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1. Me refiero al auto dictado por ese Despacho notificado por fijacion en lista de 22
de Junio de 2012.

2. Con el fin de responder las objeciones expuestas por el Sehor Examinador en su
Concepto Técnico correspondiente al Oficio No. 10968, en relacién a la Claridad y la
Novedad de la solicitud en estudio, me permito dirigir su atenciéon a las siguientes
modificaciones y argumentos técnicos por medio de los cuales se superan

completamente dichas objeciones.
3. CLARIDAD DE LA SOLICITUD.
3.1. CAPITULO DESCRIPTIVO.

En conexién con la descripcion de la solicitud, el Sefior Examinador sefiala que
seria recomendable introducir una breve descripcién de la figura 1, para mejorar la

claridad de la divulgacion,

Tomando en consideracidon esta objecion, me permito manifestar que el
solicitante ha modificado el texto de la descripcion de manera que se incluye una
referencia particular a dicha figura 1 y se explica de forma resumida lo que significan

cada uno de los numerales e indicaciones alli contenidas.

Dicha descripcidn se introdujo en la pagina 18 actualmente presentada, luego
de la frase "La Fig. 1 es un diagrama esquematico de un esquema de sintesis de

acuerdo con la presente invencion.”

En este sentido me permito resaltar que en virtud de esta modificacidén el texto
de la descripcion de la solicitud es totalmente claro y conciso al revelar el método de

sintesis que es objeto de la invencion.
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Asi mismo, me permito sefialar que debido a la introduccion del mencionado
parrafo se ha modificado la numeracién de las paginas de la descripcidén, por lo que
anexo al presente memorial me permito presentar nuevamente el texto completo de
la descripcion, que incluye el parrafo afiadido que ahora se encuentra en la nueva

pagina 15.

En vista de todo lo anterior, me permito sefialar que dicha descripciéon de la
solicitud, tal como ha sido modificada se enmarca completamente dentro de lo

estipulado en el Articulo 28 de la Decision Andina 486 de 2000.
3.2, CAPITULO REIVINDICATORIO.

De otra parte, con respecto al capitulo reivindicatorio actualmente en estudio el
Sefior Examinador sefiala que este careceria de claridad, toda vez que incluye

términos imprecisos que no limitan adecuadamente el alcance de la invencion.

Tomando en consideracién estas objeciones me permito manifestar que es
deseo del solicitante modificar el capitulo reivindicatorio actualmente
presentado, de manera que este describa clara y concisamente el método de la

invencion, haciendo referencia a sus caracteristicas técnicas esenciales.

Con respecto estas modificaciones me permito resaltar que no constituyen de
ninguna manera una ampliacion al alcance de la invencion, tal como fue
originalmente presentada, toda vez que tienen como Unica finalidad definir el método
aqui desarrollado de acuerdo con las realizaciones preferidas reveladas dentro de la

descripcion de la solicitud, como se muestra a continuacion:

. Reivindicaciéon 1. Con el fin de clarificar los pasos que deben seguirse
para la sintesis de un péptido insulinotrépico tal como se describe en la presente
solicitud, se ha eliminado de esta reivindicacion 'Ia expresion "uno o mas” y se ha
especificado que el método reclamado comprende todos los pasos a) a f) en
concordancia con lo resaltado en la reivindicacion 2 actualmente presentada. Asi
mismo, se han definido claramente los residuos X%, X*°, X718 y x3% de acuerdo con
las realizaciones preferidas reveladas a lo largo de la descripcidon de la solicitud. De

X178 a5 un dipéptido de

esta forma, X% se ha definido como Aib, X? es glicina,
pseudoprolina, y X3° es Aib. Sumado a lo anterior se ha eliminado la expresion

"opcionalmente” de esta reivindicacidn.

o Reivindicacién 2. Como consecuencia de las modificaciones realizadas
sobre la reivindicacién 1, esta reivindicacion ha sido eliminada del capitulo

reivindicatorio.
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. Reivindicacion 3 (nueva reivindicacidon 2). Se hecho congruente con

las modificaciones realizadas en la reivindicacion 1.

. Reivindicaciones 4 a 7. En concordancia con las modificaciones
realizadas sobre la reivindicacion 1, estas reivindicaciones han sido eliminadas del
capitulo reivindicatorio.

. Reivindicacion 8 (nueva reivindicacidon 3). Se han modificado los

significados de las variables X%y X*° en concordancia con la reivindicacién 1.

. Reivindicacidon 9. De acuerdo con las modificaciones de la reivindicacion
1, esta reivindicacion ha sido eliminada del capitulo reivindicatorio.

o Reivindicacion 10 (nueva reivindicacion 4). Se ha reemplazado el

término “incluye” por “tiene” al referirse a la secuencia del péptido insulinotrépico
obtenido por el método de la invencidn, y se ha incluido la materia de la contenida en
las reivindicaciones 11 y 12 actualmente presentadas.

. Reivindicaciones 11 a 14. En concordancia con las modificaciones
realizadas en el resto del capitulo reivindicatorio, estas reivindicaciones ya no hacen

parte del capitulo reivindicatorio modificado.

Reivindicacién 15 (nueva reivindicacién 5). Se ha definido el residuo

® como serina, R? como -CH,-, R como |y R?®y R* como metilo.

. Reivindicaciones 16 a 19. Estas reivindicaciones han sido eliminadas
del capitulo reivindicatorio.

. Reivindicacion 20 (nueva reivindicacidn 6). Se ha modificado de

acuerdo con el resto del capitulo reivindicatorio.

. Reivindicaciones 21 a 27. Estas reivindicaciones han sido eliminadas
del capitulo reivindicatorio.

. Reivindicaciones 28 y 29 (nuevas reivindicaciones 7 y 8). Se ha

eliminado la expresién "homdlogos de la misma” al referirse a las secuencias del
péptido insulinotrépico obtenido por el método de la invencién; asi mismo, se ha
ajustado la dependencia a la nueva numeracion.

De esta forma, el capitulo reivindicatorio modificado esta constituido por 8
reivindicaciones, la cuales describen de manera clara y concisa el método que es
objeto de la presente invencién, haciendo referencia a las realizaciones preferidas de

acuerdo con las ensenanzas de la descripcion.
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En conexién con lo anterior muy respetuosamente me permito llamar la
atencion a ese Despacho al hecho que para la persona versada en la materia seria
totalmente clara la expresidn “tienen proteccién en su cadena lateral”, y esta no

impediria que dicha persona estableciera sin lugar a dudas el alcance de la invencion.

En este sentido es pertinente senalar que dentro del campo técnico de la
invenciéon es un hecho reconocido que en el proceso de sintesis de péptidos las
cadenas laterales de los aminoacidos que cuentan con grupos funcionales reactivos
podrian interferir en la sintesis con la subsecuente reduccién del rendimiento y la
presencia de especies indeseadas. Por lo tanto, es una practica comun en este tipo
de sintesis emplear grupos protectores para bloquear los sitios reactivos de dichas
cadenas laterales de manera que estas no se vean involucradas dentro de la
reaccion.

Asi, por ejemplo, el acido glutamico tiene un grupo carbonilo adicional en su

cadena lateral:
H,N.__COOH

COOH
Glu

Para la sintesis de péptidos que incluyan este aminoacido se requiere bloquear
dicho grupo carboxilico adicional para evitar que este participe en las reacciones. Asi,
por ejemplo, la casa Sigma-Aldrich comercializa un acido glutdmico que posee en su
grupo amino un grupo protector Boc (tert-Butiloxicarbonilo), el cual permite dirigir la
sintesis de carboxi a amino, y en el grupo carbonilo de la cadena lateral esta unido a
un grupo protector bencilo':

N 0 0]
A
\ )O OH
\\_// N-Boc

De esta forma, para la persona versada en la materia seria evidente que
la proteccién de las cadenas laterales en la sintesis de péptidos es esencial
para llevar a cabo dicha sintesis, y en la mayoria de los casos dicha
proteccion es un paso que no es realizado por el experimentador en el
proceso de sintesis porque comercialmente ya se distribuyen productos que
incluyen los grupos protectores adecuados para cada aminoacido y cada
estrategia de sintesis.

Sumado a lo anterior, dentro del campo técnico de la invencion es también
ampliamente conocido los tipos de grupos protectores que son adecuados para cada
aminoacido segun sea la estrategia de sintesis que se esté empleando, tal como por




JOSE LLOREDA CAMACHO & CO.

Calle 72 No. 5-83 Piso 5, Bogota, D.C.  Tel: 6069700 Fax 6069701

ejemplo lo resume el documento: Isidro-Llober, A. et al. "Amino Acid-Protecting
Groups” Chem. Rev. 2009, 109, 2455-2504.

Por lo tanto, para la persona versada en la materia resultaria evidente
que la proteccion de las cadenas laterales no es un paso que haga parte del
método reclamado por la solicitud en estudio, y que los grupos protectores y
la manera de introducir estos dentro de la molécula de aminoacido hacen
parte del estado del arte. Consecuentemente, la referencia a que los
residuos incluidos dentro del péptido sintetizado por el método de la
invencion poseen proteccion de sus cadenas laterales de ninguna manera
resta claridad a la reclamacion.

A la luz de todos estos hechos, me permito reiterar que es evidente que el
capitulo reivindicatorio modificado se refiere de forma clara al objeto de la presente
invencion, y permite sin lugar a dudas su identificacién y comprension por parte de la
persona versada en la materia, a la cual va dirigida la presente solicitud.

Por lo tanto, me permito resaltar que dicho capitulo reivindicatorio supera
completamente las objeciones presentadas a este respecto por el Seflor Examinador
y se ajusta totalmente a los requerimientos del Articulo 30 de la Decisién Andina 486
de 2000.

4. NOVEDAD.

Finalmente, el Sefor Examinador indica que la materia reclamada por la
solicitud en estudio seria anticipada por las ensefanzas del documento W00034331
(D1).

En este sentido el Sefior Examinador sefiala que el documento D1 contendria
todas las caracteristicas técnicas del paso d) del método de la invencién toda vez que
revela la sintesis en fase sélida del péptido (Aib®*3°)GLP-1(7-36)-NH,, lo que segin su
opinién implicaria la obtencion de un fragmento que seria igual a la Sec No. 9 de la
presente solicitud.

Sobre este particular me permito resaltar que existen diferencias significativas
entre las ensefianzas de D1 y las de la presente invencion, diferencias que son aun
mas evidentes a la luz de las modificaciones realizadas dentro del capitulo
reivindicatorio, y que hacen que dicho documento no pueda anticipar el método
reclamado por la solicitud en estudio.

En primer lugar, me permito sefialar que si bien el documento D1 se dirige a
analogos peptidicos del péptido tipo glucagén 1, y métodos para su obtencién, dicho
documento claramente describe que los péptidos alli revelados son obtenidos
completamente por sintesis en fase sélida:
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"Los péptidos de esta invencion pueden ser preparados por sintesis de péptidos
en fase sdlida estandar, ver Stewart, J.M. et al., Solid Phase Synthesis (Pierce
Chemical Co., 2d ed. 1984).” (Pagina 13, lineas 6 y 7, D1).

Asi mismo, el péptido sefialado por el Sefior Examinador, péptido (Aib®>*)GLP-
1(7-36)-NH, se revela en el Ejemplo 1, de la pagina 18 de D1, donde claramente se
indica que es sintetizado por sintesis en fase sodlida usando estrategia Boc.

Contrario a esto, en la presente solicitud se realiza una sintesis
convergente que mezcla sintesis en fase soélida de ciertos fragmentos
peptidicos que luego se acoplan entre si por medio de sintesis en solucion,
tal como se revela a lo largo de la descripcion de la solicitud.

Asi mismo, me permito resaltar que el mencionado Ejemplo 1 de D1 revela
claramente la sintesis de un péptido de 30 residuos, los cuales corresponden a los
residuos 7 a 36 de la secuencia del GLP-1 reemplazando los residuos 8 y 35 por Aib, .
y la sintesis del péptido completo es llevada a cabo en fase sélida, lo que implica que
el primer aminoacido de! extremo carboxi esta unido a una resina, y cada residuo va

incorporandose sobre el anterior hasta completar los 30 residuos?:

Acople del primer AA

( Cl 0]
//) |j a la resina fl
BocNHC|HC\ CH, —{Resin > BocNHCIHCO—CHz
R

A

O“'/ R

O .
. s ‘ Acople del siguiente AA
Desprot del AA | .
esproteccién de \ HQNCPIICO . R

R
0 0
B NHCH("I NHCHélo CH % ﬁ
oc - —CH, De: t ion del AA

| i esproteccion de > H,.NCHCNHCHCO —-CH:

R’ R | I
R’ R

i || i
Ciclos de acople y desproteccion BocNH(llHC— PEPTIDE —C—NH(leCNHclHCO—CH2
v RI RI

En este sentido considero pertinente resaltar que para la persona versada en la
materia seria claro que en la sintesis convencional en fase sélida no se obtienen
fragmentos de péptidos que luego se ensamblan, sino que se soporta sobre la resina
el primer aminoacido del extremo carboxi terminal y se van introduciendo uno a uno
los demas aminoacidos hasta terminar el péptido de interés y es sbélo hasta ese punto

2 Carey, Francis A. Organic chemistry 4th ed. McGraw-Hill, 2000, p&gina 1083.
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cuando se desprende de la resina y se quitan los grupos protectores de las cadenas

laterales®:
G

@ J\C/NTC\N )\C/“T’ @
SHEE S

T
HZNJ\C/NTC\N*C/NYC\OH

R

2 1

De esta forma, si se toma en consideracion que el péptido que se estd
construyendo en el mencionado ejemplo 1 de D1 corresponde a los residuos 7 a 36
del GLP-1:

HAEGTFTSDV SSYLEGQAA K EFIAWLVK GR G*

es evidente que el péptido correspondiente a la SEQ ID NO:9 de la
presente invencion es un fragmento en la regién carboxi terminal del
péptido, el cual de ninguna manera es sintetizado en D1 porque en dicho
documento se resalta que se hace la sintesis completa de manera
tradicional, lo que implica que hasta que no se haya introducido el residuo

de histidina amino terminal no se habra desprendido el péptido de la resina.

Finalmente, me permito reiterar que en virtud de las modificaciones
realizadas al capitulo reivindicatorio, este se refiere claramente a un método
de sintesis que combina la sintesis en fase sélida con la sintesis en solucién
para proporcionar un péptido insulinotrépico, siguiendo todos los pasos a) a
f) de la reivindicacion 1, lo cual de ninguna manera ocurre dentro de las

ensefianzas de D1 que se refiere a sintesis convencional en fase sélida.

De esta forma, en la presente solicitud se realiza la sintesis de los
intermediarios: HX8EX10, TFTSDVX17-18YLEG y QAAKEFIAWLVKX35, los cuales son
acoplados para obtener el péptido final, mientras que en el documento D1 se sigue el
proceso de sintesis del péptido completo unido a la resina hasta completar los 30

residuos.

Sumado a todo lo anterior, el documento D1 claramente sefiala que la
estrategia empleada en la sintesis del péptido es la estrategia Boc, mientras que la
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presente invencion sefiala que el fragmento correspondiente a al SEQ ID NO:9 es
preferiblemente sintetizado en fase soélida empleando la estrategia Fmoc (ver pagina
32 actualmente presentada y 28 del la descripcidn modificada), lo que se constituye
“en una diferencia adicional, sumado a la presencia dentro de la presente solicitud de

X17—18

proteccion de grupos laterales empleando seudoprolina , lo cual de ninguna

manera ocurre en D1.

Por lo tanto, en vista de lo discutido anteriormenté, me permito resaltar que el
mencionado documento D1 no revela un método que incluya todas y cada una de las
caracteristicas técnicas de aquel que es objeto de la presente solicitud, y de esta
forma es evidente que la solicitud en estudio cumple a cabalidad con las exigencias
de la Decisién Andina 486 de 2000.

5. CONCLUSION.

En vista de las modificaciones realizadas sobre el capitulo descriptivo, me
permito sefialar que este es completamente claro el revelar el método de la presente
invencion.

Asi mismo, me permito resaltar que las modificaciones realizadas al capitulo
reivindicatorio hacen que este sea totalmente claro y conciso al reclamar dicho
método de la invencidn, refiriéndose a sus caracteristicas técnicas esenciales, en

concordancia con las realizaciones preferidas de la invencion.

Finalmente, a la luz de este nuevo capitulo reivindicatorio, y en virtud de los
argumentos discutidos con respecto al documento D1, se estableci6 de manera
incontrovertible la Novedad de la solicitud en estudio frente al estado del arte mas
préximo.

6. Anexo me permito presentar:

(i) Copia de las paginas 1 a 79 del texto de la descripcion modificado como

se expuso en el presente memorial;

(i) Copia de las paginas 80 a 82 que corresponde al capitulo
reivindicatorio modificado, discutido en el presente memorial, constituido por 8
reivindicaciones;

(iii) Copia de la portada y la pagina 2482 del documento Isidro-Llober, A. et
al. "Amino Acid-Protecting Groups” Chem. Rev. 2009, 109, 2455-2504, referenciado
en el texto; y '

(iv) Copia del documento  http://www.abcam.com/GLP1-peptide-7-36-
ab50245.html.
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7. En vista de lo anterior, ruego a usted proceder a estudiar nuevamente Ia

solicitud a la luz de las modificaciones y los argumentos presentados y conceder el
privilegio de patente solicitado.

Sefor Superintendente,

T. P. 53.215

Direccion para Notificaciones: notificacionespatentes@lloredacamacho.com

T STy PR S o T
NGTARIA 41 DEL CIRCULO DE BOGETAD.C.
DEPARTAMENTO CiE CUMDINAMARCA
REPUBLICA DE COLOMBIA
it £l Notario 41 del circulo de Bogotd, da fe de que comparecit i
ke N ORI ¢ N ,-
id persongimante:, &
I identificada (o) con:
profesional de abogado Neo. g A
Superior de la Judicatura, quien autentica la fi

e Ty

5

| (Art. 84 C. P. C. Decreto




10

15

Sintesis de un péptido insulinotrépico

Resumen-objeto y finalidad de la invenciédn

La presente invencién estd relacionada con la preparacién
de péptidos insulinotrépicos que se sintetizan utilizando una
aproximacién en fase sdélida y en solucidén (“hibrida”). En ge-
neral, la aproximacidén incluye la sintesis de tres fragmentos
de péptido intermediarios diferentes utilizando la quimica de
fase sélida. Entonces se utiliza la quimica de fase en solu-
cién para anadir material de aminoacidos adicional a uno de
los fragmentos. Entonces se acoplan los fragmentos en la fase
en solucién sélida. La utilizacidén de una pseudoprolina en uno
de los fragmentos sintesis en fase sélida de ese fragmento y
tampbién facilita el subsiguiente acoplamiento en fase en solu-
cién de este fragmento con otros fragmentos. La presente in-
vencién es muy util para la formacidén de péptidos insulinotréd-
picos como el GLP-1(7-36) y sus homblogos naturales y no natu-

rales.
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Caso 23831

Sintesis de un péptido insulinotrépico

La invencién estd relacicnada con los métodos para la
preparacion de péptidos insulinotrédpicos, particularmente del
péptido similar al glucagén 1 (GLP-1) y los hombélogos del mis-
mo, utilizando procesos en fase sé6lida y en solucién. La pre-
sente invencién ademds estd relacionada con los fragmentos de
péptido intermediarios que pueden utilizarse en estos métodos.

Se han descrito en la bibliografia muchos métodos para la
sintesis de péptidos (por ejemplo, véase la Patente Estadouni-
dense N° 6.015.881; Mergler et al. (1988) Tetrahedron Letters
29:4005-4008; Mergler et al. (1988) Tetrahedron Letters
29:4009-4012; Kamber et al. v(eds), Peptides, Chemistry and
Biology, ESCOM, Leiden (1992) 525-526; Riniker et al. (1993)
Tetrahedron Letters 49:9307-9320; Lloyd-Williams et al. (1993)
Tetrahedron Letters 49:11065-11133; y Andersson et al. (2000)
Biopolymers 55:227-250. Estos diferentes métodos de sintesis
se distinguen por el estado fisico de la fase en la que la
sintesis tiene lugar, es decir fase ligquida o fase sélida.

En la sintesis de péptidos en fase sélida (SPFS), se une
un aminodcido o grupo peptidico a un soporte sélido de resina.
Posteriormente, se unen sucesivos aminoacidos o grupos pepti-
dicos al péptido unido al soporte hasta que el material pepti-
dico de interés se ha formado. Entonces normalmente el péptido
unido al soporte se escinde del soporte y se somete a un pro-
cesado y/o purificacién posterior. En algunos casos, la sinte-
sis en fase sélida proporciona un producto peptidico maduro;
en otros casos el péptido escindido del soporte (es decir, un
“fragmento de péptido intermediario”) se utiliza en 1la prepa-
racién de un producto peptidico maduro mas grande.

Los fragmentos de péptido intermediarios generados en los
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procesos de fase sdélida pueden acoplarse en un proceso sinté-
tico de fase sélida o de fase liquida (referido de ahora en
adelante como “sintesis en fase en solucién”). La sintesis en
fase en solucién puede ser particularmente Util en los casos
en los que la sintesis de un péptido maduro util en fase séli-
da es imposible o no es préctica. Por ejemplo, en la sintesis
en fase éélida, los péptidos largos, pueden adoptar eventual-
mente una conformacidén irregular mientras aun estdn unidos al
soporte sélido, haciendo dificil la adicidén de aminodcidos o
material peptidico a la cadena creciente. A medida que la ca-
dena de péptido se hace més larga en el soporte de resina, la
eficiencia de los pasos del proceso, como el acoplamiento y la
desproteccidén, pueden estar comprometidos. Esto, a su vez,
puede resultar en tiempos de procesado mads largos para compen-
sar estos problemas, ademds del incremento de las pérdidas de
materiales de partida, como los aminodcidos activables, co-
reactivos y disolventes. Estos problemas pueden aumentar a me-
dida que la longitud del péptido aumenta.

Por lo tanto, es bastante raro encontrar péptidos maduros
mayores de 30 aminodcidos de longitud sintetizados en un Unico
fragmento utilizando solamente un procedimiento de fase séli-
da. En lugar de esto, pueden sintetizarse fragmentos indivi-
duales de forma separada en fase sélida, y después acoplarse
en fase sdlida y/o en solucidén para conseguir el producto pep-
tidico deseado. Esta aproximacién requiere una cuidadosa se-
leccidén de los fragmentos candidatos. Aunque algunos princi-
pios generales pueden servir de guia en la seleccién de frag-
mentos, a menudo son necesarias pruebas empiricas de los frag-
mentos candidatosf Estrategias de fragmentos que funcionan en
un contexto pueden no funcionar en otros. Aun cuando se en-
cuentran fragmentos candidatos razonables, todavia pueden ser

necesarias innovaciones del proceso para que la estrategia de
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sintesis para que funcione bajo condiciones razonables a nivel
comercial. Por lo tanto, la sintesis de péptido utilizando es-
quemas hibridos es a menudo un reto, Yy en muchos casos es di-
ficil predecir los problemas inherentes en un esquema de sin-
tesis hasta que se realiza la sintesis real.

