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PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE COMPUESTOS QUE CONTIENEN UNO
0 MAS ENLACES AMIDA, EN PARTICULAR PEPTIDOS

La invencién se refiere a un procedimiento nuevo y
versitil para la preparacidn de compuestos que contienen unoc o
mis enlaces amida, en particular péptidos, especialmente

procedimientos efectuados en solucibén

los péptidos se sintetizan ya sea en solucibén o en
un soporte 86lido En ambas propuestas, las etapas de
acoplamiento y desproteccién se alternan repetidamente, y
pueden estar separadas por purificaciones intermitentes Un
exceso de un componente carboxilico activado se usa
preferentemente en cada etapa de acoplamiento, para asegurar
un acoplamiento cuantitativo a un componente amino, asi,
puede evitarse la aparicién de secuencias de delecién en el
producto final En la sintesis de péptidos en fase s6lada, el
componente carboxilico activado residual habitualmente es
removido por filtracién al final de <cada etapa de
acoplamiento En 1la sintesis en fase de solucién,
habitualmente se supone que el componente carboxilico activado
regidual es destruido y removido durante el tratamiento acuoso
antermitente Sin embargo, secuencilas de 1insercién de péptidos
se encuentran frecuentemente en 1la sintesis en fase de
solucién, como impurezas del péptido final, debado a 1la
remocién incompleta del componente carboxilico (activado)
regidual después de una etapa de acoplamiento, que se ha

acoplado posteriormente después de la desproteccidn Con el



introducirse una etapa de barrido inmediatamente después de la
etapa de acoplamiento, para barrer (inactivar) las funciones
carboxilicas activadas residuales Habitualmente, s8se 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 ejemplo, Kisfaludy, L
y colaboradores (1974) Tetrahedron Lett 19, 1785-1786] Esta
extraccién habitualmente Be efectiia antes de la etapa de
degsproteccién, para evitar la pérdida del péptido en
crecimiento que pasa a la fase acuosa Sin embargo, se ha
encontrado que eete procedimiento en muchos casos da como
resultado una purificaciédn intermitente aincompleta, debido al
cardcter hidrofédbico del compuesto barrido el carédcter
hidrofébico intrinseco de la parte amino acilo del componente
carboxilico es aumentado por el grupo protector de amino que
todavia est4 presente Por lo tanto, la extraccién acuosa no
es completamente eficaz

Recientemente, Carpano, LA Y colaboradores
[(1999) J Org Chem 64, 4324-4338] informaron de una mejora
en el método de barrido Ademis del uso de una poliamina como
agente barredor, el grupo protector de amino 1,1-
dioxobenzo [b]l tiofen-2-1lmetoxicarbonilo (Bsmoc) fue usado en
el procedimiento La funcién Bemoc tiene una muy alta
labilidad hacia la base Como resultado, 1las funciones
carboxilicas activadas residuales son barridas y las funcaiocnes
Basmoc son removidas en una misma y Gnica etapa usando una

poliamina



Se ha encontrado ahora un nuevo procedimiento para
la preparacién de péptidos, donde un exceso de un componente
carboxilico activado es usado para acilar un componente amino,
y donde después de la acilaci6n, una amina gque comprende un
anién libre o un anién latente (o sea, un anién que se forma
con la desproteccién) ee usada comc agente barredor de las
funciones carboxilicas activadas residuales -~ Este nuevo
procedimiento permite una eleccién esencialmente arbitraria
del grupo protector en el N-terminal del componente
carboxilico activado, ya que, a diferencia del procedimiento
de Carpino, su desproteccifn no necesariamente se efectiia bajo
las mismas condiciones de reaccién que el barrido del exceso
de funciones carboxilicas activadas Ademés, el procedimiento
de esta i1nvencién permite una remocién altamente eficiente del
componente carboxilico activado residual, sin encontrar los
problemas de hidrofcbicidad de otros procedimientos del arte
previo en gue sge usan poliaminas como agentes barredores De
preferencia, el procedimiento de la invencién se efectla en
solucién Sin embargo, el procedimiento también puede
aplicarse en la sintesis de péptidos en fase s6lida El
procedimiento de la invencién también es adecuado para la
preparacién de otros compuestos que contlienen uno o© mis

enlaces amida

En una modalidad preferida, una amina que comprende

un anién latente se usa como agente barredo De preferencaia,

]
amina barredo !\ leva un grupo

el anién latente en la

gelectivamente en

protector temporal, que put &

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 similar a 1la del grupo
protector temporal presente en el N-terminal del péptido en
crecimiento Esto permite que la desproteccién del agente
barredor que produce el anién y la desproteccién del N-
terminal del péptido en crecimiento tengan lugar en una sola
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 presentes en el agente barredor,
son grupos que 8se pueden remover hidrogenoliticamente, en
tanto que loe 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
benciloxicarbonilo Un agente barredor preferido es una amina
primaria que comprende un anién 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 éster o silil éster) El1 agente barredor
mis preferido es E-alaninato de bencilo o una sal del mismo

Un tiol que comprende un anién libre o Ilatente

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 invencadn

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
preseente invencién lleva a compuestos barridos hidrofilicos,
que pueden ser extraidos activamente a una fase acuosa bésica
después de la etapa de desproteccién con la desproteccién (si1
es aplicable), el caridcter hidrofilico es aumentado por la
presencia tanto de una funcidén amino libre como de una funcién
carboxilica libre en la especie barrida Por lo tanto, el
procedimiento de esta invenciédn da como resultado wuna
purificacién intermitente muy eficaz, debido 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 extraido de
la mezcla de reaccidn al mismo tiempo

El nuevo procedimiento de esta invencién puede
usarse convenientemente en la preparacién de olaigo- Y
polipéptidos y, mis generalmente, en la preparacibn de
compuestos que contienen uno o mids enlaces amida

Un procedimiento adecuado de acuerdo con la presente
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 situ usando un

reactivo de acoplamiento y, 81 8e 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 Posteriormente, los
grupos protectores temporales son removidos usando métodos
adecuados conocidos en el arte, habitualmente seguido por la
remocién del compuesto barrido por extraccifn acuosa bésica
Al msmo tiempo, un exceso de componente carboxilico
posiblemente presente, que no fue activado y cuyo grupo
protector temporal también fue removido durante la
desproteccidén, es extraido de la mezcla de reaccién

El término componente amino se refiere a una
molécula que comprende una funcién amino laibre En particular,
el componente amino puede ser cualquier amina, amino &cido u
oligopéptido que lleva una funcién amino libre, y cuyos otros
grupoe funcionales estdn protegidos de manera tal que no
interfieren con 1la reaccién de acoplamiento deseada La
funcibén C-terminal del amino &cido u oligopéptido usado puede
ser protegida como una amida sustituida o no sustituida o como
un éster, ejemplos de estos Gltimos incluyen, pero no estén
limitados a, ésteres 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 (Decpm), 9-fluorenilmetilo (Fm), alilo
(All), 2-(trametalsilil)etilo (Tmse), 4-{N-[1-(4,4-dimetil-
2, 6-dioxociclohexilideno) -3-metilbutil] -amino}bencilo (Dmab) y
ésteres que se pueden descomponer enzimdticamente [Roeske,
RW (1981) en ~The Peptides” Vol 3 (Gross, E y Meienhofer,
J , Edea ) Academic Press, New York, pp 101-136, para Mpe

