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ANEXOS 1

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la salicitud.
Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacion Legal.

Documento de cesion de los inventores a Roche Colorado Corporation y documento de cesién de Roche
Cdlorado Corporation a F. Hoffmann-La Roche AG.

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos)
Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.
Traduccion del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacibn de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo itular o su causante, relacionados parcial o totalmente con Ia invencitn de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a Iz soficitud internacional.

Otros: Reporte de Busqueda Internacional, Publicacion y Opinidn Escrita.

®
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Solicito Ia concesion de jg patente
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogota de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS  ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

(Al
CIA LLOREDA RICAURTE

T.P. No. 53.215

(M
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TRADUCCION OFICIAL No. _
de un documento escrito en Inglés, el cual para su identificacion se sella con el sello
de la traductora, lo mismo que la presente -

Traduccién de la apostila en inglés que se encuentra a continuacion de la
legalizacién de las firmas de los sefores Klausner y Strebel, representantes legales
de F. Hoffmann-La Roche, que aparecen en un documento de Poder, escrito en
espanol e inglés, conferido a ALICIA LLOREDA y/lo GUSTAVO TAMAYO vy/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, expedida en idioma inglés por el
notario Peter Kuster, bajo el No. 2004/20, el 17-08-2004, en Basilea, Suiza.

AUTENTICACION OFICIAL

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961) g; ?_f: ::-3

1. Pais: Suiza lf :, ’::fé_,

Este documento publico = i :?‘;’
2. Ha sido firmado por el Lic. iur. Peter Kuster 1 ”:f;‘;
3. Actuando en calidad de notario publico . '
4. Lleva el sello del mencionado notario

Certificado

5. en Basel (Basilea) ' 6. el 18 de agosto 2004
7. por la Cancilleria de Estado del Cantén de Basel-Stadt Coty o
8. bajo el No 8835/13376 _ T
9. Seflo . 10. Firma S
Cancilleria de Estado ) Fdo.: firma ilegible’ 2

de la ciudad de Basel (Basilea) Ruedi Eggs

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se deja copia en los archivos de

estas oficinas para su confrontacion. £ o noramo sexre i

1 -
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&2 bap Tirhados, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG,
ung Sociedac organizada y existente de conformidad
cori las leyes de Suiza.

.

-y
-

cor domigiiio en 4070 Basilea, Suiza

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representanies legales vy
verdaderos en Bogold, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 10. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIC SANTAMARIA yfo ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmenile facultados para
representarnos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efeclo les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado, elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistimientos; formular
descripcicnes, enmiendas, limitar el alcance de las

salicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parcialmente a ios registros, abonar todos los

impuestos y cuotas y efecluar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo;, llenar
cualesquiera olros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencion como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean compelentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con lodas las
demas facultades que resulien necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora valido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO vy/o IGNACIO
SANTAMARIA vyio ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial ia
pratocoiizacion de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de eflos otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

The undersigned, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG, a
corporation organized and existing under the laws of
Switzerland.

domiciled at 4070 Basel, Switzerland

hereby appoint, ALICIA LLOREDA andfor
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
andfor ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representalives in Bogota,
with power to receive notifications and lo appoint
judicial or exirajudicial agents, so as to comply with
paragraph 1o. of aiticle 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA andfor
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered lo
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said auvthorities all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to [limit
the scope of applications, file oppositions; file
cancellations total or partially waive registrations, to
pay all installments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in shor, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize said agents o act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, fo appeal and, in short, with ali such further
powers as may be required, and we hereby declare
from. now on as valid and good all that said
representatives and/orthe.agents,by.; any one of them

T e

appointed may do foF&l@ébepeﬂt‘mo (€ 0rLnour g
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We also aui nze oclors ALICIA LLOREDA
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SANTAMARIA anc
for protocolization
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before the Office 0
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them conferred in our narne
strial Property.
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Given and signed this #? 7 Ay oF el 2ere &
F. Hoffmann-La Roche AG
p (/MLM :_q _———____H\
Fridolin ner Denise Strebel
der of procuratlon Mandatory
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Hoytl r de 0%
tdd' w\ Kkgﬂil c§ e S Sk bf a quien conozco y

}
Q‘s‘ & consta que firmo el anterlor documento,
y qU|en rjamente juramentada declaro y dijo que

él s + oder/mondatario

de FHOFFMA‘gN -LA ROCHE AG, la compaiia
nombrada en \}documenlo que antecede, una
sociedad debid hnte organizada y existente
conforme a las feydg‘de Suiza, domiciliada en la
ciudad de Basilea\, S\‘za legalmente constituida

© On this 17th day of August ,

personally pridolin Klausner and Denise Strebel
C8Me€ hoth Swiss citizens and Swiss residents,

NOTARIAL CERTIFICATE {(CORPORATION)

Switzerland
Basel {ss

2004 ,

to me Known, and known to me to be the person who
signed the foregoing instrument, who being by me

duly sworn did depose and say that he is the Holder of
Procuration/Mandatory

of F.HOFFMANN-LA
ROCHE AG, the company named within, a
Comporation organized and exisling under the laws of

.. .the Switzertand, domiciled at the City of Basel,
- legally constituted for a period of tenure not yet

P

expired, which exercises iis corporate purposes
according to the laws of Switzerland; that the
deponent is’ authiorized by said Company to confer
this power of attomey; that the seal affixed hereunto
by the deponent in the nhame and on behalf of said
Corporation is the corporate seal thereof; and that the
purpose for which this instrument is granted is
included within the corporate purposes of the
Company.
The undersigned Notary Public has seen the anticles
of Incorporation of said Corporation executed at
‘ con fecha |4 JuniQ 149y y certifiddy que de Suiza, ciudad de Basel, under date of 19th day of
conformidad con la legislacion de dictlgl Pais, la  June 1997 . and hereby cerlifies that under
anterior  declaracién  juramentada esﬁ« prueba the laws of said Country the foregaing
suficiente de que los hechos sobre que ella vigrsa son acknowledgment is sufficient proof that the facts

para un perfodo de\du} cibn que ain no ha
terminado, que ejerce é‘l objzto social, conforme a
las leyes de Suiza; que ek ech_\rante esta autorizado
por dicha Compafia para cepfed; este poder; que e
sello estampado por &l al pie tét poder en nombre
y en representacion de la expre Compaiiia, es el
sello oficial de ella; y que el Obj é\ para el cual se
confiere este instrumento esta coﬁ‘!\rendudo dentro
del de {a sociedad. .

