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PROCESO PARA 1A PREPARACION DE PEPTIDOS

La 1invencidédn se relaciona con un Pproceso nuevo Yy
versitil para la preparacién de péptidos, especialmente

para procesos llevados a cabo en solucidn

Los péptidos son sintetizados sea en solucién o
sobre un soporte sélido En ambas enseflanzas las etapas
de acoplamiento y desproteccién repetidamente se alternan
Y pueden ser separadas por purificaciones intermitentes
Un exceso de un componente carboxilico activado es usado
preferiblemente en una etapa de acoplamiento para
asegurar el acoplamiento cuantitativo a un componente
amino, asi la ocurrencia de la eliminacién de secuencias
en el producto final puede ser evitado En una sintesis
de péptido de fase sblida el componente carboxilico
residual activado se remueve usualmente por filtracién y
al final de cada etapa de acoplamiento En la sintesis de
fagse en solucibn usuvalmente se asume gue el componente
carboxilico activado residual es destruido y removido
durante el trabajo acuoso 1intermitente La insercibédn de
secuencias de péptido, sin embargo son frecuentemente
encontradas en sintesis de fase en soluci6n como

impurezas del péptido final debido a la remocibén
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incompleta del componente carboxilico residual (activado)
luego de una etapa de acoplamiento, la cual
subsecuentemente Se ha acoplado luego de la
desprotecciédn Para poder evitar la ocurrencia de dichas
reacciones laterales una etapa de secuestramiento puede
ser 1introducida directamente después de la etapa de
acoplamiento para secuestrar (inactivar) las funciones
carboxilicas activadas residuales Las aminas Sson
usualmente aplicadas como secuestrantes El uso de
poliaminas como secuestrantes lleva a conmpuestos
secuestrados que pueden ser extraidos activamente en una
fase acuosa, preferiblemente acidica, que depende de su
polaridad {por ejemplo, Kisfahady, I , et al (1974)
Tetrahedron Lett 19, 1785-1786} Esta extraccién es
usualmente 1llevada a cabo antes de 1la etapa de
desproteccién para evitar la perdida del péptido en
crecimiento en la fase acuosa Sin embargo, este
procedimiento se ha encontrado en numerosos casos dque
resulta en wuna purificacidédn intermitente 1ncompleta
debido a la hidrofobicidad del compuesto secuestrado 1la
hidrofobicidad intrinseca de la parte acllo amino del
componente carboxilico es promovida por la presencia
todavia del grupo de protecciétn amino La extraccibédn

acuosa por lo tanto no es completamente efectiva
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Recientemente, Carpino, L. A et al [(1999) J Org
Chem 64, 4324-4338] reportdé una mejora del método de
secuestramiento En adicién al uso de una peliamina como
un secuestrante el grupo de proteccién amino 1,1-
dioxobenzo[b]ldiofeno-2-i1lmetoxicarbonil (Bsmoc) fue
aplicado en el proceso La funcibén Bsmoc tiene una alta
labilidad hacia la base Como resultado de esto, las
funciones carboxilicas activadas residuales son
secuestradas y las funciones Bsmoc son removidas en una y

la misma etapa usando una poliamina

Un nuevo proceso ha sido encontrado para 1la
preparacitn de péptidos, en donde un exceso de un
componente carboxilico activado es usado para asilar un
componente aminp, y en donde después de la asilacidn una
amina comprende un anién libre o un anibén latente (por
ejemploc un anidn que se forma después de 1la
desproteccidn) es usado como secuestrante de las
funciones carboxilicas activadas residuales Este nuevo
proceso permite una escogencia a esencialmente arbitraria
del grupo de proteccién en los terminales N del
componente carboxilico activado ya que, en contraste con

el proceso Carpino, la desproteccién del mismo no



necesarlamente tiene lugar bajo las mismas condiciones de
reaccitn que el secuestramiento del exceso de las
funciones carboxilicas activadas Mas ain, el proceso de
esta invencién permite una remocidn altamente eficiente
del componente carboxilico activado residual 31in
encontrar problemas de hidrofobicidad de los procesos del
estado de la técnica en los cuales la poliaminas son
usadas como secuestrantes Preferiblemente, el proceso de
la 1nvencién tiene lugar en solucidén Sin embargo, el
proceso también puede ser aplicado en sintesis de péptido