Karletrdm, A y Undén, A (1996) Tetrahedron Lett 37, 4343-424s,



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, 20d International Peptide Symposium &
17th American Peptide Symposium, para Dcpm Carpino, L A Y
colaboradores (1995) J Org Chem 60, 7718-7719, para Fm Al-
Obeidr, F y colaboradores (1990) Int J Peptide Protein Res 35
215-218, para All Kunz, H y 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 y colaboradores (1995) J
Chem Soc Chem Commun 2209-2210] Las funciones del tipo t-
butilo o funciones de labilidad similar son preferidas para la
proteccifn permanente de otros grupos funcionales en el
componente amino, éstos incluyen, pero no estidn limitados a,
t-butilo (tBu) para la proteccién 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 la proteccién de las cadenas laterales de Asn, Gln
e His y 2,2,5,7,8-pentametilcromano-6-sulfonile (Pmc) o
2,2,4,6,7-pentametil-dihadrobenzofuranc-5-sulfonilo (Pbf) para
la proteccién de la cadena lateral de Arg [Barany, G Yy
Merrifield, R B (1980) en "The Peptides”" Vol 2 (Groses, E y
Meienhofer, J , Eds ) Academic Press, New York, pp 1-284,
para Trp(Boc) Franzén, H y colaboradores (1984) J Chem Soc

Chem Commun 1699-1700, para Asn(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 Pmc Ramage, R Yy Green, J (1987) Tetrahedron Lett 28,



2287-2290, para Pbf Carpino, L A y colaboradores (1993)

Tetrahedron Lett 34, 7829-7832]

El término componente carboxilico se refiere a una
molécula que comprende una funcién carboxilica 1libre En
particular, el componente carboxilico puede ser cualquier
dcido carboxilico, amino &cido u oligopéptido que lleva una
funcién carboxilica libre, y cuyos otros grupos funcionales
eatén protegidos de manera tal que no interfieren con 1la
reaccién 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 estdn limitados a, las
funciones Boc, Trt, fluoren-9-ilmetoxicarbonilo (Fmoc), 2-
(metilsulfonil)etoxicarbeonilo (Msc), aliloxicarbonilo (Alloc),
funciones de tipo arilsulfonilo, tal como orto-
nitrobencenosulfonile (0-MBS) y funciones gque se pueden
descomponer enzimiticamente [Geiger, R y Kbnig, W (1981l) en
vThe Peptides” Vol 3 (Gross, E y Melenhofer, J , Eds )
Academic Press, New York, pp 1-59%, para Alloc Kunz, H Yy
Unverzagt, o (1984) Angew Chem 96, 426-427, ©para
arilsulfonilo Fukuyama, T Yy colaboradores (1997) Tetrahedron
lett 38, 5831-5834] Las funciones del tipo t-butilo o
funciones de labilidad similar s8on preferidas para la
proteccién permanente de otros grupos funcionales en el
componente carboxilico, como se describid més arriba para el
componente amino El componente carboxilico puede ser pre-
activado como un é&ster activo, de preferencia un éster de

N-hidroxisuccinimida, benzotriazol-l-i1lo, pentafluorcfenilo o

Wi



4-nitrofenilo, un haluro, un N-carboxianhfdrido o como un
anhidrido simétrico Alternativamente, el componente
carboxilico puede ser activado i1n situ como un anhidrido mixto
o usando un 7reactivo de acoplamiento, 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
presencia de un aditivo de acoplamiento, de preferencia
N-hidroxisuccinimida (HONSu), 1l1l-hidroxibenzotriazol (HOBt),
3-hidroxi-4-0ox0-3,4-dihidro-1,2,3-benzotriazina (HOOBt) ,
l1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAt) o 6-cloro-l-hidroxibenzo-
triazol (Cl-HOBt), y Bs1 se requiere en presencia de una amina
terciaria ["The Peptides” Vol 1 (1979) (Gross, E y Meienhofer,
J , Eds ) Academic Press, New York, Li, P y Xu, J C (2000)

Chin J Chem 18, 456-466]

El grupo protector temporal puede ser removido de
acuerdo con métodos conocidos en el arte (véase mis arriba)
La funcién Z puede ser removida por hidrogenolisis usando

procedimientos jgst&nd\ar)que aplacan, por ejemplc, hidrégeno

gaseoso o formiato como un donante de hidrégeno  Durante este

proceso, todos los grupos protectores de tipo bencilo son
removidos y los grupos protectores de tipo t-~butilo o
funciones de labilidad similar se mantienen Estos UGltimos
pueden ser removidos por acidolisia de acuerdo con métodos

conocidons en el arte

m@a lo que significa el
— —

término  extraccifn acuesa  basica Sin  embarge, las
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extracciones acuosas bisicas de preferencia se efectlan usando
soluciones acuosas de bicarbonato de sodio o carbonato de
sodio, s8i se desea en presencia de cloruro de sodio o nitrato
de potasio El término extracciém acuosa activa se refiere a
una extraccién en que un componente amino es extralido bajo
condiciones &Acidas en la forma protonada (amonio), o bien un
componente carboxilico es extraido bajo condiciones bésicas en

la forma desprotonada (carboxilato)

La 1invencién se 1lustra mejor mediante los
siguientes ejemplos, que no deben interpretarse como una

limitacién de esta invencién

EJEMPLO 1
H-Asp(0tBu) Phe 0OtBu

A una suspensibn con agitacién de 5,52 g de H-Phe-
OtBu HC1l en una mezcla de acetato de etilo y diclorometano a
20°C, se agregaron 7,76 g de Z-Asp(OtBu)-OH, 3,24 g de 1-
hidroxibenzotriazol, 4,20 g de 1-(3'-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida clorhidrato y 4,62 ml de 4-metilmorfolina
Después de agitar la solucién resultante hasta que se completd
la reaccién, 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 mids y extrafida con NapCO3 al
5%/NaCl al 10%, KHSO4 al 5%/NaCl al 10% y NajCO3 al 5%/NaCl al
10%

Pt



La capa orgénica que contenia el dipéptido protegido
Z-Asp (OtBu) -Phe-OtBu fue sometida a hidrogenolisis catalftica
en presencia de paladio en carbémn de lefla Al completarse la
reaccién, se agregd NasCO3 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 orgénicos
combinados fueron extraidos con NazCO3 al 5%/NaCl al 10%,
NaCl al 30% y agua La capa orgénica fue evaporada a sequedad
para dar el dipéptido deseado con un rendimiento cuantitativo
Pureza 98,4% por HPLC de fase 1inversa (24 a 68% de
acetonitrilo en &acido trifluoroacético al 0,1% en 29 minutos a
220 nm, 2,0 ml/min, columna C;g de 5 micrones) Identidad
m/z 393,4 [M+H]* por MS con electrorrocio, 1H NMR (CDCl,) T
1,41 (s, 9H), 1,46 (s, SH), 1,63 (bs, 2H), 2,39 (dd, 1H), 2,79
(ad, 1H), 3,39 (4, 2H), 3,65 {(m, 1H), 4,72 (m, 1H), 7,17-7,32

(m, 5H), 7.81 (d, 1H)

EJEMPLO 2
H Leu Phe NH (CH2)7 CH3

A una solucibn con agitaciémn de 2,12 ml de n-
octilamina en acetato de etilo a 20°C, se agregaron 4,61 g de
Z-Phe-0OH, 2,08 g de 1l-hidroxibenzotriazol, 2,71 g de 1-(3'-
dimetilaminopropil) -3-etilcarbodiimida clorhidrato y 1,55 ml
de 4-metilmorfolana Después de agitar 1la suspensién
resultante hasta que se completé la reaccifn, se agregaron
0,78 ml de 4-metilmorfolina y 2,26 g de sal p-toluenosulfonato

de E-alaninato de bencilo La mezcla fue agitada por 30

A2
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minutos mids y extraida con NasCO3 al 5%/NaCl al 10%, KHSO4 al