El suscrilo Notario ha visto los q! statutos de
incorporacion firmados en Suiza, cmdaluge Basilea,

ciertos o verdaderos, de lo cual da fe. . ‘2 therein contained are true, which he attests.
\
W
Notary Public (Notario Publico). ‘\\Q Basel, this 17-08-2004 (seventeenth day of
\‘ - . two thousand and four)
W\
\y /7
, @_/ [ . V</<—'~/
- % leS
=
T Dr. Peter Kuster
}-T 0R e "‘*\ Advokat und Notar
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. ' Postfach
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

 Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION

SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
{21) N° de salicitud: (51) Int Cl: CO7K 141605
(22) Fecha de solicitud: 27-11-08 (71)Solicitante(s) F. HOFFMANN-LA ROCHE AG
(30) Prioridad (31}  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais |(72) Inventor(es) CHEN, Lin; HAN, Yeun-Kwei; ROBERTS,

. Christopher R.

60/815,919 23-06-06 us
(74) Apoderade:.  ALICIA LLCREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional:  23-01-09 (87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos ala presentacion de la solicitud PCT Fecha: 2712107
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 19/06/07 N° publicacion: WO 2007/147816 A1

No. de solicitud PCT/EP2007/056052

(54) Titulo: “SiNTES!S DE UN PEPTIDO INSULINOTROPICO®

Resumen - Reivindicacion(es):

Reivindicacidén nimero 1:

Un método para obtener un péptido insulinotrépico, que comprende uno o mas de los siguientes pasos:

h)proporcionar un primer fragmento peptidico que incluye la secuencia de aminoacidos HXSEXW (Id. de Sec.
6), en la que X8 y X' son ambos residuos de un aminoacido aquiral, tanto H como E incluyen opcionalmente la proteccion
de la cadena lateral;

i) proporcionar un segundo fragmento peptidico que incluye la secuencia de aminoéacidos TFTSDVX-8YLEG (Id.
de Sec. N° 8) en la que el residuo denotado mediante el simbolo X*® es un residuo dipeptidico de pseudoproling, y
dichos residuos de aminoacidos de la secuencia incluyen opcionalmente la proteccion de la cadena lateral;

j} acoplar el primer fragmento al segundo fragmento para proporcionar un tercer fragmento peptidico que incluye
la secuencia de aminoacidos HXBEXOTFTSDVX'18YLEG (Id. de Sec. N° 11), y dichos residuos de aminoacidos de la
secuencia incluyen opcionalmente la proteccién de la cadena lateral

k) proporcionar un cuarto fragmento peptidico que incluye la secuencia de aminoécidos QAAKEFIAWLVKX® (ld.
de Sec. N° 9), en el que X3 es un residuo de un aminoacido aquiral y dichos residuos de aminoacidos de la secuencia

. incluyen opcicnalmente la proteccion de la cadena lateral;

I) acoplar el cuarto fragmento peptidico a arginina para proporcionar un quinto fragmento peptidico que incluye la
secuencia de aminoacidos QAAKEFIAWLVKX®R (Id. de Sec. N° 12), y dichos residuos de la secuencia incluyen
opcionalmente la proteccion de la cadena lateral; y

m) acoplar el quinto fragmento al tercer fragmento para proporcionar un péptido insulinotropico que incluye la
secuencia de aminoacidos HXSEX1OTFTSDVX'-18YLEGQAAKEFIAWLVK X¥R (Id. de Sec. N° 13), y dichos residuos de la
secuencia incluyen opcionalmente la proteccion de la cadena lateral.




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Industria y Comercio DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
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TARJETA ARCHIVO TEMATICO
SUPERINTENOENCIA PATENTE DE INVENCION PCT _X__ MODELODE UTILIDAD ____ DISENO INDUSTRIAL ___
(21} N° de solicitud: (22) Fecha de salicitud: 27/11/08

'(51) Clasificacion Internacional : CO7K 14/605

(71) Salicitante(s) F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

{72) inventor(es) CHEN, Lin; HAN, Yeun-Kwei; ROBERTS, Christopher R.

{74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

-

FIGURA CARACTERISTICA
{30) Prioridad (31) No. Pricridad (32) Fecha (33) Pais 6x6cm
60/815,919 23/06/06 us
{85) Fecha limite inicio fase nacional; 23-01-08 {87) Publicacion internacional:
(86) Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha: 2712107
Fecha de presentacion de la solicitud: 19/06/07 No. Publicacién : WO 2007/147816 A1
No. De solicitud PCT/EP20G7/056052
14 j
(54) Titulo: “SINTESIS DE UN PEPTIDO iNSULINOTROPICO”
Ny
{57) Resumen;
Reivindicacion nimero 1: [

e aminoacidos HXPEXOTETSDVXT8YLEG (Id. de Sec. N° 11), y dichos residuos de aminoécidos de 12

opcuonalmente?a‘pro eccion de’lacadena iaieral; y




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

tntemational application No

PCT/EP2007/056052 -

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
INV. CD7K14/605 A61K38/26

According to Intornalional Paten) Clessificeton {IPC) or to both

| classification and PC

B. FIELDS SEARGHED

bélnlr7num dacumeniation searched (classilicalion system foflowed by classification symbols)
07K

