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PROCESO PARA LA SINTESIS RAPIDA DE PEPTIDOS EN SOLUCION

La invencién se refiere a un procedimiento nuevo y
versdtil para la sintesis r8pida de péptidos en solucidn,
donde el péptido en crecimiento no necesita ser aislado antes

de que se complete el ensamblaje de la secuencia deseada.

Los péptidos se Bintetizan ya sea en un Bsoporte
s6lido o en solucidn. En ambas propuestas, las etapas de
acoplamiento y desproteccién se alternan repetidamente, vy
pueden estar separadas por purificaciones intermitentes. En
la propuesta de fase 86lida, una secuencia es ensamblada
completamente mientras esti unida a un soporte sélido, antes
de ser eventualmente separada de dicho soporte. La remocibn
del exceso de reactivos y subproductos se efectfia por
filtracion. Claramente, la sintesis en fase s8b6lida tiene
ventajas: e aplicable en forma mis o menos general y es
fdcil de automatizar. Sin embargo, también tiene algunas
desventajae graves. Por ejemplo, las reacciones son
controladas por difusifn y habitualmente son bastante lentas
bajo las condiciones heterog%émas\aplicadas: con el fin de
evitar las secuencias de delecién,} se necesitan excesos
relativamente grandes de los reactivos. Ademfs, todas las
cadenas laterales reactivas del péptido en crecimiento deben
ser protegidas: debidoc a que no se efectfian purificaciones
intermitentes, 1las reacciones secundarias debido a la
presencia de cadenas laterales no protegidas pueden llevar a

impurezas en el producto final. La prgpuesta en fase asélida



es dificil de llevar a mayor escala y es costosa en términos

de reactivos y materiales.

La propuesta clisica en fase de solucifn, por otra parte,
ea mAs flcil de llevar a mayor escala y es menos cara en
términos de reactivos y materiales. Habitualmente no se
necesitan aminos &cidos totalmente protegidos, ya que los
subproductos resultantes de las reacciones secundarias de las
cadenas laterales no protegidas pueden ser removidos por
purificaciones intermitentes. Sin embargo, la propuesta en
fase de solucién requiere protocolos especificos para 1la
secuencia, y la produccién de una secuencia completa consume

mucho tiempo.

Debido a las desventajas de estas propuestas, existe
una necesidad de un procedimiento gque combine las ventajas de
estos dos métodos cléasicos, en particular para la sintesis de
péptidos a gran escala. Un nuevo procedimiento deberia ser
rdpido, fécil de llevar a mayor escala y aplicable en forma

general.

En la sintesis en fase de solucién, un ligero exceso
de un componente carboxilico activado se usa preferentemente
en cada etapa de acoplamiento, para asegurar un acoplamiento
cuantitativo a un componente amino; asf, puede evitarse la
aparicién de secuencias de delecién en el producto final.
Habitualmente, se supone que el componente carboxilico
activado residual es destruido vy removido- durante el

tratamiento acuoso intermitente. Sin embargo, secuencias de



ingercién de péptidos 8e encuentran frecuentemente como
impurezas del péptido final, debido a la remocifn incompleta
del componente carboxilico (activado) residual después de una
etapa de acoplamiento, gque "se ha acoplado posteriormente
después de la desproteccién. Con el fin de evitar que ocurran
dichas reacciones secundarias, puede introducirse una etapa de
barrido inmediatamente después de la etapa de acoplamiento,
para barrer (inactivar) las funciones carboxilicas activadas
residuales. Habitualmente, 8e usan aminas como agentes
barredores. El uso de poliaminas como agentes barredores lleva
a compuestos barridos que pueden ser extraidos activamente a
una fase acuosa, preferentemente dcida, dependiendo de su
polaridad [por ejempleo, Kisfaludy, L. y colaboradores (i974)
Tetrahedron Lett. 19, 1785-1786] . Esta extraccién
habitualmente se efectlia antes de la etapa de desproteccién,
para evitar la pérdida del péptido en crecimiento que pasa a
la fase acuosa. Sin embargo, se ha encontrado que este
procedimientc en muchos casos da como resultade wuna
purificacién intermitente incompleta, debido al caricter
hidrofébico del compuesto barrido: el carlcter hidrofébico
intrinseco de la parte amino acilo del componente carboxilico
es aumentado por el grupo protector de amino que todavia esté
presente. Por lo tanto, la extracecién acuosa no es

completamente eficaz.

Recientemente, Carpino, L.A. y colaboradores [(1999) J.
Org. Chem. 64, 4324-4338] informaron de una mejora en el
método de barrido. Ademds del uso de una poliamina como

agente barredor, el grupo protector de amino 1,1-



dioxobenzo [b] tiofen-2-ilmetoxicarbonilo (Bsmoc) fue usado en
el procedimiento. La funcifén Bsmoc tiene muy alta labilidad
hacia la base. Como resultade, lae funciones carboxilicas
activadas residuales son barridas y las funcionee Bsmoc son
removidas en una misma y Ginica etapa usando una peoliamina. El
uso de la funcién Bsmoc ha sido descrito como una mejora
pignificativa para la produccién de (oligo)péptidos usando
técnicas continuas répidas en fase de solucién, permitiendo el
ensamblaje de un péptido en una serie lnica de etapas dentro

de un periodo de tiempo relativamente corto.

Se ha encontrado ahora un nuevo procedimiento para
la sintesis continua y rédpida de péptidos en solucién, donde
se utiliza un agente barredor que permite una eleccibn
egsencialmente arbitraria del grupo protector de amino (el
grupo protector en el N-terminal del componente carboxilico
activado). A diferencia del procedimiento de Carpino, 1la
desproteccién de la funcién N-terminal no necesariamente se
efectda bajo las mismas condiciones de reaccién que el barrido
del exceso de funciones carboxilicas activadas. Por lo tanto,
el procedimiento de esta invencién es aplicable en forma mucho

mis general que el procedimiento de Carpino.

El nuevo procedimiento de acuerdo con esta invencién
es un procedimiento para la sintesis rdpida de un péptido en
solucién en un solvente orginico o una mezcla de solventes
orginicos, que comprende ciclos repetidos de las etapas (a)-

(d):



{(a) una etapa de acoplamiento, usando un exceso de
un componente carboxfilico activado para acilar un componente

amino,

(b) una etapa de extincién en que se usa un agente
barredor para remover las funciones carboxilicas activadas
residuales, donde el agente barredor también puede usarse para
la desproteccién del péptido en crecimiento (o sea el péptido
que se estd formando),

{c) una o mis extracciones acuosas y

opcionalmente, (d) una etapa de desproteccién
peparada, posiblemente seguida por una o mis extracciones
acuosas,

el procedimiento caracterizado porque comprende al
menos una etapa (b), denominada etapa (b'), en que una amina
que comprende un anién libre o un anién latente es usada como
agente barredor de las funciones carboxlilicas activadas

residuales.

Durante el procedimiento de esta invencién, el
péptido en crecimiento no necesita ser aislado hasta que se
haya obtenido la secuencia final del péptido (o sea, el
producto final del procedimiento de esta invencién). Por lo
tanto, el procedimiento es significativamente menos consumidor
de tiempo que los procedimientos clieicos en fase de solucién,
y es facil de llevar a mayor escala. El procedimiento de esta
invencién permite wuna remocién altamente eficiente del
componente carboxflico activado residual, sin encontrar los

problemas de hidrofobicidad de otroe procedimientos del arte



previo en que sBe usan poliaminae como agentes barredores.

Asi, se obtienen péptidos de alta pureza.

De preferencia, en la etapa (a) del procedimiento de
esta invencién, las cantidades molares de los reactivos usados
estin en orden decreciente: componente carboxilico, aditivo de
acoplamiento > reactivo de acoplamiento > componente amino.
Mas preferido es un procedimiento donde en la etapa (a) se usa

un componente carboxilico pre-activado.

En otra modalidad preferida, en la etapa (b'), una
amina que comprende un anién latente se usa como agente
barredor. De preferencia, el anién latente en la amina
barredora lleva un grupo protector temporal, que puede ser
removido selectivamente en presencia de cualquier grupo
protector permanente unido al péptido en crecimiento. En una
modalidad particularmente preferida, el grupo protector del
anién latente en la amina barredora presenta una labilidad
gimilar a la del grupo protector temporal presente en el N-
terminal del péptide en crecimiento. Esto permite que 1la
desproteccién del agente barredor que produce el anién y la
desproteccién del N-terminal del péptido en crecimiento tengan
lugar en una 8ola etapa del procedimiento. Especialmente
preferido es el procedimiento de la invencién donde los grupos
protectores temporales, presentes en el N-terminal del péptido
en crecimiento y opcionalmente presentee en el agente
barredor, son grupos que se pueden remover
hidrogenoliticamente, en tanto que 1los grupos protectores

permanentes - son grupos protectores gque se pueden remover



acidoliticamente. De preferencia, dichos grupos protectores
temporales son del tipo bencilo, por ejemplo grupos bencilo
{(sustituido) y Dbenciloxicarbonilo. Un agente barredor
preferido es una amina primaria que comprende un anibén libre o
un anién latente, y en particular un derivado de amino &cido
protegido en el C-terminal. Ademis de carboxilato, la amina
barredora puede comprender otras funciones aniénicas tales
como, pero no limitadas a, sulfonato, sulfato, fosfonato,
fosfato o fenolato.' Un amino &cido altamente preferido para
usar como agente barredor es E-alanina o un derivado de la
misma (por ejemplo, un derivado é&éster o 8ilil éster). El
agente barredor mids preferido es E-alaninato de bencilo o una

s8al del mismo.

Un tiol que comprende un anién 1libre o latente
también puede usarse como agente barredor, en lugar de una
amina que comprende un anién libre o latente, de acuerdo con

el procedimiento de esta invencién.

El agente barredor de preferencia se usa en un
exceso molar de dos a seis veces con respecto al componente

activo residual que necesita ser barrido.

El uso de un agente barredor de acuerdo con la
presente invencién lleva a compuestos barridos hidrofilicos,
que pueden ser extraidos activamente a una fase acuosa bésica
después de la etapa de desproteccién: con la desproteccidén (si
es aplicable), el caricter hidrofflico es aumentado por la

presencia tanto de una funcién amino libre como de una funcién



carboxilica libre en la especie barrida. Asi, el procedimiento
de esta invencién da como resultado una purificacién
intermitente muy eficaz, del;ido a la posibilidad de extraer
activamente un compuesto barrido hidrofilico. Ademis, un
exceso de componente carboxilico posiblemente presente, que no
fue activado y cuyo grupo protector temporal también fue
removido durante la desproteccién, es extralido de la mezcla de

reaccién al mismo tiempo.

De acuerdo con el procedimiento de esta invencién,
al wmenos un ciclo, pero posiblemente miés ciclos del
procedimiento, comprenden una etapa (b') donde un anién libre
© un anién latente Bse usa como agente barredor de las
funciones carboxilicas activadas residuales. Sin embargo, de
acuerdo con otra modalidad de esta invencién, el procedimiento
puede comprender también uno o mis ciclos donde en la etapa
(b) una poliamina, tal como 3-dimetilamino-l-propilamina, se

usa como agente barredor.

Otro procedimiento preferido de esta invencién
comprende uno o mds ciclos donde en la etapa (b) no se produce
desproteccidn (luego, las circunstancias se eligen de manera
que el agente barredor sélo se use para la extincién, por
ejemplo usando el grupo protector Z y una amina que comprende
un anién latente como agente barredor) y la etapa subsiquiente
(c) comprende extracciones sucesivas bésica, &cida y bésica,
que de preferencia se efectian en presencia de cloruro de
sodio o nitrato de potasio. Este procedimiento comprende una

etapa subsiguiente {(d), que comprende desproteccién vy

/D



extracciones sucesivas b&sica y neutra; estas extracciones de
preferencia se efectian en presencia de cloruro de sodio o

nitrato de potasio.