En el acoplamiento en fase en solucién, se acoplan dos
fragmentos de péptido intermediarios, o'un fragmento interme-
diario de péptido y un aminodcido reactivo, en un solvente
apropiado, normalmente en presencia de reactivos adicionales
que promueven la eficiencia y la calidad de la reaccién de
acoplamiento. Los fragmenfos de péptido intermediarios estan
dispuestbs de forma reactiva de forma gque el extremo N-
terminal de un fragmento se acopla al extremo C-terminal del
otro fragmento o viceversa. Ademds, los grupos protectores de
cadenas laterales, que estédn presentes durante la sintesis en
fase sélida, cominmente se retienen en 1los fragmentos durante
la fase de acoplamiento en solucién para asegurar la reactivi-
dad especifica de los extremos terminales de los fragmentos.
Estos grupos protectores de cadenas laterales normalmente no
se eliminan hasta que se ha formado un péptido maduro.

Pequefias mejoras en uno o mids pasos en el esquema sinté-
tico general pueden proporcionar una mejora significativé en
la preparacién del péptido maduro. Tales mejoras pueden resul-
tar en un gran ahorro general de tiempo y reactivos, y también
puede mejorar significati&amente la pureza y el rendimiento
del producto final.

Mientras el discurso de la importancia de las mejoras en
la sintesis hibrida es aplicable a cualquier tipo de péptido
producido utilizando estos procedimientos, esto es de una par-
ticular importancia en el contexto de los péptidos que son te-
rapéuticamente uUtiles y que estdn elaborados a una escala para

uso médico comercial. La sintesis de farmacos biomoleculares
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mayores, como los péptidos terapéuticos, puede ser muy cara.
Debido al coste de los reactivos, el tiempo de sintesis, mu-
chos pasos de sintesis, ademds de otros factores, pequefias me-
joras en el proceso sintético de estos farmacos biomoleculares
grandes pueden tener un impacto significativo en si es econé-
micamente factible producir este medicamento. Tales mejoras
son necesarias debido a estos altos costes de produccién para
medicamentos biomoleculares grandes como se sostiene en el
hecho de que, en muchos casos, existen pocas alternativas te-
rapéuticas adecuadas, si las hay, para estos tipos de farmacos
biomoleculares grandes.

Esto esta claro en el caso del péptido similar al gluca-
gén 1 (GLP-1) y sus homélogos. Estos péptidos se han implicado
como posibles agentes terapéuticos en el tratamiento de diabe—
tes mellitus no insulino-dependiente de tipo 2 asi como en los
trastornos metabdlicos relacionados, como la obesidad. Gut-
niak, M.K. et al., Diabetes Care 1994:17:1039-44.

Lopez et al. han determinado que el GLP-1 nativo tiene
una longitud de 37 residuos aminocacidicos. Lépez L. C. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 80:5485-5489 (1983). Esta deter-
minacién se confirmé con el trabajo de Uttenthal, L. O. et
al., J. Clin. Endocrinal. Metabol., 61:472-479 (1985). El GLP-
1 nativo puede representarse mediante la anotacién GLP-1(1-
37). Esta anotacién indica que el péptido posee todos los ami-
noadcidos desde el 1 (N-terminal) hasta el 37 (C-terminal). El
GLP-1 nativo posee la secuencia de aminodcidos de acuerdo con
el Id. de Sec. N° 1:

HDEFERHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG

Se ha descrito que el GLP-1 nativo (1-37) es generalmente
incapaz de mediar en la biosintesis de 'insulina, pero fragmen-
tos bioldégicamente importantes de este péptido poseen propie-

dades insulinotrépicas. Por ejemplo, el péptido GLP-1(7-37)
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nativo de 31 aminodcidos de longitud de acuerdo con el Id. de
Sec. N° 2:

HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG

es insulinotrépico y posee los aminodcidos desde la posi-
cién 7 (N terminal) a la 37 (C terminal) del GLP-1 nativo. EL
GLP-1 (7-37) posee una glicina terminal. Cuando esta gliéina
esta ausente, el péptido resultante es aln insulinotrépicamen-
te activo y se denomina GLP-1(7-36) de acuerdo con el Id. de
Sec. N° 3:

HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR

El GLP-1(7-36) a menudo se encuentra con la arginina C-
terminal en su forma amidada, y esta forma puede representarse
mediante la anotacidén GLP-1(7-~36)-NH,.

El GLP-1(1-37) generalmente se convierte in vivo en un
homélogo insulinotrépicamente activo del mismo. Por ejemplo,
el GLP-1(1-37) se convierte naturalmente en el GLP-1(7-37) in
vivo. Este péptido, a su vez, puede también sufrir un procesa-
do adicional mediante la eliminacién proteolitica de la glici-
na C-terminal para producir el GLP-1(7-36), que a menudo exis-
te en la forma amidada GLP-1(7-36)-NH,. De acuerdo con lo an-
terior, los tratamientos terapéuticos pueden involucrar la ad-
ministracién del GLP-1(1-37) o un homdélogo del mismo, esperan-
do que se forme un derivado insulinotrépicamente activo del
mismo in vivo. Mas cominmente, no obstante, los tratamientos
terapéuticos en investigacién involucran la administracién de
los fragmentos insulinotrépicamente activos de GLP-1 en si
mismos.

De acuerdo con la US 6.887.849, la actividad insulinotré-
pica de GLP-1(7-37), GLP-1(7-36) y GLP-1(7-36)-NH, parece ser
especifica para las células pancredticas beta, en las que es-
tos péptidos parecen inducir la biosintesis de insulina. Esto

hace utiles a estos péptidos, y a sus homélogos farmacéutica-
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mente aceptables, en el estudio de la patogénesis de la apari-
cidén de la diabetes mellitus en adultos, una enfermedad carac-
terizada por la hiperglicemia en la que la dinadmica de secre-
cién de insulina es anormal. Ademas, estos péptidos similares
al glucagdn serdn Utiles en la terapia y el tratamiento de es-
ta enfermedad, y en la terapia y tratamiento de la hiperglice-
mia. De acuerdo con la PE 1137667B1, estos péptidos u sus
homélogos farmacéuticamente aceptables también pueden ser uti-
les para el tratamiento de otros tipos dé diabetes, obesidad,
glucagonomas, trastornos de secrecién de las vias respirato-
rias, trastornos metabdélicos, artritis, osteoporosis, enferme-
dad del sistema nervioso central, restenosis, enfermedad neu-
rodegenerativa, fallo renal, fallo cardiaco congestivo, sin-
drome nefrético, cirrosis, edema pulmonar, hipertensién y/o
trastornos en los que se desea una reduccidén de la ingesta de
comida.

El GLP-1 nativo(1-37) y sus hombélogos insulinotrdépicamen-
te activos nativos de acuerdo con los Id. de Sec. N° 1 a 3 son
metabdélicamente inestables y poseen una vida media en plasma
de s6lo 1 a 2 minutos in vivo. El GLP-1 administrado de forma
externa también se degrada de forma‘répida. Esta inestabilidad
metabélica ha limitado el potencial terapéutico del GLP-1 na-
tivo y de los fragmentos nativos del mismo.

Se han desarrollado hombélogos sintéticos de los péptidos
de GLP-1 con una estabilidad mejorada. Por ejemplo, el péptido
de acuerdo con el Id. de Sec. N° 4 se describe en la PE
1137667 B1:

HAibEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKAibR

Este péptido es similar al GLP-1 nativo (7-36), con la
excepcidn que el residuo aquiral del écido alfa-
aminoisobutirico (mostrado de forma esquem&tica con la abre-

viatura Aib) aparece en las posiciones 8 y 35 en lugar de los
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aminoacidos nativos correspondientes en estas posiciones. EL1
dcido alfa-aminoisobutirico aquiral también es conocido como
metilalanina. Este péptido puede denominarse mediante la fér-
mula (Aib®%3°)GLP-1(7-36)-NH,.

La EP 1137667 expone que el péptido de acuerdo con el Id.
de Sec. N° 4 y sus homdlogos pueden obtenerse como un uUnico
fragmento utilizando técnicas de fase sélida. La aproximacién
de sintesis de fragmentos unicos sugerida en la EP 1137667 es
problematica. Uno de los problemas es que esta aproximacidén
puede llevar a altos niveles de epimerizacién en el acopla-
miento final de aminodcidos, por ejemplo, histidina en el caso
de (Aib%3%)GLP-1(7-36). Ademas las impurezas pueden ser difi-
ciles de eliminar durante la purificacién cromatografica y el
rendimiento puede tender a ser demasiado bajo. En consecuen-
cia, son necesarias estrategias mejoradas para la sintesis de
péptidos de acuerdo con el Id. de Sec. N° 4 para poder fabri-
car este péptido y sus homélogos con rendimientos, purezas y
cantidades comercialmente aceptables.

Ademas de estas preocupaciones, los problemas relaciona-
dos con la recuperaciédn del producto y la pureza del producto
para la produccién a gran escala de péptidos, asi como la ma-
nipulacién de reactivos, almacenamiento y deshecho, pueden in-
fluir enormemente en que un esquema de sintesis del péptido
sea factible. Por lo tanto, existe la necesidad continua de
procesos de sintesis de péptidos capaces de producir eficien-
temente los materiales peptidicos de interés comercial en can-
tidades a gran escala con rendimientos mejorados.

La presente invencidn estd relacionada con la preparacién
de péptidos insulinotrdpicos que estédn sintetizados utilizando
una aproximacién de fase sdélida y en solucién (“hibrida”). Ge-
neralmente, la aproximacién incluye la sintesis de tres frag-

mentos de péptido intermediarios diferentes utilizando la qui-



10

15

20

25

30

.-8-

mica de fase sélida. La quimica de fase en solucidn se utiliza
entonces para afladir material de aminodcidos adicional a uno
de los fragmentos. Los fragmentos se acoplan entonces en fase
sélida y en solucidén. El uso de una pseudoprolina en uno de
los fragmentos facilita la sintesis en fase sélida de este
fragmento y también facilita la posterior fase de acoplamiento
en solucidén de este fragmento a otros fragmentos. La presente
invéncién es muy Util para obtener péptidos insulinotrépicos
como el GLP-1, GLP-1(7-36) y los hombdélogos naturales y no na-
turales de estos, particularmente el GLP-1(7-36) y sus homdlo-
gos naturales y no naturales.

En un aspecto, la presente invencidén esté relacionada con
un método para realizar un péptido insulinotrdpico, que com-
prende los pasos de:

a) la preparacidén de un fragmento peptidico que incluye
la secuencia de aminodcidos HXPEX'® (Id. de Sec. N° 6) en la
que X® y X' son ambos residuos de un aminoacido aquiral, o di-
cho fragmento es un homdélogo del mismo que incluye los resi-
duos Xx® y X%, tanto H como E,‘X8 \% X0 incluyen de forma opcio-
nal proteccidén de la cadena lateral; vy

b) la incorporacién del fragmento peptidico en un péptido
insulinotrépico.

Preferiblemente, X® es un residuo de aminoacido que co-
rresponde a metilalanina (Aib). X'° es preferiblemente un re-
siduo de aminodcido que corresponde a glicina.

En otro aspecto, la invencidén estd relacicnada con un
fragmento peptidico que posee la secuencia de aminoacidos
HX’EX'® (Id. de Sec. N° 6), en la que X® y X! son ambos resi-
duos de un aminoacido aquiral, y tanto H como E, X® y x!° in-
cluyen opcionalmente la proteccién de la cadena lateral. Pre-
feriblemente, X® es un residuo de aminoacido que corresponde a

. 10 . . . A
Aib y X" es un residuo de aminodcido que corresponde a glici-

[
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En otro aspecto, la presente invencién esﬁé relacionada
con un método para elaborar un péptido insulinotrépico, que
comprende los pasos de:

a) la preparacién de un fragmento peptidico o un homélogo
del mismo que incluye la secuencia de amino&cidos TFTSDVXﬁ‘
YLEG (Id. de Sec. N° 8) en la que el residuo denotado me-

diante el simbolo x!7°18

es un residuo dipeptidico de pseudo-
prolina; y

b) la incorporacién del fragmento peptidico en un péptido
insulinotrépico.

En otro aspecto, la presente invencidén estd relacionada
con un péptido o un hombélogo del mismo que incluye la secuen-
cia de aminodcidos TFTSDVX'' '®YLEG (Id. de Sec. N° 8) en la
que el residuo denotado mediante el simbolo X% es un resi-
duo dipeptidico de pseudoprolina; y dichos residuos de amino&-
cidos incluyen opcionalmente la proteccién de la cadena late-
ral.

En otro aspecto, la presente invencién estd relacionada
con un método para elaborar un péptido insulinotrépico de
acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende el paso de:

a) el aéoplamiento del primer fragmento peptidico que in-
cluye la secuencia de aminodcidos HXPEX!® (Id. de Sec. N° 6),
en la que X% y X'° son ambos residuos de un aminoacido aquiral,

tanto H como E incluyen opcionalmente la proteccién de la ca-

dena lateral, con el segundo fragmento peptidico que incluye

la secuencia de amino&cidos TFTSDVX! 8YLEG (Id. de Sec. N°

8), en la que el residuo denotado mediante el simbolo X''7!® es
un residuo dipeptidico de pseudoprolina, y dichos residuos de
aminoacidos de la secuencia incluyen opcionalmente la protec-
cién de la cadena lateral, para proporcionar un tercer frag-

mento peptidico que incluye la secuencia de aminoacidos
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HXEX'’TFTSDVX'""*®YLEG (Id. de Sec. N° 11), y dichos residuos
de aminodcidos de la secuencia incluyen opcionalmente la pro-
teccidén de la cadena lateral; y

b) la incorporacién del fragmento peptidico en un péptido
insulinotrépico.

En otro aspecto, la presente invencidén estd relacionada
con un método para elaborar un péptido insulinotrdépico, gque
comprende los pasos de:

a) la preparacién de un fragmento peptidico o un homdlogo

del mismo que incluye la secuencia de aminodcidos

QAAKEFTAWLVKX®® (Id. de Sec. N° 9), en la que X°° es un residuo

de un aminoacido aquiral, y dichos residuos de la secuencia
incluyen opcionalmente la proteccidén de la cadena lateral; vy
b) la incorporacién del fragmento peptidico en un péptido
insuiinotrépico.
En otro aspecto, la presente invencidn estd relacionada
con un método para elaborar un péptido insulinotrdpico, que

comprende uno o mas pasos de:

a) proporcionar un primer fragmento peptidico que incluye

la secuencia de aminoacidos HXPEX!® (Id. de Sec. N° 6), en los
que X® y x'° son ambos residuos de un aminoacido aquiral, vy
tanto H como E incluyen opcionalmente la proteccidén de la ca-
dena lateral;

b) proporcionar un segundo fragmento peptidico que inclu-
ve la secuencia de aminoadcidos TFTSDVX!’'®YLEG (Id. de Sec. N°
8) en la que el residuo denotadd mediante el simbolo X'"7% es
un residuo dipeptidico. de pseudoprolina, y dichos residuos de
aminoacidos de la secuencia incluyen opcionalmente la protec-
cién de la cadena lateral;

c) el acoplamiento del primer fragmento al segundo frag-
mento para proporcionar un tercer frégmento peptidico que in-

cluye la secuencia de aminodcidos HXPEX!TFTSDVX!’"8vLEG (Id.

| 6
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de Sec. N° 11), y dichos residuos de aminodcidos de la secuen-
cia incluyen opcionalmente la protecciédn de la cadena lateral;

d) proporcionar un cuarto fragmento peptidico que incluye
la secuencia de aminocacidos QAAKEFIAWLVKX®® (Id. de Sec; N©°
9), en la que X*° es un residuo de un aminoicido aquiral, vy
dichos residuos de aminodcidos de la secuencia incluyen opcio-
nalmente la proteccidén de la cadena lateral;

e) el acoplamiento del cuarto fragmento peptidico a una
arginina para proporcionar un quinto fragmento peptidico que
incluye la secuencia de aminodcidos QAAKEFIAWLVKX®*°R (Id. de
Sec. N° 12), y dichos residuos de la secuencia incluyen opcio-
nalmente la proteccidén de la cadena lateral; vy

f) el acoplamiento del quinto fragmento al tercer frag-
mento para proporcionar un péptido insulinotrépico que incluye
la secuencia de aminoacidos HX®EX'°TFTSDVX'"™
®YLEGQAAKEFIAWLVKX*®R (Id. de Sec. N° 13), y dichos residuos
de la secuencia incluyen opcionalmente la proteccidén de la ca-
dena lateral.

Preferiblemente, la presente invencidén estd relacionada
con el método para elaborar un péptido insulinotrépico, que
comprende los pasos de:

a) proporcionar un primer fragmento peptidico que incluye
la secuencia de aminodcidos HX®EX'® (Id. de Sec. N° 6), en los
que X® y X' son ambos residuos de un aminoacido aquiral, vy
tanto H como E incluyen opcionalmente la proteccidn de la ca-
dena lateral; |

b) proporcionar un segundo fragmento peptidico que inclu-
ye la secuencia de aminodcidos TFTSDVX!''®YLEG (Id. de Sec. N°

8) en la que el residuo denotado mediante el simbolo X''7®

es
un residuo dipeptidico de pseudoprolina, y dichos residuos de
aminocacidos de la secuencia incluyen opcionalmente la protec-

cién de la cadena lateral;

7
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c) el acoplamiento del primer fragmento al segundo frag-
mento para proporcionar un tercer fragmento peptidigo que in-
cluye la secuencia de aminodcidos HXPEX!°TFTSDVX'’"'®YLEG (Id.
de Sec. N° 11), y dichos residuos de amino&dcidos de la secuen-
cia incluyen opcionalmente la proteccién de la cadena lateral;

d) proporcionar un cuarto fragmento peptidico que incluye
la secuencia de aminoidcidos QAAKEFIAWLVKX®® (Id. de Sec. N°
9), en la que X es un residuo de un aminodcido aquiral, vy
dichos residuos de aminodcidos de la secuencia incluyen opcio-
nalmente la proteccidén de la cadena lateral;

e) el acoplamiento del cuarto fragmento peptidico a argi-
nina para proporcionar un quinto fragmento peptidico que in-
cluye la secuencia de aminodcidos QAAKEFIAWLVKX’°R (Id. de
Sec. N° 12), y dichos residuos de la secuencia incluyen opcio-
nalmente la proteccién de la cadena lateral; y

f) el acoplamiento del quinto fragmento al tercer frag-
mento para proporcicnar un péptido insulinotrdpico que incluye
la secuencia de | aminoacidos HXPEX'°TFTSDVX?""
"*YLEGQAAKEFIAWLVKX**R (Id. de Sec. N° 13), y dichos residuos
de la secuencia incluyen opcionalmente la proteccién de la ca-
dena lateral.

En otro aspecto, la invencidén estd relacionada con el mé-
todo tal y como se ha desérito hasta aqui, que comprende otro
paso de:

g) eliminacién de los grupos protectores de la cadena la-
teral para proporcionar un péptido insulinotrépico que incluye
la secuencia de aminoacidos HX®EX'°TFTSDVSSYLEG-
QAAKEFIAWLVKX’®R (Id. de Sec. N° 5) y homélogos de la misma,
en que cada uno de los simbolos X en las posiciones 8, 10 y 35
independientemente denotan un residuo de aminodcido aquiral,
estéricamente obstaculizado de forma'opcional.

La eliminacién de los grupos protectores de la cadena la-
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teral se lleva a cabo preferiblemente empleando una de solu-
cién de desproteccién que comprende al menos un reactivo aci-
dolitico y al menos un neutralizador de cationes. Los reacti-
vos acidoliticos para la desproteccién global estan seleccio-
nados preferiblemente de entre el grupo que consiste en &acido
trifluoroacético (TFA), HC1l, &cidos de Lewis como BF; Et,0 o
Me3SiBr, dcido fluorhidrico liquido (HF), bromuro de hidrdégeno
(HBr), &cido trifluorometano-sulfénico y combinaciones de los
mismos. Los neutralizadores de cationes adecuados se seleccio-
nan preferiblemente de entre ditiotreitol (DTT), anisol, p-
cresol, etanoditiol y dimetil sulfuro. La solucién de despro-
teccidn puede también incluir agua.

En otro aspecto, la preéente invencidén estd relacionada
con un método para elaborar un péptido insulinotrépico, que
comprende los pasos de:

a) proporcionar un primer fragmento peptidico que incluye
la secuencia de aminodcidos HX®EX!'® (Id. de Sec. N° ), en la
que X’ y X' son ambos residuos de un aminodcido aquiral, vy
tanto H como E, X® y X!° incluyen opcionalmente la proteccién
de la cadena lateral;

b) proporcionar un segundo fragmento peptidico que inclu-
ye la secuencia de aminoidcidos TFTSDVX'’'®YLEG (Id. de Sec. N°
8) en la que el residuo denotado mediante el simbolo X'""® es
un residuo dipeptidico de pseudoprolina, y dichos residuos de
aminoacidos de la secuencia incluyen opcionalmente la protec-
cidén de la cadena lateral;

c) el acoplamiento del primer fragmento al segundo frag-
mento para proporcionar un tercer fragmento peptidico que in-
cluye la secuencia de aminodcidos HXPEX!°TFTSDVX!'"®YLEG (Id.
de Sec. N° 11), y dichos residuos de aminodcidos de la secuen-
cia incluyen opcionalmente la proteccién de la cadena lateral;

d) proporcionar un cuarto fragmento peptidico que incluye
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la secuencia de aminocdcidos QAAKEFIAWLVKX®® (Id. de Sec. N°
9), en la que X* es un residuo de un aminodcido aquiral, vy
dichos residuos de aminodcidos de la secuencia incluyen opcio-
nalmente la proteccién de la cadena lateral;

e) el acoplamiento del cuarto fragmento peptidico a argi-
nina para proporcionar un.quinto fragmento peptidico gue in-
cluye la secuencia de aminocacidos QAAKEFIAWLVKX%R (Id. de
Sec. N° 12), y dichos residuos de la secuencia incluyen opcio-
nalmente la proteccién de la cadena lateral; y

f) el acoplamiento del quinto fragmento al tercer frag-
mento para proporcionar un péptido insulinotrépico con la fér-
mula (Id. de Sec. N° 5) HX®EX'TFTSDVSSYLEGQAAKE-FIAWLVKX>R vy
homélogos de la misma, en las que los simbolos X en las posi-
ciones 8, 10 y 35 denotan independientemente un residuo de
aminoacido aquiral, estéricamenfe obstaculizado de forma op-
cional; y en la gque uno o mas de los residuos de aminoacidos
incluyen de forma opcional la proteccién de la cadena lateral.