Documentallon searched olher than minimum documentailon to the extent thal such documents are includad in the fiekds searched

Elactronic dala base consulted during the inlermational search (name of data base and, whem practical, search terts ased}

EPO-Internal, Sequence Search, WPI Data, BIOSIS

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category” | Chialion of documenl, wilh indication, whese appropriaie, of the relevan) passages

Retavan to dalin No,

of peptides.”
BIOPOLYMERS 2000,

XP002457690 :
ISSN: 0006-3525

cited in the application
the whole document

—————

vol. 55, no. 3, 2000, pages 227-250,

A ANDERSSON L ET AL: “Large-scale synthesis 1-29

Further documents are listed in the continuation of Box C.

Ses patent famly annex.

* Special calegeries of cited do

“A° document defining the general state of the art wiich is not
considered to be of pariicular relavance

*E' earfler documen! but published on ar aiter the intamational
fMing Qate

L' document which may throw doubts on priorlly claimis) or
which IS cited 1o eslablish the publication date of ancther
citatlon or other special reason (as specified)

** documeni referring to an oral disdosure, use, exhibllion or
other means

‘P document published prior to the infarnational fikng dats but
later than the priority date clabed

*T* keler documan! publshad after the Intematicral g date
o1 priorily date and noi in conflict with the applcation b
ciled 1o understand the princinie or thaory underd/tag the
tvention

X' document of parlicutar retevancs; the claimed bration
cannot be considered noval ar casnol be considared o
tnvolve an inventive step when the documeni k5 taken atone

*Y" docuinen! of partevtes retavance; the ctzimed inventon
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optimize the solid-phase synthesis of a
*difficult sequence’."”
JOURMNAL OF PEPTIDE SCIENCE : AN OFFICIAL
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a. D Claims Nos.:
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payment of a protest lee.
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Claims Nos.: 30

Present claim 30 relate to a so—called “omnibus” claim relating to both
a compound and a method categories of claims in absence of any technical
features. This non-compliance with the provisions of Articlie 6 and Rule
6 PCT is to such an extent, that no search could be performed.

The applicant’s attention is drawn to the fact that claims relating to
inventions in respect of which no international search report has been
established need not be the subject of an international preliminary
examination (Rule 66.1{(e) PCT). The applicant is advised that the EPO
policy when acting as an International Preliminary Examining Authority is
normally not to carry out a preliminary examination on matter which has
not been searched. This is the case irrespective of whether or not the
claims are amended following receipt of the search report or during any
Chapter II procedure. If the application proceeds into the regional phase
before the EPO, the applicant is reminded that a search may be carried
out during examination before the EPO (see EPO Guideline C-VI, 8.5),
should the problems which led to the Article 17(2) decliaration be
overcome.
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2007056052

Box No.| Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
& the international application in the language in which it was filed

O a transiation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. With regard to any nucleotide andior amino acid sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:
& asequence listing
O table(s) related to the sequence listing
b. format of material:
on paper
B in electronic form
c. time of filingfurnishing:
& contained in the international application as filed.
filed together with the international application in electronic form.
O furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

3. [0 In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbr table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished.

4. Additional comments:

Form PCTASA/237 (April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2007056052
Box No. lll Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of

D the entire international application
claims Nos. 30
because:

[ the said international application, or the said claims Nos. relate to the following subject matter which does
not require an international search (specify):

0 the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. are so unclear
that no meaningfui cpinion could be formed (specify):

O the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed (specify):

X no international search report has been established for the whole application or for said claims Nos. 30

0J a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the
prescribed time limit:

O furnish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the Internationat Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

O furnish a sequence listing in electronic form complying with the standard pravided for in Annex C
of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

[ pay the required tate furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an
invitation under Rules 13ler.1(a) or (b).

O a meaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
did not, within the prescribed time limit, furnish such tables in electronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
available to the International Searching Authority in a form and manner acceptable to it.

[0 the tables related to the nucleotide andlor amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

O See Supplemental Box for further details

Form PCTASA/237 (Apni 2005)
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Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a){i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1.

Statement

Novelty (N)

Inventive step (IS)

Industrial applicability (1A)

. Citatidns and explanations

see separate sheet
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2007/056052

Re ltem V.

1 Reference is made to the following document:

D1:

D2:

D3:

D4:

D5:

D6:

D7:

ANDERSSON L ET AL: "Large-scale synthesis of peptides.” BIOPOLYMERS
2000, vol. 55, no. 3, 2000, pages 227-250, XP002457690 ISSN: 0006-3525
cited in the application

SAMPSON W R ET AL: "The synthesis of 'difficult’ peptides using 2-hydroxy-4-
methoxybenzyl or pseudoproline amino acid building blocks: A comparative
study” JOURNAL OF PEPTIDE SCIENCE, JOHN WILEY AND SONS LTD, GB,
vol. §, no. 9, 1999, pages 403-409, XP002419351 ISSN: 1075-2617

US-B1-6 514 500 (BRIDON DOMINIQUE P [CA] ET AL) 4 February 2003
(2003-02-04)

WO 2004/094461 A (SQUIBB BRISTOL MYERS CO [US]; NATARAJAN
SESHA IYER [US]; MAPELLI CLAUD) 4 November 2004 (2004-11-04)

WO 00/34331 A (SOD CONSEILS RECH APPLIC [FR]; DONG ZHENG XIN
[US]) 15 June 2000 (2000-06-15)