Otro procedimiento preferido de esta invencidén
comprende uno o mis ciclos donde en la etapa (b) se produce
tanto extincién como desproteccidn (por ejemplo, usando el
grupo protector Bsmoc y una poliamina como agente barredor), y
la etapa subsiguiente (c) comprende extracciones sucesivas
bisica y neutra, que de preferencia se efectfian en presencia

de cloruro de sodio o nitrato de potasio.

También es preferido un procedimiento donde en el
dltimo ciclo en la etapa (a), los grupos protectores del
componente carboxilico presentan una labilidad similar a la de
los grupos protectores permanentes del componente amino, y en

la etapa (b) el agente barredor es una poliamina.

El procedimiento de acuerdo con esta invencifén puede
efectuarse en varios solventes orgénicos gque se usan
cominmente para la produccién de péptidos. Un solvente
orgdnico altamente preferido es acetato de etilo. También
son preferidas las mezclas de acetato de etilo con otros
solventes organicos, tales como diclorometano, 1-metil-2-

pirrolidinona, N,N-dimetilformamida o tetrahidrofurano.

El procedimiento de esta invencién puede efectuarse
a temperaturas bien conocidas en el arte para estas etapas en

la sintesis clésica de péptidos en fase de solucién. 8in
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embargo, de preferencia el procedimiento se efectlGa dentro de
un rango de temperaturas de 0 a 50°C, y en particular a

temperatura ambiente.

El procedimiento de esta invencién es muy adecuado
para la sintesis combinatoria de bibliotecas de péptidos
usando el método de "dividir y mezclar" (split and mix). Los
acoplamientos se efectian separadamente, en tanto que las
mezclas de acoplamiento individuales se combinan para las

extracciones y desprotecciones.

El procedimiento de esta invencién es muy adecuado

para la automatizacién, ya que se usan protocolos esténdar.

El nuevo procedimiento de esta invencién es un
procedimiento altamente eficiente que puede usarse
convenientemente en la produccién de oligo- y polipéptidos de

alta pureza.

Un procedimiento adecuado de acuerdo con la preeente
invencién es el acoplamiento de un exceso de un componente
carboxilico a un componente amino, donde 1la funcién
carboxilica es pre-activada o activada in seitu wusando un
reactivo de acoplamiento y, 81 se desea, un aditivo. A
continuacién de la etapa de acoplamiento, 1las funciones
carboxilicas activadas residuales son barridas agregando el
agente barredor a la mezcla de reaccién y mezclando,
habitualmente seguido por extraccién acuosa. Posteriormente o

durante el barrido, los grupos protectores temporales son
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removidos usando métodos adecuados conocidos en el arte,
habitualmente seguido por la remociSén del compuesto barrido
por extraccidédn acuosa. Al mismo tiempo, un exceso de
componente carboxilico posiblemente presente, gque no fue
activado y cuyo grupo protector temporal también fue removido
durante 1la desproteccién, al iqual gque otros reactivos
solubles en agua y subproductos, son extraidos de la mezcla de
reaccién. Luego, puede seguir otro ciclo de etapas de
acoplamiento, extincidn, desproteccién Y extraccién,

dependiendo de la longitud del péptido deseado.

El término componente amino s8e refiere a una
molécula que comprende wuna funcién amino libre. En
particular, el componente amino puede ser cualquier amina,
amino &cido u oligopéptido que lleva una funcién amino libre,
y cuyos otros grupos funcionales estén protegidos de manera
tal que no interfieren con 1la reaccién de acoplamiento
deseada. La funcién C-terminal del amino &cido u oligopéptido
usado puede ser protegida como una amida sustituida o no
sustituida o como un é&gter; ejemplos de estos dGltimos
incluyen, pero no estin limitados a, &steres de metilo, etilo,
t-butilo, bencilo, fenacilo, 3-(3-metil)pentilo (Mpe), 2-(2-
fenil)propilo (Pp)., 2-clorotritilo (Clt), difenil (4-
piridil)metilo (PyBzh), diciclopropilmetilo {(Depm) , 9-
fluorenilmetilo (Fm), alile (All), 2-(trimetilsilil)etilo
(Tmae) , 4-{N-{1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexilideno) ~3-
metilbutil] -amino}bencilo (Dmab) y ésteres que se pueden
descomponer enzimiticamente [Roeske, R.W. (1981) en: "Jhe

Peptides”, Vol. 3 (Gross, E. y Meienhofer, J., Eds.) Academic
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Press, New York, pp. 101-136; para Mpe: Karlstrdm, A. y Undén,
A. (1996) Tetrahedron Lett. 37, 4343-4246; para Pp: Yue, C. Y
colaboradores (1993) Tetrahedron Lett. 34, 323-326; para Clt:
Athanassopoulos, P. ¥y colaboradores (1995) Tetrahedron Lett. 36,
5645-5648; para PyBzh: Mergler, M. y colaboradores (2001) P154,
2nd International Peptide Symposium & 17tR American Peptide
Symposium; para Dcpm: Carpino, L.A. y colaboradores (1995) J. Org.
Chem. 60, 7718-7719; para Fm: Al-Obeidi, F. Yy colaboradores (1990)
Int. J. Peptide Protein Res. 35, 215-218; para All: Kunz, H. Yy
colaboradores (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. Yy colaboradores (1995) J. Chem. Soc., Chem. Commun.,
2209-2210). Las funciones del tipo t-butiloc o funciones de
labilidad similar son preferidas para la proteccidén permanente
de otros grupos funcionales en el componente amino; é&stos
incluyen, pero no est&n limitados a, t-butilo (tBu) para la
protececién de las cadenas laterales de Asp, Glu, Ser, Thr y
Tyr, t-butoxicarbonilo (Boc) para la protecciédn de las
cadenas laterales de Lys y Trp, tritilo (Trt) para 1la
proteccién de las cadenas laterales de Asn, Gln e His y
2,2,5,7,8-pentametilcromano-6-sulfonilo (Pmec) o 2,2,4,6,7-
pentametil-dihidrobenzofurano-5-sulfonilo (PbE) para la
proteccién de la cadena lateral de Arg [Barany, G. vy
Merrifield, R.B. (1980) en: nThe Peptides”, Vol. 2 (Gross, E. y
Meienhofer, J., Eds.) Academic Press, New York, pp. 1-284;
para Trp(Boc): Franzén, H. Yy colaboradores (1984) J. Chem. Soc..
Chem. Commun., 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;

/Y
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para Pmc: Ramage, R. y Green, J. (1987) Tetrahedron Lett. 28,
2287-2290; para Pbf: Carpino, L.A. Yy colaboradores (1993)
Tetrahedron Lett. 34, 7829-7832].

El términc componente carboxilico se refiere a una
molécula que comprende una funcién carboxilica libre. En
particular, el componente carboxilico puede ser cualquier
Acido carboxilico, amino A&cido u oligopéptido que lleva una
funcién carboxilica libre, y cuyos otros grupos funcionales
estin protegidos de manera tal que no interfieren con la
reaccidn de acoplamiento deseada. En una modalidad preferida,
el grupo amino del amino &cido u oligopéptido usado es
protegido temporalmente por una funcién benciloxicarbonilo
(Z); otros ejemplos incluyen, pero no estén limitados a, las
funciones Boc, Trt, fluoren-9-ilmetoxicarbonilo (Fmoc), 2-
(metilsulfonil)etoxicarbonilo (Msc), aliloxicarbonilo (Alloc),
funciones de tipo arilsulfenilo, tal como orto-
nitrobencenosulfonilo (0-N8S) y funciones que B8e pueden
deacomponer enzimiticamente [Geiger, R. y Konig, W. (1981) en:
nThe Peptides”, Vol. 3 (Gross, 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. Yy colaboradores (1997) Tetrahedron
Llett. 38, 5831-5834]. Las funciones del tipo t-butilo o
funciones de 1labilidad similar 8son preferidas para 1la
proteccifén permanente de otros grupos funcionales en el
componente carboxilico, como se describié miAs arriba para el
componente amino. El componente carboxilico puede ser pre-

activado como un é&ster activo, de preferencia un éster de N-
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hidroxisuccinimida, benzotriazol-1-ilo, pentafluorofenilo o
4-nitrofenilo, un haluro, un WN-carboxianhidrido o como un
anhidrido gimétrico. Alternativamente, el componente
carboxilico puede ser activado in situ como un anhidrido mixto
© usando un reactivo de accplamiento, tal como una
carbodiimida, de preferencia N.N'-diciclohexilcarbodiimida
(DCC) o 1-(3’-dimetilaminopropil) -3-etilcarbodiimida
clorhidrato (EDC), una sal de uronio o fosfonio, en la posible
preesencia de un aditivo de acoplamiento, de preferencia
N-hidroxisuccinimida (HONSu), 1l-hidroxibenzotriazol (HOBt),
3-hidroxi-4-oxo-3,4-dihidro-1,2,3-benzotriazina (HOOBt) ,
1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAt ) o 6-cloro-1-hidroxi-
benzotriazol (Cl-HOBt), y si se requiere en presencia de una
amina terciaria ["The Peptides”. Vol. 1 (1979) (Gross, E. y
Meienhofer, J., Edse.)} Academic Press, New York; Li, P. y Xu,

J.C. (2000) Chin. J. Chem. 1B, 456-466].

El grupo protector temporal puede ser removido de
acuerdo con métodos conocidos en el arte (v€ase mAs arriba).
La funcién Z puede ser removida por hidrogenolisis usando
procedimientos (estindar) que aplican, por ejemplo, hidrégeno
gaseoso o formiato como un donante de hidréSgeno. Durante este
proceso, todos los grupos protectoreas de tipo bencilo son
removidos y 1los grupos protectores de tipo t-butilo o
funciones de labilidad similar se mantienen. Estos Gltimos
pueden ser removidos por acidolisis de acuerdo con métodos

conocidos en el arte.
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Un exp-erto en el arte entender8 lo que significa el
té&rmino extraccién acuosa Dbésica. Sin embargo, las
extracciones acuosas bisicas de preferencia se efectGan usando
soluciones acuosas de bicarbonato de sodio o carbonato de
sodio, si se desea en presencia de cloruro de sodio o nitrato
de potasio. El término extraccién acucsa activa se refiere a
una extraccién en que un componente amino es extraido bajo
condiciones &4cidas en la forma protonada (amonio), o bien un
componente carboxilico es extraido bajo condiciones bésicas en

la forma desprotonada {(carboxilato).

La invencién gse ilustra mejor mediante los
siguientes ejemploe, que no deben interpretarse como una

limitacién de esta invencién.

EJEMPLO 1
Boc-G1y-Phe-Asp(0tBu)-Ser(tBu) -0tBu

Primer ciclo: A una solucién con agitacidén de 4,34 g de H-

Ser(tBu)-0tBu en wuna mezcla de acetato de etilo vy
diclorometano a  20°C, Be agregaron 3,24 g de 1-
hidroxibenzotriazol, 7,76 g de Z-Asp(OtBu)-OH, 4,20 g de 1-
(3'-dimetilaminopropil) -3-etilcarbodiimida clorhidrato y 2,42
ml de 4-metilmorfolina. Después de agitar 1la solucién
resultante hasta que se completé la reaccién, se agregaron
1,21 ml de 4-metilmorfolina y 3,51 g de sal p-toluenosulfonato
de E-alaninato de bencilo. Ia mezcla fue agitada por 30
minutos mids y extraida con NajCO3 al 5%/NaCl al 10%, KHSO4 al
5%/NaCl al 10% y NayCO3; al 5%/NaCl al 10%.