La Fig. 1 es un diagrama esquemdtico de un esquema de
sintesis de acuerdo con la presente invencién que comprende
las etapas de fase sélida y fase en solucién. Esta figura re-
sume el proceso de reaccién comenzando desde los fragmentos
peptidicos 12 y 14 que son preparados en fase sbélida y luego
acoplados en la fase sélida para obtener un fragmento peptidi-
co 18, el cual se acopla entonces en la fase solucién con un
fragmento peptidico 20 para obtener el producto peptidico de-
seado 11. El fragmento peptidico 20 se obtiene en solucién a
partir de un fragmento peptidico 16 el ‘cual se ha preparado en
fase sélida.

El fragmento 12 es un fragmento peptidico que incluye la
secuencia de aminodcidos HX®EX!® (Id. de Sec. N° 6). E1l frag-
mento 14 es un fragmento peptidico que incluye la secuencia de

aminodcidos TM™FTSDY®™VX!""®Y12°EG (Id. de Sec. N° 8). El frag-
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mento 16 es un fragmento peptidico que incluye la secuencia de
aminodcidos Q%*AAZSKEFIAWLVKX3® (Id. de Sec. N° 9). El fragmen-
to intermediario 18 es un fragmento peptidico que incluye la
secuencia de aminodcidos H'XPEXMTFTSD™ Vvx'''8yL2°EG (Id. de
Sec. N° 11). El1 fragmento peptidico intermediario 20 es un
péptido que incluye la secuencia de aminoacidos
Q’AA**KEFIA’®WLVKX*R (Id. de Sec. N° 12). El producto 11 es el
péptido protegido deseado H'XPEX!TFTS-DM VX" 18y 120G
QAA®’KEFIA*WLVKX**R (Id. de Sec. N° 13) en el que las Ser-Ser
de las posiciones 17 y 18 esﬁén aun en la forma de pseudopro-
lina protegida. El diagrama se describe en mas detalle a con-
tinuacién.

Las realizaciones de la presente invencién descritas méas
adelante no pretenden ser exhaustivas o limitar la invencién a
las formas precisas descritas en la siguiente descripcién de-
tallada. En lugar de ello, las realizaciones se han escogido y
se describen para que otros expertos en la materia puedan
apreciar y entender los principios y practicas de la presente
invencién.

La presente invencién estd dirigida a los métodos sinté-
ticos para elaborar péptidos como el péptido similar al gluca—
gébn 1 (GLP-1) 'y sus homdélogos naturales y no naturales insuli-
notrdépicamente activos, utilizando técnicas en fase sélida y/o
en solucidn. Las moléculas peptidicas de la invencién pueden
estar protegidas, no protegidas o parcialmente protegidas. La
proteccién puede incluir proteccién del extremo N-terminal,
proteccién de la cadena lateral y/o proteccién de C-terminal.
Mientras la invencién estd generalmente dirigida a la sintesis
de estos péptidos similares al glucagén, sus homélogos, frag-
mentos y sus homdlogos y productos de fusién y sus homdélogos,
los presentes ejemplos de la invencién también pueden aplicar-

se a la sintesis de otros péptidos, particularmente a aquellos
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que se sintetizan utilizando una combinacién de aproximaciones
en fase sdélida y en solucién. La invencién se puede aplicar
también a la sintesis de fragmentos de péptido intermediarios
asociados con impurezas, particularmente impurezas de piroglu-
tamato. Las moléculas Gtiles de GLP-1 preferidas en la practi-
ca de la presente invencién incluyen al GLP-1(7-36) natural y
no natural, y los homélogos del mismo.

Tal y como se utiliza aqui, el término “que incluye la
secuencia de aminodcidos” preferiblemente significa “que posee
la secuencia de aminodcidos”.

Tal y como se utiliza aqui, un “homélogo” se refiere a
los andlogos naturales y no naturales, derivados, compuestos
de fusidn, sales o similares de un péptido. Tal y como se uti-
liza aqui, un andlogo de péptido generaimente se refiere a un
péptido'que posee una secuencia modificada de aminodcidos con
una o0 mas sustituciones de aminoacidos, deleciones, inversio-
nes y/o adiciones relacionadas con otro péptido o péptido
homélogo. Las sustituciones pueden involucrar uno o mas ami-
noacidos naturales o no naturales. Las sustituciones pueden
ser preferiblemente conservativas o altamente conservativas.
Una sustitucidn conservativa se refiere a la sustitucién de un
aminodcido por otro que posee generalmente la misma carga
electrdénica neta y generalmente el mismo tamafio y forma. Por
ejemplo, los aminodcidos con cadenas -laterales alifaticas o
alifaticas sustituidas poseen aproximadamente el mismo tamafio
cuando el numero total de carbonos y heterocdtomos en sus cade-
nas laterales difieren en menos de cuatro. Poseen aproximada-
mente la misma forma cuando el nuimero de ramas en sus cadenas
laterales difieren en no mis de una o dos. Los aminoacidos con
grupos fenilo o grupos fenilo sustituidos en su cadena lateral
se considera que tienen el mismo tamano y forma. A continua-

cién se listan cinco grupos de aminoacidos. Sustituyendo un
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aminodcido en un compuesto con otro aminodcido del mismo grupo
generalmente resuita en una sustitucién conservativa.

Grupo I: glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina,
serina, treonina, cisteina, metionina y aminodcidos que no
existen de forma natural con cadenas laterales alifaticas C;-
Cy o alifdticas C;-C4 sustituidas por hidroxilo (cadenas senci-
llas o mono-ramificadas).

Grupo II: &cido glutémico, &cido aspartico y aminodcidos
que no existen de forma natural con cadenas laterales alifati-
cas C;-C4 sustituidas con &cido carboxilico (no ramificadas o
un punto de ramificacién).

Grupo III: lisina, ornitina,.arginina y aminocdcidos que
no existen de forma>hatural con cadenas laterales alifaticas
C1-C4 sustituidas con amina o guanidina (no ramificadas o un
punto de ramificaciédn).

Grupo 1IV: glutamina, asparagina y aminodcidos que no
existen de forma natural con cadenas laterales alifdticas C;-
Cy sustituidas con amida (no ramificadas o un punto de ramifi-
cacién) .

Grupo V: fenilalanina, fenilglicina, tirosina y triptdfa-
no.

Tal y como se utiliza aqui, el término “homdlogo” mas
preferiblemente se refiere a las sales de los pépfidos o a los
derivados de los mismos que estéan amidédos en el extremo C-
terminal.

Una "sustitucidén altamente conservativa" es la sustitu-
cién de un aminodcido con otro amindécido que posee el mismo
grupo funcional en la cadena lateral y casi el mismo tamafio y
forma. Los aminc&cidos con cadenas laterales alifédticas o ali-
faticas sustituidas poseen casi el mismo tamafio cuando el nu-
mero total de carbonos y heterodtomos en sus cadenas laterales

difieren en menos de dos. Poseen casi la misma forma cuando
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poseen el mismo nuUmero de ramificaciones en sus cadenas late-
rales. Ejemplos de sustituciones altamente conservativas in-
cluyen valina por leucina, treonina por serina, &acido asparti-
co por acido glutémico y fenilglicina por fenilalanina.

Un “derivado peptidico” generalmente se refiere a un pép-
tido, a un anadlogo de péptido u otro homélogo de péptido que
posee una modificacién quimica de uno o mas de sus grupos la-
terales, atomos de carbono alfa, grupo amino terminal y/o gru-
po acido carboxilo terminal. A modo de ejemplo, una modifica-
cién guimica incluye, pero no se limita a, la adicién de por-
ciones quimicas, creacién de nuevos enlaces y/o eliminacién de
porciocnes guimicas. Las modificaciones en los grupos laterales
de los aminodcidos incluyen, sin limitacién, la acilacién de
los grupos e-amino de la lisina, N-alquilacién de‘arginina,
histidina o lisina, alquilacién de los grupos écidolcarboxili—
co del glutémico o aspartico y desamidacién de glutamina o as-
paragina. Las modificaciones del grupo amino terminal inclu-
ven, sin limitacidén, modificaciones de des-aminacién, N-
alquilo inferior, N-dialquilo inferior y N-acilo (por ejemplo,
-CO- alquilo inferior). Las modificaciones del grupo carboxi
terminal incluyen, sin limitacién, las modificaciones amida,
alquilamida inferior, dialquilamida y alquiléster inferior.
Los derivados preferidos son aquellos derivados que estdn ami-
dados en el grupo carboxi terminal, por ejemplo, la amida, al-
quilamida inferior o dialquilamida del péptido. Asi, los pép-
tidos parcial o totalmente protegidos constituyen derivados de
los péptidos.

En la practica de la presente invencién, un compueéto po-
see una actividad “insulinotrépica” si es capaz de estimular,
provocar la estimulacién o ayuda a provocar la estimulacién de
la sintesis o expresién de la hormona insulina. En las formas

de practica preferidas, la actividad insulinotrépica puede de-
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mostrarse de acuerdo con los ensayos descritos en las Pat. Es-
tadounidenses N° 6.887.849 y 6.703.365.

"~ En las realizaciones pfeferidas, la presente invencién
proporciona metodologias para sintetizar péptidos sintéticos
(x8, x!0, x3%) GLP-1(7-36) que poseen la siguiente férmula (Id.
de Sec. N° 5):

HX’EX'°TFTSDVSSYLEGOAAKEFIAWLVKX ™R

y homdélogos de la misma, en la que cada uno de los simbo-
los X en las posiciones 8, 10 y 35 independientemente denotan
un aminoacido aquiral, obstaculizado estéricamente de forma
opcional. Cualquiera de los residuos X!, X'° y/o X*° pueden in-
cluir opcionalmente grupos protectores de cadenas laterales.
Los péptidos de acuerdo con esta férmula difieren del GLP-1(7-
36) nativo en que al menos los residuos aquirales, obstaculi-
zados estéricamente de forma opcional X® y X3 estan sustitui-
dos por los residuos de aminodcidos nativos en las posiciones
8 y 35. El residuo Xx*° puede derivarse de la glicina aquiral
nativa u otro aminodcido aquiral. El uso de los aminodcidos

0, y X*° no sélo ayuda a estabilizar el péptido

aquirales X%, X
resultante, sino que también se acaba de descubrir que el uso
de estos aminodcidos como bloques de construccién facilita la
ruta de sintesis sencilla de la presente invencién que se
muestra en la Fig. 1 y se describe en detalle mas adelante.

Una realizaciédn particularmente.preferida de un péptido
(Xs, Xw, X3% GLP-1 (7-36) que puede sintetizarse de acuerdo
con los principios de la presente invencién incluye un péptido
de acuerdo con la férmula (Id. de Sec. N° 4):

HAibEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKAibR

y hombélogos de la misma, que preferiblemente estidn amida-
dos en C-terminal. Este péptido utiliza el residuo aquiral del

acido alfa-aminoisobutirico (o metilalanina, mostrado de forma

esquemdtica mediante la abreviatura Aib) como en X® y X35, que
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preferiblemente poseen una amida en C-terminal, o utiliza un
residuo de G nativa en la posicién 10, y puede designarse me-
diante la férmula (Aib%®>%) GLP-1(7-36)-NH,. Esta notacién in-
dica que un residuo de aminoacido que corresponde al aminocdci-
do “Aib” aparece en las posiciones 8 y 35 en lugar de la ala-
nina nativa. El 4cido alfa-aminoisobutirico aquiral, también
se conoce como metilalanina. El péptido de écuerdo con el Id.
de Sec. N° 4 se describe en la PE 1137667 Bl. La presencia de
residuos de Aib en las posiciones 8 y 35 ralentiza la degrada-
cién metabdélica en el cuerpo, haciendo que este péptido sea
mucho mé&s estable en el cuerpo que el péptido GLP-1(7-36) na-
tivo.

La presente invencidén proporciona metodologias mejoradas
para obtener péptidos GLP-1(7-36) como el (Aib®%3) GLPf1(7—
36)-NH2. A modo de ejemplo, la Fig. 1 muestra de forma esque-
matica el esquema ilustrativo 10 para sintetizar péptidos GLP-
1(7-36) y sus hombélogos. El esquema 10 de la Fig. 1 se cree
que es particularmente adecuado para el escalado de sintesis
de los péptidos GLP-1(7-36). Los procedimientos de escalado
normalmente se realizan para proporcionar una cantidad de pép-
tido Gtil para su distribucién comercial. Por ejemplo la can-
tidad de péptido en un procedimiento de escalado puede ser de
500 g o 1 kg por lote, vy més{normalmente de decenas a cientos
de kg por lote o mas. En las realizaciones preferidas, los mé-
todos de la invencién pueden préporcionar mejoras como la re-
duccién en el tiempo de procesado (sintesis), mejoras en el
rendimiento de los productos, mejoras en la pureza del produc-
to y/o reduccién en la cantidad de reactivos y materiales de
partida necesarios.

El esquema de sintesis 10 mostrado en la Fig. 1 utiliza
una combinacién de técnicas en fase sélida y en solucién para

preparar el producto peptidico 11.
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Como se muestra en la Fig. 1, el esquema 10 involucra la
sintesis de los fragmentos intermediarios del péptido 12, 14 Y
16 en la fase sélida. El fragmento 12 es un fragmento peptidi-
co que incluye los residuos de aminocdcido de acuerdo con el
Id. de Sec. N° 6:

HxPEXO

en el que X® y X'° son como se ha definido antes, o es un
homélogo de ia misma, lo que incluye los residuos X% y X!°. Uno
o0 mas de los residuos de aminocacidos puede incluir grupos pro-
tectores de las cadenas laterales de acuerdo con las practicas
convencionales. En algunas realizaciones, el fragmento pepti-
dico 12 puede estar enlazado a una resina a través del extremo
C-terminal. Este fragmento puede llevar opcionalmente grupos
protectores en N-terminal y/o C-terminal. Se ha encontrado que
el Fmoc es un grupo protector de N-terminal particularmente
util en la sintesis en fase sélida del fragmento peptidico.

El fragmento 12 incluye los 4 residuos de amincacido que
corresponden a los aminoacidos en las posiciones de 7 a 10 del
péptido GLP-1(7-36) nativo, y por lo tanto puede representarse
mediante la notaéién (x8, x'9 GLP-1(7-10). En las realizacio-
nes preferidas, X® es Aib y X% es glicina, de acuerdo con el
Id. de Sec. N° 7:

H'AibEG™®

© es un homdélogo del mismo que incluye el residuo Aib en
la posicién 10. E1 fragmento peptidico de acuerdo con el Id.
de Sec. N° 7 puede representarse mediante la notacién
(Aib%)GLP-1(7-10) para indicar la sustitucién de Aib por la
alanina nativa en la posicién 8 del GLP-1(7-10) nativo.

La sintesis en fase sélida se lleva a cabo generalmente
en direccién de C-terminal a N-terminal del fragmento 12. Asi,
el aminocdcido X'°, que esta presente .en la porcién C-terminal

del fragmento, es el primer residuo de aminoacido que estéa
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acoplado al soporte de resina en fase sélida. La sintesis en
fase s6lida continta entonces mediante la adicién consecutiva
de los residuos de aminodcido de la forma correspondiente a la
secuencia deseada. La sintesis del fragmento del péptido in-
termediario se completa después de que el residuo N-terminal
(por ejemplo, el residuo histidina (H) N-terminal) se haya
anadido a la cadena de péptido naciente.

La seleccién y uso de un fragmento peptidico de acuerdo

con los Id. de Sec. N° 6 y 7 proporciona'ventajas significati--

vas dentro del esquema 10. Primero, la H tiende a ser un resi-
duo de aminoécido‘ dificil de afiadir a la cadena de péptido
naciente debido a, al menos en parte, problemas de epimeriza-
cién. No obstante, el fragmento 12 es suficientemente pequerio
para minimizar estos problemas en su mayor parte. Aun asi, el
fragmento 12 es suficientemente largo para tener dos centros
quirales. Por lo tanto, una Unica cristalizacién permite puri-
ficar al fragmento. Si el fragmento 12 termina en Aib, el
fragmento poseerd solo un centro quiral y serd, en consecuen-
cia, més dificil de purificar de forma racémica. Situando la
G aquiral en posicién C—términal también evita los problemas
de racemizacién que de otro modo serian preocupantes si el
fragmento 12 acabara en C-terminal con E quiral. En resumen,
la seleccién del fragmento 12 como un bloque de construccién
del péptido hace mas facil 1la construccidén, la purificacién y
el acoplamiento del fragmento a otro material peptidico. La
seleccidén de este fragmento también proporciona una baja race-
mizacién de H. Sorprendentemente, puede afladirse la H a este
fragmento con un nivel muy bajo de epimerizacién, por ejemplo,
alrededor del 3% en peso en algunas formas de la préactica.

El fragmento 14 es un fragmento peptidico que incluye re-
siduos de aminodcido de acuerdo con el Id. de Sec. N° 8:

THrTSDovx!7-18y1,20kG
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en el que el residuo denotado mediante el simbolo X!'""!8 es
un residuo dipeptidico de pseudoprolina, definida en detalle
mas adelante, o es un homélogo del mismo que incluye el X'718
en las posiciones 17 y 18. El fragmento 14 incluye los resi-
duos de aminodcido que generalmente corresponden a los resi-
duos de aminodcido en las posiciones 11 a 22 del péptido GLP-
1(7-36) nativo, excepto que se utiliza el residuo dipéptido de

17-18

pseudoprolina X en lugar de los residuos SS (Ser-Ser) gque

ocupan las posiciones correspondientes 17 y 18 del GLP-1(7-36)
nativo.

Uno o mas de los residuos de aminodcido del fragmento 14
puede incluir grupos protectores de cadenas laterales de
acuerdo con las préacticas convencionales. En algunas realiza-
ciones, el fragmento peptidico 14 puede estar unido a resina a
través del extremo C-terminal. Este fragmento puede llevar op-
cionalmente grupos protectores en N-terminal y/o C-terminal.
Se ha encontrado que Fmoc es un grupo protector de N-terminal
particularmente Gtil para la sintesis en fase sélida del frag-
mento peptidico. El fragmento peptidico de acuerdo con el Id.
de Sec. N° 8 puede estar referido mediante la notacién (X}"718)
GLP-1(11-22) para indicar la sustitucién por los residuos de
pseudoprolina X''"'* de los residuos Ser-Ser en las posiciones
17 y 18.

Tal y como se utiliza en la practica de la presente in-
vencidén, el término pseudoprolina se refiere a un dipéptido
gue incluye un résiduo de un aminodcido con funcidén hidroxilo
como la Ser o Thr en las que la cadena lateral con la funcién
hidroxilo estd protegida con un unillo oxazolidina, labil a
TFA, similar a prolina entre el amino alfa y la cadena lateral
hidroxilo. Como consecuencia del anillo oxazolidina, el dipép-

tido funciona como un mimético de prolina reversible.

Generalmente, un residuo tipico de pseudoprolina tal como
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se 1incorpora en un péptido puede representarse mediante la

férmula
' 1

R~13
[

O
“en la que @ representa un residuo de cualguier aminodcido
y tanto R! como R? son independientemente una porcién de unién
divalente adecuada. A menudo, R' es una porcién divalente de

férmula

en la que tanto R® como R* son independientemente una
porcién monovalente como H, o un alguilo. inferior como metilo.
R y R! también pueden ser co-miembros de una estructura en
anillo. Es deseable que tanto R® como R! sea metilo. En el ca-
so de una Ser protegida por un anillo oxazolidinina, R? es la
porcién divalente CHp, mientras que en el caso de la Thr, R?
es la porcidén divalente (CHs)CH.

El término “alquilo inferior” se refiere a un radical al-
quilo monovalente de cadena sencilla o ramificada de uno a
seis atomos de carbono, preferiblemente de uno a cuatro &tomos
de carbono. Este término se ejemplifica ademds mediante radi-
cales como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, s-
butilo, isobutilo, t-butilo, n-pentilo, 3-metilbutilo, n-
hexilo, 2-etilbutilo y similares. Los residuos de alquilo in-
ferior preferibles son metilo y etilo, siendo metilo especial-
mente preferido.

Durante la desproteccién, la porcién R! se escinde para

proporcionar un residuo dipeptidico de acuerdo con la siguien-

te foérmula:
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en la que ® y R® son como se ha definido anteriormente.
Aplicado al fragmento 14, el residuo de pseudoprolina preferi-
blemente corresponde a un residuo Ser-Ser en el que la Ser que
es mas proximal a C-terminal estd protegida con el anillo oxa-
zolidina y posee la siguiente estructura:

La cadena lateral con un hidroxilo de la Ser mds cercana
a N-terminal esta protegida, por ejemplo mediante el grupo de

proteccidén t-Bu. Cuando se rompe la estructura del anillo oxa-

zolidina y t-Bu protectora, aparece el residuo Ser-Ser.

La utilizacién de este mimético de prolina como un bloque
de construccién en la sintesis del fragmento 14 proporciona
ventajas significativas en el contexto de la presente inven-
cién. Primero, la sintesis en fase sélida del fragmento 14 se
facilita enormemente. Cuando la pseudoprolina no se utiliza
durante el ﬁurso de la sintesis en fase sélida del fragmento
14, puede haber problemas significativos con las eliminaciones
de Fmoc de los residuos 13 al 11. Se cree que esta dificultad
puede ser debida a lavformacién de léminas beta. El uso de la
pseudoprolina hace que estas eliminaciones de Fmoc sean mé&s
faciles, se cree que mediante la reduccién del grado de forma-

cién de laminas beta. Segundo, el posterior acoplamiento en
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fase sélida del fragmento 14 al fragmento 12 para formar el
fragmento 18, descrito méas abajo, se facilita enormemente. En
ausencia del residuo de pseudoprolina, la solubilidad del
fragmento 18 en los solventes de acoplamiento tipicos en fase
en solucidén es muy pobre. La pseudoprolina aumenta las carac-
teristicas de solubilidad del fragmento 18, facilitando el
acoplamiento de este fragmento al fragmento 20 en fase en so-
lucidn (Véase discusién de la Fig. 1, a continuaciédn).

La sintesis en fase sé6lida se lleva a cabo generalmente
en direccién de C-terminal a N-terminal del fragmento 14. Asi,
el aminodcido G, que estad presente en la porcidén C-terminal
del fragmento, es ei primer residuo de aminodcido que esté
acoplado al soporte de resina de fase sdélida. La sintesis en
fase sdélida continta entonces mediante la adicién consecutiva
de residuos de aminoacido de la forma correspondiente a la se-
cuencia deseada. Sin embargo, se afiade el dipéptido pseudopro-
lina X''"'® a la cadena creciente en una posicidén que correspon-
de a las posiciones 17 y 18 del GLP-1(7-36) en lugar de afiadir
de forma consecutiva un pér de residuos Ser nativos en estas
posiciones 17 y 18. La sintesis del fragmento de péptido in-
termediario se completa después de que el residuo N-terminal
(pbr ejemplo, el residuo treonina (T) N-terminal) se haya afia-
dido a la cadena de péptido naciente.