en fase sélida

En una modalidad preferida, una amina que comprende
un anién latente es usada Como secuestrante
Preferiblemente, el anién latente en la amina
secuestrante tiene un grupo de proteccidédn temporal que
puede ser removido de manera selectiva en la presencia de
cualquier grupo de proteccidn permanente ligado al
péptido en crecimientc En una modalidad particularmente
preferida, el grupo de proteccibén del anidn latente en la
amina secuestrante muestra una labilidad similar a
aquella del grupo de protecciédn temporal presente en los
terminales N del péptido en crecimiento Esto permite la

desproteccidén del secuestrante resultando el anién y la
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desprotecciétn del terminal N del péptido en crecimiento
tiene lugar en una etapa de procesc Unica Especialmente
preferido es el proceso de la invenciétn en donde en los
grupos de proteccién temporal presentes en los
terminales N del péptido en crecimiento y opcionalmente
presente en el secuestrante, son grupos de remocibn
hidrogencliticamente mientras que los grupos de
protecciédn permanente son grupos de proteccidn removibles
dcidoliticamente Preferiblemente, dichos grupos de
proteccién temporal son del tipo benzilo, por ejemplo
benzilo (sustituidos) y grupos benziloxicarbonilo Un
secuestrante preferido es wuna amina primaria que
comprende un anidén libre o un anién latente, vy en
particular un derivado de acido amino protegide con
terminal C Aparte del carboxilato, la amina secuestrante
puede comprender otras funciones anibénicas tales como
sulfonato o fenolato Un Acido amino altamente preferido
para uso como Ssecuestrante es la f-alanina o un derivado
de la msma (por ejemplo un derivado ester) El
secuestrante mids preferido es el benzil B-alanina o0 una

sal del mismo

El uso de un secuestrante de acuerdo con la presente

invencién lleva a compuestos secuestrados hidrofilicos



que pueden ser extraidos activamente en una fase acuosa
basica luego de la etapa de desproteccién 1luego de la
desproteccidn (s1 es aplicable), la hidrofilicidad es
promovida por la presencia tanto de una funcién amino
libre como una funcidén carboxilica libre en las especies
secuestradas Asi, el proceso de esta invencibén resulta
en una purificacién efectiva intermitente debido a la
posibilidad de extraer activamente un compuesto
secuestrado hidrofilico Adicionalmente, un  exceso
posiblemente presente de componente carboxilico que no
fue activado y cuyo grupo de protecciédn temporal también
fue removido durante la desproteccién, es extraido de la
mezcla de reaccidn al mismo tiempo El1 nuevo proceso de
esta invencidén puede convenientemente ser usado en la
produccién de oligo-y polipéptidos y, mAs generalmente,

en la formacidédn de enlaces amida

Un proceso adecuado de acuerdo con 1la presente
invencién es el acoplamiento de un exceso de un
componente carboxilico a un componente amino, en donde la
funciédn carboxilica es preactivada o activada in situ
usando un reactivo de acoplamiento y, s1 se desea, un
aditivo Luego de la etapa de acoplamiento, las funciones

carboxilicas activadas residuales son secuestradas
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agregando el secuestrante a la mezcla de reaccidn

Subsecuentemente, los grupos de proteccién temporal son
removidos usando métodos adecuados conocidos en 1la
técnica, seguido por la remocidédn del compuesto
secuestrado por una extraccién acuosa basica Al mismo
tiempo, un exceso posiblemente presente de componente
carboxilico que no fue activado y cuyos grupos de
proteccién temporal también fueron removidos durante la

desprotecciédn, es extraido de la mezcla de reaccibn

El término componente amino se refiere a una
molécula que comprende una funcién amino libre En
particular, el componente amino puede ser cualquier
amino, &acido amino o oligopeptido que lleva una funcién
amino libre y cuyo otros grupos funcionales estéan
protegidos de tal manera que ellos no interfieren con la
reacciébn de acoplamiento deseada La funcién terminal C
del Acido amino aplicado o oligopeptido aplicado puede
ser protegida como una amida sustituida o no sustituida o
como un ester, ejemplos de esto tltimo incluyen, pero no
estdn limitados a, metilo, etilo, t-butilo, benzilo,
fenacilo, 3-(3 metil)pentilo(Mpe), 2-(2-fenil)propilo
(PP), 2-clorotrilo (C1t) ., difenil (4-