16

La capa orginica que contenia el dipéptido protegido
Z-Asp (OtBu) -Ser(EBu) -0tBu fue @sometida a hidrogenolisis
catalitica en presencia de paladio en carbém de lefia. Al
completarse la reaccién, se agregd NazCO3 al 5%/NaCl al 10% y
la suspensifn resultante fue filtrada. El residuc fue lavado
con una mezcla de acetato de etilo y diclorometanc, y los
filtrados orgidnicos combinados fueron extraidos con NajCO3 al

5%/NaCl al 10% y NaCl al 30%.

2¢ ciclo: A la capa orgidnica que contenia el dipéptido H-
Asp (OtBu) -Ser (tBu) -otBu a 20°C, se agregaron 3,24 g de 1-
hidroxibenzotriazol, 7,18 g de Z-Phe-OH, 4,20 g de 1-(3'-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida clorhidrato y 2,42 ml
de 4-metilmorfolina. Después de agitar la solucién resultante
hasta que se completf la reacci6n, se agregaron 1,21 ml de 4-
metilmorfolina y 3,51 g de sal p-toluenosulfonato de E-
alaninato de bencilo. La mezcla fue agitada por 30 minutos
mis y extraida con NasCO3 al 5%/NaCl al 10%, KHSO4 al 5%/NaCl
al 10% y NajCO3 al 5%/NaCl al 10%.

La capa orgédnica que contenia el tripéptido
protegidoc  Z-Phe-Asp(OtBu)-Ser(tBu)-0tBu fue sometida a
hidrogenolisis catalitica en presencia de paladio en carbén de
lefia. Al completarse la reaccién, se agregé NajsCO3; al 5%/NaCl
al 10% y la suspensién resultante fue filtrada. El residuo
fue lavado con una mezcla de acetato de etilo y diclorometano,
y los filtrados org&nicos combinados fueron extraidos con

NapCO3 al 5%/NaCl al 10% y NaCl al 30%.
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der ciclo: A la capa orgdnica que contenia el tripéptido H-
Phe-Asp (OtBu) -Ser (tBu) -0tBu a 20°C, se agregaron 3,24 g de 1-
hidroxibenzotriazol, 4,21 g de Boc-Gly-OH, 4,20 g de 1-(3'-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida clorhidrato y 2,42 ml
de 4-metilmorfolina. Después de agitar la solucién resultante
hasta que se completé la reaccién, se agreg6 1,25 ml de 3-
dimetilamino-l-propilamina. La mezcla fue agitada por 30
minutos mis y extraida con NasCO3 al 5%/NaCl al 10%, KHSO4 al
5%/NaCl al 10%, NajCO3 al 5%/NaCl al 10%, NaCl al 30% y agua.
La capa orgénica fue evaporada a sequedad y el residuo fue
triturado con metil ter-butil éter y secado para dar el
tetrapéptido protegido deseado, con un 95% de rendimiento en
base al material de partida H-Ser(tBu)-0tBu. El1 procedimiento

se completd en 6 horas.

Pureza: 98,1% por HPLC de fase inversa (24 a 68% de
acetonitrilo en &cido trifluoroacético al 0,1% en 29 minutos a
220 nm, 2,0 ml/min, columna C;g de 5 micrones). Identidad:
m/z 425,4 ([M-Boc-3tBu+H]+, 469,4 [M-4tBu+H]+, 525,4 [M-
3tBu+Hl+, 581,4 [M-2tBu+H]+, 637,4 [M-CBu+H]*, 693,4 [M+H]*
por M8 con electrorrocfo; lH NMR (CDC13) I' 1,16 (e, 9H), 1,44
{m, 27H), 2,59 {(dd, 1H), 2,79 (dad, 1iH), 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).

EJEMPLO 2
H-His-Trp-Ser(tBu)-Tyr(tBu) -D-Leu-Leu-0rn(Boc) -Pro-0tBu

/9
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Primer ciclo: A una solucibén con agitacién de 1.300 g de H-

Pro-OFBu.HC1 en acetato de etilo a 20°C, se agregaron 1.014 g
de l-hidroxibenzotriazol, 2.756 g de Z-Orn(Bogc)-OH, 1.378 g de
1-(3'-dimetilaminopropil) -3-etilcarbodiimida clorhidrato vy
1.495 ml de 4-metilmorfolina. Después de agitar la solucién
resultante hasta que se complet6 la reaccidn, se agregaron 377
ml de 4-metilmorfolina y 1.105 g de sal p-toluenosulfonato de
E-alaninato de bencilo. La mezcla fue agitada por 30 minutos
mis y extraida con NasCO3 al 5%/NaCl al 10%, KHSO4 al 5%/NaCl

al 10% y NasCO3 al 5%/NaCl al 10%.

La capa orgfnica que contenfa el dipéptido protegido
Z-Orn(Boc) -Pro-OtBu fue pgometida a hidrogenoclisis catalitica
en presencia de paladio en carb6n de lefia. Al completarse la
reaccifn, se agregé Naj;CO3 al 5%/NaCl al 15% y la suspensién
resultante fue filtrada. El residuo fue lavado con acetato de
etilo, y los filtrados org&nicos combinados fueron extraidos
con NajCO3 al 5%/NaCl al 15% y NaCl al 30%. Las capas acuosas

separadas fueron re-extraidas con acetato de etilo.

2° ciclo: A las capas orgénicas combinadas que contenian el
dipéptido H-Orn(Boc)-Pro-OtBu a 20°C, se agregaron 1.014 g de
l-hidroxibenzotriazol, 1.993 g de Z-Leu-OH, 1.320 g de 1-(3'-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida clorhidrato y 754 ml de
4-metilmorfolina. Después de agitar la solucién regultante
shasta que se completd la reaccién, se agregaron 377 ml de 4-
metilmorfolina y 1.105 g de sal p-toluenosulfonato de E-

alaninato de bencilo. La mezcla fue agitada por 30 minutos
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mis y extrafida con NayCOy al 5%/NaCl al 10%, KHSO4 al 5%/NaCl

al 10% y NapCO3 al 5%/NaCl al 10%.

La capa orginica que contenia el tripéptido
protegido Z-Leu-Orn (Boc) -Pro-0tBu fue sometida a
hidrogenolisis catalitica en presencia de paladio en carbén de
lefia. Al completarse la reaccién, se agregd NapCO3 al 5%/NaCl
al 15% y la suspeneién resultante fue filtrada. El residuo
fue lavado con acetato de etilo, y los filtrados orgénicos
combinados fueron extrafidos con NajzCO3 al 5%/NaCl al 10% y

NaCl al 30%.

der ciclo: A la capa orginica que contenia el tripéptido H-
Leu-Orn(Boc) -Pro-OtBu a 20°C, se agregaron 1.014 g de 1-
hidroxibenzotriazol, 1.993 g de Z-D-Leu-OH, 1.320 g de 1-(3'-
dimetilaminopropil) -3-etilcarbodiimida clorhidrato y 754 ml de
4-metilmorfolina. Después de agitar la solucidn resultante
hasta que se completd la reaccién, se agregaron 377 ml de 4-
metilmorfolina y 1.105 g de sal p-toluenosulfonato de E-
alaninato de bencilo. La mezcla fue agitada por 30 minutos més
y extraida con Naj;CO3 al 5%, KHSO4 al 5% y NajCO3 al 5%.

La capa orgidnica que contenia el tripéptido
protegido  2Z-D-Leu-Leu-Orn(Boc)-Pro-OtBu fue sometida a
hidrogenolisig catalitica en presencia de paladio en carbén de
lefia. Al completarse la reaccifén, se agregd NaCO3; al 5% y la
suspensifn resultante fue filtrada. El residuo fue lavado con
acetato de etilo, y los filtrados orgénicos combinados fueron

extraidos con NajsCO3 al 5% y NaCl al 10%.

2f
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4° a 7° ciclo: Estos ciclos pBe efectuaron siguiendo el

procedimiento del tercer ciclo, reemplazando 1.993 g de 2-D-
Leu-OH por Z-Tyr(tBu)-OH (liberado de 4.497 g de la sal de
diciclohexilamonio correspondiente), 2.218 g de 2-Ser (Bu) -OH,
2.538 g de Z-Trp-OH y 2.172 g de Z-His-OH, respectivamente.
Sin embargo, desde el quinto ciclo en adelante, se duplicaron
las cantidades de 4-metilmorfolina y sal p-toluenosulfonato de
E-alaninato de bencilo durante la etapa de barrido. En el
quinto ciclo, 1las extracciones después del barrido Bse
efectuaron a 35°C. En el séptimo ciclo, el acoplamiento se
efectud a 3°C, 1.014 g de 1l-hidroxibenzotriazol fueron
reemplazados por 2.561 g de 6-cloro-l-hidroxibenzotriazol, y
se agregé una porci6n adicional de 132 g de 1-(3'-
dimetilaminopropil) -3-etilcarbodiimida clorhidrato después de
una hora de acoplamiento. También en el séptimo ciclo, las
extracciones después de la hidrogenolisis se efectuaron a
35°C. Al final del Bséptimo ciclo, la capa orgénica fue
evaporada a sequedad para dar el nonapéptido protegido
deseado, con un 73% de rendimiento en base al material de
partida H-Pro-OtBu.HCl (o sea, en promedio 98% por cada etapa

quimica) .

Pureza: 90,6% por HPILC de fase inversa (24 a 68% de
acetonitrilo en &cido trifluorocacético al 0,1% en 29 minutos a
220 nm, 2,0 ml/min, columna C;g de 5 micrones). Identidad:
m/z 543,6 [M-Boc-2tBu+2H]2+, 571,6 [M-Boc-tBu+2H]2+, 599,6 [M-
Boc+2H] 2+, 645,8 ([M+2H]2+, 1.298,0 ([M+H]* por MS con

electrorrocio.

2L
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Conclusiones: Los péptidos protegidos fueron producidos sin

aislacién intermitente de los intermediarios. La pureza y la
identificacién del producto obtenido en el primer ejemplo
demuestran que los excesos de los componentes carboxilicos
(activados) han sido completamente removidos en todas las
etapas de los procedimientos, y no se han formado secuencias
de insercién al usar el procedimiento de esta invencién.
Ademis, la sintesis del segundo ejemplo demuestra que la
sinteasis de acuerdo con el procedimiento de esta invencién es
llevada f&cilmente a mayor escala. Los productos de ambos
ejemplos se obtienen con alto rendimiento y alta pureza,

dentro de un perfodo de tiempo relativamente corto.

23
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la sintesis rapida de un
péptido en solucién en un solvente orgdnico o una mezcla de
solventes orgénicos, donde el procedimiento comprende ciclos

repetidos de las etapas {(a)-(d):

(a) una etapa de acoplamiento, usando un exceso de
un componente carboxilico activado para acilar un componente
amino,

(b) una etapa de extincién en que se usa un agente
barredor para remover las funciones carboxflicas activadas
residuales, donde el agente barredor también puede usarse para
la desproteccién del péptido en crecimiento,

{c) una o mis extracciones acuosas y

opcionalmente, (d) una etapa de desproteccién
separada, seguida por una o mis extracciones acuosas,

CARACTERIZADO porque

el procedimiento comprende al menos una etapa (b),
denominada etapa (b'), en que una amina que comprende un anién
libre o un anién latente es usada como agente barredor de las

funciones carboxilicas activadas residuales.