5%/NaCl al 10% y Naj;CO3 al 5%/NaCl al 10%

La capa orgdnica que contenfa 2Z-Phe-NH-(CHj)7-CHj3
fue diluida con 1l-metil-2-pirrolidinona y sometida a
hadrogenolisis catalitica en presencia de paladio en carbén de
lefla Al completarse la reaccibén, se agregé NaCl al 30% y la
suspenaifn resultante fue filtrada El residuo fue lavado con
acetato de etilo, y los filtrados orgénicos combinados fueron
extraidos con NajxCO3 al 5%/NaCl al 10% y NaCl al 30%

A la capa orgdnica que contenia H-Phe-NH- (CHp)7-CHj
a 20°C, se agregaron 4,09 g de 2Z-Leu-OH, 2,08 g de 1-
hidroxibenzotriazol, 2,71 g de 1-(3'-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida clorhidrato, 1,55 ml de 4-metilmorfolina y 1-
metil-2-parrolidinona Después de agitar la suspensidn
resultante hasta que se completé la reaccifbn, se agregaron
0,78 ml de 4-metilmorfolina y 2,26 g de sal p-toluenosulfonato
de E-alaninato de bencilo La wmezcla fue agitada por 30
minutos mée y extraida con NaCl al 30%, NajCO3 al 5%/NaCl al
10%, KHSO4 al 5%/NaCl al 10% y NajCO3 al 5%/NaCl al 10%

La capa orgfinica que contenfa Z-Leu-Phe-NH- (CHj)7-
CH3 fue diluida con 1l-metil-2-pirrolidinona y sometida a
hidrogenolisis catalitica en presencia de paladio en carbén de
lefla Al completarse la reaccién, se agregé NajzCO3 al 5%/NacCl
al 10%, y la suspensién resultante fue filtrada a 45°C El
regiduo fue lavado con acetato de etilo, y los £filtrados
orgédnicos combinados fueron extraidos con NasCO3 al 5%/NaCl al

10%, NaCl al 30% y agua La capa orgidnica fue evaporada a
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sequedad para dar el producto deseado con un 85% de

rendimiento

Pureza 99,3% por HPLC de fase 1inversa (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 390,4 [M+H]*, 412,4 [M+Nal*, 388,2 [M-H]~, 434,2 [M+HCOO]~
por MS con electrorrocfo 1H NMR (cDCl3) [ 0,89 (m, SH), 1,12-
1,39 (m, 14H), 1,50-1,60 {(m, 3H), 3,01-3,22 (m, 4H), 3,35 (dd,
1H), 4,53 (4d, 1H), 5,%0 (t, 1H), 7,19-7,32 (m, S5H), 7,83 (d,

1H)

Conclusién La pureza y la identificacién de los productos
obtenidos demuestran que los excesos del componente
carboxflico (activado) han sido completamente removidos, y no
se han formado secuencias de insercién de péptidos al usar el

procedimiento de esta invencidén

i



14

REIVINDICACIONES

1 Un procedimiento para la preparacién de
compuestos que contienen uno o mids enlaces amida usando un
exceso de un componente carboxilico activado para acilar un
componente amino, CARACTERIZADO porque después de la
acilacién, 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 la reivaindicacién 1,
CARACTERIZADO porque una amina que comprende un anién latente

es usada como agente barredor

3 El procedimiento de las reivindicaciones 1 6 2,
CARACTERIZADO porque el anién latente en la amina barredora
lleva un grupo protector temporal, que puede ser removido
selectivamente en presencia de cualesquier grupos protectores

permanentes unidos al péptido en crecimiento

4 El procedimiento de cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, CARACTERIZADO porque el anién latente en
la amina barredora 1lleva un grupo protector temporal que
presenta una labilidad similar a la del grupo protector

temporal presente en el N-terminal del péptido en crecimiento

5 El procedimiento de 1las reivindicaciones 3 & 4,
CARACTERIZADO porque los grupos protectores temporales son

grupos que se pueden remover hidrogenoliticamente, en tanto
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que los grupos protectores permanentes son grupos gue Bse

pueden remover acidoliticamente

6 El procedimiento de 1la reivindicacién 5,
CARACTERIZADO porque los grupos protectores temporales son de

tipo bencilo

7 El procedimiento de cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, CARACTERIZADO porque el agente barredor
€8 una amina primaria que comprende un anién libre o un anién

latente

8 El procedimiento de 1la reivindicacibn 7,
CARACTERIZADO porque la amina primaria es un derivado de amino

dcido protegido en el C-terminal

9 El procedimiento de la reivindicacién B8,
CARACTERIZADO porque el amino Acido es E-alanina o un der:ivado

de la misma

10 El procedimiento de cualquiera de las
reivindicaciones 1-9, CARACTERIZADO porque el agente barredor

es E-alaninato de bencilo ¢ una sal del mismo

11 El procedamiento de cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, CARACTERIZADO porque un tiol que
comprende un anién 1libre o latente es usado como agente
barredor en lugar de una amina que comprende un anién libre o

latente

A7
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12 El procedimiento de cualquiera de las
reivindicaciones 1l-11, CARACTERIZADO porgque el procedimiento
se efectda en solucién

13 El procedimiento de cualquiera de las
reivindicaciones 1-12, CARACTERIZADO porgque se prepara un

péptido

14 Un compuesto que contiene uno © mias enlaces
amida, CARACTERIZADO porque el compuesto se prepara de acuerdo
con un procedimiento que comprende el procedimiento de

cualquiera de las reivindicaciones 1-13



17

RESUMEN

La presente invencién se refiere a un procedimiento
para la preparacién de péptidos usando un exceso de un
componente carboxilico activado para acilar un componente
amino, donde después de la acilacién, una amina que comprende
un anién libre o un anién latente es usada como agente
barredor de las funciones carboxilicas activadas residuales

Este procedimiento es (til para la produccién de
oligo- y polipéptidos y, mis generalmente, para la preparacién

de compuestos que contienen uno o mis enlaces amida

/7
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For patents, utility models, mndustnal designs,
trademarks, commeraal names, trade

CAR: ' »
soack, " - A Para patentes, modelos de utihdad, dsefios
’ mdustrales, marcas de fibnica, nombres
. comerciales, ensefias, lemas comercales.
REPRESENTACION Y PODER REPRESENTATION AND J :J Y
POWER OF ATTORNEY 153%
I (ww), the underaigned /Yo (nosctros), abajo ﬂrml:lqé
AKZO NOBEL N V
of/domiciliado (s)en __Ve1perweg 76, 6824
BM Arnhem, THE NETHERLANDS
r el nte nombmmos a EMILIO FERRERO 31929,

NZALO PERDOMO tpa 831 LUZ CLEMENCIA DE PAEZ,
&“23555 GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiclliacos en la
ra 4% 72-35, Colombia, en obedecimiento a lo