El fragmento 16 es un fragmento de péptido, u homdédlogo

del mismo, que incluye los residuos de aminoacido de acuerdo

con el Id. de Sec. N° 9:

0>’ AR KEFTAWLVKX®

en el que X’° es como se ha definido anteriormente, o es
un homélogo del mismo que incluye el residuo X*>. Uno o mas de
los residuos de éminoécido pueden incluir grupos protectores
de cadenas laterales de acuerdo con las practicas convenciona-

les. El fragmento 16 incluye los residuos de aminoacido que
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corresponden a los aminocdcidos en las posiciones de 23 a 35
del péptido GLP-1(7-36) nativo, excepto que en la posicién 35
estd el X°° en lugar del aminoacido nativo en esa posicién. E1
fragmento 16 puede estar representado mediante la notacién
(X*°) GLP-1(23-35).

En algunas realizaciones, el fragmento peptidico 16 puede
estar unido a la resina a través del extremo C-terminal. Este
fragmento puede llevar opcionalmente grupos protectores de la
cadena lateral, N-terminal y/o C-terminal. Se ha encontrado
que el Fmoc es un grupo protector de N-terminal particularmen-
te atil para la sintesis en fase sélida del fragmento peptidi-
co.

En realizaciones preferidas, X*° es Aib de acuerdo con el
Id. de Sec. N° 10:

0** AR KEFIA**WLVKAib>®

© un homélogo del mismo que incluye el Aib en la posicién
35. El1 fragmento peptidico de acuerdo con el Id. de Sec. N° 10
puede estar representado por la notacién (Aib*’) GLP-1(23-35)
para indicar la sustitucidén de Aib por el aminodcido nativo en
la posicidén 35 del GLP-1(7-36) nativo.

Nétese que el fragmento 16 de acuerdo con los Id. de Sec.
N° 9 y 10 no incluye todavia el residuo R (Arg) en la posicién
36 en C-terminal. La Arg se acopla posteriormente en C-
terminal del fragmento 16 en la fase en solucidn, preferible-
mente utilizando Arg sin la proteccidén de la cadena lateral.
Esta estrategia proporciona ventajas significativas dentro del
esquema 10 de la Fig. 1, debido a que evita reacciones adver-
sas no deseadas que tienden a ocurrir como consecuencia de
utilizar Arg protegida. Por ejemplo, tras la desproteccién de
la Arg protegida, los productos secundarios de la desprotec-
cién tienden a reaccionar con otros constituyentes del pépti-

do, por ejemplo, el triptéfano. Esto reduce la cantidad de
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péptido crudo deseado disponible para la purificacién.

La sintesis en fase sélida se lleva a cabo generalmente
en direccién desde C-terminal a N-terminal del fragmento 16.
Asi, el aminoacido X33, que estd presente en la porcidén C-
terminal del fragmento, es el primer residuo de aminodcido que
se acopla al soporte de resina en fase sdélida. La sintesis en
fase sdélida continla entonces mediante la adicién consecutiva

de residuos de amincdcido de la forma correspondiente a la se-

cuencia deseada. La sintesis del fragmento de péptido interme-

diario se completa cuando el residuo N-terminal (por ejemplo,
el residuo glutamina (Q) N-terminal) se ha afiadido a la cadena
naciente de péptido. Cualquiera de los aminodcidos utilizados

en la sintesis del fragmento 16 puede incluir proteccidén de la

cadena lateral de acuerdo con las practicas convencionales.

Debido a la obstaculizacién estérica proximal en el so-
porte de resina cargado con X¥®, el acoplamiento de lisina
(34) y valina (33) en la cadena de péptido creciente puede ser
problematica. AUn con un exceso de amiﬁoécido, es dificil de

forzar estas reacciones de acoplamiento] hasta su finalizacién.

La eleccidn del solvente y/o la proteccién del extremo puede

ayudar a mitigar este problema. Se ha descrito que la natura-
leza del solvente de acoplamiento puede impactar en el grado
en el que finaliza el acoplamiento. En|un grupo de experimen-
tos, por ejemplo, las reacciones de acoplamiento se llevaron a

cabo con NMP/ DCM 3:1, NMP/ DCM 1:1, DMF/ DCM 1:1 y DMF/ DCM

3:1. Las proporciones en estas combinaciones de solventes se
|

realizaron en base a su volumen. NMP se refiere a N-
metilpirrolidona, DCM se refiere a diclorometano y DMF se re-

fiere a dimetilformamida. Se encontrd|que las reacciones de

|

. s . . b . .
acoplamiento contintan més alld en su finalizacién cuando se

utiliza DMF/DCM 1:1.

También se puede utilizar la proteccidén del extremo des-
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pués de cada uno de los acoplamientos de lisina y valina para
prevenir posteriores reacciones de acopiamiento del material
unido a la resina que no ha reaccionado. El materiél protegido
en el extremo se elimina mas f&cilmente durante la purifica-
cién si se desea. Se pueden utilizar las técnicas convenciona-
les de proteccién de extremos.

En referencia a la Fig. 1, los fragmentos 12, 14 y 16,
junto con Arg, se ensamblan para completar el péptido 11 de-
seado. Para conseguir esto, el fragmento 12 se afiade al frag-
mento 14 en esta fase sélida para producir el fragmento inter-
mediario 18 mé&s largo, que incorpora los residuocs de aminoéa-
cido de acuerdo con el Id. de Sec. N° 11:

H'XPEX'°TFTSDM VX7 18y120EG

17-18

en el que X%, X0 y x son como se ha definido ante-

riormente. En una realizacidén preferida, X% es Aib, X% es la G

nativa, vy x17-18

es un residuo dipeptidico de pseudoprolina co-
mo se ha definido antes. Este intermediario del fragmento pep-
tidico puede estar representado por la notacidn
(x%, x'°, x¥71%) GLp-1(7-22).

La Fig. 1 muestra ademds que se afiade la Arg en el extre-

mo C-terminal del fragmento 16 en la fase en solucién para

'proporcionar el fragmento peptidico intermediario 20 mads lar-

go, que incorpora los residuos de aminodcido de acuerdo con
el Id. de Sec. N° 12:

0** AR KEFTIAWLVKX R

en el que X* es como se ha definido anteriormente y es
preferiblemente Aib. Preferiblemente, la Arg afiadida al frag-
mento peptidico de esta forma no incluye la proteccién de la
cadena lateral. Este del fragmento peptidico intermediario 20
puede estar representado por la notacién (X35)GLP—1(23—36).
Los fragmentos peptidicos 18 y 20 se acoplan entonces en la

fase en solucién para proporcionar el péptido protegido 11 de-
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seado de‘acuerdo con el Id. de Sec. N° 13 en el que la Ser-Ser
en las posicicnes 17 y 18 esta todavia en forma de pseudopro-
lina protegida:

H'XPEX'OTFTSD VX ¥ YL?°EG QAAZKEFIA®*WLVKX3SR

El péptido 11 puede estar designado por la notacién (X8,
Xw, X”'w, X%)GLP—1(7—36). En el caso de que el resto de ami-
noacidos lleven la proteccidén de la cadena lateral, es desea-
ble mantener esta proteccién a lo largo de este paso.

Al llevar a cabo el esquema de reaccidén de la Fig. 1, las
sintesis en fase sélida y en solucidén pueden llevarse a cabo
mediante métodos estdndar conocidos en la industria. En las
formas representativas de la préctica, los péptidos se sinte-
tizan en fase sdélida utilizando la quimica mediante la que los
aminodcidos se afiaden de C-terminal a N-terminal. Asi, el ami-
noacido o grupo peptidico proximal a C—términal de un fragmen-
to particular es el primero en afiadirse a la resina. Esto su-
cede al reaccionar la funcién en C-terminal del aminoacido o
grupo peptidico con la funcidén complementaria en el soporte de
resina. La parte N-terminal del aminodcido o grupo peptidico
estd enmascarada para prevenir reacciones adversas no desea-
das. Es deseable que el aminodcido o grupo peptidico también
incluya proteccién de la cadena lateral. A continuacién, se
unen sucesivos aminodcidos o grupos peptidicos al material
peptidico unido al soporte hasta que el péptideo de interés se
haya formado. La mayoria de éstos también incluyen proteccién
de cadenas laterales de acuerdo con las préacticas convenciona-
les. Con cada acoplamiento sucesivo, se elimina el grupo de
enmascaramiento en el extremo N-~terminal del material peptidi-
co unido a la resina. Este se hace reaccionar con el extremo
C-terminal del siguiente aminoacido, cuyo extremo N-terminal
esta enmascarado. El producto de la sintesis en fase sdélida es

asi un péptido unido a un soporte de resina.
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.Puede utilizarse cualquier tipo de soporte adecuado en la
practica de la sintesis de péptidos en fase sélida. En las
realizaciones preferidas, el soporte comprende una resina que
puede elaborarse a partir de uno o méds polimeros, copolimeros
0 combinaciones de polimeros como poliamida, polisulfamida,
polietilenos sustituidos, polietileneglicol, resinas fenéli-
cas, polisacadridos o poliestireno. El soporte polimérico puede
ser también cualquier sdélido que sea suficientemente insoluble
e inerte en los solventes utilizados en las sintesis de pépti-
dos. El soporte sdélido normalmente incluye una porcién de
unidén a la que el péptido creciente se acopla durante la sin-
tesis y que puede ser escindido bajo las condiciones deseadas
de liberacién del péptido del soporte. Los soportes sélidos
adecuados pueden ser enlazantes que sean fotoescindibles, es-
cindibles con TFA, escindibles con HF, escindibles con ion
fluoruro, escindibles reductivamente, escindibles con Pd(O),
escindibles con nucleéfilos o escindibles con radicales. Las
porciones de unién preferidas son escindibles bajo condiciones
en las que los grupos de las cadenas laterales del péptido es-
cindido aﬁn estén sustancialmente protegidos en su totalidad.

En un método de sintesis preferido, los fragmentos de
péptido intermediarios se sintetizaron en un soporte sélido
sensible al &cido que incluye grupos tritilo, y mads preferi-
blemente en una resina que incluye grupos tritilo gue tienen
grupos cloro expuestos, pdr ejemplo una resina de cloruro de
2-clorotritilo (2-CTC) (Barlos et al. (1989) Tetrahedron Let-
ters 30(30):3943-3946). Los ejemplos también incluyen la resi-
na de cloruro de tritilo, resina de cloruro de 4-metiltritilo,
resina de cloruro de 4-metoxitritilo, resina de 4-aminobutan-
1-o0l 2—clorotritilo,' resina de 4-aminometilbenzoil 2-
clorotritilo, resina de 3-aminopropan-1-ol 2-clorotritilo, re-

sina de A&cido bromoacético 2-clorotritilo, resina de &cido
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cianoacético 2-clorotritilo, resina de &cido 4-cianobenzoico
2-clorotritilo, resina de glicinol 2-clorotritilo, fesina de
dcido propidénico 2-clorotritilo, resina de etilenglicol 2-
clorotritilo, resina de N-Fmoc hidroxilamina 2-clorotritilo,
resina de hidrazina 2-clorotritilo. Algunos soporteé sélidos
preferidos incluyen el poliestireno, que puede co-
polimerizarse con divinilbenceno para formar el material de
soporte al que se pueden an;lar los grupos reactivos.

Otras resinas que se utilizan en la sintesis en fase sé-
lida incluyen las resinas “Wang”, que comprenden un copolimero
de estireno y divinilbenceno <con grupos de anclaje 4-
hidroximetilfenil-oximetilo (Wang, S.S. 1973, J. Am. Chem.
Soc.) Y las resinas de acido 4-hidroximetil-3-
metoxifenoxibutirico (Richter et al. (1994}, Tetrahedron Let-
ters 35(27):4705-4706). Las resinas de Wang, cloruro de 2-
clorotritilo y 4-hidroximetil-3-metoxifenoxi &cido butirico
pueden obtenerse de, por ejemplo, Calbiochem-Novabiochem
Corp., San Diego, California.

Para preparar una resina para la sintesis en fase sdélida,
la resina puede prelavarse en solvente(s) adecuado(s). Por
ejemplo, una resina de fase sdlida como la resina 2-CTC se
aflade a una camara peptidica y se prelava con un solvente ade-
cuado. El solvente de prelavado puede elegirse en funcién del
tipo de solvente (o mezcla de solventes) que se utilizan en la
reaccidén de acoplamiento, o viceversa. Los solventes que son
adecuados para el iavado, y también para la posterior reaccidn
de acoplamiento incluyen el diclorometano (DCM), dicloroetano
(DCE), dimetilformamida (DMF’ y similares, asi como las mez-
clas de estos reactivos. Otros solventes utiles incluyen el
DMSO, piridina, cloroformo, dioxano, tetrahidrofurano, acetato
de etilo, N-metilpirrolidona y mezclas de los mismos. En algu-

nos casos el acoplamiento puede realizarse en un sistema de
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solvente binario, como una mezcla de DMF y DCM en una propor-
cién en volumen en el rango de 9:1 a 1:9, mds cominmente de
4:1 a 1:4.

La sintesis de la presente invencién preferiblemente se
lleva a cabo en presencia de grupos protectores apropiados a
menos que se especifique de otra manera. La naturaleza y uti-
lizacién de los grupos protectores es bien conocida en la ma-
teria. Generalmente, un grupo protector adecuado es cualqguier
tipo de grupo que pueda ayudar.a prevenir la participacidén del
dtomo o la porcidén al que estd unido, por ejemplo oxigeno o
nitrdégeno, en reacciones no deseadas durante el procesado y la
sintesis. Los grupos protectores incluyen los grupos protecto-
res de cadenas laterales y los grupos protectores amino- o N-
terminal. Los grupos protectores pueden también prevenir la
reaccidén o unién de acidos carboxilicos, tiocles y similares.

Un grupo protector de cadena lateral se refiere a una
porcidén quimica acoplada a la cadena lateral (es decir, un
grupo R en la férmula general de los aminodcidos H,N-C(R) (H) -
COCH) de un aminoidcido que ayuda a prevenir que una porcidn de
la cadena lateral reaccione con los reactivos utilizados en
los pasos de sintesis del pépﬁido, procesado, etc. La elecciédn
de un grupo protector de cadena lateral puede depender de va-
rios factores, por ejemplo, del tipo de sintesis realizada, el
procesado al que se someterd el péptido y el producto interme-
diario o producto final déseado. La naturaleza del grupo pro-
tector de la cadena lateral también depende de la naturaleza
del aminodcido en si. Generalmente, se elige un grupo protec-
tor de cadena lateral que no se elimine durante la desprotec-
cién de los grupos oa-amino durante la sintesis en fase sdélida.
Por lo tanto el grupo protector a-amino y el grupo protector
de la cadena lateral no son normalmente el mismo.

En algunos casos, y dependiendo del tipo de reactivos
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utilizados en la sintesis en fase sélida y del resto de proce-
sado del péptido, puede no ser necesaria la presencia de un
grupo protectocr de la cadena lateral de un aminodcido. Tales
aminoacidos normalmente no incluyen un oxigeno reactivo, ni-
trégeno u otra porcidn reactivé en la cadena lateral.

Ejemplos de grupos protectores de cadenas laterales in-
cluyen acetilo (Ac), benzoilo (Bz), terc—butilo, trifenilmeti-
lo (tritilo), tetrahidropiranilo, éter de bencilo (Bzl) y 2,6-
diclorobencilo (DCB), t-butoxicarbonilo (Boc), nitro, p-
toluenosulfonilo (Tos), adamantiloxicarbonilc, =xantilo (Xan),
bencilo, 2,6-diclorobencilo, metilo, etilo vy éster de t-
butilo, benciloxicarbonilo (Z), 2-clorobencil-oxicarbonilo (2-
Cl-Z), t-amiloxi-carbonilo (RAoc) y los grupos protectores de
tipo uretano aromidticos o alifaticos, los grupos fotolébiles
como el nitro veratrilo oxicarbonilo (NVOC) y los grupos labi-
les al fluoruro como el trimetilsilil oxicarbonilo (TEOC).

Los grupos protectores de cadenas laterales preferidos
para los aminocacidos cominmente utilizados para sintetizar los
péptidos GLP-1 en la practica de la presente invencidén se

muestran en la siguiente Tabla A:

Tabla A:
| Grupo (s) protector(es) de la
Aminoacido
cadena lateral

Aib Ninguno
. Ala Ninguno

Arg Ninguno

Asp éster de t-butilo (OtBu)
Gln tritilo (trt)

Glu OtBu

Gly Ninguno

His tritilo (trt)

Ile Ninguno
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Grupo (s) protector(es) de la
Aminoacido
cadena lateral
Leu Ninguno
Lys t-butiloxicarbonilo (Boc)
Phe Ninguno
Ser v t-butilo (tBu)
anillo oxazolidina entre el
X'7718 (que corres- nitrégeno alfa y el OH de la
ponde a Ser-Ser) Ser mas cercano a C-terminal;
tBu en la otra Ser
Thr ' tBu
Trp Boc
Tyr tBu
Val Ninguno

Un grupo protector amino-terminal incluye una porcién
guimica acoplada al grupo amino alfa de un aminoacido. Normal-
mente, el grupo protector amino-terminal se elimina en una re-
accién de desproteccidédn antes de la adicidén del siguiente ami-
noacido a afiadir a la cadena de péptido creciente, pero puede
mantenerse cuando el péptido se esciﬁde del soporte. La elec-
cidén de un grupo protector amino terminal puede depender de
varios factores, por ejemplo, del tipo de sintesis realizada vy
del producto intermediario o producto final deseado.

Ejemplos de grupos protectores amino-terminales incluyen
(1) los grupos protectores de tipo acilo, como formilo, acri-
lilo (Acr), benzoilo (Bz) y acetilo (Ac); (2) los grupos pro-
tectores de tipo uretano aromatico, como benciloxicarbonilo
(Z) 'y Z sustituido, como p-clorobenciloxi-carbonilo, p-
nitrobenciloxicarbonilo, p-bromobenciloxi-carbonilo, p-
metoxibenciloxicarbonilo; (3) los grupos protectores uretano
alifaticos, como t-butiloxicarbonilo (Boc), diisopropilmetoxi-

carbonilo, isopropiloxicarbonilo, etoxicarbonilo, aliloxicar-
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bonilo; (4) los grupos protectores de tipo uretano cicloalqui-
lo, como 9-fluorenil-metiloxicarbonilo (Fmoc), ciclopentiloxi-
carbonilo, adamantiloxicarbonilo, y ciclohexiloxicarbonilo; vy
(5) los grupos protectores de tipo tiouretano, como feniltio-
carbonilo. Los grupos protectores preferidos incluyen 9-
fluorenil-metiloxicarbonilo (Fmoc) , 2-(4-bifenilil) -
propil (2) oxi-carbonilo (Bpoc}, 2-fenilpropil (2) -oxicarbonilo
(Poc) y t-butiloxicarbonilo (Boc).

La gquimica con Fmoc o parecida a Fmoc es altamente prefe-
rible para la sintesis de péptidos en fase sdélida, consideran-
do que la escisién del péptido resultante en un estado prote-
gido es relativamente fécil de llévar a cabo utilizando agen-
tes de escisidén medianamente acidicos. Este tipo de reacciédn
de escisidén es relativamente limpia en términos de productos
secundarios resultantes, impurezas, etc., haciendo que sea
técnicamente y econdémicamente factible 1la recuperacién del
péptido a gran escala a partir de ambos lavados de expansién y
contraccién, aumentando el rendimiento. Tal y como se utiliza
aqui, “a gran escala” referido a la sintesis de péptido inclu-
ye generalmente la sintesis de péptidos en el rango de al me-
nos 500 g, y més preferiblemente al menos 2 kg, por lote. La
sintesis a gran escala se realiza normalmente en recipientes
de reaccidén grandes, como un tanque de reaccién de acero, que
puede acomodar cantidades de los reactivos comoc las resinas,
solveﬁtes, aminodcidos, reactivos para las reacciones de aco-
plamiento y.de desproteccidén, que se ajustan para permitir la
produccidén de péptidos en el rango de ente kilogramos y tone-
ladas.

De forma adicional, el grupo protector Fmoc puede escin-
dirse selectivamente de un péptido en relacién a los grupos
protectores de la cadena lateral, de forma que la proteccidén

de la cadena lateral permanece en su lugar cuando se escinde
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el Fmoc. Este tipo de selectividad es importante durante el
acoplamiento de aminodcidos para minimizar las reacciones de
la cadena lateral. De forma adicional, los grupos protectores
de la cadena lateral pueden escindirse de forma selectiva para
eliminarlos respecto al Fmoc, permaneciendo el Fmoc en su lu-
gar. Los esquemas de purificacidén descritos en profundidad a
continuacién se basan de forma muy ventajosa en esta ultima
selectividad.

La reaccidén de acoplamiento en fase sélida puede reali-
zarse en presencia de uno o mads compuestos gue aumenten o me-
joren la reaécién de acoplamiento. Los compuestos que pueden
incrementar la tasa de reaccién y reducir la tasa de reaccio-
nes secundarias incluyen las sales de fosfonio y uronio que en
presencia de una -base terciaria, por ejemplo diisopropiletila-
mina (DIEA) y trietilamina (TEA), pueden convertir los amino&-
cidos protegidos en especies activadas (por ejemplo, BOP, Py-
BOPO, HBTU y TBTU, todas generan ésteres de HOBt). Otros reac-
tivos ayudan a prevenir la racemizacién proporcionando un re-
activo de proteccidén. Estos reactivos incluyen las carbodiimi-
das (por ejemplo, DCC o WSCDI) con un nucleéfilo auxiliar afa-

dido (por ejemplo, 1l-hidroxi-benzotriazol (HOBt), 1-hidroxi-

azabenzotriazol (HOAt) o HOSu). También puede utilizarse el

método de anhidrido mezclado, que utiliza cloroformato de iso-
butilo, con o sin un nucledéfilo auxiliar afiadido, asi éomo el
método de azida, debido a la baja racemizacidén asociada con
¢l. Estos tipos de compuestos pueden también aumentar la tasa
de acoplamientos mediados por carbodiimida, asi como prevenir
la deshidratacién de los residuos Asn y Gln.

Después de determinar la finalizacién del acoplamiento,
la mezcla de reaccidén de acoplamiento se lava con un solvente
y el ciclo de acoplamiento se repite para cada uno de los re-

siduos de aminodcido subsiguientes del material peptidico. Pa-
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ra acoplar el siguiente aminocdcido, normalmente se logra la
eliminacién del grupo protector en N-terminal (por ejemplo, un
grupc Fmoc) del material unido a la resina mediante el trata-
miento con un reactivo que incluye un 20-50% (en base al peso)
de piperidina en un solvente como la N-metilpirrolidona (NMP)
o dimetilformamida (DMF). Tras la eliminacién del grupo pro-
tector de Fmoc, normalmente se realizan varios lavados para
eliminar los productos secundarios residuales de la piperidina
y el Fmoc (como dibenzofulveno y su aducto de piperidina).

Los siguientes aminodcidos pueden utilizarse en un exceso
estequiométrico de aminodcidos en relacidén al factor de carga
del material peptidico en el soporte de resina. Generalmente,
la cantidad de aminodcidos utilizados en el paso de acopla-
miento es al menos equivalente al factor de carga del primer
aminoacido en la resina (1 equivalente o més). Preferiblemente
la cantidad de aminoadcidos utilizados en el paso de acopla-
miento es de al menos 1,3 equivalentes (0,3 de exceso) o mas,
y mas preferiblemente alrededor de 1,5 equivalentes (0,5 de
exceso) o méas. En algunos casos, por ejemplo, el paso de aco-
plamiento utiliza una cantidad de equivalentes de aminodcido
en el rango de entre 1 y 3.