2. El procedimiento de 1la reivindicacién 1,
CARACTERIZADO porque en la etapa (a) las cantidades molares de

los reactivos usados estin en orden decreciente:

componente carboxilico, aditivo de acoplamiento » reactivo dﬁ

acoplamiento > componente amino. ,




23

3. El procedimiento de 1la reivindicacién 1,
CARACTERIZADO porque en la etapa (a) se usa un componente

carboxilico pre-activado. -

4. El procedimiento de cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, CARACTERIZADO porque en la etapa (b')
una amina que comprende un anién latente es usada como agente
barredor.

5. El procedimiento de 1la reivindicacién 4,
CARACTERIZADO porque el anién latente en la amina barredora
lleva un grupo protector temporal, que puede ser removido
selectivamente en presencia de cualesquier grupcs protectores

permanentes unidoe al péptido en crecimiento.

6. El procedimiento de las reivindicaciones 4 6 5,
CARACTERIZADO porque el ani6n latente en la amina barredora
lleva un grupo protector temporal, que presenta una labilidad
similar a la del grupo protector temporal presente en el N-

terminal del péptido en crecimiento.

7. El procedimiento de las reivindicaciones 5 6 6,
CARACTERIZADO porque los grupos protectores temporales son
grupos gque se pueden remover d{idrogenoliticgmgmlae /en tanto
que los grupos protectores permanent-es sc—:n grupds que se

pueden remover acidoliticamente.

8. El procedimiento de 1la reivindicacién 7,

CARACTERIZADO porque los grupos protectores temporales son ds

——

tipo bencilo.

23

. ¢



24

9. El procedimiento de cualquiera de las
reivindicaciones 4-8, CARACTERIZADO porque el agente barredor
es una amina primaria que comprende un anién libre o un anién

latente.

10. El procedimiento de la reivindicacién 9,
CARACTERIZADO porgue la amina primaria es un derivado de amino

Acido protegido en el C-terminal.

11. El1 procedimiento de 1la reivindicacién 10,
CARACTERIZADO porque el amino cido es E-alanina o un derivado

de la misma.

12. El1 procedimiento de 1la reivindicacién 11,
CARACTERIZADO porque el agente barredor es E-alaninato de

bencilo o una sal del mismo.

13. El procedimiento de cualquiera de las
reivindicaciones 1-8, CARACTERIZADO porque un tiol que
comprende un anién libre o latente es usado como agente
barredor en lugar de una amina que comprende un anién libre o

latente.

14, El procedimiento de cualquiera de las
reivindicaciones 1-13, CARACTERIZADO porque el procedimiento

comprende uno o mis ciclos donde en la etapa (b) una poliamina ™

es usada como agente barredor.
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15. El procedimiento de cualquiera de las
reivindicaciones 1-14, CARACTERIZADO porque comprende uno o
mis ciclos donde en la etapa (b) no se produce desproteccién,
y la etapa subsiguiente (c) comprende extracciones sucesivas

basica, 4cida y béasica.

16. El procedimiento de la reivindicaciém 15,
CARACTERIZADO porque las extracciones se efectian en presencia

de cloruro de sodio o nitrato de potasio.

17. El procedimiento de las reivindicaciones 15 6
16, CARACTERIZADO porque comprende una etapa subsiguiente (d)
que comprende desproteccién y extracciones sucesivas bésica y

neutra.

18. El1 procedimiento de la reivindicacién 17,
CARACTERIZADO porque las extracciones se efectlan en presencia

de cloruro de sodic o nitrato de potasio.

15. El procedimiento de cualquiera de las
reivindicaciones 1-14, CARACTERIZADO porgue comprende uno o
mids ciclos donde en la etapa (b) se produce tanto extincién
como desproteccién, y la etapa subsiguiente (c) comprende

extracciones sucesivas bisica y neutra.

20. El1 procedimiento de la reivindicacién 19,

CARACTERIZADO porque las extracciones se efectfian en presencfh

de cloruro de sodio o nitrato de potasio. S
————— =

=]

2%
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21. El procedimiento de cualquiera de las
reivindicaciones 1-20, CARACTERIZADO porque en el d4dltimo
ciclo, en la etapa (a) los grupos protectores del componente
carboxilico presentan una labilidad similar a la de los grupos
protectores permanentes del péptido en crecimiento, y en la

etapa (b) el agente barredor es una poliamina.

22. El procedimiento de cualquiera de las
reivindicaciones 1-21, CARACTERIZADO porque el solvente
orgénico o mezcla de solventes orgfnicos es acetato de etilo o
una mezcla de acetato de etilo y diclorometano, una mezcla de
acetato de etilo y 1l-metil-2-pirrolidinona, una mezcla de
acetato de etilo y N,N-dimetilformamida o una mezcla de

acetato de etilo y tetrahidrofurano.

23. El procedimiento de cualquiera de las
reivindicaciones 1-22, CARACTERIZADO porque el procedimiento

Be efectfia dentro de un rango de temperaturas de 0 a 50°C.

24. El procedimiento de la reivindicacién 23,
CARACTERIZADO porque el procedimiento se efectlia a temperatura

ambiente.

25. Un método para la sintesis combinatoria de
bibliotecas de péptidos usando el método de dividir y mezclar,

CARACTERIZADO porque se aplica el procedimiento de cualquiera

WL T T
de las reivindicacioneas 1-24. ! *‘“’“‘ﬂnn==¢a
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26. Un método para la sintesis automatizada de
péptidos en solucién, CARACTERIZADO porque s8e aplica el

procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-25.

27. Un péptido o una mezcla de péptidos,
CARACTERIZADO porque se prepara de acuerdo con un

procedimiento que comprende el procedimiento de cualquieri‘f:’
las reivindicaciones 1-26;Jr—— ——

P ul




RESUMEN

La presente invencién se refiere a un procedimiento
para la sintesis répida de un péptido en solucibn, que

comprende ciclos repetidos de las etapas (a)-(d):

(a) una etapa de acoplamiento, usando un exceso de
un componente carboxilico activado para acilar un componente
amino,

(b) una etapa de extincién en que se usa un agente
barredor para remover las funciones carboxilicas activadas
residuales, donde el agente barredor también puede usarse para
la desproteccién del péptido en crecimiento,

(c) una o mis extracciones acuosas y

opcionalmente, (d) una etapa de desproteccibn
separada, seguida por una o mis extracciones acuosas,

el procedimiento caracterizado porque comprende al
menos una etapa (b}, denominada etapa (b'), en gque una amina o
un tiol que comprende un anién libre o un anién latente se usa
como agente barredor de las funciones carboxilicas activadas

residuales.

Durante el procedimiento de esta invencién, el
péptido en crecimiento no necesita ser aislado hasta que se

haya obtenido la secuencia final del péptido.

Este procedimiento altamente eficiente es #Gtil para

la produccién de oligo- y polipéptidos de alta pureza.
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los tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los
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3 %k’i’i,"""‘z‘nﬁ.?s"f.."dmc“ B P GG
t

domiciled at E-nvn 4* N® 72-35, Bogoté, Colombia, th?aﬂt as
principal and the othets as alternates, in the order of thelr
sppuintment, as our representatives for all industrial property
matters with hcultr to _recelve notifications and to appoint
attorneys of Court. The first alternate shall replace
ﬂtepﬂndpalhuuofhhnhm«moftcm or definitive
Impediment. The same rule will a lgp K“when the second
alternate representative is to replace t t one, or when the
third is to replace the first or second alternates in thelr turn, or
both of them, second. In euch cases, the principal
representative, or the first.or second alternates in thelr tum, or
both of them, shall state their intention not to act as
ntatives through a declaration given before a Notary
Puﬁu: Colombia, or a Notary or another Public Officlal
or a Colombian Consul abroad; and in cese ofimp«liment, the
ap riate certificate shall suffice. If any of the appointees
be definitely absent, the following alternate shall take

hln place. Whaen the absence or im nt of the
representative, or of the first or second alternate in their turn
ceases, the upmhﬁon can be taken In their sequence,
the prindpal, the flrst or second alternate depending on casa,
and the meme fact or its exercise will suffice. The exarclse of the
representation by the first, second or third alternates in their

.turn shall end at such time.
In additlon, we grant a Power of Attorney in favor of the
above-named attorneys-at-law so that they ma obhi.n the
prntectlon of my (our) !ndustrlnl nst the
unfair com lutb.oﬂu the ald
attorneys to rcp‘:uent me (ua) m l.uth.orlﬂos or
:fdlth or wdt!wut gtio ] hose trb: !'lo
minfstrative m 3 Sl Y a0 re
Arbitration Court] 50 41 L";];j_ a)
Obtainment of il rj ot },
the registration ofjjrade; " g} * lnd sarvice
varieties and den ,‘Tﬂ‘# Tasslgnment,
of name -- _l__ tary Srandeligtbr; and the
n'&'.l tion of lic rof ueigfithe: al ; i) Actions of
unfair competltlo Ho itions or
observations, adiziiibeM n, mullity,
infringement, g -;:;;-;_L;._, for writ

mandamus, the p it
avil, penal, and nd.numstntwo su.lta to those rights;
acllona and suits institued by me (us) or nat me (us). And
that in all the above mltlen th may substitute this Power of
Al'l:omy compromise, concilla mit the facts of the case,

desist, cancel, receive, nslgn, and rmtify acts done by
representatives without a poweér of attorney.

CAVELIER ABOGADOS
WPPODERE-179 (MINUTA N?11.1.1.2.5)
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TRADLUCCION No.:[&.“
MARIA ELLVIRA MaA=" £.0
Traductora o interareta Cficlal
* inglds - Empofcl -~ Inglds
fas. No. 29 Min. Justicla



LEGALIZACION

El Seflor Cémsul de Colombia debe wxpedir un certificado

consular sobre (1) ia existencia legal de la com

olpoder,a)( bhehmuuoﬁﬂoﬂr‘yh&.queﬁ
DEISOTAS que sl estin autorizadas para darlo. A
ente efecto les tamos que mueetren al Seflor Cdneul lns

pmchsquem'dlhnuulzudnuﬂ).my(.&).

LEGALIZATION

The Colombia Corsul must lese a cons . : {
the legal existence of the company:; [ - abs

Power-of-Attorney, (2) that it Is in" aciu. .. ‘rcise of lis
onmpmyr.rpmu,mdﬂ) that the ~who execute the
Power of Attorney is autorized to do so. To this effect, piesse
m;mmuthwumwmmmﬁm ), @)

Seen for legalization of the signatures
of Mr. F.G.M. Hermans and Mr. E.H. Reerink
by me, Mr. Martinus Petrus Maria Philips,
notary public at Oss, the Netherlands,

on‘ this 26th day of August 1998.

A

15499

TRADUGCCION No.: [ € /] ’9?
MARIA ELVIPA MASTELD
e Erpoler . loglda
fna. No. 2079 Min. Jusiiclo
r ",

s

r CNAMBER OF COMMERCE AND HJDUSTR;'

NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE COLOMBIA: Seg

si el poderdante es una sociedad, el Sefior Céns

FOR 2GST-3R484N47 (NEDERLAND)

Gezien voor lagalisatia van de handteksring
van Cit’mw ......... qr%“

's-G-~2nhage,

los artfculos 65 del C. de P.C. y 480 del C. de Co.,

debe certificar que tuvo a la vista las pruebas de su

existencia, que ejerce su objeto social y que quien confiere el puder es su representante. -



_. CONSULADO DE COLOMBIA LT (

Cold 112 i4-82/-00/-3 et

El suscrito Consul de Colombia en La Haya, Holanda,
vistos los documentos presentados por los interesados,

CERTIFICA:

Que ¢l Sefior Martinus Petrus Maria PHILIPS, quien como Notario Piblico de
Oss , Paises Bajos, autenticé las firmas de los signatarios del poder precedente, ¢jercia en la
fecha las funciones indicadas, y su firma corresponde a la registrada en este Consulado.