GARCIA-MARTIN FAYNA ET AL: "The synergy of ChemMatix resin and
pseudoproline building blocks renders RANTES, a complex aggregated
chemokine.”" BIOPOLYMERS 2006, vol. 84, no. 6, 2006, pages 566-575,
XP002457691 ISSN: 0006-3525

CREMER GAELLE-ANNE ET AL: "Combining a polar resin and a pseudo-
proline to optimize the solid-phase synthesis of a ‘difficult sequence'.”
JOURNAL OF PEPTIDE SCIENCE : AN OFFICIAL PUBLICATION OF THE
EUROPEAN PEPTIDE SOCIETY JUN 2006, vol. 12, no. 6, June 2006 {2006-
086), pages 437-442, XP002457692 ISSN: 1075-2617

2. No Opinion

Present claim 30 relate to a sc-called "omnibus" claim relating to both a compound and a
method categories of claims in absence of any technical features. This non-compliance
with the provisions of Article 6 and Rule 6 PCT is to such an extent, that no search could
be performed.

Form PCT/SA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2007/056052

3. Novelty

The application relates to a method of making an insulinotropic GLP-1 peptide of SEQ ID
N<°4, 5 or 13 involving a stepwise coupling strategy using different peptide fragments of
SEQ ID N6, 8 and 9.

The subject-matter of claims 1-29 of the present application is considered to be novel in
the sense of Article 33(2) PCT in view of the available prior art.

4. Inventive step

The technical problem to be solved by the application is the provision of improved method
for synthetising GLP-1 peptides according to SEQ 1D N °4 with improved yields, purities
and quantities.

GLP-1 peptides are well known in the art and have been synthetised using different routes
as discussed in D1 (see table 1).

The solution provided for the preparation of GLP-1 peptides is a synthesis using a
combination of a solid and salution phase ("hybrid") method, including the synthesis of
three different peptide intermediates, which are then coupled together to form the GLP-1
peptide.

Although a similar approach is known for the synthesis of difficult peptides as exemplified
in D2 (using building blocks and introduction of pseudo proline residues in the
intermediates), there was no clear incentive in view of prior art and the different existing
synthesis techniques to choose such a combination of solid and solution phase techniques
using specific peptide intermediates.

Thus, the claimed method comprising a specific multi-step approach using specific peptide
intermediates appears as an inventive alternative of a synthetic method for making such
GLP-1 peptides in view of the available prior art

5.  Industrial applicability
The subject-matter of the application relates to methods of making insulinotropic GLP-1

peptides useful in therapeutic applications whereas claim 8-9 and 20 relate to peptide
products which are intermediates used in the method.

Form PCTISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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Sintesis de un péptido insulinotrdépico

Resumen-Objeto y Finalidad de la invencién

La presente invencidén esta relacionada con la prepara-
cidén de péptidos insulinotrdpicos que se sintetizan utili-
zando una aproximacién en fase sélida y en solucidn
(*hibrida”). En general, la aproximacién incluye la sinte-
sis de tres fragmentos de péptido intermediarios diferentes
utilizando la quimica de fase sdlida. Entonces se utiliza
la quimica de fase en solucidén para afadir material de ami-
nodcidos adicional a uno de los fragmentos. Entonces se
acoplan los fragmentos en la fase en solucidén sélida. La
utilizacidén de una pseudoprolina en uno de los fragmentos
sintesis en fase sélida de ese fragmento y también facilita
el subsiguiente acoplamiento en fase en solucidén de este
fragmento con otros fragmentos. La presente invencidn es my
Gtil para la formacidén de péptidos insulinotrdépicos como el

GLP-1(7-36) y sus homdlogos naturales y no naturales.

)
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Sintesis de un péptido insulinotrépico

La invencidén estd relacionada con los métodos para la
preparacién de péptidos insulinotrépicos, particularmente
del péptido similar al glucagén 1 (GLP-1) y 1los homdlogos
del mismo, utilizando procesos en fase sdlida y en solu-
cidn. La presente invencidn ademds estd relacionada con 1los
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 Es-
tadounidense N° 6.015.881; Mergler et al. (1988) Tetrahe-
dron Letters 29:4005-4008; Mergler et al. (1988) Tetrahe-
dron Letters 29:4009-4012; Kamber et al. (eds), Peptides,
Chemistry and Bioclogy, ESCOM, Leiden (1992) 525-526; Rini-
ker et al. (1%93) Tetrahedron Letters 49:9307-9320; Lloyd-
Williams et al. (1993) Tetrahedron Letters 49:11065-11133;
y Andersson et al. (2000) Biopolymers 55:227-250. Bstos di-
ferentes métodos de sintesis se distinguen por el estado
fisico de la fase en la que la sintesis tiene lugar, es de-
cir fase liquida o fase sélida.

En la sintesis de péptidos en fase sélida (SPFS), se
une un aminodcido o grupo peptidico a un soporte s6lido de
resina. Posteriormente, se unen sucesivos aminoacidos o
grupos peptidicos al péptido unido al soporte hasta que el
material peptidico de interés se ha formado. Entonces nor-
malmente el péptido unido al soporte se escinde del soporte
y se somete a un procesado y/o purificacidn posterior. En

algunos casos, la sintesis en fase sélida proporciona un
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producto peptidicco maduro; en otros casos el péptido escin-
dido del soporte (es decir, un “fragmento de péptido inter-
mediario”) se utiliza en la preparacidén de un producto pep-
tidico maduro mas grande.