Tras el ciclo final de acoplamiento, la resina se lava
con un solvente como NMP, y después se lava con un segundo
solvente inerte como el DCM. Para eliminar el material pepti-
dico sintetizado de la resina, se lleva a cabo un tratamiento
de escisidén de forma que el material peptidico escindido toda-
via tiene suficientes grupos protectores de la cadena lateral
y terminal. La permanencia de los grupos protectores en sﬁ lu-
gar ayuda a prevenir acoplamientos no deseados u otras reac-
ciones no deseables de los fragmentos de péptido durante o
tras la escisién de la resina. En el caso de utilizar Fmbc o)

un reactivo similar para sintetizar el péptido, se puede con-
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seguir una escisién protegida de cualquier forma deseada, por
ejemplo utilizando un reactivo &cido relativamente débil como
el acido acético o TFA diluido en un solvente como el DCM.
Normalmente se utiliza TFA en DCM entre un 0,5 y 10 por ciento
en peso, preferiblemente entre 1 y 3 por ciento en peso. Véa-
se, por ejemplo, la Pat. Estadounidense N° 6.281.335.

Los pasos de escisidn del fragmento de péptido interme-
diario de la resina en fase s6lida pueden darse de forma simi-
lar a las de un proceso de ejemplo como sigue. No obstante,
puede wutilizarse cualquier proceso adecuado que escinda de
forma efectiva el fragmento de péptido intermediario de la re-
sina. Por ejemplo, pueden afiadirse aproximadamente de 5 a 20,
preferiblemente alrededor de 10 volumenes de un solvente que
contenga un reactivo de escisién acidico al recipiente que
contiene el material peptidico unido a la resina. La resina,
normalmente en forma de cuentas, queda sumergida en el reacti-
vo como consecuencia. La reaccidén de escisidn sucede cuando el
contenido liquido se agita a una temperatura adecuada durante
un periodo de tiempo adecuado. La agitacidén ayuda a evitar la
aglutinacién de las cuentas. Las condiciones de tiempo y tem-
peratura adecuadas dependerdn de varios factores como el reac-
tivo &cido que se vaya a utilizar, la naturaleza del péptido,
la naturaleza de la resina y similares. Como una guia general,
sera adecuada una agitacién de entre alrededor de ~15°C y al-
rededor de 5°C, preferiblemente entre alrededor de -10°C y al-
rededor de 0°C durante entre alrededor de 5 Ininutoé y dos
horas, preferiblemente durante entre alrededor de 25 minutos y
alrededor de 45 minutos. El tiempo de escisidén puede estar en
el rango de alrededor de 10 minutos a alrededor de 2 horas o
incluso tanto como un dia. La escisidén se lleva acabo desea-
blemente en dicho rango de temperaturas frias para acomodar la

reaccidén exotérmica que normalmente ocurre durante la reac-
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cidén. Ademés, la temperatura baja de la reaccién de escisidn
evita que los grupos protectores de las cadenas laterales sen-
sibles al &cido, como los grupos tritilo, sean eliminados en
esta fase. |

Al final del tratamiento de escisidén, la reaccidn se de-
tiene. Esto se puede lograr, por ejemplo, combinandoc el reac-
tivo de escisién con una base adecuada, como la piridina o si-
milares, y continuando la agitacidén durante un periodo adicio-
nal de entre 5 minutos y 2 horas, preferiblemente entre alre-
dedor de 20 minutos y alrededor de 40 minutcs. Afladir la base
y continuar con la agitacién provoca un aumento de temperatura
del contenido del recipiente. Al final de la agitacidén, el
contenido del recipiente puede estar a una temperatura en el
rango de entre alrededor de 0°C y alrededor de 15°C, preferi-
blemente entre alrededor de 5°C y alrededor de 10°C.

Los factores como la expansién y contraccidén de la resina
para mejorar aspectos de la recuperacidén del péptido puede in-
corporarse opcionalmente en el proceso global de sintesis. Es-
tas técnicas se describen, por ejemplo, en la Publicacién de
Pat. Estadounidense N° 2005/0164912 Al.

En algunos aspectos; los fragmentos de péptido escindido
pueden prepararse para un acoplamiento en fase en solucidén a
otros fragmentos de péptido y/o aminodcidos. Las reacciones de
acoplamiento de péptidos en fase en solucidén se revisan en,
por ejemplo, New Trends in Peptide Coupling Reagents; Alberi-
cio, Fernando; Chinchilla, Rafael; Dodsworth, David J.; y Na-
jera, Carmen; Organic Preparations and Procedures Internatio-
nal (2003), 33(3), 203-303.

El acoplamiento de los fragmentos de péptido intermedia-
rios con otros fragmentos o aminodcido(s) en la fase en solu-
cién puede llevarse a cabo utilizando reactivos de acoplamien-

to in situ, por ejemplo hexafluorofosfato de 2-(1H-
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benzotriazol-1-il)tris(dimetilamino)fosfonio (BOP), hexafluo-
rofosfato de o-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrame-tiluronio
(HBTU) , hexafluorofosfato de o-(7-azobenzotria-zol-1-il) -
1,1,3,3-tetrametiluronio (HATU) , diciclohexilcarbodiimida
(DCC), carbodiimida soluble en agua (WSCDI) o tetrafluorobora-
to de o~ (benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetra-metiluronio
(TBTU) . Otras técnicas de acoplamiento utilizan ésteres acti-
vos preformados como la hidroxisuccinimida (HOSu) y ésteres de
p-nitrofenol (HONp), anhidridos simétricos preformados, an-
hidridos no simétricos como N-carboxianhidridos (NCAs) o halu-
ros de A&cido como el fluoruro de acilo, asi como el cloruro de
acilo.

Un sclvente de acoplamiento adecuado puede utilizarse en
la reaccidén de acoplamiento en fase en solucidén. Se entiende
que el(los) solvente(s) de acoplamiento utilizado(s) puede
afectar al grado de racemizacién del enlace peptidico formado;
la.solubilidad del péptido y/o fragmentos peptidicos; y a la
tasa de la reaccidn de acoplamiento. En algunas realizaciones,
el solvente de acoplamiento incluye uno o mads reactivos misci-
bles en agua. Ejemplos de solventes miscibles en agua inclu-
yen, por ejemplo, DMSO, piridina, cloroformo, dioxano, te-
trahidrofurano, acetato de etilo, N-metilpirrolidona, dimetil-
formamida, dioxano o mezclas de los mismos.

En otras realizaciones, la reaccidén de acoplamiento puede
incluir uno o mas reactivos no miscibles en agua. Un ejemplo
de solvente no miscible en agua es el cloruro de metileno. En
estas realizaciones, él solventé no miscible en agua es prefe-
riblemente compatible con la reaccién de desproteccién; por
ejemplo, si se utiliza un solvente no miscible en agua, prefe-
riblemente no afectard de forma adversa a la reaccién de des-

proteccidn.

Tras la formacién del péptido 11, el producto puede some-
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terse a la desproteccidn, purificacién, liofilizacidén, poste-
rior procesado (por ejemplo, reaccién con otro péptido para
formar una proteina de fusién), combinaciones de estos y/o si-
milares, como se prefiera.

Por ejemplo, de acuerdo con la invencién, los grupos pro-
tectores de cadenas laterales estdn normalmente retenidos en
los fragmentos de péptido intermediarios a lo largo de la sin-
tesis en fase sélida y también a través de las reacciones de
acoplamiento en fase en solucién. Generalmente, tras finalizar
el'paso de acoplamiento en fase en solucidén, se pueden reali-
zar uno o més pasos de desprotecciédn para eliminar uno o méas
grupos protectores del péptido.

La eliminacidén de grupos protectores de cadenas laterales
mediante la desproteccién global normalmente utiliza una solu-
cién de desproteccidén que incluye un agente acidolitico para
escindir los grupos protectores de las cadenas laterales. Los
reactivos acidoliticos utilizados cominmente para la despro-
teccidén global incluyen el &cido trifluorocacético puro (TFA),
HCl, &cidos de Lewis como BF3Et;0 o Mes3SiBr, &cido fluorhidrico
liquido (HF), bromuro de hidrégeno (HBr), acido trifluorometa-
nosulfénico y combinaciones de los mismos. La solucidén de des-
proteccidén también incluye uno o més neutralizadores de catio-
nes adecuados, por ejemplo,. ditiotreitol (DTT), anisol, p-
cresol, etanoditiol o sulfuro de dimetilo. La solucidn de.desf
proteccién también puede incluir agua. Tal y como se utiliza
aqui, las cantidades de reactivos presentes en la composicidn
de desproteccidén se expresan normalmente en una proporcidn, en
la que la cantidad de un componente individual se expresa como
un numerador en "partes", como "partes de peso" o "partes de
volumen" y el denominador es el numero de partes totales en la
composicidén. Por ejemplo, una solucidén de desproteccidn que

contiene TFA: H,0: DTT en una proporcidén de 90:5:5 (peso/ pe-
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.80/ peso) posee TFA a 90/100 partes en peso, H,0 a 5/100 par-

tes en peso, y DTT a 5/100 partes en peso.

En algunas realizaciones, la reaccidén de desproteccién
puede realizarse con una cantidad del agente acidolitico, pre-
feriblemente TFA, en la composicién de desproteccién que es
superior a 90/100 partes en peso. Otras composiciones de des-
proteccidén preferidas incluyen una cantidad de agente acidoli-
tico en una proporcidédn de 93/100 partes en peso o superior, o
en una cantidad en el rango de entre 93/100 partes en peso y
95/100 partes en peso.

La precipitacidén se realiza normalmente utilizando un
éter, por ejemplo, dietil éter o MTBE (Metil Terc Butil Eter).
Tras la precipitacidén, preferiblemente se aisla el péptido vy
se seca antes de combinarse con otros ingredientes, liofili-
zarse, empaquetarse, almacenarse, procesarse y/o manipularse
de otro modo. Esto se puede lograr de cualquier forma adecua-
da. De acuerdo con una aproximacién adecuada, el péptido se
recoge mediante filtracidén, se lava mediante generosos lavados
con MTBE para reducir el contenido final de sales hasta un ni-
vel adecuado y después se seca.

La presente invencidén también proporciona técnicas ﬁtiles
para purificar un amplio rango de péptidos, que incluye los
péptidos GLP-1 y sus homblogos.

Un proceso de purificacién particularmente preferido in-
volucra al menos dos pasos de purificacién a tfavés de medio
cromatografico, en que al menos el primer paso ocurre a un
primer pH y al menos un segundo paso ocurre a un segundo pH.
Més preferiblemente, el primer paso ocurre a un pH acidico,
mientras que el segundo paso ocurre a un pH basico. En reali-
zaciones preferidas, ocurre al menos un paso bajo condiciones
acidicas previamente a un paso bajo condiciones bésicas. Una

forma ilustrativa de poner en practica esta aproximacién de
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purificacidén se describe en el contexto ilustrativo de la pu-
rificacién del péptido 11 completamente protegido resultante
del esquema 10 que se muestra en la Fig. 1. Inicialmente, el
péptido esta totalmente desprotegido. Tanto los grupos protec-
tores de las cadenas laterales como de N-terminal se han es-
cindido. Se 1llevé a cabo un primer paso cromatografico en un
gradiente de agua/ ACN (acetonitrilo), utilizando suficiente
TFA para proporcionar un pH de entre alrededor de 1 y 5, pre-
feriblemente de alrededor de 2. Entonces se lleva a cabo un
segundo paso en un gradiente de agua/ ACN utilizando un poco
de amoniaco y/o acetato aménico o similares, para proporcionar
un pH de entre alrededor de 8 y 9, preferiblemente de entre
8,5y 8,9.

Los valores de pH, ya sean acidos o basicos, promueven la
uniformidad, en el sentido que especies idénicas uniformes es-
tdn presentes en cada caso. Asi, el pH acidico deseado es su-
ficientemente bajo para que sustancialmente todos los residuos
de aminoacido en el material peptidico estén protonados. El pH
basico deseado es suficientemente alto para que sustancialmen-
te todos los residuos de aminoadcido en el material peptidico
estén desprotonados. La cromatografia A&acida y béasica .puede
llevarse a cabo en cualquier orden. Es conveniente realizar la
cromatografia bdsica al final cuando el acetato de péptido es
el producto deseado considerando que el acetato pueda ser el
producto de la cromatografia.

Los principios de la presente invencidén se ilustraran en
detalle a continuacidén mediante los siguientes ejemplos ilus-
tratives. A partir de este momento, los porcentajes y propor-
ciones estdn expresados en volumeﬁ a menos que se especifique

de otra manera.
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proteccién de Fmoc en N-terminal y proteccién de la cadena la-

teral en la His y Glu.

A.Preparacién de

Inicialmente, se

Gly. Las cantidades de reactivos utilizados se listan en la

siguiente tabla:

la resina de 2CTC cargada con Fmoc-Gly

preparé la resina 2CTC cargada con Fmoc-

Obtencidén de la resina de Fmoc-Gly-2-Clorotritilo

Materiales

PM

Eg

mmol

gramos

resina de cloruro

de 2-Clorotritilo

52,24

35,06

mL

Fmoc-Gly-OH

297,3

1,0

13,06

3,88

Diisopropiletilami-

129,25

2,35

30,72

3,97

na (DIEA)

Dimetilformamida 1270

(DMF)

Diclorometano (DCM) 1785

metanol: DIEA 9:1 350

en volumen

Isopropanol (IPA) 1050

La resina de 2-CTC se cargd en un reactor peptidico de
500 mL y se expandidé con 400 mL de DCM durante 30 min. a 25°C.
El lecho se drené y se afiadié una solucién de Fmoc-Gly-OH vy
DIEA en 8 volumenes de DMF: DCM (87,5:12,5). La mezcla se agi-
té bajo nitrégeno durante 2 horas a una temperatura de 25°C.

El lecho se drendé y se lavd una vez con 350 mL de DMF vy
una vez con 175 mL de DMF. Posteriormente, los sitios activos
restantes en la resina de 2-CTC se protegieron en el extremo
con 350 mL de solucién MeOH: DIEA (9:1) durante 1 hora. El le-
cho se drend,

se lavé con 250 mL de DMF dos veces y después

con 350 mL de DCM cuatro veces. La resina se contrajo mediante
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lavados con 3 X 350 mL de IPA. La resina se secd hasta peso
constante para proporcionar 38,20 g de resina cargada. El ana-
lisis mostré un factor de carga de 0,18 mmol/ g.

B. Sintesis en fase sélida

La sintesis en fase sélida se llevd a cabo comenzando con
20,0 g de resina de 2-CTC cargada con Fmoc-Gly a 0,18 mmol/ g
como se prepard en la Parte A de este Ejemplo 1. La resina se
expandié en DCM (200 mL) durante 30 min. a 25°C. El solvente
DCM se drendé y la resina se lavd tres veces con NMP (5 wvol.
cada lavado).

La resina se tratd entonces dos veces con piperidina al

20

oe

en volumen en NMP (5 vol. cada tratamiento) para eliminar
los grupos protectores de Fmoc. Tras el segundo tratamiento
con piperidina al 20% /NMP, la resina se lavd cinco veces con
NMP (5 vol. cada lavado) hasta una prdeba de cloranilo negati-
va.

Para preparar la solucidén de acoplamiento, se pesaron el
aminodcido (2,85 equiv.) y 6-cloro-l-hidroxibenzotriazol (6-
Cl1-HOBT, 2,85 equiv.), se disolvieron en 2,55 volumenes de NMP
y después se combinaron con DIEA (3,25 equiv.) a entre 5°C vy
10°C. E1 TBTU (2,85 equiv.) se disolvidé en 1,3 volumenes de
NMP a entre 5°C y 10°C. Entonces se combinaron las dos solu-
ciones. La solucidén resultante se afiadié al recipiente de re-
accidn. El recipiente se enjuagd con 1,3 volumenes de DCM afia-
dido al feactor, que se agitd entonces durante 2-3 horas a en-
tre 25°C y 27°C. La muestra se extrajo para un ensayo Kaiser
para comprobar la finalizacién de la reaccidén. Si 1la reaccién
de acoplamiento resultaba incompleta tras 3 horas (ensayo Kai-
ser positivo), el recipiente de reac;ién se drenaba y se rea-
lizaba un re-acoplamiento con una nue&a solucién de aminodcido
activado. Tras completar la reaccién de acoplamiento, la solu-

cién de acoplamiento se drendé y la resina se lavé con NMP 4

Se.



10

15

20

-47 -

veces (5 vol. cada lavado). La eliminacién del grupo protector
Fmoc y el ciclo de reaccién de acoplamiento se repitid para
los restantes aminodcidos en el fragmento (es decir, en el or-
den de Glu(OtBu)- Aib- His(trt)).

Debido a la dificultad de la reaccidén de acoplamiento en-
tre la Fmoc-His(trt)-OH activada y la H-Aib-Glu(OtBu)-Gly-2-
CTC, y la inestabilidad de la Fmoc-His(trt)-OH activéda, se
forz6é la finalizacidén de la reaccidén de acoplamiento mediante
el drenaje de la solucidén de reaccidn tras una hora y reali-
zando inmediatamente la reaccidén de re-acoplamiento con una
segunda nueva solucidén activada de Fmoc-His (trt)-OH.

Todos los reactivos utilizados en la Parte B de este

ejemplo se listan en la siguiente tabla:

Aminodci- g 6-Cl- DIEA NMP TBTU NMP , DCM Tiempo
do HOBT (g) (mL) (q) (mL) (mL) de éco—
(9) pla-

miento
(min.)

Glu (OtBu) 4,34 1,76 1,55 51,0 3,28 26,0 26,0 | 150

Aib 3,36 1,76 1,51 51,0 3,29 26,0 26,0 | 155

His(trt) 6,32 1,78 1,56 51,0 3,29 26,0 26,0 | 60

reacopla-

miento

His (trt) 6,32 1,79 1,56 51,0 3,29 26,0 26,0 92

El fragmento peptidico unido a la resina se lavd con NMP
(5 vol.) 4 veces, DCM (6 vol.) 5 veces e IPA (5 vol.) 3 veces.
La resina contraida se secd entonces a 35°C al vacio para pro-
porcionar 22,58 g de resina con péptido unido a la resina.

C. Escisién del fragmento protegido de la cadena lateral
y Fmoc de la resina

La resina obtenida en la Parte B anterior se expandidé en

DCM (12,5 volumenes en relacidén al peso de la resina utiliza-

s3



10

15

20

-48 -

da; 12,5 ml de DCM por g de resina o 12,5 litros por kg) du-
rante 30 min. a 25°C y después se lavd con DCM 2 veces (6,25
vol. cada lavado) para eliminar cualquier residuo de NMP. La
resina se enfridé con el Ultimo lavado de DCM hasta -5°C. El
DCM se drendé y se afiadidé una solucidén fria de TFA/ DCM al 1%
(10 vol. a entre -5°C y -10°C) y se agité durante 30 min. a
0°C. Se anadié piridina (1,3 equiv. de TFA) al reactor para
neutralizar el TFA. La solucidén de escisidn se separd por fil-
tracidn y se recogid en un recipiente. Mientras el recipiente
se célentaba hasta 25°C, 'la resina se lavd con DCM 7 veces
(7,5 vol.). Los lavados se combinaron con la solucién de esci-
sidén. La solucidén de escisidén de DCM se combind con agua (7,5
vol.). La mezcla resultante se destild bajo presidédn reducida
para eliminar el DCM (350 torr a 28°C). El fragmento peptidico
se separd del agua por precipitacién cuando se elimind el DCM.
El fragmento se lavd con agua y se secd a 30°C-35°C al vacio.
Se obtuvieron un total de 4,73 g de Fmoc- (Aib®)GLP-1(7-10)~OH.

Ejemplo 2

A. Preparacién de la resina de 2-CTC cargada con Fmoc-Gly

Se preparé la resina de 2-CTC cargada con Fmoc-Gly. Las

cantidades de reactivos utilizados se listan en la siguiente

tabla:
Preparacién de la resina de Fmoc-Gly-2-Clorotritilo
Materiales PM Eq. mmol gramos | mL
resina de cloruro de 2-|- - 59,66 40,04 -
clorotritilo
Fmoc-Gly-OH 297,3 1,0 29,84 8,87 . |-
Diisopropiletilamina 129,25 | 1,67 | 49,90 6,45
(DIEA)
Dimetilformamida (DMF) 1580
Diclorometano (DCM) 1840
Metanol: DIEA 9:1 ' 390

549
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Isopropanol (IPA) 1050

La resina de 2-CTC se cargd en un reactor peptidico de
500 mL y se expandié con 400 mL de DCM durante 30 min. a 25°C.
La resina se drend y se afiadidé una solucidén de Fmoc-Gly-OH vy
DIEA en 8 volumenes de DMF: DCM (87,5:12,5). La mezcla se agi-
té bajo nitrdgeno durante 2 horas a una temperatura de 25°C.

El lechc de resina se drend y se lavd una vez con 400 mL
de DMF y una vez con 200 mL de DMF. Posteriormente, los sitios
activos restantes en la resina de 2-CTC se protegieron en el
extremo con 390 mL de solucidén de MeOH: DIEA (9:1 en volumen)
durante 1 hora. El lecho se drend de nuevo, se lavd con 350 mL
de DMF dos veces, y se lavé con 350 mL de DCM cuatro veces. La
resina se contrajo entonces mediante lavados con 3 X 350 mL de
iPA. La resina se secd a 35°C al vacio hasta un peso constante
para proporcionar 48,51 g de resina cargada. El1 analisis mos-
tré un factor de carga de 0,54 mmol/ g.

B. Sintesis en fase sélida

La sintesis en fase sélida se llevd a cabo comenzando con
27,59 g de resina de 2-CTC cargada con Fmoc-Gly a 0,54 mmol/

g. La resina se expandié en DCM (300 mlL) durante 30 min. a

25°C. El solvente de DCM se drend y la resina se lavd tres ve-

ces con NMP (5 vol. cada lavado).

La resina se tratdé entonces dos veces con piperidina al
20% en volumen en NMP (5 vol. cada tratamiento) para eliminar
los grupos protectores Fmoc. Tras el segundo tratamiento con
piperidina al 20%/ NMP, la resina se lavd seis veces con NMP
(5 vol. cada lavado) hasta una prueba de cloranilo negativa.