Que Ia Compailia AKZO NOBEL N.V. es una Sociedad constituida de acuerdo con las leyes
de los Paises Bajos, cumple su objeto conforme a las mismas y se halla registrada en la Camara
de Comercio y Fébricas de Centraal Gelderland, Arnhem, bajo ¢l niimero 09007809;

Que los Seflores Franciscus Guilielmus Maria HERMANS y Engbert Harmen
REERINK. signatarios del presente documento, quienes en su carécter de Apoderados

de la Empresa AKZO NOBEL N.V., conjuntamente tienen facultad para ello, y cuyas
firmas fueron autenticadas ante ¢l Notario Pablico de Oss, Sefior Martinus Petrus Maria
PHILIPS, son los representantes legales de la citada Empresa en este Pais.

El Cénsul de Colombia en La Haya, Paises Bajos, no asume responsabilidad :- # R
alguna por el contenido del documento. Ll

Esta certificacion se expide en La Haya, Paises Bajos, a los NJ«; o )
dias del mes de Noviembre de mil novecientos noventa y oc COMGIDETRN ..

Impuesto de Timbre USS$ 6.00.
Derechos Consulares USS. 100.00
Costo Total Pagado USS. 106.00

Certificaciéon No. 206 "EMPM 195/

) o = :
) A ELVIRA MAaSTEL -
M'I':lducnm o Interpreta Oficial -
Ingids - Espafiol - inghs oo,
Res. No. 2879 Min. lusticla X
JOSE IGNACIO VILLEGASTOR o ¥
C MB . :

UL DE COLO
LA HAYA
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" TRADUCCION OFICIAL No. 18.11/98 preparada por Maria Elvira

Martelo, Traductora Oficial debidamente aprobada por el
Ministerio de Justicia de Colombia por Resolucién 2879 de 1995 y

reconocida por el Ministerio de Relaciones Exteriores.

(A continuacién se traducen los sgellos y legalizaciones de un
documento escrito en inglés y espaflol, por el cual AKZO NOBEL
N.V. otorga poder a EMILIO FERRERO, GONZALO PERDOMO, LUZ
CLEMENCIA DE PABZ Y GERMAN CAVELIER). Dado y firmado el 6 de

agosto de 1998. (Firma ilegible) F.G.M. Hermans, Director de

" Patentes Farmacéuticas. (Firma ilegible) E.H. Reerink,

Subdirector de Asuntos Juridicos. (Sello Corporativo) AKZO NOBEL
N.V.

(Al dorso) Visto por mi, Sr. Martinus Petxus Maria Philips,
notario pGblico en Osa, Paises Bajos, hoy 26 de agosto de 1998,

para legalizacién de las firmas de F.G.M. Hermans x E.H. Reerlnk
m Dl.'l.:ul

(Firma ilegible). meu-- aLor- -vbu.

Vll'fl

{Legalizaciébn) CAMARA DE INDUSTRIA Y CO
(PAfSES BAJOS). Visto exclusivamente pai:. w,N;
la(s) firma(s) que antecede(n). Agosto 27 de
ilegible) J. Schellenkens. -
(Sello en holandés) .

(En espafiol) Certificacién de las firmas que anteceden y de la
existencia legal de AKZ0O NOBEL N.V. expedida por el Consulado de

Colombia en La Haya el dia 6 de noviembre de 1998, bajo el No.



-
306. Firmado JOSE IGNACIO VILLEGAS CORTES, Cénsul de Colombia, La

Haya. Pagado impuesto de timbre.

(Al dorso) Legalizacién de la firma que antecede expedida por el

MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES bajo el No. 300803 del 19 de

NOVIEMBRE de 1398, firmado por el Jefe de Legalizaciocnes

Es traduccifn fiel y completa de la cual se deja copia en esta

oficina para su confrontacién

COLO 11214-801-001-3

= Joua € o

MARIA ELVIRA MARTELO
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CAVELIER
ABOGADOS
EDIFICIO SISKI

CARRERA 4" N" 1235
BOGOTA, 8-COLOMBIA

CESION

Yo,(nosotros), abajo firmado(s)

EGGEN,
Ivo, Francl

domiciliado (s) en

TEN KORTENAAR,

Paulus, Bemmardus, Wilhelmus

Diosynth B.V.
P.O. Box 20,
5340 BH Oss
The Netherlands

Diosynth B.V.
P.O. Box 20,
5340 BH Oss
The Netherlands

declaro(amos) bajo juramento ser Gnico(s) y verdadero(s)

inventor(es) de-la inveneldn: "

declaro{amos) asi mismo que cedo{emos) y transfiero
(erimos), sin limitacién, a favor de la sociedad

——Akzo Nobel N.V.

constituida y existente de conformidad con las leyes de

——The Netherlands

domiciliada en

— Velperweg 76

— 6824 BM ARNHEM

—The Netherlands

todos los derechos inherentes a dicha invencién y
que los citada Compafiia queda facultada para
solicitar en su nombre la patente correspondiente

2001.662 CO

ASSIGNMENT

I (we), the undersigned

of

HAASNOOT,
Comelis, Albert, Gruson

Dlosynth B.V.
P.O. Box 20,
5340 BH Oss
The Netherlands

state(g) under oath to be sole and true inventor(s) of the
invention:

"Procass for rapid solution synthesia of petides”

state as well, that assign, without reservations or

limitations in favour of

8 corporation constituted and existing in conformity
with the laws of

domiciled in

all rights inherent to said invention and that the above
mentioned company hereby is enabled to apply, in its

name, for the corresponding patent in the

en Ia Repiiblica de Colombia. Republic of Colombia
i‘y - /7 Ly 2002
EGGEN, TEN KORTENAAR, HAASNOOT,
Ivo, Franci ) Paulus, Ben)lrdus. Wilhelmus Cornells, Alba” Gru
F o
enlin
Firma Signature

s v
e

-




CAVELIER ABOGADOS
WPPODERE-343

(Legalization required)
AUTENTICACION NOTARIAL (INDIVIDUE)

Alos diosdel mesde de 19

ante mi, Notario Piblico de

comparecié(eron) personalmente

a quien(es) doy fe de conocer y me consta que es(son)
persona(s) firmente(s) del documento que precede, y
quicn{es) tiene(n) capacidad legal para otorgarlo.

Notario Piblico Notary Public

{Legalizacién necesarin)

NOTARIAL AUTHENTIFICATION (INDIVIDUAL)

Onthis  dayof 19

before me, a Notary Public of

personally appeared

to me known, and known to me to be the person(s) who
exccuted that foregoing document, and who has(have)

legal capacity to execute it.

NOTA: LA AUTHENTICACION CONSULAR ES NECESARIA.



F123/F12330668/5210418

Seen by me, mr. Robbert Alexander Gallas, clvll-law notary practising in The Hague,

for the authentication of the signatures on the attached document of:

-  Mr Ivo Franci Eggen, born on the eighteenth of March nineteenhundred sixty-nine
in Heelen, The Netherlands, residing at Oss, The Netherlands, holder of a Dutch
passport, number N96874650;

-  Mr Paulus Bernardus Wilheimus Ten Kortenaar, born on the twentleth of January

" nineteenhundred fifty-three in Amsterdam, The Netherlands, residing at Wijchen,
The Netherlands, holder of a Dutch drivers licence, number 3104824421, and

-  Mr Comells Albert Curson Haasnoot, born on the second of July nineteenhundred
fifty-one In Rotterdam, The Netherlands, residing at Wijchen, The Netherlands,
holder of a Dutch drivers licence, number 3174252581,

The Hague, the eighth of July twothousandtwo.

All instructions are carried out on the basis of an agreement as meant in Saction 400 of Book 7
of the Dutch Civil Code by Pals Rijcken & Droogleever Fortuijn, a partnership consisting of
private companies with limited liability. The agreement is subject to terms of business registered
with the District Court at The Hague. A limitation of liability is included in these terme of
business. The terms of business will be provided on request. These can also be accessed at
www.prdf.nl.

Pels Rijcken & Droogleever Fortuijn advocaten dr motarissen

37



a APOSTILLE '
[Convention de La Haye du 5 ocrobre 1961)

Country: THE NETHERLANDE

This public document

bas baen lig:ed by mr. R.A. Gallas

acting in the capacity of notary at ’'es-Gravanhage

. basars the seal/stamp of aforesaid notary

Certified
at 's-GRAVENHRGE 6. the 9 jull 2002
by the registrar of the court (rechtbank)
no. 2002-1923
Seal/etarp: 10. Signature:

J. Heesterman
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TRADUCCION OFICIAL 101/2002 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES Y
EN ESPAROL, REALIZADA POR EDUARDO CALADO NOGUERA, TRADUCTOR
OFICIAL APROBADO POR RESOLUCION 541 DEL 27 DE FEBRERO DE 1976 POR
EL MINISTERIO DE JUSTICIA Y DEBIDAMENTE REGISTRADO ANTE EL

MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES DE LA REPGBLICA DE COLOMBIA Y

MEDIANTE EL CUAL EGGEN, Ivo Franci; TEN KORTENAAR,
Paulus Bernardus Wilhelmus y HAASNOOT, Cornelis

Albert Gruson, LOS TRES DOMICILIADOS EN DIOSYNTH B.V. P.O.

BOX 20, 5340 BH 0SS, THE NETHERLANDS ( PAISES BAJOS) INVENTORES

GNICOS Y VERDADEROS DE LA INVENCI6N: PROCESO PARA SINTESIS
RAPIDA EN SOLUCION DE PEPTIDOS, POR EL PRESENTE

DECLARAN QUE CEDEN DICHA INVENCION A AKZO NOBEL N.V., EMPRESA
ORGANIZADA Y EXISTENTE BAJO LAS LEYES DE LOS PAISES BaJOS,
DOMICILIADA EN VELPERWEG 76, 6824 BM ARNHEM, THE NETHERLANDS,
JUNTO CON TODOS LOS DERECHOS INHERENTES Y QUE DICHA COMPANfA
QUEDA FACULTADA PARA SOLICITAR EN SU NOMBRE LA PATENTE
CORRESPONDIENTE EN LA REPUGBLICA DE COLOMBIA.

DADO Y FIRMADO HOY 28 DE JUNIO DE 2002.

TRES FIRMAS: DE IVO, FRANCI EGGEN; DE PAULUS BERNARDUS WILHELMUS

TEN KORTENAAR Y DE CORNELIS ALBERT GRUSON HAASNOT

Visto por mi ROBBERT ALEXANDER GALLAS, notario de ley civil quien
practica en LA HAYA para la autenticacién en el documento adjunto

de las firmas que alli aparecen de: _—



Ivo Franci Eggen, nacido el dieciocho de marzo de mil novecientos
sesenta y nueve en Heelen, Paises Bajos, residente en Oss, Paises
Bajos, portador del pasaporte holandés nlmero N96874650; de
Paulus Bernardus Wilhelmus Ten Kortenaar, nacido el veinte de
enexro de mil novecientos cincuenta y tres en Amsterdam, Paises
Bajos, residente en Wijchen, Paises Bajos, portador de 1la
licencia de conducci6n holandesa nimero 3104824421 y de

Cornelis Albert Curson Haasnoot, nacido el 2 de julio de mil
novecientos cincuenta y uno en Rotterdam, Pafises Bajos, residente
en Wijchen, Paises Bajos, portador de la licencia de conduccién
holandesa niimero 3174252581 La Haya, 8 de julio de 2002.