piridil)metilo (PyBzh), diciclopropilmetilo {Dcpm}, 9~



fluorenilmetilo (Fm), alilo (All), 2-(trimetilsilil}etilo
(Tmse) y 4-{N-[1-{4,4-dimeti1l-2, 6-dioxociclohexilideno)-
3-metilbutil]-aminol}benzil (Dmab) esteres {Roeske, R W
(1981) en “The peptides”, vol 3 (Gross, E y Meienhofer,
J , eds) Academic Press, New York, pp 101-136, para Mpe
Kalrlistrom, 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) Tetraedron Lett 36, 5645-5648 PARA PyBzh
Mergler, M et al (2001) P154, sequndo simposio de
péptidos internacional & 17abo simposio de péptido
americano, 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 Tmso Sieber, P (1977) Helv Chim Acta 60,
2711-2716, para Dmab Cham W C et al (1995) J Chen
SOC Comin 2209-2210] Las funciones del tipo t-butilo o
las funciones de labilidad similar son preferidas para la
proteccibédn permanente de otros grupos funcionales, estos
incluyen pero no estan limitados a -t-butilo (*Bu)para la
proteccidn del Asp, Glu, Ser, Thr y cadenas laterales
Tyr, t-butoxicarbonilo (Boc) para las protecciones de las

cadenas Lys y Trp laterales, tritilo (Trt) para la



proteccidn de las cadenas laterales Asn, Gln, y His y
2,2,5,7,8 pentametilcromano-6-sulfonilo (Pmc) o
2,2,4,6,7T-pentametildihidrobenzofurano-5-sulfonileo (Pbf)
para la proteccidn de la cadena lateral Arg [Barany, G
y Merrifield R B (1980) en 2The peptide, vol 2 (Gross
E y Meienhofer, J , eds )Academic Press, New York, pp
1-284, para Trp(Boc) Franzen, H et al (19684) J Chenm
Soc , Chem Comin, 1699-1700, para Asu(Trt) y Gln(Trt)
Sieber, P vy Riniker, B (1991) Tetrahedron Lett 32,
739-742, para His (Trt) Sieber, P y Riniker, B (1987)
Tetrahedron Lett 28, 6031-6034, para Pme Ramaje, R Yy
Green, J (1987) Tetrahedron Lett 28, 2287-2290, para
Phf Carpino, L A et al (1993) Tetrahedron Lett 34,

7829-7832]

El término componente carboxilico se refiere a una
molécula que comprende una funciébn carboxilica libre En
particular, el componente carboxilico puede ser cualquier
dcido carboxilico, &cido amino o oligopeptido que 1lleva
una funcidén carboxilica 1libre y cuyos otros grupos
disfuncionales estdn protegidos de tal manera que no
interfieren con la reacciétn de acoplamiento deseada En
una modalidad preferida, el grupo amino del &acido amino

aplicado oligopeptido aplicado es protegido temporalmente

R
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por una funcidén benziloxicarbonilo (Z), otros ejemplos
incluyen pero no estdn limitados a -el Boc, Trt, fluoren-
9-ilmetoxicarbonil (Fmoc), 2-(metilsulfonil)
etoxicarbonil (Msc), aliloxicarbonilec (Alloc)funciones o
funciomnes de ellos del tipo arilsulfonilo, tales como
orto-nitrobenzenosulfonilo (0o-NBS) [Geiger, R y Konig, W

(1981) en “The peptides”, vol 3 (Gross, E Yy
Meienhofer, J ,eds ) Academic Press New York pp 1-99,
para Allcoe Kunz, H Yy Unverzagt, C (1984}Angew Chem

96, 426-427, para arilsulfonil Fukuyama, T et al

(Tetrahedron Lett 38, 5831-5834] Las funciones del tipo
t-butile o funciocnes de labilidad similar se prefieren
para la proteccién permanente de otros grupos funcionales
Ccomo se describiéb anteriormente El componente
carboxilico puede ser preactivado como un éster activo,
preferiblemente un N-hidroxisuccinimida, benzotriazol-l-
11, pentafluorofenilo © un ester de 4-nitrofenilo, un
haluro, un anhidrido de N-carboxianhidrido o como un
anhidrido simérico Alternativamente, el componente
carboxilico puede ser activado i1n situ como un anhidrado
mezclado o usando un reactivo de acoplamiento, tal como
una carbodiimida, preferiblemente N-N -
diciclohexilcarbodiimida (DCC) © un hidrocloruro de 1-