Los fragmentos de péptido intermediarios generados en
los procesos de fase sdlida pueden acoplarse en un proceso
sintético de fase s6lida o de fase 1liquida (referido de
ahora en adelante como “sintesis en fase en solucidn”). La
sintesis en fase en solucién puede ser particularmente Gtil
en los casos en los que la sintesis de un péptido maduro
itil en fase sélida es imposible o no es practica. Por
ejemplo, en la sintesis en fase sélida, los péptidos lar-
gos, pueden adoptar eventualmente una conformacién irregu-
lar mientras ailin estan unidos al soporte sélido, haciendo
dificil la adicién de aminoacidos o material peptidico a la
cadena creciente. A medida que la cadena de péptido se hace
més larga en el soporte de resina, la eficiencia de los pa-
sos del proceso, como el acoplamiento y la desproteccidn,
pueden estar comprometidos. Esto, a su vez, puede resultar
en tiempos de procesado mas largos para compensar estos
problemas, ademas del incremento de las pérdidas de mate-
riales de partida, comc los aminodcidos activables, co-
reactivos y disolventes. Estos problemas pueden aumentar a
medida que la longitud del péptido aumenta.

Por 1o tanto, es bastante raroc encontrar péptidos ma-
duros mayores de 30 aminoc&cidos de longitud sintetizados en
un Unico fragmento utilizando solamente un procedimiento de

fase sélida. En lugar de esto, pueden sintetizarse fragmen-
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tos individuales de forma separada en fase sélida, y des-
pués acoplarse en fase s6lida y/o en solucidén para conse-
guir el producto peptidico deseado. Esta aproximacién re-
quiere una cuidadosa seleccidén de los fragmentos candida-
tos. Aunque algunos principios generales pueden servir de
guia en la seleccidn de fragmentos, a menudo son necesarias
pruebas empiricas de los fragmentos candidatos. Estrategias
de fragmentos gque funcionan en un contexto pueden no fun-
cionar en otros. AGn cuando se encuentran fragmentos candi-
datos razonables, todavia pueden ser necesarias innovacio-
nes del proceso para que la estrategia de sintesis para que
funcione bajo condiciones razonables a nivel comercial. Por
lo tanto, la sintesis de péptido utilizando esquemas hibri-
des es a menudo un reto, y en muchos casos es dificil pre-
decir los problemas inherentes en un esquema de sintesis
hasta que se realiza la sintesis real.

En el acoplamiento en fase en solucidén, se acoplan dos
fragmentos de péptido intermediarios, o un fragmento inter-
mediaric de péptido y un aminodcido reactivo, en un solven-
te apropiado, normalmente en presencia de reactivos adicio-
nales que promueven la eficiencia y la calidad de la reac-
cién de acoplamiento. Los fragmentos de péptido intermedia-
rios estdn dispuestos de forma reactiva de forma que el ex-
tremo N-terminal de un fragmento se acopla al extremo C-
terminal del otro fragmento o viceversa. Ademds, los grupos
protectores de cadenas laterales, que estan presentes du-
rante la sintesis en fase sélida, cominmente se retienen en

los fragmentos durante la fase de acoplamiento en solucién

(1Y
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para asegurar la reactividad especifica de 1los extremos
terminales de los fragmentos. Estos grupos protectores de
cadenas laterales normalmente no se eliminan hasta gue se
ha formado un péptido maduro.

Pequefias mejoras en uno o mas pasos en el esquema sin-
tético general pueden proporcionar una mejora significativa
en la preparacidén del péptido maduro. Tales mejoras pueden
resultar en un gran ahorro general de tiempo y reactivos, y
también puede mejorar significativamente 1la 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 particular importancia en el contexto de los pépti-
dos que son terapéuticamente Gtiles y que estan elaborados
a una escala para uso médico comercial. La sintesis de far-
macos biomoleculares mayores, come los péptidos terapéuti-
cos, puede ser muy cara. Debido al coste de los reactivos,
el tiempo de sintesis, muchos pasos de sintesis, ademé@s de
otros factores, pequefias mejoras en el proceso sintético de
estos farmacos biomoleculares grandes pueden tener un im-
pacto significativo en si es econémicamente factible produ-
cir este medicamento. Tales mejoras son necesarias debido a
estos altos costes de produccidn para medicamentos biomole-
culares grandes como se sostiene en el hecho de que, en mu-
chos casos, exXlisten pocas alternativas terapéuticas adecua-
das, si las hay, para estos tipos de farmacos biomolecula-

res grandes.
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Esto estd claro en el caso del péptido similar al glu-
cagén 1 (GLP-1) y sus homdélogos. Estos péptidos se han im-
plicado como posibles agentes terapéuticos en el tratamien-
to de diabetes mellitus no insulino-dependiente de tipo 2
asi como en los trastornos metabdélicos relacionados, como
la obesidad. Gutniak, 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. Lopez L. C. et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 80:5485-5489 (1983). Esta
determinacidn se confirmé con el trabajo de Uttenthal, L.
¢. et al., J. Clin. Endocrinal. Metabol., 61:472-479
{1985). E1 GLP-1 nativo puede representarse mediante 1la
anotacién GLP-1(1-37). Bsta anctacién indica que el péptido
posee todos los amincédcidos desde el 1 (N-terminal) hasta
el 37 (C-terminal). El1 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 general-
mente incapaz de mediar en la biosintesis de insulina, pero
fragmentos biocldégicamente importantes de este péptido po-
seen propiedades insulinotrépicas. Por ejemplo, el péptido
GLP-1(7-37) nativo de 31 aminoacidcos de longitud de acuerdo
con el Id. de Sec. N° 2:

HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG

es insulinotrdpico y posee los aminodcidos desde la
posicién 7 (N terminal) a la 37 (C terminal) del GLP-1 na-

tivo. EL GLP-1 (7-37) posee una glicina terminal. cCuando

(53
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esta glicina estd ausente, el péptido resultante es atn in-
sulinotrdépicamente 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 repre-
sentarse mediante la anotacidn GLP-1(7-36) -NH,.