Firma ilegible

Sello: Sefior R.A. Gallas

Todas las instrucciones se realizan con base en un convenio de
acuerdo con la Seccién 400 del Libro 7 del C6dige Civil Holandés
por Pels Rijcken & Droogleever Fortuijn, una sociedad formada por
compafiias privadas combinadas con una de responsabilidad
limitada. El convenio estd sujeto a las condiciones del negocio
registrado ante la Corte de Distrito de La Haya. Una limitacién
de responsabilidad se incluye en estas condiciones del negocio.
Dichas condiciones del negocio sBe suministrarin ei asi se
golicitan. Ellas pueden ser consultadas en la direccién de

internet: www.prdf.nl.

Pels Rijcken & Droogleever Fortuijn ——

APOSTILLA:

(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)



1. Los Paises Bajos

Este documento pilblico

2. ha sido firmado por R.A. GALLAS

3. quien ‘actGa en su calidad de NOTARIO DE GRAVENHAGE (LA
HAYA)

4. lleva el sello del NOTARIO PUBLICO arriba mencionado

CERTIFICADO

5. en GRAVENHAGE

6. el 9 de julio de 2002

7. por el registrador del juzgado

8. NGmero 2002-1923

9. Sello:
10.Firma: J. Heesterman l =
se8lll B
. L S, =
(firma ilegible) ame 1)
SR [
s B
COLO-11214-801-028-6 w8 ]
g 20w ag
WPCL002G. ID 3515 =
5 &

Bogot&, 15 de julio de 2002.

MW . B

Eduarde "aonr Nogucry ! S .
*TRADIIC{0a OFiQIAD
SCE - MG DB
Res 54: Pah-ar do 10-

v
.NG;;%]:

YIS

Juye



T e

CL3

snmmnnoaou.

; &‘f N
& ,.".'. m;,,f:,

3 AR N




Europiiisches
Patentamt

Bescheinigung

Die angshefteten Unteria-
gen stimmean mit der
urspringlich eingereichten
Fassung der auf dem nach-
ston Blatt bezeichneten
suropdischen Patentanmel-
dung Gberain.

European Office européen
Patent Office des brevets
Certificate Attestation
The attached documents Les documents fixés 2
are axact coples of the entie attestation sont
Europoan patent application conformas & la version
described on the following  Intialement déposde de
page, as originally flled. Ia demande de brevet
européen spécifiée A la
page sulvante,

Patentanmeldung Nr.

DEN HAAG,DEN
THE HAGUE, 19/06/02
LA HAYE,IE

EPAJEPO/OEB Form 1014 -2

Patent application No. Demande de brevet n*

01202753.8

Der Prisident des Europlischan Patertamts:
Im Auftrag

Far tha Preaidant of tha Europsan Patant Offica

La Présidant de 'Office europdan des brevets
p.o.

N ———

R C van Dijk

\'{4



Office européen

Europdiiaches European
@)) Patentamt Patent Office des brevets

Blatt 2 der Bescheinigung
Sheet 2 of the certificate
Page 2 de I’atteqtatlon

>

Anmeidung Nr.: Anmaideteg:
g:l.mm. 01202753.8 g: : 'ﬂ:n 19/07/01
Anmaider:

Applicam{sy
Damandsur{s)

Akzo Nobel N,V.
6824 BM Arnhes
NETHERLANDS

Bazaichnung dar Effindung:
Titls of the Imwnilon:
Titra da Fimantion:

Procass for rapid solution synthas{s of paptides

In Anspruch genommena Priorilit{en) / Prierity{ies) cinimad / Prioriti{s) rmeandiquia(s)
Sinat: Tag: Alkinnzaichen:

State: Data: Flis no.
Pays: Dusta; Numiiro de dilpit:

Inismationale Petentikiassifikation:
International Patant clasaiflcation:
Classificalion intemstionala des braveta:

/

Am Anmaldetag benannts Vartragaiaatan:

Contracting ststns dasignsind at data of fling:  AT/BE/CH/CY/DE/DK/ES/F1/FR/GB/GR/IE/IT/L1/LU/MC/NL/PT/SE/TR

Eiats contraciants dialgnis lors du depit

Bemeriungan:
Ramarks
Famarques;

EPA/EPO/OEB Form 1012 - 11.00
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PROCESS FOR RAPID SOLUTION SYNTHRSIS OF PEPTIDES

The invenlion relates to a new and vegsatfle process for rapid soloton synthesis of peptides,
whearsin the growing puptidc is prescnt in & pormancnt orpenic phaso end is not isolatod bofore
the assembly of the desired sequence is completed.

Peptides are gynthasised sither om a solid support or in sohition. In both approaches coupling
and deproeetion fEpa repetifively alvernata snd, depanding on the appraach, may he reparared
by intermittont purificati

In the solid phase spproach, a ssquence is esembled completely while attached to & solid
npport befbre it is eventually cleaved from said nppoet. Removal of excess reagents and by~
produots takes place by filvation. Solid phase syrthesls clearly hes adventages: it is more or less
generelly spplicable and casy to anromare. However, it has also some serious drawbacks. For
heterogeneous conditions: in onder to svoid dalstion sequences sxceeses of reagents are nesdad.
In addidon, all reactive side chains of the gmwing pepride must be protected: since no
fntorritiond purifications takc pleos, sidc reastions duc to the presanco of unproteoted side
chaios waay lead to impurities in the final product. The solid phese approach is difficult to scale
up aud it is costly iu wenes of romgonlys wd meslorinks,

The classical sohution phase approach, on the cother hand, is easisr to scalo up and & loss
expensiva in tenms of reagrents sod mwtexinla. Fully protactad smino acida are usoally nat needed,
sincc by-products resukting from side reactions of unprotocied side chains mey be romovoed by
intermittent purifications. However, the solution phase approach requires sequemce-spocific
prolocols und (o production of # complute sequence is viry Ums-consumning.

Bocause of the drawbacks of thoso approachos thero is o nced for o proceas which combines the
advenmages of both these classical methods, in particular fhe large soale symheses of peptides. A
now proocss ahould be rapid, casy to scale up and gencrally spphcablo.

In yoluliva plasc synibe, & sliphl savess of an wcliveted carbuxylic cougonent is prefembly
used in each ooupling step to ensure quantitative couplng to en amine componext; thus the
necrrence nf deletiom sequences in the fimal prodnct can he avoided. Tt is usually assumed that

ONTVARGEN 19-0T-2001 1D:YY VAN-+314] 2650802 NAAR-EPO DG1 THE MAGLE PAG'S 010
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tho residval activeted carboxylic component is destroyed and removed during the intcrmittcnt
aqueous work-up. Iusertion peptide scquences, however, are often encountered as fmpurities of
the final peptide dus to incomplste removal of residual (activated) carboxylic cumponent after a
coupling step, which sabsequently has coupled following deprotection. In order to avoid the
5  ocoumenoe of said side reactions a scavenging step may bo lntrodnced directly after the coupling
stop to scevenge (inactivate) the residusl activatod carboxyfic fimctions. Amines sre usually
applisd as sowvengers. The use of polyemines as -scuvougers leads to scavenged compaymda
which may be actively sciracted into a - preferahly acidic - aquaons phase, depending on their
polarity [e.g. Kisfaludy, L. et al. (1974) Tetrahedron Leit. 19, 1785-1786]. This extraction is
10 vusually performed befhire the deprotection step to avoid loss of the growing peptide into the
aqueous phese. However, this procedure has in mumerous cases been fbund to result in
intrinsio hydrophnbicity of the aminn acy] part of tha rarboxylic companent in enhanced hy the
still present amino-protecting group. Aquecus extraction is thus not completely effective.
1S Recently, Carpino, L.A, ef al. |(1999) J. Urg. Chem. 64, 4324-433¥] repartad an mprovement
ol (bs wauvenging muthod. In addition 0 the use of a polysmins a3 & scuvengur e wmino-
protecting group 1,1-dioxobenzo[b]thiophane-2-yimethoxyasrbanyl (Bamoc) was applied in the
process. The Bamoc fimetion has very high lahility towards base. As a result thereof, residval
ectivated carboxylio fimotions are scevenged and Bemsoo fimotions are removed in one and the
20  same step using a polyamine. The use of the Bsmoc fanction has been described as a significant
tnprovernent for the producton of (aligo)pepuides using rapkd comimmous solution phaso
techmiquos allowing tho asscmbly of a peptidc in a xinglc scricy of stops within a rolativoly short
period of thoe.

25 A new process has now heen found for mpid continions sohuition synthesis of peptides, wherein
a scavenger is nged which allows an egsentially sxbitrary choice of the amino-protecting group
(the proteoting group at the N-terminus of the activated carboxylic componont). In contrast to
the Carpino process, deprotection of the N-terminsal function does not necessarily taks place
under the sams reaction conditions as the scavenging of excess of activated carboxylic fimotions.

30 Thereibre, the process of this imvention i much more generally applicabls than the Carpino
process.
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'The new procoss asoording 1o this invention is a prooess for mpid solution syntheais of ¢ peptide
commprising repetitive oycles of steps (a)-(d): '

() = coupling step, using an excess of an activated carboxylic component fo acylate an amino
component,

5 (b)aqucmhhgﬁuphwhﬁmﬂvmgai!uﬂwmmmmm
fanctions, wherein the scavenger may also bo nsod for doprotestion of tho growing poptide (Le.
the peptide thst is baing formed),

(c) ane or more aquecus extractions and
optionally, (d) a separate deprotection step, followed by one or more aqueous extractions,

10 dasnsdedwal m thul the growing poptide Is present in a permanest organic phase and is not
isojted uxtil the finel peptide sequemce (.e. final product of the process of this invention) has
been obtained, and the process comprises at lonst one step (b), referred to as step (b"), in which
an amine comprising & free amiom or a latent anion i need as a scavenger of residual activated
carboxyiic fimotions,

15 Since during the process of the invenrion the growing peptids i not isolated, the process is
significontly loss tmo-conswming than the classical solution phase processes and aasy to scale up.
The process of this invention sllows for highly efficient removal of residual activated carboxylic
campaonent without emcountering the hydrophobicity problems of other prior art processes in
which polyamines are used as scavengers. Thos peptides of high purity are obirined.

20 Preferably, in step (2) of the prooesa of this invention the molar amounis of the reagents used are
in doorcasing order: carboxylic component, coupling additive > coupling reagent > mmino
component. Further preferred & 2 process whersin in step (2) & pre-activated carboxylic
component is used.

In another preferred embodiment, in step (b*) an mnine comprising a latent amion iy used as the

25 scavenger. Preferably, the latent anion in the scaveoging amine bears a temporary protecting
group which can bo sclectively removed in the presence ofF any pernmnat protectiug group
sttached to the growing peptide. In a particularly praferred embodiment the protecting group of
the lateat eniom in the scavenging amine displays a kehility similar to that of the temparary
protecting group present at the N-termines of the growing peptide. This allows the deprotection

30  of the scavenger viekling the anion and the N-terminal deprotection of the growing pepeids to
taks place in a single process step. Especinlly preferred is the process of the invention wherein
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the temporary protecting groups, present nt the N-termimis of tho growing poptidc and
optionally preseri in the scavenger, aro hydrogenolytically removable groups wheoreas the
pormancrt protecting groups are acidolytically removahle protecting groups. Preforably, said
wmporwry protecting groups are of the benzyl type, eg (substituted) benzyl and
benzyloxycarbouyl gruups. A pruflamed scavenger Is a primary amine comprising a fres anion or
a latent anion, and in particulsr a C-torminally protectcd ammno acid derivative. Desides
carboxylatz, the scavenging amine mey comprise other smiomic finctions such as sulfonate or
phenolate. A highly preferred mmpino acid for use as a scavemger is B-alanine or a derivative
thereof (s.g. an ester derivative). The mast prefivred scavenger is benzyl B-alaninate or a salt
thereof.