1° del Articulo 543 del Cédigo de
Comerclo, el como principal v los demds como
::Ihnhs, en su orden, como mis (nuestros) represantantes en
s los asuntos de industrial con facultad pam
recibir notifieaciones 'y nombrar a judiciales o
extrajudiciales. El primer te suplente reemplazach al
l en caso de ausencia o impedimento temporal o
findi de aquél La misma regia se apllcari cuando el
gundo representante suplamte haya de eemplazar al prumero,

o el tercero al segunde En cesos, el representante
m: el prl;lm, o ng:l.mdo suplente, lnhuu caso, o ambos,
su intencién de no ejercer representacién

mediante declaracién autenticada por Notarlo Piblico en
Colombis, 0 por Notano u otro Fundonano Piblico, o Cénsul
de Colombla, en el , ¥ s se tratare de impedimento,
con e| certificado respectivo 51 al de los nombrados faltare
dnﬂmte, ol u:.lm #u lugar Cuando cu;u Ia
suse ¢ impedimento del e prindpal, o de su
seguncdo suplentes, en su caso podrrl:l' eje-cer la

men o
:?:pmhcldn, en su orden, uno u otros segiin el caso,
ssumbindola por el solo hecho de ejercerla, cesando en ese

momento el sjercicio de la representaad r el ero,
segundo o tercer suplente en su caso " PO prie

Ademas, conflero {conferimos) poder a los af os amba
nombrados, obtener Ia cadn de m (ruestra)
P ustrial y contra la competenca desleal, a cuyo
efecto autorlzo (amos) a los dichos apoderados para que me
(nos) representen ante a entidades o personas,
ewrzan o no junsdicclén, especialmente ante las del orden
administmtive contencl tivo y judicial asf como
los tnbunaies de arbitramento, en todo lo concernlente a los
guientes ssuntos a) Obtenclién de patentes de invenclén,
los de utllidad, y disefios industriales, al tro de
marcas de fabrica, colectivas, defensivas de servi lemas
comerciales, nombres comerciales, erseflas, varledades
y denominaciones de su renovacidn, traspaso
aambio de nombre o domialio, cancelacién voluntana, y el
de licencias de uso de es09 derechos b) Las acciones de
competencia desleal, proteccién del consumudor, oposiciones u
observaciones, cance adourustratina y judicial, nulidad
medidas cautelsres, concesién de bLeencms, la tutela, In
protecaién de secretos indusinales v en general los juicios
aviles, , adminstrattvos o contencloso-adminiatrativos
relacionados con estos derechos, acciones y procesos que
promovamos ¢ Se¢ nos promuevan Y para que en todosqloa
asuntos arribn determinados an sustituir este mandato,
tranmigir concillar, admutir los hechos del proceso desistlr,
c;n;e“ r, recibir, renuncar, y ratificar los actos de agentes
0| o8

in due complance with the terms of panfn h st of article 543
of tha Commercial Code, do hereby appoint LIO FERRERO

E. 31929 GONZALO PERDOM 831, LUZ CLEMENCIA
PAEZ, 23555 and CAVELIEER, tpa. 832,
domiciled at 4% N® 72-35, Colombila, the first as

principal and the others as alternates, in the order of their
appuintment, as our ves for &ll Indusirial property
matters with faculty to recelve notifications and to appoint
attorneya in and eut of Court The first alternate shall replace
the principal in case of his absence or of tem or definitive
impediment The same rule will alr.p%“whln the second
altemate tative [s to replace ¢ one, or when the
third is to replace the first or second alternates in their tumn, or
both of them, second In such omses, the pnneipal
representative, or the first or second alternates in their turn, or
both of them, shall state their intentlon not to act as
representatives through a declaration given befure a Notary
Public in Colombia, or aN or another Public Offical

or a Colombian Consul ebroad, and in ease of impedimaent the
lpprnguh certificate shall suffice If any of the appomtees
were to be definitely absent, the follo alternate take
his place When ths absence or im t of the

representative, or of the first g mh .lm!nt:h:‘ their turn
ceases, the representntion can be taken I sequence
by the principal, the firet or second aiternate depending on case,
and the mere fact or its exercise will suffice The exercise of the
e n by the fimt, second or third alternates in their
turn shall end at such time

In addition, we grant a Power of Attorney in favor of the
above-named at t-law so that they m obtain the
protection of my (our) induatnal nst the
unfal for which purpos

r com
attorneys to ny,authorities or persons
with or witho S iniatrative,
administrative e as before
Arbitration : . a)
Obtunment of piéitiperilinvamogglageint indugirial designs,
the registration --ff-‘{f-! (s, collicti s dé{¢udive and service
marks, slogans, fepmishertidt geines/@iie,i¢mblems, vegetal
sd'a:htleso?ldde d.lt? -- S Tepiws mlﬁe:l\‘t

voluptagecaiiceliatic e
re mﬂon of Ligeiises of nsé snvikTiiitislib) Actions of
unfair competitign; proteci pomtions or
observations adiginmatmhve. n, nulliey
infringement, pgranting o ‘ ' Eson for writ
mandamus, the prohcﬁo of trade gecrets and n general the
cvil, penal and adminsirative swits rels to those rights,

actions and smts Institued by me (us) or against me (us) And
that in all the above matters they may subshtute this Power of
Attorney, compromise, conciliate, it the facts of the case,
desist, cancel, receive, resign, and matify =acts done by
representatives without a power of attorney

H/ Reerink

Glven and signeu ';/_D' Dby Lt B8
lﬁ)nm H
in/en ﬁhrecto

;J:e‘Pfarma

A

AKZO NOBELN:¢.

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODERE-179 (MINUTA N*12.1 1.2.5)

TRADUCCION No log
MARIA ELLVIRA MAS ~_0O
Traductora @ Interorera Cficiol
inglds — Espalc) - Inglds
Res. No. Zv9 Min Justicla
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LEGALIZACION LEGALIZATION e

- /_,"J ¢ - -
El Sefior Cénsul de Colombia debe expedir un ceritficade The Colombia Consul must 1ssue a cons = OR (b
mmu)hmmhpld-h:ng the legal existence of the company, . nis the
el poder, 2) ésta eyerce su objeto Y 3 que E Powser-of-Attorney, (2) that it is adu. Teme of b

personas que n ol poder estin sutonizadas para derlo. A company purposes, and (3) that the pemsons who execute the

fecto les a uestren al Sefior Cdrsul lns Power of Attornay is autorized to do s0. To this effect, plesse
;nm‘c;-qmnud.?lhnzmuhw;'ﬂ). m,t.ln Consul the evidence to pruve the sbove facts (1), (2)

Seen for legalization of the signatures
of r FGM 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
Traductora e Interpreta  Oficlal

i

1 5 4 9 9 lu.,Nu. 2879 Min Jusiicla

TRADUCCION No. | ¥ (] '96’
MARIA ELVIFA MALRTELC

{ CHAMBER OF COMMERCE AND INDUSTRY
FOR 00ST IRARANT (1 £DERIAND]

LICLUSIVE ¥ oprw FD Xyl aTION O
ON Ln b lutu G SICHATURE(S)

Gezien voor le aha van de tekanin
van ¢"ir'mw m, &. v
g SEP 19/9

-G 2nhage

£

Da i '*‘star van
Bugatsa Zake
28, ’

/

Legesf20,= HHh ’ QOHTEN

NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE COLOMBJA los artfculos 65 del C dePC y 480del C de Co,
s1 el poderdante es una soaedad, el Sefior Cénsul 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 ! o

Cold 1]214-227-00/-2 .