El GLP-1(1-37) generalmente se convierte in vivo en un
homélogo insulinotrdpicamente activo del mismo. Por ejem-
plo, el GLP-1(1-37) se convierte naturalmente en el GLP-
1(7-37) in vivo. Este péptido, a su vez, puede también su-
frir un procesado adicional mediante la eliminacidn proteo-
litica de la glicina C-terminal para producir el GLP-1{7-
36), que a menudo existe en la forma amidada GLP-1(7-38)-
NH,. De acuerdo con lo anterior, los tratamientos terapéu-
ticos pueden involucrar la administracién del GLP-1(1-37) o
un homélogo del mismo, esperando que se forme un derivado
insulinotrépicamente activo del mismo in vivo. Mas comin-
mente, no obstante, los tratamientos'terapéuticos en inves-
tigacidén involucran la administracién de los fragmentos in-
sulinotrépicamente activos de GLP-1 en si mismos.

De acuerdo con la US 6.887.849, la actividad insulino-
trépica de GLP-1(7-37), GLP-1(7-36) y GLP-1(7-36)-NH, pare-
ce ser especifica para las células pancredticas beta, en
las que estos péptidos parecen inducir la biosintesis de
insulina. Esto hace dtiles a estos péptidos, y a sus homb-
logos farmacéuticamente aceptables, en el estudic de la pa-

togénesis de la aparicién de la diabetes mellitus en adul-

22
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tos, una enfermedad caracterizada por 1la hiperglicemia en
la que la dindmica de secrecidén de insulina es anormal.
Ademas, estos péptidos similares al glucagdén serdn idtiles
en la terapia y el tratamiento de esta enfermedad, y en la
terapia y tratamiento de la hiperglicemia. De acuerdo con
la PE 1137667Bl, estos péptidos u sus homélogos farmacéuti-
camente aceptables también pueden ser Gtiles para el trata-
miento de otros tipos de diabetes, obesidad, glucagonomas,
trastornos de secrecidn de las vias respiratorias, trastor-
nos metabdlicos, artritis, osteoporosis, enfermedad del
sistema nervioso central, restenosis, enfermedad neurodeqge-
nerativa, fallo renal, fallo cardiaco congestivo, sindrome
nefrético, cirrosis, edema pulmonar, hipertensidén y/o tras-
tornos en los que se desea una reduccidédn de la ingesta de
comida.

El GLP-1 nativo(1-37) y sus hombélogos insulinotrdpica-
mente activos nativos de acuerdo con los Id. de Sec. N° 1 a
3 son metabdlicamente 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 rapida. Esta
inestabilidad metabdlica ha limitado el potencial terapéu-
tico del GLP-1 nativo y de los fragmentos nativos del mis-
mo.

Se han desarrollado homdélogos sintéticos de los pépti-
dos 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 Bl:

HAibEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKAibR

9
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Este péptido es similar al GLP-1 nativo(7-36), con la
excepcién que el residuvo aquiral del Acido alfa-
aminoisobutirico (mostrado de forma esquemdtica con 1la
abreviatura Aib)‘aparece en las posiciones 8 y 35 en lugar
de los aminodcidos nativos correspondientes en estas posi-
ciones. El1 &cido alfa-aminoisobutirico aquiral también es
conocido como metilalanina. Este péptido puede denominarse
mediante la férmula (Aib%**)GLP-1(7-36)-NH,.

La EP 1137667 expone que el péptido de acuerdo con el
Id. de Sec. N° 4 y sus homélogos pueden obtenerse como un
Gnico fragmento utilizando técnicas de fase s6lida. La
aproximacién de sintesis de fragmentos unicos sugerida en
la EP 1137667 es problemitica. Uno de los problemas es que
esta aproximacién puede llevar a altos niveles de epimeri-
zacidén en el acoplamiento £inal de aminoacidos, por ejem-
ple, histidina en el caso de (Aib%®**)GLP-1(7-36). Ademas
las impurezas pueden ser dificiles de eliminar durante 1la
purificacidén cromatografica y el rendimiento puede tender a
ser demasiado bajo. En consecuencia, son necesarias estra-
tegias mejoradas para la sintesis de péptidos de acuerdo
con el Id. de Sec. N° 4 para poder fabricar este péptido y
sus homélogos con rendimientos, purezas y cantidades comer-
cialmente aceptables.

Ademas de estas preocupaciones, los problemas relacio-
nados con la recuperacidn del producto y la pureza del pro-
ducto para la produccidn a gran escala de péptidos, asi co-
mo la manipulacién de reactivos, almacenamiento y deshecho,

pueden influir enormemente en que un esquema de sintesis

3¢
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del péptido sea factible. Por lo tanto, existe la necesidad
continua de procesos de sintesis de péptidos capaces de
producir eficientemente los materiales peptidicos de inte-
rés comercial en cantidades a gran escala con rendimientos
mejorados.

La presente invencibén estd relacionada con la prepara-
cién de péptidos insulinotrdpicos que estan sintetizados
utilizando una aproximacidén de fase sdélida y en solucidn
(*hibrida”). Generalmente, la aproximacidén incluye 1la sin-
tesis de tres fragmentos de péptido intermediarios diferen-
tes utilizando la quimica de fase sélida. La quimica de fa-
se en solucidn se utiliza entonces para anadir material de
aminoacidos adicional a uno de los fragmentos. Los fragmen-
tos se acoplan entonces en fase sélida y en solucidén. EIl
uso de una pseudoprolina en uno de los fragmentos facilita
la sintesis en fase sélida de este fragmento y también fa-
cilita la posterior fase de acoplamiento en solucidén de es-
te fragmento a otros fragmentos. La presente invencidén es
muy Gtil para obtener péptidos insulinotrdpicos como el
GLP-1, GLP-1(7-36) y los homdélogos naturales y no naturales
de estos, particularmente el GLP-1(7-36) y sus homdlogos
naturales y no naturales.