The use of a scavenger according to the present Invention leads to hydvophilic scavenged
compounds which may be actively exirasted into a basio aqueous phase after the deproteotion
step: upon deprotection (f applicshls), hydraphilicity ia enhvmeed hy the presenca of hoth a frea
aming fimction and a free carboxylic fimction in the scavenged species. Thus, the process of this
invention resuhs in & very effctive intermittent purification duoe to the possibility of actively
extracting a hydrophilic scavenged compuumd. In mddilion, s pusibly preseni excess of
carboxytie component which was not activated and whose tempomry protecting group was also
removed during deprotection, in extracted fiora the reaction mivinre at the same time.
According to the process of this inventiom, each cycle of the process may coxprise a step (b°)
wherein a free anion or a latent anion is used es a scavenger of residual activated carboxylic
fanctions. Howevar, munling 0 & frier embodiment of (his inventkm, the process may
comprise also one or more oyvles wherein in step (b) a polyamino i used as tho scavenger.
Anather preferred process of this invention comprises one or more eycley wherain in step (b)
deprotection does not occur (thms the circumstances are chosen such that the scavenger is only
used for quenching, £.g. using the Z protecting group and an emine comprising a latent anion as
u svuvenger) ul the subsequenl step (c) comprises sequential basio, acidic and basic exrractions,
which are prefernbly performed in the presonoc of sodivm shlorido. This procoss comprisas a
subsequent step (d) which comprisns deprotection and sequentiel basio and neutral extractions;
these extractions are preferahly performed in the presence of sodiom chloride.

Another preferred process of this invention comprises ane or more cycles wherein in step (b)
both quenching and deprotection occur (e.g. using the Bsmoc protocting group and e polyamine
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o8 & seavenger) and the subsequent step (o) comprises sequantial bagio and neutral extractions,
which are prefivably performed in the presence of sodiom chloride.

Also preferred is 2 process, wherein in the last cycle in step (g) the protecting groups of the
carboxylic component dispiay a similer lability to that of the permenent protecting groups of the
amino coponid wel in sicp (b) the scavenger is a polysmine.

The procesa acoording to this irvention may bo parformed in soverul organic solvents which acc
cormmonly nsed for fhe production of peptides. A highly prefierred permanent organic phase
(organic solvent) in which the growing peptide ia continously present is othyl acstate or a
mixture of ethyl acetate and dichloromethane. Also preferred are mixtures of ethyl acetate and
ulhier urgumic solvents, sach as 1-methyl-2-pyrmrolidinons or N, N-dimethylfomemide.

The prooesa of this inveation may be perfivzned at tempearatures wall known in the art for such
steps in classical sohition phase peptide synthesis. However, prafirably the procens is performed
within a temperature range of 0 to 50 °C, and in partienlar at amhient tempersture.

The process of tiis invention is very suitable for combinatorial synthesis of peptide libraries using
the splt and mix method. Couplings aro performed scparately while the individnal coupling
moixtures arc combined for extrstivm uml deprolcctions.

The process of this invention is very saitable for autemetion since standerd protosols are used.
Ths new proeesa of this invention is a highly efficient process which may conveniently be used in
the production of oligo- and polypeptides of high purity.

A sitalilo provess weconting o the present inveorion is tho coupling of an exooss of a carboxylic
componsnt to an amino component, wheroin the carboxylic fimotion is pro-activetod or activatod
in sity Veg A coupling reagent and, if degired, su additive. Following the coupling step, residual

V3

activared carboxylic functions are scavenged by adding the scavenger to the reaction mExture. .

Suhsequently or et the same time, temporery protecting groups are removed wsing suitable
maihods mown in the arr, fllowed by removal of the scavenged compound by aqueons
extroation. At tho samo tiroe, & possibly prascnt cxccss of carboxylic component which was not
activated and whose temporary protecting group was also removed during deprotection, s well
as other water-solubls reagents and by-products are extracted from the reaction mixture. Next,
another cyele of coupling, quenching, deprotection sod extraction steps may toliow deponding
on the langth of the desired peptide.
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The term smino camponent refers to a molecule comprising a five oxino finetion. In particuler,
the amino component may be any aming, smino acid or oligopeptide which bears a free aroimo
finction and whose other fimctional groups are protected in such & manner thet they do not
inicrfizre with the deaired coupling reaction. The C-terminal function of the applied amino acid or
oligopeptide may be protected as a substitubal ur wssulmtiluied smide or as an ester; cxamples of
the latter iocinde — but are not Bmited to  mosthyl, ethyl, rbutyl, bonyl, pheracyl, 3-(3-
methyDpentyl (Mpc), 2-(2-phenylipmpyl (Pp), 2-chlorotrity! (CE), diphenyX(4-pyridyDemethy!
(PyBab), dicyclopropylmethy] (Depm), 9-flucrenylmethy) (Fm). allyl (AID, 2~(trimethylsdylethyl
(Tmse) and  4-{N-[1+(4,4-dimethyl-2,6-dioxocyclohexyhdenc)-3-methyfbutyf] -amino }berezyl
(Dmab) estars [Rocske, R.W, (1981) in: The Peprides’, vol 3 (Gross, B. and Meienhoftr, J.,
cds.) Academic Press, New York, pp. 101-136; for Mpo: Kudlstrom, A. and Undén, A, (1996)
Tetrahkedron 1.eir. 37, 4343-4246; for Pp: Yue, C. ot al. (1993) Tetrahedron Lest. 34, 323-326;
for Cit: Athanassopoulos, P. ef al (199S) Tetrahedron Leit. 36, 5645-5648; for PyBzh: Mergler,
M. ot al (2001) P154, 2 Internationa]l Psptide Symposiom & 17" American Peptide
Sywpoasium; for Depm: Carpino, L.A. &1 al (1993) J. Org. Chem. 60, 7718-7719; for Fm: Al-
Obeidi, F. et al. (1990) Int. J. Meptide Protein Ras. 35, 215-218; for All: Kunz, H. « ul, (1985)
Int. J, Peptide Prossin Res. 26, 493497, for Timee: Sicber, P. (1977) Holv. Chim. Acta 60,
2711-2716; for Dooab: Chan, W.C. af 2l (1995) J (haem Soc., Chem. Commuon., 2209.2210).
Fonctions of the z-buiyl type or fimctions of similar lahility are prefirred for the permement
protection of other fimetional groups; these incinde — bat are not limited to ~ &-butyl (‘Bu) for
the protection of the Asp, Qhu, Set, Tlw aux] Tyr side chuins, ~butoxycwrbumyl (Buc) for (he
promection of the Lys and Trp aide chaing, trityl (Trt) for the protection of the Aan, Gin and His
gide chaine and 2,257 R-pertamethylchromme-Ssnlfonyl (Pmx) or 224.,6,7-
pentamethyldikrydrobenzofurane-S-sulfomyl (Pbf) for the protection of the Arg side chain
[Barany, G. and Merifisld, K.B. (1980) m: The Peptides’, vol. Z (Gross, E. and Meisnhofer, J.,
cda.) Academic Press, Now York, pp. 1-284; for Trp(Boc): Franzén, H. er al (1984) J. Chem.
Soo,, Cham. Commua., 1699 1700; for Asn(Tst) and Gla(Trt): Sisher, P. end Rinikr, B, (1991)
Tetrahedron Latt. 32, T39-742; for Hin(Trt): Sicher, P. and Riniker, B. (1987) Tetrahedron Lett.
28, 6031-6034; for Pme: Ramags, R. and Green, J. (1987) Tetrahedron Leit. 28. 2287-2290; fbr
Pb: Carpino, L.A. of al (1993) Letrahkedron Leti. 34, 7829-7832|,
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The term carhoocylie component refere to 2 molecule comprising o free carboxylio function. In
perticalar, the carboxylic component mey be eny carboxylic acid, amino acid or oligopeptide
which bears a fres carboxylic fimction and whoss other finctional gronps are protected in such a
mepuor that sy do not inrerfire with the desired coupling reaction. In a pretirred embodiment,
the amino group of the applied amino acid or vligupoplilc i (cmpurwrily protected by a
benzyloxyearbonyl (Z) fnction; other examples include  but are not lmited to — the Boc, Trt,
fivoren-9-yimethoxycarbonyl (Fmoc), 2-(methylmiforyDethoxycarbonyl (Mac), allyloxycarbonyl
(Alloc) fimetions or functions of the aryisulfonyl type, sach as ertho-nitrobenzencsutfonyl (o-
NBS) [Geiger, R. and Kbnig, W. (1981) in: The Psprides’, wol. 3 (Gross, B- and Meicphofer, I,
ods.) Acedcmic Preas, New York, pp. 1-99; for Allw: Kurw, H amd Unverzagt, C. (1984)
Angew. Chem. 96, 426-427; for arylsulfonyl: Fokuyema, T. ef al. (1997) Tetrahedron Leit. 38,
5831-5834]. Functiona of the s-butyl type or finctions of simfler lability sre prefierred for the
permanent protection of other finetionnl proups as described above. The carboxvlic component
may be preactivated as an active ester, prefirably an N-hydroxysuceinimide, benrotrizzol-1-yl,
pentafiuorophony] ur 4-pilruphenyl esler, a halide, an N-carboxyenhydride or as a symmeuic
anhydride. Alternatively, the carboxylio componont may bo activatod i siu as a mixcd anhydride
or asing a coupling raapmut, such as & carbodiimida, prefirably NN'dcyclohexylcarbodiimide
{DCC) or 1-(3'-dimethylaminopropyl)-3-cthylcarbodiimide hydrochlorids (BDC), & uronivm or a
phosphonium salt in the possible presence of a couplng additive, preferably N-
hydroxysuccinimide (HONSu), 1-hydroxybenzotriazole (HOBL), 3-hydroxy-4-axo-3,4-dilydro-
1,23 benrotrinzine (HOOBt), 1-hydroxy-7-ammbenzotriazole (TIOAf) or G-chloro-I-
hydroxybenzotriazole (Cl-HOBt) and if required in the presence of a tertiery amine [The
Pepiides’, vol. 1 (1979) (Gross, E. and Maiemhofer, J.. eds.) Academic Press, New York; Li, P.
and Xu, J.-C. (2000) Chin .J Chem. 18, 456-466).

The temporary protecting group may be removed according to methods known in the art (vide
suypra). The Z fimction may bo ramoved by hydrogenolysis using standard procedures. Duriug
this proces all benzyl-type protecting groups are removed and protecting groups of the r-butyl
type or functions of similar labllity are meinteined. The latier may be removed by acidolysis
according to the methods known in the art.

A persun skilled in the ant will understand whe 35 meant with the term basic aqueons extraction.
Howover, basic aqueous extractions are preferably perfoxmed using aqueous solutions of sodium
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hydrogencarbonate or sodinm carbonats, if desired in the presence of sodium chloxidc. The texm
active aquecous extraction refers to an extraction iIn which either an ammo component is
exiracted under acidic conditions #n the completaly protonated form (emmonium) or a carboxylic
womponem 18 extracted under basio conditions in the completely daprotonated form
(carboxylatc).

The invextion is firther Mustrated hy tha following examples, which iy not to be interpreted as &
Bmitation of this nvention .