(3 -dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC), un

56
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uronio o una sal de fosfonio en la presencia posible de
un aditavo de acoplamiento, preferiblemente N-
hidroxisuccinimida (HONSu) , l-hidroxibenzotriazol
(IIOBt), 3-hidroxi-4-oxo0-3, 4—~dihidro-1, 2, 3-benzotriazina
(HOOBt), 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAt)o 6-cloro-1-
hidroxibenzotriazol (CL-HOBt) Yy S1 se requiere en la
presencia de una amina terciaria [“The peptide” , vol 1

(1979) (Gross, E y Meienhofer, J , cds] Academic Press,
New York, Li, P y Xu, J -C ({(2000) Chan J Chem 18,

456-466]

El grupo de proteccién temporal puede ser removido
de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica (vide
supra} La funcibébn 2 puede ser removida por
hidrogen6élisis usando procedimientos esténdar Durante
este proceso todos los grupos de protecciédn tipo benzilo
son removidos y los grupos de proteccién del tipo t-
butilo o funciones de labilidad similar son mantenidos
Estos 1ltimos pueden ser removidos por acidolisis de

acuerdo con los métodos conocidos en la técnica

Una persona versada en la técnica entenderd que lo
que se qulere significar con el término extracciédn acuosa

basica Sin embargo, las extracciones acuosas basicas son
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llevadas a cabo preferiblemente usandoc soluclones acuosas
de hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de sodio, s1
se desea en la presencia de cloruro de sodio El1l término
extraccibn acuosa activa se refiere a una extracciédn en
la cual sea que el componente amino es extraido bajo
condiciones acidacas en la forma protonatada
completamente (amonic) o un componente carboxilico es
extraido bajo condiciones basicas en la forma

desprotonatada completamente (carboxilato)

La 1invencibdbn sSe 1llustra adicionalmente por el

siquiente ejemplo, que no debe ser interpretado como una

limataciédn de la presente invencidn

EJEMPLO

H-Asp (o*Bu) -Phc-0'Bu

A una suspensibén agitada de 5,52 g de H-Phe-O‘Bu-HCL

en una mezcla de acetato de etilo y diclorometano a 20°C,
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agitar la solucidn resultante hasta la completacidédn de la
reaccién, 1,21 ml de 4-metilmorfolina y 3,51 g de sal de
benzil f-alaninato p-toluensulfonato fueron agregados La
mezcla fue agitada durante otros 30 minutos y fue
extraida con 5% de Na,C03/10% de Nacl, 5% de KHSO,/10% de

NaCL y 5% de Na,C03/10% de NaCL

La capa organica que contiene el dipéptido protegido
Z-Asp (O'Bu)-Phe-0*Bu fue sometido a hidrogenolisis
catalitica en la presencia de paladio o sobre carbén
Luego de completar la reaccidédn, 5% de Na,C03/10% de Nacl
fueron agregados y la suspensiédn resultante fue filtrada
El residuo fue lavado con una mezcla de acetato de etilo
y diclorometano, y 1los filtrados combinados fueron
extraidos con 5% de Na,C03/10% de NaCL, 30% de NaCL y
agua La capa organica fue filtrada, secada sobre Na,SO, y
evaporada hasta secado para dar el dipéptido deseado e

produccidédn cuantitativa

Pureza 98,4% por fase 1inversa de HPLC (24 a 68% de
acetonitrilo en 0,1% de #&cido trifluroacetico en 29
minutos a 220 nmm, 2,0 ml/min, 5 micrémetros Cis
columna) Identidad m/z 393 4 [M+H]Y, medirante

elctroroseado MS r H NMR (CDCL3)81,41 (s, 9H), 1,46

59
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(s,9H) 1,63(bs, 2H), 2,39 (dd, 1H), 2,79 (DD, 1lH), 3,39

(d,2H), 3,65 {(m,1H), 4,72 (m,1H), 7,17-7,32 (m, SH), 7,81

(d, 1H)

Conclusién La pureza e 1dentificacién del producto

obtenido demuestra que el exceso del componente
carboxilico (activado) ha sido removido completamente y
no hay una secuencia de insercidn de péptidoc que haya

sido formada usando el proceso de esta invencién
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REIVINDICACIONES