El suscnito Consul de Colombia en La Haya, Holanda,
vistos los documentos presentados por los mnteresados,

CERTIFICA

Que el Sefior Martinus Petrus Mana PHILIPS, quen como Notario Publico de /
Oss , Paises Bajos, autentico las firmas de los signatanos del poder precedente, ¢jercia en la
fecha ias funciones indicadas, y su firma cormresponde a la registrada en este Consulado

Que la Compafia AKZO NOBEL N V es una Sociedad constituida de acuerdo con las leyes
de los Paises Bejos, cumple su objeto conforme a las musmas y se halla registrada en la Camara
de Comercio y Fabncas de Centraal Gelderland, Amhem, bajo ¢l numero 09007809,

Que los Sefiores Franciscus Guihelmus Mana HERMANS y Engbert Harmen
REERINK signatanos del presente documento, quienes en su caricter de Apoderados

de la Empresa AKZO NOBEL N V, conjuntamente tienen facultad para ello, y cuyas
firmas fueron autenticadas ante el Notario Publico de Oss, Sefior Martinus Petrus Mana
PHILIPS, son ios representantes legales de la citada Empresa en este Pais

El Cénsul de Colombia en La Haya, Paises Bajos, no asume responsabilidad
alguna por el contenudo del documento -

Esta certificacion se expide en La Haya, Paises Bajos, 2 los ses (Q6)mymoannouapiessorivrsomy
dias del mes de Noviembre de mil novecientos noventa y ocho (1958 §oocts naso consra avs ta §
fPOTOCOMA COMICIOR CON WL OMUG

Impuesto de Timbre  US$ 600
Derechos Consulares US$ 100 00

A TN e
Costo Total Pagado  USS 106 00 U M dOEL BoTeR @

NOTARIO |

Certificacié6n No 206 SN L ”
N No 1195
? THADUCCID RTELO ™

VIRt s MA
M!erc:l::t;t:ll-c interprete  Oficial -
ingtés - Espafiol - Inglés
Res. No 2579 Min. lusticia
JOSE IGNACIO VILLEGAS CORTE -
UL PE COLOMB
LAHAYA
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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 sellos y legalizaciones de un
documento escrito en inglés y espafiol, por el cual AXZ0 NOBEL
N.V otorga poder a EMILIO FERRERO, GONZALO PERDOMO, LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ Y GERMAN CAVELIER) Dado y firmado el 6 de
agosto de 1998 (Firma 1i1legible) F G M Hermans, Director de
Patentes Farmacéuticas (Firma 1legible) EH Reerink,
Subdirector de Asuntos Juridicos (Sello Corporativo) AKZO NOBEL
NV

(Al dorso) Visto por mi, Sr Martinus Petrus Maria Philaips,
notario piblico en Oss, Paises Bajos, hoy 26 de agosto de 1998,
para legalizaci6n de las firmas de F G M Hermans y E H Reerink
{Firma 1legible)

(Legalizacién) CAMARA DE INDUSTRIA Y XY

(PAfSES BAJOS) Visto excluslvamentez
la(s) firma(s) que antecede(n) Agoata

1legible) J Schellenkens

(Sello en holandés)

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

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

Ve
g
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206 Firmado JOSE IGNACIO VILLEGAS CORTES, C6nsul de Colombia, La

Haya Pagado impuesto de timbre

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

MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES bajo el No 300803 del 19 de

NOVIEMBRE de 1998, firmado por el Jefe de Legalizaciones

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

oficina para su confrontacién

COLO 11214-801-001-3

Joos e,

TRADUICCION No.

MARIA EL.VIRA MA RTELO
. 20/58 Traductornn Em Im;;lpunlolﬂ:lal
ov Ingls - a = ingléds
Res. No. 2879 Min. .lul?cln
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CAVELIER

ABOGADOS
EDIFICIO SISKI
CARRERA 4*N°* 72-38
BOGOTA, 8- COLOMBIA

CESION ASSIGNMENT T
Yo,(nosotros), abajo firmado(s) I (we), the undersigned
EGGEN, TEN KORTENAAR,
Ivo, Francl Paulus, Bernardus, Wilhelmus
domicihiado (s) en of
DiosynthBV DiosynthBV
P O Box 20, P O Box 20,
5340 BH Oss 65340 BH Oss
The Netherlands The Netherlands
declaro(amos) bajo juramento ser Gnico(s) y verdadero(s) state(s) under oath to be sole and true inventor(s) of the
inventor(es) de ia invencién mvention
“Proceas for the preparation of peptides”
declaro(amos) asi mismo que cedo{emos) y transfiero state as well, that assign, without reservations or
(enmos), sin limitacién, a favor de la sociedad ____ limitations in favour of
——Akzo Nobel N.Y
constitnida y existente de conformidad con 1as leyes de a corporation constrtuted and existng m conformity
with the laws of
— The Netherlands
domiciliada en domzciled n
—Velperweg-76
— 6824BM ARNHEM
—  The Netheriands
todos los derechos inherentes a dicha mvencién y all nghts inherent to smd invention and that the above
que los citada Compafifa queda facultada para mentioned company hereby 13 enabled to apply, 1n its
solicrtar en su nombre la patente correspondiento name, for the corresponding patent in the
en Ia Repiiblica de Colombia Republic of Colombia
Dado y firmado hoy/(Given and signed this 28 7 /
A
EGGEN, TEN KORTENAAR,
ivo, Francl Paulus, Bernardus, Wilhelmus
en/in_

Firma Signature
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CAVELIER ABOGADOS
WPPODERE-343

(Legalization requred)

AUTENTICACION NOTARIAL (INDIVIDUE)

Alos dosdelmesde de 19

ante mi, Notario Piiblico de

comparecid{cron) personalments

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

Notario Pdbhico

(Lcgalizacién necesarnia)

NOTARIAL AUTHENTIFICATION (INDIVIDUAL)

Onthis  dayof 19

before me, 8 Notary Public of
personally appeared

to me known, and known to me to be the person(s) who
executed that foregoing document, and who has(have)
legal capacity to execute it

Notary Pubhe

NOTA LA AUTHENTICACION CONSULAR ES NECESARIA



F123/F123/3068/6216418

Seen by me, mr Robbert Alexander Gallas, civil-law notary practising 1n The Hague,

for the authentication of the signatures on the attached document of

- Mr Ivo Francl Eggen, born on the elghteenth of March nineteenhundred sixty-nine
In Heelen, The Netherlands, residing at Oss, The Netherlands, holder of a Dutch
passport, number N96874650, and

-  Mr Paulus Bermardus Wilhelmus Ten Kortenaar, bom on the twentieth of January
nineteenhundred fifty-three In Amsterdam, The Netherlands, residing at Wijchen,
The Netherlands, holder of a Dutch dnvers licence, number 3104824421,

The Hague, the eighth of July twothousandtwo

All inatructions are carned out on the basis of an agreement as meant in Saction 400 of Book 7
of the Dutch Civil Code by Pels Ricken & Drooglesver Fortuyn a partnership consisting of
private comparues with imited habiity The agreement is subject to terms of business registered
with the District Court at The Hagus A hmitation of ability 18 included in these terms of
busineas The tarmsa of businass will be provided on requast These can also ba accessad at
www prdf nl

Pels Rycken & Droogicever Fortunn  advocaten & motarisen
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TRADUCCISN OFICIAL 100/2002 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES Y
EN ESPANOL, 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 REPUBLICA DE COLOMBIA Y

MEDIANTE EL CUAL EGGEN, Ivo, Francl, y TEN KORTENAAR,

Paulus, Bernardus, Wilhelmus, AMBOS DOMICILIADOS EN

DIOSYNTH BV P O BOX 20, 5340 BH 0SS, THE NETHERLANDS ( PAISES

BAJOS) INVENTORES UNICOS Y VERDADEROS DE LA INVENCION PROCESO
PARA LA PREPARACION DE PEPTIDOS, POR EL PRESENTE

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

DADO Y FIRMADO HOY 28 DE JUNIO DE 2002

DOS FIRMAS DE IVO, FRANCI EGGEN Y DE PAULUS, BERNARDUS,

WILHELMUS TEN KORTENAAR

Vigto por mi1i ROBBERT ALEXANDER GALLAS, notarioc de ley civil quien
practica en LA HAYA para la autenticacién en el documento adjunto
de las firmas que allf aparecen de