Para preparar la solucién de acoplamiento, se pesaron el
aminoacido (1,7 equiv.) y el 6-cloro-l-hidroxibenzo-triazol
(6-C1-HOBT, 1,7 equiv.), se disolvieron en 4,6 volumenes de
NMP y después se combinaron con DIEA (1,9 equiv.) a entre 5°C

y 10°C. E1 TBTU (1,7 equiv.) se disolvidé en 2,28 volumenes de
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NMP a entre 5°C y 10°C. Entonces se combinaron las dos solu-
ciones. La solucidén resultante se afiadié al recipiente de re-
accidén. El recipiente se enjuagd con los 2,28 volumenes de DCM
afiadidos al reactor, que se agitéd enfonces durante 2-3 horas a
25°C-27°C. Se extrajo una muestra para un ensayo Kaiser para
comprobar la finalizacidén de 1la reaécién. Tras completar la
reaccidén de acoplamiento, se drend la solucidn de acoplamiento
y la resina se lavdé con NMP 4 veces (5 vol. cada lavado). La
eliminacién del grupo Fmoc y el ciclo de reaccidén de acopla-
miento se repitieron para los restantes aminocdcidos del frag-
mento (es decir, en el orden Glu(OtBu)- Aib- His(trt)).

Todos los reactivos utilizados en este ejemplo se listan

en la siguiente tabla:

Aminodcido | g 6-Cl- | DIEA NMP TBTU NMP DCM T. de
HOBT (g) (mL) (g) (mL) (mL) | acopla-

(g9) ' miento

(min.)

Glu(OtBu) 10,79 { 4,24 |2,67 |127 8,13 |63 63 156

Aib 8,26 4,32 | 3,73 | 125 8,14 |65 65 180

His(trt) 15,68 | 4,31 |3,69 |125 8,12 | 65 65 180

C. Escisién del fragmento de la resina

La resina obtenida se lavdé con NMP (5 vol.) 6 veces y
después con DCM (6 vol.) 8 veces para eliminar el residuo de
NMP. La resina se enfrié en el Gltimo lavado con DCM hasta -
5°C. Después del drenaje de DCM, se anadié una solucién fria
(entre -5°C y -10°C) de TFA al 1%/ DCM (10 vol.), y la mezcla
resultante se agitdé durante 30 min. a 0°C. Se cargd piridina
(1,3 equiv., de TFA) en el reactor para neutralizar el TFA. La
solucidén de escisidén se recogidé en el recipiente. Mientras el
recipiente se calentaba hasta 25°C, la resina se lavé con DCM
(7,5 vol.) 11 veces y se afadidé a la solucidén de escisién. La

solucién de DCM se combind con agua (10 vol.). La mezcla re-
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sultante se destild bajo presién reducida para eliminar el DCM
(350 torr a 28°C). El1 fragmento se separd del agua por preci-
pitacidén cuando se elimindé el DCM. El1 fragmento se lavd con
agua y se secd a 30°C~35°C al vacio. Se obtuvieron un total de
11,12 g de Fmoc—(Aibs)GLP—l(7~10)—OH (rendimiento del 78,8%).

Ejemplo 3

A.Preparacién de la resina de 2-CTC carga&a con Fmoc-Gly

Se prepard la resina de 2—CTC‘cargada con Fmoc-Gly. Las
cantidades de reactivos utilizados se listan en la siguiente

tabla:

Preparacién de la resina de Fmoc-Gly-2~Clorotritilo

Materiales PM Eqg. mmol gramos | mL

Resina de cloruro de |- - 60,88 | 40,86 |-

2-Clorotritilo

Fmoc-Gly-OH 297,3 1,0 42,58 12,66 -

Diisopropiletilamina 129,25 | 1,48 63,21 8,17

(DIEA)
Dimetilformamida 1380
(DME)
Diclorometano (DCM) 1840
Metanol: DIEA 9:1 390
Isopropanol (IPA) 1000

La resina de 2-CTC se cargd en un reactor peptidico de
500 mL y se expandidé con 400 mL de DCM durante 30 min. El le-
cho se drend y se afiadidé una solucidén de Fmoc-Gly-OH y DIEA en
8 volumenes de DMF: DCM (87,5: 12,5). La mezcla se agitd bajo
nitrégeno durante 2 horas a una temperatura de 25°C.

El lecho se drend y se lavdé una vez con 400 mL de DMF y
una vez con 200 mL de DMF. Posteriormente, los sitios activos
restantes en la resina de 2-CTC se protegieron en el extremo

con 390 mL de solucidén de MeOH: DIEA (9:1) durante 1 hofa. El
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lecho se drend, se lavd con 350 mL de DMF dos veces y después
con 350 mL de DCM cuatro veces. La resina se contrajo entonces
mediante lavados con 4 X 250 mL de IPA. La resina se secd a
35°C al vacio hasta un peso constante para proporcionar 52,02
g de resina cargada. El andlisis mostré un factor de carga de
0,72 mmol/ g.

B. Sintesis en fase sdélida

La sintesis en fase sélida se llevd a cabo comenzando con
los 24,43 g de resina de 2-CTC cargada con Fmoc-Gly a 0,72
mmol/ g. La resina se expandidé en DCM (25Q mL) durante 30 min.
a 25°C. El solvente de DCM se drené y la resina se lavd tres
veces con NMP (5 vol. cada lavado).

La resina se tratd entonces dos veces con piperidina al
20% en NMP (5 vol. cada tfatamiento) para eliminar los grupos
protectores de Fmoc. Tras el segundo tratamiento con piperidi-
na al 20%/ NMP, la resina se. lavd seis veces con NMP (5 vol.
cada lavado) hasta una prueba de cloranilo negativa.

Para preparar la solucién de acoplamiento, se pesaron el
aminocacido y el‘6—cloro—1—hidroxibenzotriazol (6-C1-HOBT), se
disolvieron en NMP y después se combinaron con DIEA a 10°C-
5°C. E1 TBTU (1,7 equiv.) se disolvid en 2,28 volumenes de NMP
a entre 5°C y 10°C. Entonces se combinaron las dos soluciones.
La solucidén resultante se afiadié al recipiente de reaccidn. El
recipiente se enjuagd con el DCM afiadido al reactor (véanse
las cantidades en la siguiente tabla), que se agitd entonces
durante 2-6 horas a 25°C—27°C. Se extrajo muestra para un en-
sayo Kaiser para comprobar la finalizacidén de la reaccidén. Si
la reaccidén de acoplamiento estaba incompleta tras 3 horas
(ensayo Kaiser positivo), el recipiente de reaccidédn se drenaba
y se realizaba un re—acoplamiento con una nueva solucidn de
aminoacido activado. Tras completar la reaccién de acoplamien-—

to, la solucidén de acoplamiento se drendé y la resina se lavd
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con NMP 4 veces (5 vol. cada lavado). La eliminacién del grupo
protector Fmoc y el ciclo de reaccidén de acoplamiento se repi-
tieron para los restantes aminoacidos del fragmento (es decir,
en el orden de Glu(OtBu)- Aib- His(trt)).

Todos los reactivos utilizados en este ejemplo se .listan

en la siguiente tabla:

Amino- g / Egq 6-Cl- DIEA NMP TBTU NMP DCM T. de
dcido HOBT (g/Eq) | (mL) (g/Eq) | (mL) (mL) acopla
(g/EqQ) miento
(min.)

Glu (OtBu) 12,40 4,95 4,29 145 9,37 70 70 180
/1,65 /1,65 /1,85 /1,65

Aib 9,48 4,96 4,23 140 9,33 70 70 352
/1,65 /1,865 /1,85 /1,65

reacopla-— 4,73 2,48 2,15 72 4,85 36 36 120

miento /0,83 /0,83 /0,92 /0,83

Aib

His(trt) 21,18 5,80 4,99 140 10,098 70 70 180
/1,94 /1,94 /2,14 /1,94

reacopla- 10,80 2,90 2,48 72 5,49 36 36 180

miento /0,97 /0,97 /1,07 /0,97

His(trt)

C. Escisidén del fragmento Fmoc-AA(7-10)-OH de la resina

La resina obtenida se lavdé con NMP (5 vol.) 6 veces y
después con DCM (6 vol.) 7 veces para eliminar la NMP. La re-
sina se enfridé con el Ultimo lavado de DCM hasta -5°C. E1 DCM
se drendé y el lecho de la resina se lavd con una solucidén fria
(entre -5°C y -10°C) de TFA al 1%/ DCM (11,26 vol.) durante 5
min. a 0°C. La solucién de escisién se recogid en el recipien-

te, al que se le habia afiadido piridina (1,3 equiv. de TFA to-
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tal) para neutralizar el TFA. Entonces, se afladié una segunda
porcién de TFA al 1%/ DCM fria (6,14 vol.) al reactor y se
agitd durante 2 min. La segunda solucidén de escisidn se afiadid
de nuevo en el recipiente recolector. Mientras el recipiente
se calentaba hasta 25°C, la resina se lavdé con DCM 9 wveces
(8,2 vol.) y se afiadié a la solucién de escisién. La solucién
de DCM se combind con agua (8,2 vol.). La mezcla resultante se
destildé bajo presién reducida para eliminar el DCM (350 torr a
28°C). El1 fragmento se separd del agua por precipitacidn cuan-
do se eliminé el DCM. El1 fragmento se lavdé con agua y se secd
a 30°C-35°C al vacio. Se obtuvieron un total de 14,02 g de
Fmoc- (Aib%) GLP-1(7-10)-OH (rendimiento del 86,6%) de acuerdo
con el Id. de Sec. N° 7. El ané&lisis mostrdé una pureza del
94,3% AN.

Ejemplo 4 - Sintesis en fase sélida de la cadena lateral

protegida Fmoc- (Aib>®) GLP-1(23-35)-OH

A.Preparacién de la resina de 2-CTC cargada con Fmoc-Aib
Se preparé la resina de 2-CTC cargada con Fmoc-Aib. Las
cantidades de reactivos utilizados se listan en la siguiente

tabla:

Preparacién de la resina de Fmoc-Aib-2-Clorotritilo

Materiales PM Eqg. mmo 1 gramos mL

Resina de cloruro/| - - 59,66 | 40,04 -

de 2-clorotritilo

Fmoc-Aib-0OH 325,5 1,0 14,91 | 4,85 -

Diisopropiletil- 129,25 | 2,39 | 35,20 (4,6l

amina (DIEA)

Dimetilformamida 1480
(DMF)

Diclorometano (DCM) 1840
Metanol: DIEA 9: 1 450

Isopropanol (IPA) ' 1050

&0



10

15

20

25

30

-55-

La resina de 2-CTC se cargd en un reactor peptidico de

500 mL y se expandié con 400 mL de DCM durante 30 min. El le-

cho se drendé y se afiadié una solucidén de Fmoc-Aib-OH y DIEA en

8 volumenes de DMF: DCM (87,5:12,5). La mezcla se agitd bajo
nitrdgeno durante 2 horas a una temperatura de 25°C.

El lecho se drend y se lavd una vez con 400 mL de DMF vy
otra con 200 mL. Posteriormente, los sitios activos restantes
en la resina de 2-CTC se protegieron en el extremo con 400 mL
de solucidén de MeOH: DIEA (9:1) durante 1 hora. El1 lecho se
drené. La resina se lavd una vez con 450 mL de DMF/ MeOH/ADIEA
(4: 0,9: 0,1), una vez con 200 mL de DMF y después cuatro ve-
ces con 350 mL de DCM. La resina se contrajo mediante lavados
con 3 x 350 mL de IPA. La resina se secd hasta peso constante
para proporcionar 45,15 g de‘resina cargada. El1 andlisis mos-
tré un factor de carga de 0,24 mmol/ g.

B. Sintesis en fase sélida

Se cargaron 10,01 g de resina de CTC-2 con Fmoc-Aib con
factor de carga de 0,24 mmol/ g en un recipiente de reaccién vy
se expandieron en DCM (120 mL) durante 30 min. a 25°C. El sol-
vente de DCM se drend, y la resina se lavd tres veces con NMP
(6 vol. cada lavado).

La resina se tratd ehtonces dos veces con piperidina al
5% en NMP (6 vol. cada tratamiento) para eliminar los grupos
protectores Fmoc. Tras el segundo tratamiento con piperidina
al 5%/ NMP, la resina se lavdé cuatro veces con NMP (6 vol. ca-
da lavado).

Para preparar la solucién de acoplamiento, se disolvieron
el aminocacido (1,875 equiv.) y l-hidroxi-benzotriazocl monohi-
drato (HOBT hidrato, 2,07 equiv.) en 3,5 volUmenes de NMP a
5°C-10°C y después se combinaron con una solucién de 16,1 mL
de HBTU (2,0 equiv.) en NMP (1,5 vol.). Después se afiadieron

2,2 ml de DIEA (2,63 equiv.) al recipiente de activacién a

&y
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10°C-5°C. La solucién resultante se transfiridé al recipiente
de reaccién. El1 recipiente de activacién se enjuagd con 1,5
volumenes de DCM afiadido al reactor, que se agitd entonces du-
rante 2 horas a 25°C. El recipiente de reaccidén se drend. La
reaccién de acoplamiento se repitid una vez mds con nueva so-
lucidén de aminodcido activado (1,875 equiv.). Tras completar
la segunda reaccidén de acoplamiento, la solucién de acopla-
miento se drené y la resina se lavé con NMP 4 veces (6 vol.
cada lavado). Después, la eliminacién del grupo Fmoc y el ci-
clo de reaccidén de acoplamiento se repitieron para los restan-
tes aminodcidos en el fragmento (es decir, en el orden de
Lys(Boc)-» Val-s Leu- Trp(Boc)-» Ala-» Ile- Phes Glu(OtBu)-
Lys(Boc)- Ala- Ala- Gln(trt)).

Todos los reactivos utilizados en este ejemplo se listan

en la siguiente tabla:

Reaccidén de acoplamiento de Fmoc-AA(23-35)-OH Ejemplo 1

Aminodci- | g HOBT NMP HBTU | NMP DCM DIEA |T de

do hidra | (mL) (g) (mL) {(mL) {(mL) acopla-
to miento
(9) (min.)

Lys (Boc) 2,12 | 0,76 30,0 41,83 j15,0 (15,0 |1,1 120

reacopla- | 2,12 | 0,76 30,0 11,83 | 15,0 (15,0 |1,1 120
miento

Lys (Boc)

Val 1,53 {0,76 30,0 1,83 |15,0 |15,0 | 1,1 120

reacopla- [ 1,53 | 0,76 30,0 1,83 | 15,0 {15,0 (1,1 120
miento

Val

Leu 1,58 | 0,76 30,0 11,83 15,0 15,0 | 1,1 120

reacopla- | 1,58 | 0,76 30,0 (1,83 | 15,0 (15,0 |1,1 120

miento

Leu
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Trp (Boc) 2,37 (0,76 30,0 {1,83 |{15,0|15,0 |1,1 120
reacopla- | 2,36 | 0,76 30,0 (1,83 |15,0 | 15,0 1,1 120
miento

Trp (Boc)

Ala 1,42 [ 0,76 30,0 (1,83 | 15,0 15,0 |1,1 120
reacopla- | 1,42 | 0,76 30,0 41,83 15,0 |15,0 | 1,1 120
miento

Ala

Ile 1,59 10,76 30,0 (1,83 15,0 15,0 |1,1 120
reacopla- | 1,59 | 0,76 30,0 1,83 (15,0 |15,0 |1,1 120
miento

Ile

Phe 1,74 10,76 30,0 1,83 15,0 | 15,0 |1,1 120
reacopla- [1,74 | 0,76 30,0 1,83 [15,0 15,0 1,1 120
miento

Phe

Glu(OtBu) | 1,93 0,76 30,0 1,83 [15,0 15,0 |1,1 120
reacopla- 1,92 |0,76 30,0 1,83 15,0 115,0 {1,1 120
miento

Glu (OtBu)

Lys (Boc) 2,12 10,76 30,0 (1,83 |15,0 15,0 |1,1 120
reacopla- | 2,11 | 0,76 30,0 (1,83 |15,0 15,0 |1,1 120
miento

Lys (Boc)

Ala 1,41 | 0,76 30,0 {1,83 {15,0|15,0 |1,1 120
reacopla- (1,40 | 0,76 30,0 (1,83 |15,0 (15,0 {1,1 120
miento

Ala

Ala 1,41 10,76 30,0 1,83 [15,0|15,0 1,1 120
reacopla- (1,40 | 0,76 30,0 11,83 {15,0 15,0 | 1,1 120
miento

Ala
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Gln(trt) 2,77 10,76 30,0 1,83 | 15,0 15,0 |1,1 120

reacopla- | 2,76 | 0,76 30,0 1,83 15,0 15,0 |1,1 120

miento

Gln(trt)

La resina obtenida se aisldé lavando 4 &eces con NMP (6
vol.), 4 veces con DCM (6 vol.) y 3 veces con isopropanol
(IPA, 6 vol.). La resina obtenida se secdé a 35°C al vacio. Se
obtuvieron 14,3 g de la resina.

C. Escisién del fragmento intermediario de 1la resina
construida

Se expandieron 6,6 g de la resina obtenida en el paso an-
terior en 10 volumenes de DCM durante 30 min., y se enfrid
hasta -10°C. E1l DCM se drend y se afiadidé una solucién fria de
TFA al 1%/ DCM (12 vol. a entre -5°C y -10°C) y se agitd du-
rante 30 min. a 0°C. La solucidén de escisidén se recogidé en un
recipiente que contenia piridina (2-3 equiv. de TFA). Mientras
se calentaba a 25°C, la resina se agitdé con TFA al 1%/ DCM (10
vol.) durante-S min. y se afiadié piridina (2-3 equiv.). Tras
otros 5 minutos, se recogidé la solucidén. La resina se lavd con
DCM 4 veces (10 vol.). Todos los lavados de DCM se combinaron
con agua (agua/ DCM = 1/4). La mezcla resultante se destild
bajo presidédn reducida para eliminar el DCM (350 torr a 28°C).
El fragmento se separdé del agua por precipitacidén cuando se
eliminé el DCM. El fragmento se lavdé con agua y se secd a
30°C-35°C al vacio. EL procedimiento de escisidén se repitid
una vez mas. Se obtuvieron un total de 2,36 g de Fmoc-(Aib™)
GLP-1(23-35)~-0H (rendimiento del 92 %).

Ejemplo 5

A.Preparacién de la resina de 2-CTC cargada con Fmoc-Aib

Se prepard la resina de 2-CTC cargada con Fmoc-Aib. Las
cantidades de reactivos utilizados se listan en la siguiente

tabla:
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Preparacidén de la resina de Fmoc-Aib-2-Clorotritilo

Materiales PM Equiv. mmo 1l gramos mL

Resina de cloruro de| - - 59,67 40,05 -

2-clorotritilo

Fmoc-Aib-OH 325,5 1,0 14,92 4,85 -

Diisopropiletilamina 129,25 12,35 35,20 4,55

(DIEA)

Dimetilformamida 11280

(DMF)

Diclorometano (DCM) 1840

Metanol: DIEA 9: 1 400

Isopropanol (IPA) : 1050

La resina de 2-CTC se cargd en un reactor peptidico de

500 mL y se expandidé con 400 mL de DCM durante 30 min. El le-

.cho se drendé y se afiadidé una solucidén de Fmoc-Aib-OH y DIEA en

8 volumenes de DMF: DCM (87,5: 12,5). La mezcla se agitd bajo
nitrbgeno durante 2 horas a una temperatura de 25°C.

El lecho se drendé y se lavd con 400 mL de DMF. Posterior-
mente, cualquier sitio activo restante en la resina de 2-CTC
se protegidé en el extremo con 400 mL de solucién de MeOH: .DIEA
(9:1) durante 1 hora. El lecho se drend, se lavd una vez con
400 mL de DMF, una vez con 200 mL de DMF y cuatro veces con
350 mL de DCM. La resina se contrajo mediante lavados con 3 x
350 mL de IPA. La resina se secd hasta peso constante para
proporcionar 45,32 g de resina cargada. El andlisis mostrd un
factor de carga de 0,30 mmol/ g.

B. Sintesis en fase sdélida

La sintesis en fase sélida se llevé a cabo comenzando con
15,0 g de resina de CTC—2 con Fmoc-Aib cargada a 0,24 mmol/ g.
La resina se expandid en DCM‘(ISO mL) durante 30 min. a 25°C.
El solvente de DCM se drend, y la resina se lavé dos veces con

NMP DCM (6 vol. cada lavado) y tres veces con NMP (6 vol. cada
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lavado) .

La resina se tratd entonces dos veces con piperidina al
20% en NMP (6 vol. cada tratamiento) para eliminar los grupos
protectores Fmoc. Tras el segundo tratamiento con piperidina
al 20%/ NMP, la resina se lavd seis veces con NMP (6 vol. cada
lavado) hasta un ensayo cloranilo negativo.

Para preparar la solucién de acoplamiento, se pesaron el
aminoacido (1,7 equiv.) y el 6-cloro-l-hidroxibenzo-triazol
(6-C1-HOBT, 1,7 equiv.), se disolvieron en 2,6 volumenes de
NMP a 10°C-5°C, y después se combinaron con DIEA (de 1,9 a 3,0
equiv.). Se disolvidé TBTU o HBTU (1,7 equiv.) en 1,33 volume-
nes de NMP a 10°C-5°C. Después se combinaron las dos solucio-
nes. La solucidén resultante se afiadié a un recipiente de reac-
cién. El1 recipiente de mezclado se enjuagd con 1,33 volumenes
de DCM en el reactor, que se agitd entonces con resina durante
2-3 horas a 25°C-27°C. Se extrajo muestra para un ensayo Kai-
ser para comprobar la finalizacidén de la reaccidén. Si la reac-
cién de acoplamiento estaba incompleta tras 3 horas (ensayo
Kaiser positivo), el recipiente de reaccién se drenaba y se
realizaba un re—acoplamiéntb con nueva solucidén de aminodcido
activado. Tras completar la reaccidén de acoplamiento, la solu-
cién de acoplamiento se drend y la resina se lavd con NMP 4
veces (6 vol. cada lavado). Entonces, la eliminacién del grupo
Fmoc y el ciclo de reaccidén de acoplamiento se repitid para
los restantes aminodcidos en el fragmento (es decir, en el or-
den Lys(Boc)- Val- Leu-» Trp(Boc)- Ala- Ile-» Phe- Glu(OtBu)-
Lys (Boc)— Ala- Ala— Gln(trt)).

Debido a un posible efecto de refuerzo entre la 2-
metilalanina (Aib) y la resina de 2-CTC, es considerablemente
dificil forzar hasta la finalizacidén las primeras dos reaccio-
nes de acoplamiento de aminodcidos (Lys(Boc)-34 y Val-33). Por

lo tanto, ambas reacciones de acoplamiento de (Lys(Boc)-34,
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Val-33) se realizaron tres veces (es decir, tras el acopla-
miento se realizaron dos re-acoplamientos). Ademés, se utilizé
anhidrido acético para proteger el extremo del material unido
a la resina que no ha reaccionado tras las reacciones de aco-
plamiento de Lys(Boc)-34 y Val-33. Esto ha mejorado la efi-
ciencia de las posteriores purificaciones separando las impu-
rezas del producto deseado durante la purificacidén cromatogra-
fica.