En un aspecto, la presente invencidén estd relacionada
con un método para realizar un péptido insulinotrépico, que
comprende los pasos de:

a) la preparacidén de un fragmento peptidico gque inclu-
ye la secuencia de aminoacidos HX°EX'® (Id. de Sec. N° 6) en

la que X® y X! son ambos residuos de un amincacido aquiral,
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0 dicho fragmento es un homélogo del mismo que incluye los
residuos X® y X!°, tanto H como E, X® y X' incluyen de forma
cpcional proteccidén de la cadena lateral; vy

b) la incorporacién del fragmento peptidico en un pép-
tido insulinotrdépico.

Preferiblemente, X® es un residuo de aminodcido que
corresponde a metilalanina (Aib). X'° es preferiblemente un
residuo de amino&cido que corresponde a glicina.

En otro aspecto, la invencidén estd relacionada con un
fragmento peptidico que posee la secuencia de aminodcidos
HX?EX'® (Id. de Sec. N° 6), en la que X y X!° son ambos re-
siduos de un aminocdcido aquiral, y tanto H como E, X® y Xx'°
incluyen opcionalmente la proteccidén de la cadena lateral.
Preferiblemente, X® es un residuo de aminoacido que corres-
ponde a Aib y X' es un residuo de aminodcido que correspon-
de a glicina.

En otro aspecteo, la presente invencidn estid relaciona-
da con un método para elaborar un péptido insulinotrépico,
que comprende los pasos de:

a) la preparacién de un fragmento peptidico o un homd-
logo del mismo que incluye la secuencia de aminodcidos
TFTSDVX'’ ®YLEG (Id. de Sec. N° 8) en la que el residuo de-
notado mediante el simbolo X'’*®* es un residuo dipeptidico
de pseudoprolina; y

b) la incorporacién del fragmento peptidico en un pép-
tido insulinoctrépico.

En otro aspecto, la presente invencién estid relaciona-

da con un péptido o un homdlogo del mismo que incluye la

~
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gsecuencia de aminocdcidos TFTSDVX!' *¥YLEG (Id. de Sec. N° 8)

en la que el residuo denotado mediante el simbolo Xx!7°2

es
un residuo dipeptidico de pseudoprolina; y dichos residuos
de aminoidcidos incluyen opcionalmente la proteccidén de 1la
cadena lateral.

En otro aspecto, la presente invencibn esta relaciona-
da con un método para elaborar un péptido insulinotrépico
de acuerde con la reivindicacidén 1, que comprende el paso
de:

a) el acoplamiento del primer fragmento peptidico que
incluye la secuencia de aminoacidos HX®EX'® (Id. de Sec. N°
6), en la que X® y X!° son ambos residuos de un aminodcido
aquiral, tanto H como E incluyen opcionalmente la protec-
cién de la cadena lateral, con el segundo fragmento pepti-
dico que incluye la secuencia de aminoacidos 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 proteccidén de la cadena lateral, para pro-
porcionar un tercer fragmento peptidico que incluye la se-
cuencia de aminodcidos HX°EX!®TFTSDVX'’"®*YLEG (Id. de Sec. N°
11), y dichos residuos de aminoacidos de la secuencia in-
cluyen opcionalmente la proteccidn de la cadena lateral; y

b} la incorporacién del fragmento peptidico en un pép-
tido insulinotrdpico.

En otro aspecto, la presente invencién estd relaciona-
da con un método para elaborar un péptido insulinotrépico,

que comprende los pasos de:

V)
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a) la preparacién de un fragmento peptidico o un homé-
logo del mismo gque incluye la secuencia de aminodcidos
QAAKEFIAWLVKX®® (Id. de Sec. N° 9), en la que X*® es un re-
siduc de un aminodcido aquiral, y dichos residuos de la se-
cuencia incluyen opcionalmente la proteccién de la cadena
lateral; y |

b) la incorporacién del fragmento peptidico en un pép-
tido insulinotrépico.

En otro aspecto, la presente invencidén estd relaciona-
da con un método para elaborar un péptido insulinotrdpico,
que comprende unc o mas pasos de:

a) proporcionar un primer fragmento peptidico que in-
cluye la secuencia de aminodcidos HX®EX'® (Id. de Sec. N°
6), en los que X% y X!° son ambos residuos de un aminoacido
aquiral, y tanto H como E incluyen opcionalmente la protec-
cidén de la cadena lateral;

b) proporcionar un segundo fragmento peptidico que in-
cluye la secuencia de aminodcidos TFTSDVX'' '®YLEG (Id. de
Sec. N° 8) en la que el residuo denotado mediante el simbo-
lo X}"'® es un residuo dipeptidico de pseudoprolina, y di-
chos residuos de aminodcidos de la secuencia incluyen op-
cionalmente la proteccidn de la cadena lateral;

c) el acoplamiento del primer £fragmento al segundo
fragmento para proporcionar un tercer fragmento peptidico
que incluye 1la secuencia de aminodcidos HX®EX!*TFTSDVX'""
BYLEG (Id. de Sec. N° 11), y dichos residuos de aminoacidos
de la secuencila incluyen opcionalmente la proteccién de la

cadena lateral;
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d) proporcionar un cuarto fragmento peptidico que in-
cluye la secuencia de aminocdcidos QAAKEFIAWLVKX®® (Id. de
Sec. N° 9), en la que X*® es un residuo de un aminoacido
aquiral, y dichos residuos de aminodcidos de la secuencia
incluyen opcionalmente la proteccidn de la cadena lateral;

e) el acoplamiento del cuarto fragmento peptidico a
una arginina para proporcionar un quinto fragmento peptidi-
co que incluye la secuencia de aminodcidos QAAKEFIAWLVKX'®R
{(Id. de Sec. N° 12), y dichos residuos de la secuencia in-
cluyen opcionalmente la proteccién de la cadena lateral; y

f) el acoplamiento del quinto fragmento al tercer
fragmento para proporcionar un péptido insulinotrépico que
incluye la secuencia de aminodcidos HX®EX'°TFTSDVX!’"
8 YL EGQAAKEFIAWLVKX®*®R (Id. de Sec. N° 13), y dichos resi-
duos de la secuencia incluyen opcionalmente la proteccidn
de la cadena lateral.