Ivo Franci Eggen, nacido el dieciocho de marzo de mil novecientos
sesenta y nueve en Heelen, Palises Bajos, residente en Ogs, Paises

Bajos, portador del pasaporte holandés nimero N96874650 y de

2>



Paulus Bernardus Wilhelmus Ten Kortenaar, nacido el veinte de
enero de m1il novecientos cincuenta y tres en Amsterdam, Paises
Bajos, residente en Wijchen, Paises Bajos, portador de 1la
licencia de conducci6n holandesa niGmero 3104824421

La Haya, 8 de julio de 2002

Firma i1legible

Sello Seflor R A Gallas

Todas las 1nstrucciones se realizan con base en un convenio de
acuerdo con la Seccifn 400 del Libro 7 del C6digoc 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 limitacidén
de responsabilidad se incluye en estas condiciones del negocio

Dichas condiciones del negocio se suministrardn s1 asi se
solicitan Ellas pueden ser consultadas en 1la direccién de

internet www prdf nl

Pels Rijcken & Droogleever Fortuijn

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del S de octubre de 1961)
1 Los Palises Bajos
Este documento piblico
2 ha sBido firmado por R A GALLAS
3 quien actiia en su calidad de NOTARIO DE GRAVENHAGE (LA
HAYA)

4 1lleva el sello del NOTARIO PUBLICO arriba mencionado

2



CERTIFICADO

5 en GRAVENHAGE

6 el 9 de julio de 2002

7 por el registrador del juzgado
8 Nimero 2002-1923 »—

9 Sello

10 Firma J Heesterman

(Errma 1legible)
COLO-11214-801-028-6

WPCL002G ID 3515

Bogotd, 15 de julioc de 2002

EpnrClado N B8
“TRADUCIOR OMCLAD g

SE
B Ml oRs §?5 ~N
Rea 541 Fabrem do M =1 =
BEED
By ~o
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Europiisches European Office suropéen
Q) Patentamt Patent Office des brevets
Bescheinigung Certificate Attestation

Die angehsfteten Unteria= The attached documents Les documents fixés &
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PROCESS FOR THE PREPARATION OF PEPTIDES

The favention relates to 2 new and versahls process for the prepamtion of peptxes, especually
thr processs poerfinosed i solshon.

Pepides are synthesized sliber m wolutson or on a s0id support. In both approsches coupling
s deprotection stops repetitively sltemsts and may be separared by imerwittent purificatons.
An exeess of an activared carboxylic componeni » prefombly used m cach couplmg step to
emure Jusalitative conpling to an ammo componant; thus the cocumrence of deletzon sequences
in the fioal produst osn be svoxdad. In sohd phase peptide synthexis residunl uctivated cacboxylic
componant ia namally removexl by Glindan at the end of each coupling step. In sohubon phage
syathesa st » ususlly essumed thet the remdual activated carboxylsc component s destroyed and
ramoved durmg the intersmitent aqueons work-up. Tnsertion poptide sequences, bowover, are
offen encountered m sohution phess synthess ag mupurites of the fimal peptide due to meomplete
removal of resxiual (actrvated) carboxyhc component after a coupling step, whkh subscyucutly
has coupled fhliowing deprotection. In omker W uvuad the occumrence of sexd sdo-reastons o
suvoogmg step oy be mtroduscd direotly after the couplmg step to scavenge (mactivare) the
resxhial settvated carboxylic fimetions. Amines st nmelly applied 43 scuveugers. The uvse of
polywmocs ws suveigas leads to soavenged compounds which may be astrvely extracted mto a
- prefarably amdic - aqueous phase, depanding an ther polarity (e.g Kisthlndy, 1. or al. (1974)
Tetrahedvon Lerr 19, 17R5-1786]). This extrution s usually pecfocmed befors the deprotocton
step to svoxd loss of the growmng peptads wto the aquecns phase However, ths procedure has m
mmerons oases been fbund to romlt m mcomplete miermiitent pnfication doe to the
hpdropholcity of the scavenged compoind. the mtrmsxc hydraphobacity of the emmno acyl part
of the carboxylic component 1 enbanced by the still present ammo-protecting group. Aqueous
extraction is thns not complesely sffective.

Rovenlly, Carpuino, LA. ot a [(1999) J Org Chem. 64, 4324-4338) roported ap mprovement
of the scavenging method. In addition to the use of a polyamine as & scavenger the wonp-
pratecting group 1,1-doxobaso[5]hwplant-2-yimethoxycsrboryl (Bamoe) was apphed m the
process. Tho Bamoo function has vary Ingh labulty tovwsnds bese. As a resalv therent, reskil

OMTVANGER 18-DT=2001 12 o4 VAR-+314] 28850882 RAAR-EPD DGI THE MALE PAS S Bi
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activared carbosyfi, finctions are scavenged and Bamos fimctons are removed ;m one end the
samc stop usmg @ polyanuns.

A nwer process bas novw hesn fhund for the reperstion of peptides, wherem m excess of an
wlvated carboxyhe componeat 18 used to acylale en sxmao copmponent, dml wheren aiter the

S acylstwn a0 amme comprismg a flee amon ur s latent awon (Le omon forming upon
deproteciim) m usad as a soavenger of romdusl ectvated earboxylie fimetsons. This new procoas
allows gn espentwlly arbitrary chowe of the protecring group ul the N-termmus of the actvabed
earboxyfic eompanent, sincy - m contrast 10 the Carpmo proocess - deprotestion thereof does not
nccessily takt plaoo under the same rescton conditens as the scavenging of cxoss of

10 activeted cerboxylic fmections. Furthermre, the provas uf this mvepton allows fr Inghly
efficieni reomvel of remdoal activated ombosylc componant without eocountermg the
hydrophobuwity problems of other prior art processes m which polyammes mre used as
scavengers. Prefershly, the process of the mvention tales place m soluton, However, the
srocess may ako be applind m sohd phaso peptide synthens.

15  In a preferred embodiment, ap amine comprising & latenl anwn 5 used os the scavenger
Preferubly, (be et wiuwn m the scavengng ammc boxrs a temparary protechng group which
can bo selectively removed m the presance of suy permanent protecting groop nached Lo the
growing peptide Tn a particularly rwrofirrud embodunent tle protectmg grevp of the Jetent omon
m tho scavengmg ammnc displays o Ishility similor to that of the temporary protacting group

40 present at the N-termmps of the growing pepride Thix alinwa the dupruteyiwm of the scavenger
Yialding U wioon wsl Uss N-termmal deprotectson of the growmg peptide to take place m a
smgls process stop. Especmlly prejeered w the process of the mvemion wherain the rempanay
protectng groups, presant at the N-termmux of the growmg peptide and optonally presoat m the
scavenger are hydrogemolytically removable groups whereas the penmanent proteotmg groups

25  ere scdolytcelly removahie proteoting groups. Preftrably, said wmporary prolet.lug goups arc
of the heroyl type, ey (uibstiutod) benzyl and benzyloxyombonyl groups. A preferred
SCAVCOQCT I & primary Amms oornpramg & free amon or & latept anion, and in pardeutar 3 C-
termmally protected aminn seid devivarve. Boskies cwrboxylle, the scavengog smmme may
compeee other amome fiactions such as sulfoaate or phenolate, A mghly preforred amino acld

30 for use us & scavenger 18 -alwrme or 2 depvative thereof (e g an exter derivilave) Tix: most

prefizren seavenper i bonoyl B-alammile ui & salt thereof

ONTVARGEN 10=07=2081 13 04 VAN-H114] 2350502 MAAR-EP) DE1 THE HAGE Pag $ 0i1
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The we of a Acavenger scvonlug to tho presct mvenhon leads to hydrophilic seavenged
compounds whach ymay be actively axtructed mto a basic agneoms phase after the deprotectiom
step: upon deprotechion (if appheahles), hydrophilicity 15 enhanced by the presence of both a free
aming fustion and & fioo carboxyho fimston m the scavenped species Thus, the procas of this
mveatipn resulls m a very cffective fnrermirtert purificeion Jdue to the possibibty of sotvely
extracting & hydrophilic swwuged compound. In additon, a possibly presont exvess of
carboxyhe component which was not astivated and whoge temporary protecting gruup was also
removed durmg deprotection, is extracted from (b rewchion mxture at tho samo tiume.