Todos los reactivos utilizados en este ejemplo se listan

en la siguiente tabla:

Reaccién de acoplamiento del Fmoc-RAA(23-35)-OH

Aminoédcido | g/ Eg | 6-Cl- DIEA NMP TBTU HBTU NMP DCM T. de
HOBT (gq/ (mL} (g/ (g/ (mL) (mL) acopla
(g/Eq) | Eq) Eq) Eq) mient§
(min.)
1° 3,61 1,33 /1,15 39,0 2,50 - 20,0 | 20,0 175
Lys (Boc) / 1,7 |1,7 / 1,9 /1,7
2° 3,61 1,33 /|1,16 39,0 2,48 - 20,0 | 20,0 180
Lys (Boc) /1,7 |1,7 /1,9 / 1,7
3° 3,61 1,33 /|1,13 39,0 2,47 - 20,0 1 20,0 180
Lys (Boc) /1,7 11,7 / 1,9 / 1,7
Anhidrido 2,33 - 3,22 60,0 - - 30,0 { - 120
Acético / 5,0 / 5,5
1° Val 2,62 1,33 /11,13 39,0 2,51 - 20,0 | 20,0 170
/1,7 11,7 / 1,9 / 1,7
2° Val 2,62 1,33 /| 1,17 39,0 2,49 ~ 20,0 20,0 180
/1,7 11,7 /1,9 /1,7
3° val 2,63 1,32/ 3,67/ 39,0 2,50/ | - 20,0 | 20,0 141
/1,7 11,7 1,9 1,7
Anhidrido 4,69/ | - 7,13/ ] 60,0 - - 30,0 | - 153
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Acético 10,0 12,0

Leu 2,73/ 11,35/ | 1,12/ 39,0 2,50/ | - 20,0 | 20,0 | 180
1,7 1,7 1,9 1,7

Trp (Boc) 4,03/ | 1,33/ | 1,78/ | 39,0 |2,50/ |- 20,0 | 20,0 | 180
1,7 1,7 3,0 1,7

Ala 2,41/ | 1,31/ |1,78/ | 39,0 |- 2,93/ 20,0 {20,0 | 180
1,7 1,7 3,0 1,7

Tle 2,72/ | 1,31/ | 1,78/ | 39,0 |- 2,93/ | 20,0 | 20,0 | 180

| 1,7 1,7 3,0 | 1,7

Phe 3,00/ | 1,31/ |1,78/ | 39,0 |- 2,93/ | 20,0 | 20,0 | 180
1,7 1,7 3,0 1,7

Glu(OtBu) |3,28/ 1,31/ |1,78/ |39,0 |- 2,93/ | 20,0 | 20,0 | 180
1,7 1,7 3,0 1,7

Lys (Boc) 3,61/ | 1,31/ {1,78/ 39,0 |- 2,93/ | 20,0 | 20,0 | 180
1,7 1,7 3,0 1,7

Ala 2,40/ | 1,31/ |1,78/ | 39,0 |- 2,93/ 20,0 | 20,0 | 180
1,7 1,7 3,0 1,7

Ala 2,41/ 1,31/ |1,78/ | 39,0 |- 2,93/ 20,0 | 20,0 | 180
1,7 1,7 3,0 1,7

Gln(trt) 4,72/ | 1,31/ |1,78/ 39,0 |- 2,93/ | 20,0 | 20,0 | 180
1,7 1,7 3,0 1,7

Gln(trt) 4,72/ 1,31/ |1,78/ | 39,0 |- 2,93/ | 20,0 | 20,0 | 180
1,7 1,7 3,0 1,7

68

C. Escisién del fragmento de la resina construida

La resina obtenida anteriormente se lavdé con DCM 7 veces
(6 vol. cada lavado) para eliminar el residuo de NMP, y la re-
sina se enfridé con el udltimo lavado de‘DCM hasta -5°C. El1 DCM
se drend, y se anadid una soludién fria de TFA al 1%/ DCM (12
vol. a entre -5°C y -10°C) y se agitd durante 30 min. a 0°C.
La solucidén de escisidbn se recogid en un recipiente que conte-
nia piridina (1,3 equiv._de TFA). Mientras el recipiente se

calenté hasta 25°C, la resina se lavdé con DCM 9 veces (10
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vol.) y se afiadié a la solucién de escisién. La solucién de
DCM se combind con agua (6 vol.). La mezcla resultante se des-
tildé bajo presidén reducida para eliminar el DCM (350 torr a
28°C). El fragmento se separd del agua por precipitacién cuan-
do se eliminé el DCM. El fragmento se lavd con agua y se secd
a 30°C-35°C al vacio. En este ejemplo el procedimiento de es-
Cisidén se repitid una vez mas. Se obtuvieron un total de 6,78
g de Fmoc-(Aib*®) GLP-1(23-35)-OH (rendimiento del 68,1%) con
una pureza del 87,3% AN.

Ejemplo 6

A. Obtencién de la resina de 2-CTC cargada con Fmoc-Aib

Se prepard la resina de 2-CTC cargada con Fmoc-Aib. Las
cantidadeé de reactivos utilizados se listan en la siguiente

tabla:

Preparacién de Resina Fmoc-Aib-2-Clorotritilo

Materiales PM Eqg. mmol gramos | mL

Resina de cloruro de | - - 59,85 40,44 -

2-clorotritilo

Fmoc-Aib-OH 325,5 1,0 20,95 6,82 -

Diisopropiletilamina |129,25 |0,95 |19,88 |2,57

(DIEA)
Dimetilformamida 1280
(DMF)
Diclorometano (DCM) 1840
Metanol: DIEA 9: 1 400
Isopropanol (IPA) 11050

La resina de 2-CTC se cargd en un reactor peptidico de
500 mL y se expandidé con 400 mL de DCM durante 30 min. El le-
cho se drendé y se afadié una solucidén de Fmoc-Aib-OH y DIEA en
8 volumenes de DMF: DCM (87,5:12,5). La mezcla se agitd bajo
nitrégeno durante 2 horas a una temperatura de 25°C.

El lecho se drendé y se lavd con 400 mL de DMF. Posterior-
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mente, cualquier sitio activo restante en la resina 2-CTC se
protegié en el extremo con 400 mL de solucidén de MeOH: DIEA
{(9:1) durante 1 hora. El lecho se drend, se lavdé una vez con
400 mL de DMF, una vez con 200 mL de DMF y cuatro veces con
350 mL de DCM. La resina se contrajo mediante lavados con 3 x
350 mL de IPA. La resina se secdé hasta peso constante para
proporcionar 47,56 g de resina cargada. El andlisis mostrd un
factor de carga de 0,37 mmol/ g.

B. Sintesis en Fase sélida

La sintesis en fase sélida se llevd a cabo comenzando con
25,0 g de resina de CTC;2 con Fmoc-Aib cargada con 0,37 mmol/
g. La resina se expandié en DCM (250 mL) durante 30 min. a
25°C. El solvente de DCM se drend, y la resina se lavd dos ve-
ces con DCM (6 vol. cada lavado) y tres veces con NMP (6 vol.
cada lavado).

La resina se tratd entonces dos veces con piperidina al
20% en NMP (6 vol. cada tratamiento) para eliminar los grupos
protectores Fmoc. Tras el segundo tratamiento con piperidina
al 20%/ NMP, la resina se lavd seis veces con NMP (6 vol. cada
lavado) hasta un ensayo cloranilo negativo.

Para preparar la solucidén de acoplamiento, se pesaron el
aminoadcido y el 6-cloro-l-hidroxibenzotriazol (6-C1l-HOBT), se
disolvieron en 3,2 volumenes de NMP (o DMF ﬁara Lys-34, Val-33
y Gln-23) y después se combinaron con DIEA a entre 10°C y 5°C.
Se disolvié TBTU en 1,6 volumenes de NMP (o DMF para Lys-34,
Val-33 y Gln-23) a 10°C-5°C. Después se combinaron las dos so-
luciones. La solucidén resultante se afiadié a un recipiente de
reaccidén, y el recipiente se enjuagé.con 1,6 volumenes de DCM
en el reactor, que se agitd entonces con la resina durante 2-3
horas a entre 25°C y 27°C. Se extrajo muestra para un ensayo
Kaiser para comprobar la finalizacién de la reaccidén. Si la

reaccién de acoplamiento estaba incompleta tras 3 horas (ensa-
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yo Kaiser positivo), el recipiente de reaccién se drenaba y se
realizaba un re-acoplamiento con nueva solucién de aminodcido
activado. Tras completar la reaccidén de acoplamiento, la solu-
cién de acoplamiento se drené y la resina se lavé con NMP 4
veces (6 vol. cada lavado). Entonces, la desproteccién del
grupo Fmoc y el ciclo de reaccidén de acoplamiento se repitie-
ron para los restantes aminodcidos del fragmento (es decir, en
el orden Lys(Boc)-» Val- Leu- Trp(Boc)-» Ala-» Ile- Phe-
Glu(OtBu)- Lys(Boc)-» Ala- Ala- Gln(trt)).

Debido a un posible efecto de refuerzo entre la 2-
metilalanina (Aib) y la resina de 2-CTC, existe una dificultad
considerable en forzar hasta su finalizacidén las primeras dos
reacciones de acoplamiento de aminodcidos (Lys(Boc)-34 y Val-
33). Las condiciones de acoplamiento de (Lys(Boc)=-34, Val-33)
se modificaron para aumentar la utilizacidén de ambos aminodci-
dos y el 6-Cl-HOBT de 1,7 Equiv. a 2,5 Equiv. y la DIEA de 1,9
Equiv. a 3,0 Equiv. El solvente para la reaccién de acopla-
miento también se cambibé de NMP a DMF para forzar la finaliza-
cién de la reaccidén de acoplamiento. Ademds, en este ejemplo
se utilizé anhidrido acético para proteger el extremo del ma-
terial unido a la resina que no ha reaccionado tras las reac-
ciones de acoplamiento de Lys(Boc)-34 y Val-33. Esto ha mejo-
rado la eficiencia de la posterior purificacidén separando las
impurezas del producto deseado durante la purificacién croma-
tografica.

Todos los reactivos utilizados en este ejemplo se listan

en la siguiente tabla:
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Reaccién de acoplamiento de Fmoc-AA(23-35)-OH

Material | peso 6-Cl- DIEA | DMF NMP TBTU | DMF | NMP | DCM | T.
(g/ HOBT (g/ (mL) (mL) (g/ (mL) | (mL) { (mL) | acop.
Eqg.) (g/Eq) | EqQ) Eq) (min)

Lys (Boc) 10,84 | 3,93/ 3,63/ | 80,0 - 7,44/ | 40,0 | - 40,0 | 170
/2,5 | 2,5 3,0 2,5

Anhidrido | 4,72/ | - 6,61/ | - 100,0 | - - 50,0 | - 120

acético 5,0 5,5

val 7,85/ | 3,92/ 3,67/ | 80,0 - 7,44/ | 40,0 | - 40,0 | 177
2,5 2,5 3,0 2,5

Anhidrido | 9,48/ | - 14,46 | - 100,0 | - - 50,0 | - 120

acético 10,0 /12,0

Leu 5,56/ | 2,68/ 2,33/ | - 78,6 5,05/ | - 39,3 | 39,3 | 184
1,7 1,7 1,9 1,7

Trp (Boc) 8,30/ | 2,70/ 2,28/ | - 78,6 5,05/ | - 39,31 39,3 | 180
1,7 1,7 1,9 1,7

Ala 4,92/ | 2,68/ 2,30/ | - 78,6 5,05/ | - 39,3 39,3 | 177
1,7 1,7 1,9 1,7

Ile 5,56/ | 2,70/ 2,26/ | - 78,6 5,06/ | - 39,3 | 39,3 | 168
1,7 1,7 1,9 1,7

Phe 6,10/ | 2,70/ 2,31/ | - 78,6 5,06/ | - 39,31 39,3 | 168
1,7 1,7 1,9 1,7

Glu(OtBu) | 6,72/ | 2,67/ 2,29/ | - 78,6 5,05/ | - 39,3 | 39,3 | 168
1,7 1,7 1,9 1,7

Lys (Boc) 7,39/ | 2,70/ 2,29/ | - 78,6 5,05/ | - 39,3 | 39,3 | 165
1,7 1,7 1,9 1,7

Ala 4,91/ | 2,70/ 2,41/ | - 78,6 5,05/ | - 39,3} 39,3 | 180
1,7 1,7 1,9 1,7

ala 4,92/ | 2,68/ 2,32/ | - 78,6 5,03/ | - 39,3 | 39,3 | 171
1,7 1,7 1,9 1,7

Gln(trt) 14,13 | 3,94/ 3,71/ | 80,0 - 7,42/ | 40,0 | - 40,0 | 185
/2,5 2,5 3,0 2,5
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C. Escisién del fragmento de la resina construida

La resina obtenida anteriormente se lavé con DCM 6 veces
(6 vol. cada lavado) para eliminar la NMP, y la resina se en-
frié con el Gltimo lavado de DCM a -5°C. El DCM se drend y se
afnadié una solucién fria de TFA al 1%/ DCM (10 vol. a entre -
5°C y -10°C) y se agitd durante 30 min. a 0°C. La solucién de
escisidén se recogidé en un recipiente que contenia piridina
(1,3 equiv. de TFA). Mientras el recipiente se calentaba a
25°C, la resina se lavdé con DCM 7 veces (6 vol.) y se afadidé a
la solucidén de escisidén. La solucidén de DCM se combind con
agua (10 vol.). La mezcla resultantg se destild bajo presidn
reducida para eliminar el DCM (350 torr a 28°C). El fragmento
se separd del agua por precipitacién cuando se elimind el DCM.
El fragmento se lavd con agua y se secd a 30°C-35°C al vacio.
En este ejemplo el procedimiento de escisién se repitid una
vez mas para conseguir una escisidén completa. Se obtuvieron un
total de 12,36 g de Fmoc-(RAib®) GLP-1(23-35)-0H (rendimiento
del 59,35%) con una pureza del 84,3% AN.

Ejemplo 7 |

1. Lavado de la resina

Empezando con la resina de Fmoc-Gly-0-2-CTC precargada
(cargada de 0,18 a 0,65 mmol/ g), o de Fmoc-Aib-0-2-CTC pre-
cargada (cargada de 0,25 a 0,65 mmol/ g), se aplicdé la quimica
estandar de Fmoc. La resina se expandid primero en 10 volume-
nes de DCM durante 30-60 min. Después se drend el DCM y la re-
sina se lavé 3-5 veces (5 min. cada vez) con 10 volumenes de
NMP.

2. Ciclo General de Sintesis:

Utilizando una resina lavada de acuerdo con la Seccidn A
de este Ejemplo 7, se logrd la eliminacidédn de Fmoc mediante
dos tratamientos con una solucién ~10x de piperidina al 20% en

NMP (v/v). Los tratamientos duraron 15-30 min. cada uno. La
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solucién de piperidina/ NMP se drené tras cada tratamiento. La
resina se lavdé entonces con NMP 4-5 veces (10 volumenes, 5
min. cada uno).

Para preparar la solucidén de acoplamiento, se pesaron el
aminodcido protegido con Fmoc (BAA) vy el HOBt (a 1,5-2,0
equiv.), se disolvieron en 4 voluUmenes de NMP a 10°C y se com-
binaron con DIEA (1,5-2,0 equiv.). Se disolvidé HBTU (1,5-2,0
equiv) en 3 volumenes de NMP a 10°C. Las dos soluciones se
combinaron y se mezclaron con 3 volumenes de DCM durante 1-2
min. La solucidén resultante se afiadidé al recipiente de reac-
cién y se mezcld con la resina bajo agitacién durante 1,5-5
horas. Se extrajo una muestra para el ensayo de Kaiser para
comprobar la finalizacién de la reaccidén. El acoplamiento in-
completo se re-acopldé. Tras finalizar la reaccidén de acopla-
miento, la solucidén de acoplamiento se drendé y la resina se
lavd con NMP 5 veces (10 volumenes, 5 min. cada uno).

A. Siguiendo el procedimiento de sintesis general, el
fragmento Fmoc- GLP-1(11-22)-2-CTC con la secuencia nativa se
construyd paso a paso utilizando el mismo procedimiento de
sintesis general, y se acoplé un fragmento de acuerdo con el
Id. de Sec. N° 7 con el fragmento Fmoc-GLP-1(11-22)-2-CTC re-
sultante preparado en esta Seccidén A utilizando el procedi-
miento de sintesis general.

B. Siguiendo el procedimiento de sintesis general, el
fragmento Fmoc-GLP-1 (11-22)-2-CTC se construyd paso a paso.
No obstante, las condiciones de eliminacién de Fmoc se cambia-
ron por una solucidén de piperidina al 10% y DBU al 2% en NMP
(v/v) en lugar de piperidina al 20% en NMP (v/v). Ademas, los
tiempos de tratamiento en la posicién de AAl4 [Fmoc-Ser (tBu)-]
y la posicién de AA13 [Fmoc-Thr (tBu)-] se extendieron a 1,5 h
para finalizar la reaccién. Utilizando el mismoAprocedimiento

de sintesis general, se acoplé un fragmento de acuerdo con el
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Id. de Sec. N° 7 con el Fmoc-GLP-1(11-22)-2-CTC resultante
utilizando el procedimiento de sintesis general.

C. Siguiéndo el procedimiento de sintesis general, con la
solucién de eliminacién de Fmoc de piperidina al -10% y DBU al
2% en NMP (v/v), se constrﬁyé el fragmento Fmoc-(X!'"'®) GLP-
1(11-22)-2-CTC paso a paso. Después se acopld el fragmento de
acuerdo con el Id. de Sec. N° 7 con el Fmoc-(X'""'®) GLP-1(11-
22)-2-CTC resultante utilizando el procedimiento de sintesis
general.

D. Siguiendo el procedimiento de sintesis general, se
construyé el fragmento Fmoc- (X!'"'®) GLP-1(11-22)-2-CTC paso a
paso. Después se acopld el fragmento de acuerdo con el Id. de
Sec. N° 7 con ei Fmoc—(XrFlﬂ GLP-1(11-22)-2~-CTC resultante
utilizando el procedimiento de sintesis general.

E. Siguiendo el procedimiento de sintesis general de la
seccién D anterior, y con la excepcién.de las diferencias des-
critas en la siguiente tabla, se construybé un fragmento Fmoc-
(x'7718) GLP-1(11-22)-2-CTIC pasc a paso. Después se acopld el
fragmento de acuerdo con el Id. de Sec. N° 7 al fragmento
Fmoc- (X771 GLP-1(11-22)-2-CTC resultante utilizando el pro-
cedimiento de sintesis general.

La siguiente tabla resume los detalles de los procedi-

mientos de A a E en este Ejemplo:

Ej. | Es- Carga | Condicidn de | Pseudo- Equiv | Pu- Ren-
cala [mmol/ | eliminacién de | prolina de AA | reza |di-
g Fmoc @ Posi- HPLC |mien
cién 17- to
18
A 5g 0,24 piperidina al | No 2,0 30% 42%*
20%/ NMP
B 20g 0,30 piperidina al | No 1,7 58% 62%
10%/2%DBU/ NMP
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Cc 5g 0,30 piperidina al | Si 2,0 84% 74%
10%/2%DBU/NMP

D 5g 0,30 piperidina al | Si 2,0 .75% 80%
20%/ NMP

E 20g 0,42 piperidina al | Si 2,0 89% ,86%
20%/ NMP

F. Escisién del Fragmento:

Para lograr la escisidén de fragmento con respecto a cual-
quiera de los fragmentos peptidicos sintetizados en este Ejem-
plo, la resina de péptido obtenida se expande en 10 volumenes
de DCM durante 30 min. y se enfria hasta -10°C. El1 DCM se dre-
na y se afiade una solucién de TFA al 1%/ DCM (10 volumenes) y
se agita durante 30 min. La solucidén de escisidn se recoge en
un recipiente que contiene piridina (2-3 equiv. en relacidn a
TFA). Mientras se calienta a 25°C, la resina se trata con TFA
al 1%/ DCM (10 voltmenes) durante 5 min., y después se afade
piridina (2-3 equiv. a TFA). Tras étros 5 min. de agitacién,
se recoge la solucidén. La resina se lava entonces 4 veces con
10 volUmenes de DCM (5 min. cada uno). Las soluciones de todos
los lavaaos y de la escisidén se combinan y se mezclan con agua
(proporcién de agua/ DCM = ~1/4 en volumen). La mezcla resul-
tante se destila a una presidén reducida para eliminar el DCM
(350 torr/ 28°C). El fragmento peptidico se separé del agua
por precipitacién cuando se elimina el DCM, y se filtra. El
fragmento peptidico se lava con agua y se seca a 30°C al va-
cio.

Ejemplo 8 - Sintesis en Solucién: Adicién de Arg

Un fragmento (Aib®®) GLP-1(23-35) (que lleva proteccién
de la cadena lateral de acuerdo con la Tabla A y es portador
de proteccidén Fmoc en N-terminal (9,11 g, 3,94 mmol) se disol-
vié en DMSO (90 mL); A esta solucidn, se afiadieron HOBt (2,42

g, 4 equiv.), HBTU (5,98 g, 4 equiv.), DIEA (3,44 mL, 5
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equiv.) y H-Arg (2HC1l)-NH2 (3,88 g, 4 equiv.) junto con 10 mL
de DMSO. La reaccidén se agitd y se monitorizd mediante HPLC.
Tras 4 horas, la reaccién no habia finalizado, por lo dque se
afiadieron 2 mL de DIEA. La reaccién se dejdé toda la noche.
Posteriormente se afiadié piperidina (5 mL) a la mezcla de re-
accién. La eliminacién de Fmoc se realizd en 2 horas. La mez-
cla de reaccién se pard con agua helada (800 mL) y se agitd
durante 40 min. El sélido blanco formado se filtrd, se lavd
con agua (400 mL) y se secd durante toda la noche para propor-
cionar el fragmento (Aib3°) GLP-1(23-36) (9,65 g, rendimiento

en peso del 109%).

Ejemplo 9
El fragmento (Aib®, xY"'®) GLP-1(7-22) (7,73 g, 2,88 mmol)

que contiene grupos de proteccidn de las cadenas laterales de
acuerdo con la Tabla A y proteccién Fmoc en el extremc N-
terminal se disolvié en DMSO (65 mL).

A esta solucidén, se le afiadieron HOBt (0,73 g, 4,77
mmol), HBTU (1,46 g, 3,85 mmol), DIEA (0,71 mL, 7,40 mmol), y
el fragmento (Aib®®) GLP-1(23-36) (8,5 g, 3,45 mmol) junto con
20 mL de DMSO. La reaccidén se agitdé y monitorizdé mediante
HPLC. Tras 3 horas el acoplamiento se habia completado. Enton-
ces se afladié piperidina (5 mL) a la mezcla de reaccidédn. La
eliminacién de Fmoc se realizdé en 2 horas. La mezcla de reac-
cién se detuvo con agua helada (800 mL) y se agitd durante 30
min. El sélido blanco formado se filtré, se lavd con agua (400
mL) y se secd durante toda la noche par dar lugar al péptido
protegido (Aib®%, *'""'%, Aib®*) GLP-1(7-36).