1 Un proceso para a preparacidn de péptidos usando un
exceso de un componente carboxilico activado para asilar
un componente amino en donde luego de la asilacibédn una
amina comprende un anién libre o un anién latente que es
usado como un secuestrante de las funciones carboxilicas

activadas residuales

2 El procesc de la reivindicaciétn 1, en donde una
amina comprende un anidédn latente que es usado como el

secuestrante

3 El proceso de las reivindicaciones 1 o 2, en donde
el anién latente en la amina secuestradora lleva un grupo
de proteccién temporal que puede ser removido
selectivamente en la presencia de cualquier grupo

protector permanente ligado al péptido en crecimiento

4 El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, en donde el anién latente en la amina secuestrante
lleva un grupo de proteccidn temporal que muestra una

labilidad similar a aquella del grupo de proteccién
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temporal presente en los terminales N del péptido en

crecimiento

5 El procesc de las reivindicaciones 3 o 4, en donde
los grupos de protecciédn temporal son grupos removibles

hidrogenoliticamente mientras que los grupos de

protecciébn permanente son grupos removibles
acldoliticamente
6 El procesc de 1la reivindicacidén 5, en donde los

grupos de proteccibédn temporal son del tipo benzilo

7 El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones
1l a 6, en donde el secuestrante es una amina primaria que

comprende un anién libre o un anién latente

8 El proceso de la reivindicacién 7, en donde la amina
primaria es un derivado de &acido amino protegido en el

terminal C

9 El proceso de 1la reivindicacién 8 en donde el

aminocacido es B-alanina o un derivado de el

62
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10 El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones
1l a 9, en donde el secuestrante es benzil pB-alaninato o

una sal del mismo

11 El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones

1l a 10, en donde el proceso se lleva a cabo en solucidn
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La presente invenciédn se relaciona con un proceso
para la preparacifn de peptidos usando un exceso de un
componente carboxilico activado para asilar un componente
amino, en donde luego de la asilacién una amina comprende
un anién libre ¢ un anién latente que es usada como un
secuestrante de las funciones carboxilicas activadas

resiuales

Este proceso es 1Util para la producciédn de oligo-y
polipéptidos y, mAs generalmente, en la formacidn de

enlaces de amida
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2do. EXAMEN DE FORMA PATENTE DE INVENCION

Radicacon no 02-81740

Concepto Técnico no 681
Clasificacién Intemacional de Patentes. CO7C 237/00, CO7K 1/14

Prachcado ol examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 38 de la Decisibn 488 se
determind que esta solicitud de Patente de Invenclén

suv(uon Contiene un resumen de la invencién (ArL26-¢)
SI[»{ NO[ ] Contene el thulo o nombre de la mvencién (ArL27-d)
sif NO[ ] Gontiens la deacripcion de la Invencin (At.28-b)

SI{ ] NO[] NO ES APLCABLE [ #1 Conbene los dibujos necesarios para
comprender la mvencion (Art.26-d)

suvﬂlol ] Contiene una o més reivindicaciones. (Art.26-c)

SI[ ] NO[ ] NOESAPLIGABLEM/Han sido desamrollados los productos y/o

procedimientos a partr de recurscs genéticos o de sus producios
derivados de los que cualquiera de los Palses Miembros es pals de

origen (Art. 26- h)

SI[ ] NO[ ] NO ES APLICABLE [*] Los productos y/o procedimientos han sido
obtenidos o desarrollados a partir de los conocimiantos tradicionales
de las comunidades indigenas, afroamencanas, o locales de los
palses m:ambros, de acuerdo a lo establecido en la Decision 391 y

8 modificaciones y reglamentaciones vigentes.(Art 26-)

SI[ ] NO[4 Lainvencin se refiere a un producto relativo a un material buoldgico.
(Art.26-J)
SI[AO[]NOESAPUGABLE[]LapﬂaHadcoInddemnIamM

relvindicada.
snr(non CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

OBSERVACIONES Y OTROS SI[ ] NO [ ] ver hoja(s) anexa(s)
D

EXAMINADOR TECNICO
202051

Bogotd D C, mayo 2 de 2003
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REFERENCIA. Radicaclon No 02-61740

Tramite 002
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Actuacion 418
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Follos 001

Teriendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente Indicado en Ia referencia, retine los requisitos de forma establecidos en los
articulos 268 y 27 de la Decisidn 486 de la Comision de la Comunidad Andina, y en las
deméds disposiciones vigentes sobre la materia, se envia el extracto de la solicltud a la
Oficina de Comunicaciones para efecto de su publicacién en la Gaceta de Propledad
Industrial, conforme lo establece el articulo 40 de la misma Decisién

De acuerdo con lo previsto por el articulo 40 de la Decisién 488, en concordancia con el
articulo 85 de la misma Decisidén, la publicacién se hard a partir del dia 17 de enero de

202051
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