The mew proceas of tins mveohon may convemently be nsed m the production of olign- and
polypephdes and, more generally, m the formartion of smide hondu,

A sustable proocss ascording to the present mventhon 19 the coupling of an rxeem of 2 carboxyhe
componert 10 an smmo compoment, Wherem the carboxylic fimehion 18 preactivated or sctvated
in sl usmg a coupbng reagent and, of dered, sn additive. Followmg the couplmg step, residnal
actrvated carboxyfic fiunotions are scavenged by adding the scavenger to (he resulus moxtore.
Subsequently, temporary proleclmg gruups ars removod usmg suitablo methods known m the
art, followcd by romoval of the scavenged compound by base agueous exrraction. At the same
time, 2 possibly present excess of carhoxylfc componeni whad was oot activatod and whoso

lanpurwry protecting group was also removed dormg doprotectiom, 18 extracted fiom the
renction mixture.

The reom anvnn enmponent refirs to & moleouly winprsing a froe amno fanetion. In partionlar,
the amino componcnt may bo any amme, ammo said or ohgopeptide which bears a fiee yming
fonctron and whose other finetional grotips sre pmtected 1 such 8 roarmer that they do not
mterfere with the desred couplmg reachon. The C-tarmumal finction of the applied amino acd or
ohgopeptxde may be protected #s a sabstiuted or mosubstirted amide or as an ester; eamplks uf’
the lmter inchuie — e are not Mmdted @ — mcilyl, ethyl tbutyl, benzyl, phooasyl, 3-(3
methyfpantyl (Mpe), 2-(2-phcaylipropyl (Pp), 2 chiorotatyl (C), dyphenyl(4-pyndylmerhyl
(PyBah), heyclopropyimstizyl (Dcpm), S-finorenytmetipd (Fo), alivl (AlD), 2-(Lenustliylsityetinyl
(Tose) wad  4-{N-[1-(4.4-duncthyl-2,6-dioxooyclohexylxdens)-3-methylntyl|-emmo} beryt
(Dmob) asters [Roeske, R.W (1981) m. The Peprides’ vol 3 (Qrosy, B, und Msenhofer, J.,
erdz) Academic Pross, Now Yurk, pp. 101-136, for Mpe: Karlstrim, A. and Undén, A. (1996)

ONTVANGEN 19=07-7081 13 04 VAR=$31412050002 RAAREPD DG1 THE HAGUE PAG I 012
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Terahedron Leif 37, 43434246, for Py- Yoo, C of al. (1993) Tetrahedran Lett. 34, 323-326:
for Clt. Athanassopoulos, P et al (1995) Tetrahedrom Tett. 36, S645-5648, for PyBeh. Mergler,
M. o o/ (2001) P154, 2 Tntemstimal Pephde Symposnm & 17* Amencan Pepride
Sympusanm, for Dopnx Carpmo, LA, o al. (1995) J Urg. Chem 60, 7718-7719, lix Fm. Al
Obedy, F ef al. (1990) int J Peptade Protein Res. 35, 215-218, fox All Kunx, H. of ol (1985)
bu. J Pepitds Prowin Res. 26, 493-497, for Tosc: Sicher, P (1977) Helv. Chim Acta 60,
2711-2716; for Dmab: Chan, WC of of (1995) L Chem. Soc  Chem. Commun., 2209-22101
Functoms of the Abaryl Type or imetions of mnubyr labildy are profarred for the peromment
prolecizon uf vl funchonal groups; thess melnde  Inm are not mxted Lo — r-bury! (Ru) for
fhe protecten of the Asp, (i, Ser, Thr and Tyr sila chains, ~uluayuacbonyl (Boc) for the
protectm of the Tys and Trp sulo deuns, trtyl (Trt) for the protectsn of the Asn, Gin and His
ado chams and 225,78 peatamethylcwomane-6-pulbnyl (Pmc) or 22,467
pentamethyldikpdrobeszmfirane-S-milfonyl (Phf) for the protechon of the Arg sde cham
{Barany, G and Merrficld, R B. (1980) m. The Peptidas’, wol. 2 ((roms, E and Meienhoftr, T,
eda) Acadenme Preas, Now Youk, pp 1-284, for Trp(Boc) Frenzén, K. e al. (1984) J Cham.
Soc., Chem. Compnn., 1699-1700, for As(T'rt) and QIn(Tit): Sscher, P and Rmiker, B. (1991)
Tetrahedron Lait. 33, 730-742, fiox His(Txt) Swber, P and Rmiker, B, (1987) Tetrahedron latt
28, 6U31-6U34, for Pmc Rumage, R end Orern, J (1987) Tarahedrun Lutt 38, 2287-2290; for
Ph* Carpine, LA, o ul. (1993) Tetrghedron Lets. 34, T829-7832)

Tho tarm earboxylo componsnt rafies to & molacule comprsmg 8 free carthowylic fcrion. In
pertituler, the carboxylic component may he any Gabuayln acud, some acd or chgopoptide
wlinds bears a free carboxyfic fanctson and whoss othar fimstzonsl groups sre protectad m such &
menuer that they do not mterfere with the deszred couphng raaction Tn a praferred embodmnent,
the smmo group of the apphed smmno acxd or oligopeptude 13 temporarily protected by a
benzyloxycarboryl (Z) fnction, other exsmpies mchuis — but are not Hmired to — the Boo, Trt,
fiuoren-9-yimethoxycarbonyl (Fmoc), 2-(methylisalftaayDcttuayvarbonyl (Mac), allylaxycarbonyl
(Alluv) fiustsons or fimctions of the arylsulfomy! type, sush 8s orzho-mirobenzenesulionyl (o-
NBS) [Gelger, R. and KBmg, W (19¥1) m. The Peprdes, val 3 (Oross, B and Mowadwia, J
eds.) Academic Prew, New Yurk, pp. 1-99- for Alloc: Knmx, H. ond Usversagt, C. (19%4)
Angew, Chem 96, 426-427, for axylsalfonyt: Fokuyams, T st al (1997) Terrahedrop Legs, 38,
5831-5834] Functoms of the ~-hany! 1ype or funulsaes of smmiler lakbility arc profiered for the