Ejemplo 10 - Desproteccién global

Un péptido preparado de acuerdo con el Ejemplo 9 (16,24
g) se tratd con una solucién de TFA/ DTT/ Agua (100 mL/ 5 g/

2,0 mL) durante 2 horas y la solucién resultante se vertidé en
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MTBE (800 mL) en un bafo de hielo. Tras 30 min. en agitaciédn,
el sdélido blanco formado se filtrd, se lavd con MTBE (400 mlL)
y se secd para proporcionar el producto peptidico crudo (16,0
g, rendimiento en peso del 138%). El péptido desprotegido re-
sultante se denomina a partir de este momento péptido “crudo”.

Ejemplo 11 - Purificacién

La purificacién del péptido crudo se realizé en un Kroma-
sil® C4, columna de 10 micras, 2,0 x 25 cm y resultd en pépti-
do purificado con una pureza del 98+% y un rendimiento del
~60% contenido/ contenido. La purificacidén involucra un primer
paso de purificacidédn cromatogréfica a pH 2, seguida de un se-
gundo paso a pH 9. Tras esta purificacidén, el péptido purifi-
cado puede manipularse o procesarse posteriormente de varias
formas. Por ejemplo, la coleccidén purificada resultante del
segundo paso puede liofilizarse o pasarse a través de una co-
lumna de concentracién y aislarse por precipitacién. Ambos
aislamientos dardn lugar al péptido deseado (acetato).

Como resumen del proceso de dos pascs, se disolvid pépti-
do crudo a 5 mg/ ml (en base a contenido) en una mezcla de
acetonitrilo 10%/ agua (&cido acético 0,2 M). Se realizaron
inyecciones replicadas de 1000 mg (en base a contenido) utili-
zando un gradiente de acetonitrilo/ THE/ agua/ TFA, y se agru-
paron las fracciones de una pureza de ~95%. También se agrupd
una “fraccién reciclada” a una pureza de ~70% que representa
una recuperacién del ~34%. La fraccidén reciclada se re-inyectd
utilizando el mismo gradiente de acetonitrilo/ THF/ agua/ TFA,
y una coleccién de una pureza del ~85% se combindé con la co-
leccidn principal. El rendimiento de contenido a contenido pa-
ra el primer paso de purificacidédn cromatografica es del 70%.

La coleccidén combinada del primer paso (pH 2) se purificéd
entonces posteriormente en un segundo paso en la misma columna

Kromasil® C4 pero utilizando un gradiente de acetonitrilo/
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THF/ agua/ acetatc aménico (pH 8,8). Las fracciones se combi-
naron para dar lugar a una pureza del 98+% con una recupera-
cién del ~85% en el segundb paso. El1 rendimiento global de am-
bos pasos de purificacién serd del 60% (contenido/ contenido).

La coleccidén del segundo paso combinada (pH 8,8) se con-
centrd entonces utilizando la misma columna Kromasil® C4 pero
utilizando un paso de gradiente de metanol/ agua/ acetato amé-
nico. Las fracciones se combinaron y estaban listas para su
aislamiento.

A. Obtencién de la solucidén de péptido crudo:

8 g de péptido crudo se disolvieron en 500 ml de una so-
lucién de &cido acético 0,2N 90%/ acetonitrilo 10%. La solu-
cién se filtrd, una vez a través de un filtro de 0,45 micras
Durapore (didmetro 47 mm) (Millipore) y luego a través de un
filtro apilador de micra en disco Supor EKV (0,65/ didmetro
0,2 mm) (Pall Filters). La solucidn de inyeccidn cruda se ana-
liz6 mediante HPLC y se encontrd que contenia 5,02 mg (% peso)
de péptido contenido por ml. (500 ml x 5,02 mg/ ml = 2512 mg
péptido contenido).

B. Cromatografia - primer paso a pH~2:

Se realizaron cuatro inyecciones replicadas con la solu-
cidén cruda bajo las siguientes condiciones:

Columna: Fabricada por Kromasil con un empaquetamiento de
C4, 10 micras y las dimensiones 2,0 x 25 cm

Detector: Detector de ultravioleta fijado a 280 nm (ancho
de banda 8 nm, 350/20 nm ref.)

Temperatura de la columna: ambiente

Tasa de flujo: 13,0 ml/ min. (contrapresién ~50 bar)

Fase mévil:

A = mezcla de &cido trifluorocacético 0,1%/ acetonitrilo
15%/ agua 85%

B = mezcla de &cido trifluoroacético 0,1% / tetrahidrofu-
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rano 15%/ acetonitrilo 70%/ agua 15%

Gradiente: El gradiente empieza con la fase mévil A 100%
y se mantiene durante 0,1 minutos. Entonces la muestra se car-
ga manualmente en la columna mediante la bomba C (véase a con-
tinuacién la descripcién de la bomba C). Tras la carga de la
muestra, se realiza un gradiente lineal de A 100% a A 83% du-
rante 1 minuto. Entonces la fase m6évil se mantiene con A 83%
durante los proéximos 11 minutos. Luego se realiza un segundo
gradiente lineal con A 73% durante 10 minutos. Entonées la fa-
se mévil se mantiene con A 73% durante los siguientes 15 minu-
tos. Entonces se ha completado el proceso y se continua con un
aclarado de 10 minutos con B 100% seguido de un re-equilibrado
de la columna de 20 minutos con A 100%.

La muestra se cargd utilizando una bomba isocratica HP
1100 separada a 9,0 ml/ min. (bombé C). Las impurezas eluidas
inicialmente se -separan del pico principal mediante un mante-
nimiento isocratico inicial de 11 minutos con A 83% seguido de
un gradiente lineal con A 73% durante los siguientes 10 minu-
tos. El pico de péptido principal se eluye entonces durante el
mantenimiento de 15 minutos con A 73%. Las fracciones se agru-
pan durante este mantenimiento de 15 minutos con A 73%.

C. Reciclado en el primer paso a pﬁ~2:

La coleccién reciclada se obtiene de las fracciones en
las que se ha determinado que tiene una pureza inferior a la
que permite afladirlas a la coleccidén combinada. Estas fraccio-
nes se combinaron de forma separada y se diluyeron con un vo-
lumen igual de agua. Se realizé una inyeccidén de reciclado de
nuevo en la columna a partir de esta coleccidén combinada de
forma separada. Se utilizaron las mismas condiciones cromato-
graficas y las fracciones con una pureza aceptable se combina-
ron, se diluyeron con un volumen igual de agua, y se afladieron

a la coleccién combinada del primer paso.
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La carga con inyecciones de reciclado es significativa-
mente inferior que con inyecciones crudas debido al aumento de
impurezas que se eluyen cerca del pico del péptido. De prome-
dio se realiza una iﬁyeccién de reciclado por cada dos inyec-
ciones crudas.

D. Segundo paso de la cromatografia preparativa a pH 8,8:

La coleccidén combinada final del primer paso se purificéd

posteriormente mediante la re-cromatografia a pH 8,8. Utili-

zando el pH 8,8 en el segundo paso cambia significativamente -

el orden de elucidén de las impurezas, lo que permite una mayor
limpieza en recuperaciones superiores. Las condiciones utili-
zadas para este segundo paso de cromatografia fueron las si-
guientes:

Columna: Fabricada por Kromasil con un empaquetamiento de
C4, 10 micras y las dimensiones 2,0 x 25 cm

Detector: Detector de ultravioleta fijado a 280 nm (ancho
de banda 8 nm, 350/20 nm ref.)

Temperatura de la columna: ambiente

Tasa de flujo: 13,0 ml/ min. (contrapresién ~50 bar)

Fase mévil:

A = mezcla de acetonitrilo 15%/ agua 85% que contiene 2
gramos por litro de acetato amdénico y 1 mL por litro de
hidréxido aménico concentrado

B = mezcla de tetrahidrofurano 15%/ acetonitrilo 60%/
agua 25% que contiene 2 gramos por litro de acetato aménico vy
1 mL pof litro de hidréxido aménico concentrado.

Gradiente: El gradiente empieza con la fase mévil A 100%
Yy se mantiene durante 0,1 minutos. Entonces la muestra se car-
ga manualmente en la columna mediante la bomba C. Tras la car-
ga de la muestra, se realiza un gradiente lineal de A 100% a A
67% durante 2 minutos. Entonces la fase mévil se mantiene con

A 67% durante los préximos 33 minutos. Entonces se ha comple-

B



10

15

20

25

30

-76 -

tado el proceso y se continlla con un aclarado de 5 minutos con
B 100% seguido de un re-equilibrado de la columna de 15 minu-
tos con A 100%.

La muestra se cargdé utilizando una bomba isocratica HP
1100 separada a 9,0 ml/ min. (bomba C). Tras los 30 minutcs
del paso de carga, se realizdé un gradiente corto con A 100% a
A 67% de los 30,2 a 32 min. El pico de péptido principal se
eluyé durante el mantenimiento de 33 minutos con A 67%. Las
fracciones se recogieron a partir de los 20 minutos tras la
carga de la columna y finalizé después de la completa eluciédn
del pico priﬁcipal. Las fracciones se recogieron durante
aproximadamente 15 minutos. Las fracciones aceptables se
agruparon y diluyeron con un volumen igual de agua. En esta
etapa de la purificacién es posible un reciclado pero las
fracciones descartadas generalmente no contienen suficiente
péptido para garantizar una inyeccién de. reciclado. Esto puede
ser factible si se realizan un gran numero de inyecciones y se
agrupan las fracciones descartadas para el reciclado.

E. Paso de concentracién:

La coleccidén combinada final del segundo paso se cargd en
la misma columna y se eluyeron réapidamente utilizando una fase
mévil diferente para concentrar el péptido para su aislamien-
to. Las condiciones utilizadas para este paso fueron las si-
guientes:

Columna: Fabricada por Kromasil con un empaquetamiento de
C4, 10 micras y las dimensiones 2,0 x 25 cm

Detector: Detector de ultravioleté fijado a 280 nm (ancho
de banda 8 nm, 350/20 nm ref.)

Temperatura de la columna: ambiente

Tasa de flujo: 13,0 ml/ min. (contrapresién ~50 bar)

Fase mdévil:

A = mezcla de metanol 10%/ acetato amdnico 20 mM 90%
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B = mezcla de metanol 90%/ acetato aménico 20 mM 10%

Gradiente: El gradiente empieza con la fase médvil A 100%
y se mantiene durante 0,1 minutos. Entonces la muestra se car-
ga manualmente en -la columnaAmediante la bomba C. Tras la car-
ga de la muestra, la fase mévil se mantiene con A 100% durante
5 minutos. Entonces la fase mdévil se cambia inmediatamente a B
100% durante los préximos 20 minutos. Entonces se ha completa-
do el proceso y se contintia con un re-equilibrado de la columF
na de 15 minutos con A 100%.

La muestra se cargd utilizando una bomba isocratica HP
1100 separada a 9,0 ml/ min. (bomba C). Tras los 45 minutos
del paso de carga, se realizdé un mantenimiento corto con A
100% durante 5 minutos, luego se realizd un paso de gradiente
con B 100% durante 20 minutos para eluir el péptido. El pico
de péptido principal empezé a eluirse 2 minutos tras el gra-
diente con B 100%. Los siguientes 12 minutos de fracciones
contenian péptido y se agruparon para su ailslamiento.

Ejemplo 12 - Liofilizacién

Se tard una botella de 1 litro de boca ancha de FLPE. A
esta botella se le afiadidé la coleccidn purificada (210 ml) de
acetato de (Aib®, *77'®  Aaip3®) GLP-1(7-36) én acetonitrilo
acuoso/ acetato aménico. El1 contenedor se enjuagd con agua
desionizada 3 x 5 mL y los enjuagues se afiadieron a la colec-
cién. Esta solucidén se agitd para homogeneizarla y luego se
tapbé y se congeld en nitrdégeno liquido. La botella congelada
se destapd y la boca se cubridé con un Kimwipe doblado sujeto
con una banda de goma. La botella se situd en un vacutainer en
el liofilizador y se liofilizd. Temperatura del condensador -
89°C, presidén 19 micras.

Tras 24 h el vacutainer se aired para comprobar el pro-
greso; aun habia una bola de hielo audible presente. Se reini-

cidé la liofilizacidn.
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Tras 18 h mas la botella se extrajo del liofilizador vy se

comprobdé el peso. El peso era inestable, con un réapido aumento
debido a la naturaleza higroscédpica del producto. El1 producto
estdtico se transfirid rédpidamente a un vial de centelleo ta-
rado y se pesd, se obtuvieron 0,822 g de péptido.

Ejemplo 13: Precipitacidén de péptido purificado

En un recipiente, una solucidén de 100,5 mg de acetato de
(Aib®, *1778  nip3d) GLP-1(7-36) puro en 2 mL de acetato amdnico
20 mM en MeOH/ agua (9:1 en volumen) se diluydé con 1 mL de
acetato aménico 20mM en MeOH/ agua (9:1 en volumen) Con agita-
cién, se afadieron lentamente 20 mL de isopropanol (IPA) al
recipiente a entre 20°C y 25°C. Esta mezcla se puso turbia
tras la adicién de 15 mL de IPA. La agitacién continud durante
toda la noche a entre 20°C y 25°C. El producto precipitado se
filtrd y se lavé mediante 5 mL de IPA y luego se secd a 25°C
bajo vacio hasta un peso constante. Se obtuvieron 90,9 mg de
péptido (una recuperacién del 90,42%).

Ejemplo 1l4: Aislamiento de péptido purificado

En un recipiente, una solucién de 497,7 mg de acetato de

(Aib®, *177®  Aip3%) GLP-1(7-36) puro en 10 mL de acetato ambni-

co 20 mM en MeOH/ agua (9:1) se diluydé con 6 mL de acetato
aménico 20 mM en MeOH/ agua (9:1). Con agitacién, 40 mL iso-
propanol (IPA) se afiadieron lentamente en el recipiente a en-
tre 20°C y 25°C durante 35 min. Esta mezcla se puso turbia
tras la adicién de 2 mL de IPA. La agitacidén continud durante
una hora a entre 20°C y 25°C. El producto precipitado se fil-
tré y se lavé mediante 5 mL de IPA y luego se secd a 25°C bajo
vacio hasta un peso constante. Se obtuvieron 458,4 mg de pép-

tido (una recuperacidén del 92%).
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Ejemplo 15: Aislamiento de péptido purificado

En un recipiente, se afiadieron lentamente 900 mL de IPA
en una solucidén en agitacién de ~1000 mg de acetato de (Aib?,
X17-18 © Aip3%) GLP-1(7-36) purificado en 150 mlL de acetato amé-
nico 20 mM en MeOH/ agua (9:1) a través de una columna de con-
centracién a entre 20°C y 25°C. Esta adicién se completé a los
45 min. Esta mezcla se puso turbia tras la adicién de 260 mL
de IPA. La agitacidén continué durante 40 min a entre 20°C y
25°C. El producto precipitado se filtrdé y se lavé mediante 5
ml de IPA y luego se secd a entre 20°C y 25°C bajo vacio hasta
un peso constante. Se obtuvieron 746 mg de péptido (una recu-

peracidén del 74,6%).
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Reivindicaciones

1. Un método para obtener un péptido insulinotrépico,
que comprende los pasos a) a f):

a) proporcionar un primer fragmento peptidico que
tiene la secuencia de aminoacidos HXPEX'® (Id. de Sec. N° 6),
en la que X® es un residuo de aminoacido correspondiente a
Aib 'y X* es un residuo de aminoacido correspondiente a
glicina, y tanto H como E tienen proteccidén en su cadena
lateral;

b) proporcionar un segundo fragmento peptidico que
tiene la secuencia de aminodcidos TFTSDVX!''"®YLEG (Id. de Sec.
N° 8) en la que el residuo denotado mediante el simbolo X!7718
es un residuo dipeptidico de pseudoprolina, y dichos residuos
de aminodcidos de 1la secuencia tienen proteccién en su
cadena lateral;

c) acoplar el primer fragmento al segundo fragmento para
proporcionar un tercer fragmento peptidico que tiene la
secuencia de aminoadcidos HX®EX'°TFTSDVX'’'®YLEG (Id. de Sec. N°
11), dichos residuos de aminodcidos de la secuencia tienen
proteccidén en su cadena lateral;

d) proporcionar un cuarto fragmento peptidico que tiene
la secuenéia de aminodcidos QAAKEFIAWLVKX®® (Id. de Sec. N°
9), en el que X** es un residuo de aminoacido que corresponde
a Aib y dichos residuos de aminocdcidos de la secuencia tienen
proteccidén en su cadena lateral;

e) acoplar el cuarto fragmento peptidico a arginina bara
proporcionar un quinto fragmento peptidico que tiene la
secuencia de aminodcidos QAAKEFIAWLVKX®*®R (Id. de Sec. N° 12),
y dichos residuos de la secuencia tienen proteccidén en su
cadena lateral; y

f) acoplar el quinto fragmento al tercer fragmento para

proporcionar un péptido insulinotrépico que tiene la
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secuencia de aminoacidos
8y 10 17-18 35 o
HX"EX""TFTSDVX YLEGQAAKEFIAWLVK X°R (Id. de Sec. N
13), donde X8 y X3 son residuos de aminoacido
correspondientes a Aib y X' es un residuo de aminoacido
correspondiente a glicina y dichos residuos de la secuencia

tienen proteccidén en su cadena lateral.

2. E1l método de acuerdo con la reivindicacién 1, que

comprende un paso adicional de:

g) eliminacidén de los grupos protectores de la cadena
lateral para proporcionar un péptido insulinotrépico que
tiene la secuencia de aminodcidos HXPEX'’TFTSDVSSYLEGQAA
KEFIAWLVKX*®R (Id. de Sec. N° 5) donde cada uno de los
simbolos X en las posiciones, 8, 10 y 35 son como se

definid en la reivindicaciédn 1.

3. Un fragmento peptidico que consiste de la secuencia
de aminoacidos HX®EX'® (Id. de Sec. N° 6), X® es un residuo
de aminoécido.que corresponde a Aib y X' es un residuo de
aminodcido que corresponde a glicina, cada uno de H, E, X8y

X'® tienen proteccién en su cadena lateral.

4. E1 método de acuerdo con reivindicacién 1, en el que
el péptido insulinotrdédpico tiene la secuencia de aminodcidos
{Id. de Sec. N° 5) |

HX®EX'TFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKX R

en la que X® y X*® son un residuo de aminoacido
correspondiente a Aib y X' es un residuo de aminodcido que
corresponde a glicina; y en donde los residuos de aminoécido

tienen proteccidén en su cadena lateral.
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5. E1 método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el

17-18

que X tiene la férmula

en la que @ representa un residuo de Ser que tiene

S proteccién de la cadena lateral, R? es -CH,-, 3% R} es

donde cada R® y R? es metilo.

6. Un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos
TFTSDVXY ' 8YLEG (Id. de Sec. N° 8) en 1la que el residuo
10 denotado mediante el simbolo X'"™*® es un residuo dipeptidico

de pseudoprolina como se define en la reivindicacién 5.

7. E1 método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el
que el péptido insulinotrdpico tiene la secuencia de

15 aminodcidos (Id. de Sec. N° 4)

HAibEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKAibR.

8. E1 método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el

que el péptido insulinotrépico ©posee la secuencia de

20 aminoadcidecs (Id. de Sec. N° 4)
HAibEGTFTSDVSSYLEGORAKEFIAWLVKA1DbR

la cual estd amidada en el extremo C-terminal.
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Table 17. Arg-Protecting Groups Removed by Acid
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GLP1 peptide (7-36) (ab50245)

EF™ 1 Reference  URL for this product hitp:/Awww abcam com/GLP1-pepfide-7-36-ab50245.htri

e

Protein description Recombinart fragment HAEGTFTSDV SSYLEGQAA K EFIAWLVK GR G, corresponding to amino adds 7-36 of Human GLP1; 3.3
kDa, 31 amino acids.
Expression host E. cdli

Function Glucagon plays a key role in glucose metabolism and homeostasis. Reguates blood glucose byincreasing gluconeogenesis and
decreasing glycolysis. A counterreguatory hormone of insulin, raises plasma glucose levels in response to insuindinduced
hypoglycemia. Plays animportant role ininitiating and maintaining hyperglycemic conditions in diabetes.

GLP-1is a potent simuator of glucose-dependentinsuin release. Playimportant roles on gastric motlity and the suppression of
plasma glucagon levels. May be involved in the suppression of satiety and stmuation of glucose disposal in peripheral issues,
independent of the actions ofinsuin. Have growth-promoting activiies onintestinal epithelium. May also reguate the hypothalamic
pitutary axis (HPA) via effects onLH, TSH, CRH, oxytodin, and vasopressin secretion. Increases islet mass through stimulation of isiet
neogenesis and pancreatic beta cell proliferaton. Inhibits beta cell apoptosis.

GLP-2 stimulates intestinal growth and up-regulates villus height in the small intestine, concomitant with increased crypt cell proliferation
and decreased erterocyte apoptosis. The gastrointestinal tract, from the stomach to the colon is the principal target for GLP-2 action.
Plays a key role in nutrient homeostasis, enhancing nutrient assimilation through enhanced gastrointestinal function, as well as
increasing nutrient disposal. Stimulates intestinal glucose transport and decreases mucosal permeability.

Oxyntomodulin significantly reduces food intake. Inhibits gastric emptying in humans. Suppression of gastric emptying may lead to
increased gastric distension, which may contribute to satiety by causing a sensation of fullness.

Glicentin may modulate gastric acid secretion and the gastro-pyloro-duodenal activity. May play an important role in intestinal mucosal
growth in the early period of life.

Tissue specificity Glucagon is secreted in the A cells of the islets of Langerhans. GLP-1, GLP-2, oxyntomodulin and glicentin are secreted from
enteroendocrine cells throughout the gastrointestinal tract. GLP1 and GLP2 are also secreted in selected neurons in the brain.

Sequence similarities Belongs to the glucagon family,

Post-translational Proglucagon is post-translationally processed in a tissue-specific manner in pancreatic A cells and intestinal L cells. In pancreatic A

modifications cells, the major bioactive hormone is glucagon cleaved by PCSK2/PC2. In the intestinal L cells PCSK1/PC1 fiberates GLP-1, GLP-2,

glicentin and oxyntomodulin. GLP-1 is further N-terminally truncated by post-translational processing in the intestinal L cells resutting in
GLP-1(7-37) GLP-1-(7-36)amide. The C-terminal amidation is neither important for the metabolism of GLP-1 nor for its effects on the
endocrine pancreas. -

Cellular localization Secreted.

Target information above from: UniProt accessionP01275 The UniProt Consortium
The Universal Protein Resource (UniProt) in 2010
ic Aci D142 1

Purity > 95% by SDS-PAGE
Purification notes ab50245 purity is greater than 98% by SDS-PAGE and HPLC analyses.
Form Lyophilised:

Centrifuge the vial prior to opening. Reconstitute in water to a concentration of 0.1-1.0 mg/m. This solution can then be diluted into other
aqueous buffers and stored at 40C for 1 week or -200C for future use.

Storage instructions Shipped at 4°C. Upon delivery aliquot and store at -20°C. Avoid freeze / thaw cycles.
Storage buffer Preservative: None
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