bu+5H]* 469,4 [M-
4*Bu+5H]", 525,4 [M-3"Bu+4H]*, 581,4 [M-2'Bu+3H]*, 637,4
[M-*Bu+2H]*, 693,4 |[M+H]', mediante elctroroseado MS;
1HNMR (CDCL3)51,16 (s, 9H), 1,44 (m. 27H), 2,59 {(dd, 1H),
2,79 (dd, 1K), 3,09 (m,2H), 3,51 (dd, 1H), 3,69-3,86 (m,
3H), 4,47 (m, 1H), 4,67-4,78 (m,2H), 5,20 (bs, 1H), 6,68

(d, 1H), 7,12-7,34 m, 7H).

Conclusién: Los tetrapéptidos protegidos se produjeron

sin aislamiento intermitente del péptido creciente. lLa
pureza y la identificacién del producto obtenido
demostraron que el exceso de componentes carboxilicos
(activados) se han removido completamente en todas las
etapas del proceso y no se han formado secuencias de
insercién utilizando el proceso de esta invencién, El
producto es obtenido en alta produccidén y pureza en un

relativamente corto periodo de tiempo.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para a sintesls répida de solucién de un
péptido, el proceso comprende ciclos repetitivos De las

etapas (a)-(d)®

(a) una etapa de acoplamiento, que utiliza un exceso de
componente carboxilico activado para asilar un amino

componente.

(b) una etapa de apagado en la cual el se utiliza un
desoxigenador para remover las funciones carboxilicas
residuales activadas, en donde el desoxigenador también
se puede utilizar para la desproteccién de un péptido

creciente,

(c) una o mas extracciones acuosas y opcionalmente, (de
una etapa de desproteccidn separada, seguida mediante una
o miAs extracciones acuosas, caracterizada por que, el
péptido creciente esta presente en una fase organica
permanente y no esta aislado hasta que sea obtenida la

secuencia de péptido final, y el proceso comprende al



menos una etapa (b} denominada como etapa(B') en la cual
una amina que comprende un anién libre un anidén latente
se utiliza como un desoxigenador de funciones

carboxilicas residuales activadas.

2. El proceso de la reivindicacién 1, en donde en la
etapa (a) las cantidades molares de los reactivos se
utilizan en un orden decreciente:

Componente carboxilico, aditivo acoplante > que

componente amino.

3. El proceso de la reivindicacién 1, en donde en la

etapa (a) se utiliza un componente carboxilico

preactivado.
4. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-
3, en donde la etapa (b') se utiliza wuna amina que

comprende un anién latente como el desoxigenador.

5. El proceso de la reivindicacién 4, en donde el anién
latente en la amina desoxigenadora 1lleva un grupo
protector temporal que se puede remover selectivamente en
la presencia de cualquier grupo protector permanente

unidos al péptido creciente.



6. El proceso de las reivindicaciones 4 o 5, en donde a
nivel latente en la amina desoxigenadota lleva un grupo
protector temporal que muestra una labilidad similar a
aquella del grupo protector temporal presente en el

terminal N del péptido creciente.

7. El proceso de la reivindicacién 5 o 6, en donde los
grupos protectores temporales son grupos
hidrogenoliticamente removibles en donde 1los grupos
protectores permanentes son grupos acidoliticamente

removibles.

8. El proceso de la reivindicacién 7, en donde los

grupos protectores temporales son del tipo benzilo.

9. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 4-
8, en donde el desoxigenador es una amina primaria que

comprende un anién libre un anién latente.

10. El proceso de la reivindicacién 9, en donde la amina
primaria es un derivado de amino&cido protegido C-

terminalmente.
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11. El1l proceso de la reivindicacién 10, en donde el

aminoécido es C o un derivado de esta.

12. El1 proceso de la reivindicacién 11 en donde el

desoxigenador es bencilo pf-alaninato o una sal de este.

13. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-
12, en donde en la etapa (b) se utiliza una poliamina

como desoxigenador.

14. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-
13, que comprende uno o mds ciclos en donde en la etapa
(b) la desprotecclédn no ocurre y la etapa subsecuente (c)
comprende extracciones secuenciales bAsicas, 4&cida vy

basica.

15. El procesc de la reivindicacidn 14, en donde las
extracciones se desarrollan en la presencia de cloruro de

sodio.

16. El1 proceso de la reivindicaciones 14 o 15, que
comprende una etapa subsecuente (d) que comprende la
desproteccidén y secuenciamiento bésico y extracciones

neutrales.
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17. El1 proceso de la reivindicacién 16, en donde las
extracciones se llevan a cabo en la presencia de cloruro

de sodio.

18. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 13, que comprende uno mas ciclos en donde en 1la
etapa (b) tanto encalmado como la desproteccidén ocurre y
en la etapa subsecuente (c) comprende el secuenciamiento

basico y las extracciones neutrales.

19. El proceso de la reivindicacién 18, en donde las
extracciones se llevan a cabo en la presencia de cloruro

de sodio.

20. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones
1l a 19, en donde en el UGltimo ciclo en la etapa (a) los
grupos de proteccién del componente carboxilico muestran
una labilidad similar a aquella de los grupos de
proteccién permanentes del péptido en crecimiento y en la
etapa (b) el secuestrante es una poliamida (b) el

secuestrante es una poliamina.



27

21. El proceso de una cualquiera de las relvindicaciones
1 a 20, en donde la fase orgadnica es acetato de etilo o

una mezcla de acetato de etilo y diclorometanc.

22. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 21, en donde el proceso se lleva a cabo dentro del

rango de temperatura entre 0 a 50°C.

23. El1 proceso de 1la reivindicacién 22, en donde el

proceso seé lleva a cabo a temperatura ambiente.

24. Un método para la sintesis combinatorial de en la
libreria de péptidos que usan el método de particién y
mezcla en donde el proceso de una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 23 se aplica.

25. Un método para una sintesls de soluciédn automatizada
de péptidos, en donde el proceso de una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 24 es aplicado.

& .3



La presente invencién se relaciona con un proceso
para la sintesis de solucién répida de un péptido, el
proceso comprende cicloa repetitivos de las etapas (a)-

{b):

{a) una etapa de acoplamiento, usandoe un exceso de un
componente carboxilico activado para asilar un componente

amino,

(b} una etapa de calmado en el cual un secuestrante es
usado para remover las funciones carboxilicas activadas
residuales, en donde el seacuestrante puede también ser

usado para la desproteccién del péptide en crecimiento,

{c) una o mas extracciones acuosas y

opcionalmente, (d) una etapa de desproteccién separada,

seguida por una (o] mas extracciones acuosas,

caracterizado, en que

el péptido en crecimiento esta presente en una fase

orgénica permanente y no es aislado hasta el final de la
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secuencia del péptido hasta que se haya obtenido el final
de la secuencla del péptido, y el proceso comprende por
lo menos una etapa (b), referida como la etapa (b'), en
la cual una amina que comprende un anién libre o un anién
latente es usada como un secuestrante de las funciones

carboxilicas activadas residuales.

Este proceso altamente eaeficiente es Gtil para 1la

1)

produccién de oligo-y polipéptidos de alta :j:
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