ONTVANGER 19-07-2001 13 D4 Vil-+11412590802 MAAR-EFD DS1 THE HAGLE PAG 5 01
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parmanem pmlccisun of other fimettonal groups as desoribed above. The carhnxyhe component
paxy bo proastrvnted 0s an ective ester, prefirably s Nohydroxysuccmomde, benzotrszol-1-y],
pentafhoropheny! or 4-mtropheny] ester, a halide, an N-carboxyashydnde or as & symumamric
auhydrado. Alternatrvoly, tho carboxylic component msy be activetiv? be virx us u tuixed anhydridc
or usmg a coupimg reagent, such as a cartbodfimule, prokrably N, N-dicyclobexykarbodmmds
(DCC) or 1-(3"~dmxihylaminopropyl)-)-cthylomrbodiimale hydrochloride (EDC), e urorim or a
phosphoniom st m fhe posmble presemce of a compling aditivs, prefersbly N-
hydroxymceinimide (HONSW), 1-hydeaybazowiszolo (II0Bt), 3-hydroxy 4-oxo-3,4-ditydro-
1.23-benzotnazme (HOOBY), 1-hydroxy-7-ambommotnganle (HOAD) or  6-chlury-1-
hydroxybenzotriesole (CIHOBY) and if reqiired in the prowmee of a tertisry emme [7he
Papridex’, vol. 1 (1979) (Gross, E. and Mmenhoftr, J, ods.) Acadermc Preex, New Youk, Ly, P
and Xu, J -C. (2000) Chin. J. Chem. 18, 456-466].

The temporary protectmg group may he ramoved accordwg to methods known m the art (mde
ngwa) The Z fimcnon may be removed by hyidrogenolysis usmg standard procedures. Durmg
thns praces all benzyi-type protectmg groups are removed and protecimg grvups of the s-butyl
Ttype or functions of simihe hbility are mamtemod. The Jsitcr may be removed by smdolyss
accordmg to the methods known m the ext.

A person skilled fn the art will onderatand what §s meunt will s tetm bems aqucous cxtrastion.
Huwuvex, basic aquegus oxtractions arc profombly parformed nsmg aqueous sohitsons of sodiiym
hydrogancerbonste or sodnam carbonate, if desred in the prassnce of sodiom chiorsle, Tl term
artive aquoeous extraciion refers W au oxizaction m which cathor an ammo component 1s
extracicd under acafio condtons m the completely protonated form (ermmontom) ar a cerhnxylic
component s extracted wmder hatic comdhons . the completely deprotonated form
(cerboxylate)

The mversion is fhrrher {linsmaed by the blvwag eample, winch 15 not 10 be mterpreted as a
Timitation of thes saventan

ONTVANCSN 10-07-2001 13404 VAN-41141 2380802 NAAR-EPO DGt TR RAGLE PAG’S 014
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EXAMPLE

H-Asp(O'Bu)-Phe-0'Ba

$ To s strred suspasion of 552 g of H-Phe-O'BuHCl m a nuxture of ethyl acetsto end
dichlorometbane at 20 °C, were added 776 g of ZL-Asp{O'Bu)}-OF, 324 g of 1-
hydroxybenzorriazols, 4.20 g of |-(3'-dimethylaminopropyl)-3-cilylearbodomde. hydrochlonds
and 4.62 ml of 4-methylnorpholine. After stamng the wanltmg solutyon until completon of the
reaction, 1 21 ml of 4-mothyimarphokne sod 3.51 g of benzyl f-slanmata p-tnlusnesulforats salt

10  ware added. The mudture was stirrad for another 30 mimutes and was extracted with S %
NayCO»/ 10 % NaCl, 5 % KHSO,/ 10 % NaCl and 5 % Na;CO»/ 10 % NaCl.
The orgame layer contagung the protected dipepude Z-Asp(O'Bu)-Phw-OBu was subjecicd to
camalyric hydrogenolysls in the prawoxe of palladeom on charcoal. Upon completion of the
roaction, 5 % NezxCOy / 10 % NaCl was added apd the resultmg suspension was fitered. The

15 resudue was washod with & muxture of ethyl acetats and dichloromethape, and the combmed
filtvates were extracted with 5 % NaxCO;3/ 10 % NaCl, 30 96 NaCl and water 1he orgame layer
was filtered, dried over NaySOs and evaporated to dryness o give the demnxl dipeptde m

quantitazive ylald,
Turity 98 4 % by roversed phase HPLC (21 to 68 % scatonutrile m. 0.1 % trfluoroncetse acd m

30 29 mmotes st 220 am, 2.0 mlimm, § meron (' colmn) Identty vy 393 4 [MHHT by
electrosprzy MS, 'H NMR (CDCl) 3 141 (s, 9H), 146 (s, 9), 163 (bs, 2H), 249 (dd, IHD,
2.79 (d, 1H), 3 39 (4, 2H), 3.65 (m, 1H), .72 (m, 1), 7 17-7.32 (m, SH), 7.81 (4, 1H)

Conclosipg- The purrty and «dentification of the obtamed prodnct demonstvate that the excess of

25 (sctvaied) carboxybc component has heen remnved completely and no mserton peptde
sequence has beon formed using the process of this mvention.

ONTVANGEN 19-pT-200! 2 04 VAN=$31412050502 NAAR-EPD DE) TW HimE bic’e mie
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CLAMS

1 A process for the preparuun uf peptdes usmg an ewoess of sn actvated carhoxylic

aumponcnt to acylate an ammo component, whexem after the acylation m anmne comprsing

5 a feo anion or a lxtent amor ® wwed a3 a scavenger of residual actvated carboxylic
functions,

Z Ibeprocess of claim 1, wherein an wuese compnsmg a latont amon 19 usod s the scavenger

10 3 The process of clmms 1 or 2, wharem the latent anion m the scavengmg amme bears &
temporary protectmg group winch can bo selectively removed m the presence of any
permenent protectng groups sttached o the growing peptide,

4 Tlx proceas of any of tho clamns 1-3, wherem the lstent amon m the sravengmg amms bears

15 a temporary protecting group which displays a lehilty sunilar to thet of the temporary
protestmg group present at the N-termmus of the growing peptide.

> The process of claims 3 or 4, wherem the temporary protectmg groups are
lydrogenolytwally removable groups whersas the permsnent prolectmg groups are
20 amdolytwally removable groups.

6. The process of clemn 5, wherem the temnporary protecting groups arv of ko benxyl type.

7 The process of any ope of clairos 1-6, wherom the scavenger 15 & prunary amine compnsing 2
25 free nroon or 4 latent amon.

8 The process of olmim 7, wherem the primary amms is a C-terminally prutevted ammo acid
dezivative.

30 9 The process of clam §, wherem the ammn acad 18 f-alamme or a derrvative thereof

OKTVANGEN 18-07-2001 13 04 VAN-+31412850582 NAAR-EPD DSI TIF WCE LY LT
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10. The procss of any one of clamns 1-9.whmbmgunwpmsonalt
theseof,

11 The prowas f aoy one of clhans 1-10, whersmn the process 19 perfarmad m sohthon.

ONTVANGEN 18-07-2001 13 O4 VAR-+31412880632 NAREPO D61 THE HAGLE PAE'S M7



i¥/Vs 01 13 07 FAX +31412680582 NV ORGANON PAT DEPT + EPD RIJSWIJK Ro1a y

ABSTRACT

The present mvendson rolates o o proocsss for the preparation of prptxdes ysing am excess of an

activated carboxylic component to acylate an ammo component, wheresn after the acylstion an
5 amine comgmsmg a free amon or a hdent amon m used as & scavenger of roskiual aotvalixl

carbaxyhc functions,

Lbw process is usefll for the producixm vl okigo- snd polypeptides and, more generally, m the

Tormutyon of ando bonds.

ONTVANGEN 19-07-2001 13 04 VAN-+31412860832 NAAR-EPO DG1 TIE MAGUE PAG'S 018
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