LXAMPLE

Bo¢-Gly-Phe-Anp(ORu)-Ser('Ru)-0'Bn

To a mitred solution of 434 g of H-Sax('Bu)-O'Bu in a mixture of ethyl acotats and
dichlcromethsne at 20 "C, were added 324 g of l-hydroxybenzotriazole, 7.76 g of Z-
Asp(0'Bu)-OH, 420 y uf 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride end
242 ml of 1 wethylnorpholino. Aficr stitring the resulting solution until completion of the
reaction, 1.21 ml of 4-methylmarpholine snd 3.51 g of benzyl f-alaninste p-tohimesulfvnate salt
were added. The mixture was stitred for apother 30 minutes and was extracted with 5 %
NaaCO3/ 10 96 NaCl, 5 % KHSO,/ 10 % NaCl and 5 % NaaCOs/ 10 % NeCL

The organic layer containing the protected dipeptide Z-Asp(Q"Bu)-Sex{’Bu)-0'Bu was subjected
to ostalytic hydrogenolysis in the proscnce of pelladiom on charcoal. Upon completion of the
reaction, 5 % NagCO, / 10 % NaCl was added and the resulting suspansion wes filtered. The
residus was washed with a mbdure of ethyl scetate and dichlaromethens, and the combined
filtrates wero oxtracted with S % NagCO; / 10 % NaCl and 30 % NaCl

Tu (he urguuic kayer comaining the dipsptids H-Asp(0’Bu)-Ser(’Bu)-0'Bu &t 20 °C, were added
324 g of 1-hydroxybonzotriszols, 7.18 g of Z-T'he-OIT, 4.20 g of 1-(3'-dimethylaminopropyf)-3-
ethylsarbodiimide hydrochloride and 2.42 ml of 4-methylmorpholine. After stirring the resulting
sohttion until complstion of the reaation, 1.21 ml of 4-methyimorpholine and 3.51 g of benzyl f~
alaninate p-tolncnesulfonate salt were added. The mixture was stitred for enother 30 minutes and
ws extruciod with 5 % NagCOa/ 10 % NaCl, 5 % KHSO,/ 10 % NaCland 5 % Na;COs/ 10 %
NaCl,
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Tha organic leyer containing the protested tripeptide Z-Phe Asp(O'Bu)-Bor('Bu)-OBu was
subjocted to catalytic lydrogenolysis in the presence of palladium on charcoal, Upon conmpletion
of tho reaction, 5 % Ne;CO» / 10 % NaCl was added and the resulting suspension was filtered.
Thw residue was washed with a mixture of ethyl acetais and dichloromethane, and the condbined

S5 filtratos wore cxtracted with 5 % NagCOQs/ 10 % NuCl snd 30 % NaCL
To the organic layer contuining the tripeptide H-Pho-Asp(O'Bu)-Scr("Bu)-0"Bu at 20 °C, were
added 324 g of 1-hydroxyhenmntrisoole, 421 g of Boc-Gly-OH, 420 g of 1-(3-
dimethylaminopropyl)-3-sthykerbodiimide hydrochloride and 2.42 ml of 4-methylmorpholine.
After stirring the resulting solution untfl completion of the reaction, 1.25 ml of 3-&imethylamino-~

10 I-prepylaminc was added. The mixiure was stired for another 30 minnes and was exmacred
with 5 % Na;COs/ 10 % NaCl, § % KHSO,/ 10 % NaCl, 5 % NeeCO3 / 10 % NaCl, 30% NaCl
and water, The orgenic layer was filtered, dried over NaySOy4 and evaporated to dryness to give
the desired protacted tetrapeptide in 95 % yicld based on the starting material H-Ser('Bu)-O'Bu
The process was completed within 6 howrs.

15 Purity: 98.1 % by revansed phas: HFLC (24 to 68 % acetonkile in 0.1 % tiftuoroacetic acid in
29 mimntes at 220 nm, 2.0 ml/min, 5§ micon Cyy cohmn). Identity: m’x 425.4 [M-Boo-
3RotSH]', 4694 [MABuiSH], 5254 [M-3'BuidH]", S81.4 [M-2'But3H]', 6374 M-
"Be+2H[', 693.4 [M+H'] by electrospray MS; 'H NMR (CDCh) § 1.16 (s 9H), 1.4 (m, 27H),
2.59 (a4, LH), 2.79 (dd, tH), 3.09 (m, 2H), 3.51 (dd, 1H), 3.69-3.86 (m, 3H), 4.47 (m, 1H),

20  4.67-4.78 (m, 2H), 520 (bs, 1H), 6.68 (4, 1K), 7.12-7.34 (m, 7H).

Conchigion: The protected tetrapeptide was produced without intermittent igolation of the
growing peptide. The purity end identification of the obteined product demomstrate that the
excesses of (activated) carboxylic componsnts have been removed completely in all stages of the

25 prucess uxl Do ingertion sequences have bean formed using the process of this nvention. The
product is obtained in high yicld and purity within a ralativoly short poriod of time.

30
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1. A process tor rapid solution synthesis of a peptide, the process comprising repotitive cycles

of sleps (Q)~(d):

(a) a coupling step, using an excass ol un uctivalixl carboxylic component to acyiate an
smino componsnt,

(b) a quenching step i which s scavenger is used to Tamove residual activated carboxylic
functions, whercin the scevenger mey also be used for deprotection of the growing peptida,
(c) one or more aguoous exiractions and

optionally, (d) a sepansis depruleciion step, fbllowed by one or more aquecus extractions,
characterised in that

the growing peptide is present in o permanent organic phase xnd is not isolated vntil the final
peptide sequence has been obtained, and the process comprises &t least ane step (1), referred
to as step (b°), in wiich an amine conprising a free anion or a latent anionisused as a
suavenger uf residusl acrivared carbaxylic fAmctions.

Tha process of claim 1, wherein in step (a) the moler emownts of the reagents used are in
decreasing order:
boxvii ; ling additive > counti > ami :

. The proooss of claim 1, wherein in stop (8) & pre-activeied carbaxylic compunail b uscl,

. ‘The process of any ono of claims 1-3, wherein in step (b”) sm anine comprising a latent anion

js used as the scevenger.

. The proocas of claim 4, whercin the latent anfon in U scaveggiug wnine bour i (Cmporary

protecting group which can be selpotively removed in the presemce of any pexmanent
protecting groups aitached to the growing peptide.
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6. The process of claims 4 or 5, wherein the latent onfon in tho scavenging amtine bears a
temporary protecting group which displeys a lability similar to that of the temporary
protecting group preseut at the N-texminms of the growing peptide.

5 7. The proccss of claims 5 or G, wixecin U (smporary protecting groups are
hydrogenalytically removable gronpe whereas the pormenont protocting groups arc
acidolytically removahle grovpa.

8. The procass of claim 7, wherein the temporary protecting groups are of the benzyl type.
10

9. The process of my one of chims 4-3, wherein the scavenger is a primary amine comprising a
free anion or a latent union.

10. The process of claim 9, wherein the primary amine is a C-terminally protected amino scid
15 derivetive,

11. The process of claim 10, wherein the amine acid is B-alanine or a dexivative thersof.
12. The process of claim 1 1, wherein the scevenger is benzyl f-alaninate or 2 salt thereof

13. The process of axy ono of alafms -12, whercin the proceas comprises ons or moro oycles
wherein in step (b) & polyamine i used as the sogvenger.

14. The process of any ono of claims 1-13, comprising one or more cycles wheredn in step (b)
25 deprotetivn doos mot occur and the subsequent step (¢) comprises sequential basic, acidic
and basie extractions.

15. The process of claim 14, wherein the extractions are pexformed in the presenoe of sodium

chloride.
30
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16. The proocss of claim 14 or 15, comprising & subscquent step (d) which comprisce

17. 'The process of claim 16, wherein the extractions are perfrmed in the presence of sodiim
3 chlorkle.

18. The prooess of any one of claims 1-13, comprising ons or more cycles wherein in stop (b)
both quenching and deprotection oceur and the subsequent step (c) cormprises sequential
basic and neutral extractions.

10

19. The procass of claim 18, wherein the endractions are parformed in the presence of sodium

chlorida.

20. The process of any one of claims 1 - 19, wherein in the last qyclo in step (2) the protscting
15 groups of the carboxylic component display a simflar lsbliry o thar of the permanent
protesting groups of the growing peptide and in stop (b) the scavenger is a polyaminc.

21. Tha process of any one of claims 1-20, whemin the organic phese is othyl acetats or 2
muxture of ethyl acetate and dichloromethane.

22. Ths process of any one of clalms 1-21, whercin tho process is performed within a
temperature renpe of 0 to 50 °C.

23. The process of claim 22, wherein the process is performed at ambiert temperature.

24. A method fbr combinamrial synthesis of peptide Hbraries using Lhe splil and mix nesticod,
wherein the process of eny onc of claims 1-23 is epplicd.

25. A method for stomated solution. syathesis of peptides, wherein the process of auy one of
30 claims 1-24 is applied.

ONTVANGEN 10-07-2081 i8:1I VAN-+31412050502 HAAR-EPO DG1 THE HAGUE PAG'S 021



18207 U1 1321H FAR $+3141%68U8YY NV ORGANUN PAT DEFI. + KBU H1JSWIJK o2

10

15

S

13

ABSTRACT

The present invention relates to a procesa for rapid solution synthesis of a peptide, the process
compuising repetitive oyales of steps (a)-(d):
(nnmmmmmmofmmmmewwmem
camponer,

(b) & quenshing stop in which o goavenger Is used to remove regidual activated carboxylic
fimctions, wherein the scavenger muy also ba nsed for deproteetion of the growing peptide,

(c) ons or more aqueous exiractions and

optionally, (d) a seperate deprotection step, fbliiowed by one or more aqueous exrractons,
characterised in that

the growing peptidc is prosont in 2 pormenent orgauio phase and is not isolated until the final
peptide sequence has been obtained, and the procsss eomprincs st laast one step (b), raferred to
a3 stop (b"), in which ax amine comprising & froe anion or a letont anion is used es a scavenper of
This highly efficlent process is usefal for the production of vligo- amd polypoptides of kigh
puity.
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FECHA T ABRIL 1 DE 2092
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BEPQS] TANTE TIPD PASD BARCO CUENTA Ho. P!IEB/ FECHA PED Vr. PAEO

CAVELIER ABOEADOS CONSIGRACIDH  DARCOD POPILAR  030-29110-5 709 91/04/2002 37,072, 000.00
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CANT, RENTISTICO 'JﬂﬂéTﬂU

1 50003-01-01 SHICITOES / 7 TRMMITES BE GOL, DE PISENIS INOUS
/ TOTAL 1

SOM: TRESCIEWTOE BETENTA Y OCHD KIL PESOE
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ICADO AL EXPERIENTE Me.
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TOTAL
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REQUISITOS NEC SARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL TRAMITE

PA'[B]TEDEINVENCION[L/ MODELO DE UTILIDAD

A Indndbndemea’?oﬁuﬁlamm%ndeunapabnb
o Daios de Identificacidn del .olicitants o de Ja persona que presenta la solicitud
e Destxipcidn da la invencion
o Dibujos de ser astos pertinentes
5 sy ¢ Comprobants de Pago da las tasas estahlecidas

’-LOWPLEI'A INCOMPLETA

"DISERO INDUSTRIAL | ]

Indicaciin de que se solicria i registro da Disefib Indusirial
Datos de Identficacion del solicitants o de la persbna que presentaria sollctud

Represantacidn gréficay futc gréfica del Disefio Ingusfrial 0 muestra del
maierial que incorporgiel fisallo
Comprobants de pago de 2. tasas establecidas

COMPLETA [ ] INCOMPLETA

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

o Indicaciin de que sa solic.ta ef registro de un Esquema de trazado

Datos de identificacidn de: sollcitants o de la pensona que presenta la sollcitud
o Representacidn grafica d.] esquema do trazado
; Comprobants de pago de 2. tasas establecidas.

COMPLETA[ | INCOMPLETA
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