Preferiblemente, la presente invencidn estéd relaciona-
da con el método para elaborar un péptido insulinotrépico,
que comprende los pasos de:

a) proporcionar un primer fragmento peptidico que in-
cluye la secuencia de aminoacidos HXPEX'® (Id. de Sec. N°
6), en los que X® y X' son ambos residuos de un aminoacido
agquiral, y tanto H como E incluyen opcionalmente la protec-
cién de la cadena lateral;

b) propercionar un segundo fragmento peptidico que in-
cluye la secuencia de aminoacidos TFTSDVX!7'8YLEG (Id. de
Sec. N° B) en la que el residuo denotado mediante el simbo-

lo Xx}"!'® es un residuo dipeptidico de pseudoprolina, y di-
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chos residuos de aminodcidos de la secuencia incluyen op-
cionalmente la proteccidén de la cadena lateral;

c) el acoplamiento del primer fragmento al segundo
fragmento para proporcionar un tercer fragmento peptidico
que incluye la secuencia de aminodcidos HX®EX!*TFTSDVX!”"
¥YLEG (Id. de Sec. N° 11), y dichos residuos de aminoacidos
de la secuencia incluyen opcionalmente la proteccién de la
cadena lateral;

d) proporcionar un cuarto fragmento peptidico que in-
cluye la secuencia de aminodcidos QAAKEFIAWLVKX*® (Id. de
Sec. N° 9), en la que X*® es un residuo de un aminoacido
aquiral, y dichos residuos de aminoadcidos de 1la secuencia
incluyen opcionalmente la proteccidédn de la cadena lateral;

e) el acoplamiento del cuarto fragmento peptidico a
arginina para proporcionar un gquinto fragmento peptidico
gue incluye 1la secuencia de aminoacidos QAAKEFIAWLVKX*°R
{Id. de Sec. N° 12), y dichos residuos de la secuencia in-
cluyen opcionalmente la proteccidén de la cadena lateral; y

f) el acoplamiento del quinto fragmento al tercer
fragmento para proporcionar un péptido insulinotrépico que
incluye la secuencia de aminodcidos HX®EX'’TFTSDVX!”
Y8 YLEGQAAKEFIAWLVKX’®R (Id. de Sec. N° 13), y dichos resi-
duos de la secuencia incluyen opcionalmente la proteccién
de la cadena lateral.

En otro aspecto, la invencidén esta relacionada con el
método tal y como se ha descrito hasta aqui, que comprende
otro paso de:

g) eliminacidén de los grupos protectores de la cadena

3b
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lateral para proporcionar un péptido insulinotrbépico que
incluye la secuencia de aminoacidos HX®EX'*TFTSDVSSYLEG-
QAAKEFIAWLVKX®R (Id. de Sec. N° 5) y homdlogos de la misma,
en que cada uno de los simbolos X en las posiciocnes 8, 10 y
35 independientemente denotan un residuo de aminodcido
aquiral, estéricamente obstaculizadc de forma opcional.

La eliminacidén de los grupos protectores de la cadena
lateral se lleva a cabo preferiblemente empleando una de
solucién de desproteccidn que comprende al menos un reacti-
vo acidolitico y al menos un neutralizador de cationes. Los
reactivos acidoliticos para la desproteccidén global estan
seleccionados preferiblemente de entre el grupo que consis-
te en &cido trifluorocacético (TFA), HC1l, A&cidos de Lewis
como BF; Et,0 o Me;SiBr, &cido fluorhidrico liquido (HF),
bromuro de hidrégeno {(HBr}, &cido trifluorometanoc-sulfénico
y combinaciones de los mismos. Los neutralizadores de ca-
tiones adecuados se seleccionan preferiblemente de entre
ditiotreitol (DTT), anisol, p-cresol, etanoditiol y dimetil
sulfuro. La solucidén de desproteccidn puede también incluir
agua.

En otro aspecto, la presente invencidén estd relaciona-
da con un método para elaborar un péptido insulinotrépico,
que comprende los pasos de:

a) proporcionar un primer fragmento peptidico que in-
cluye la secuencia de aminoadcidos HX®EX!® (Id. de Sec. N°
6), en la que X® y X' son ambos residuos de un aminoacido
aquiral, y tanto H como E, X® y X' incluyen opcionalmente

la protecéién de la cadena lateral;



15

20

25

-17-

b) proporcionar un segundo fragmento peptidico que in-
cluye la secuencia de aminoidcidos TFTSDVX'’**YLEG (Id. de
Sec. N° 8) en la que el residuo denotado mediante el simbo-
lo x'""*® eg un residuo dipeptidico de pseudoprolina, y di-
chos residuos de aminodcidos de la secuencia incluyen op-
cionalmente la proteccién de la cadena lateral;

c) el acoplamiento del primer fragmento al segundo
fragmento para proporcionar un tercer fragmento peptidico
que incluye la secuencia de aminodcidos HXPEX!TFTSDVX!"
®YLEG (Id. de Sec. N° 11), y dichos residuos de aminoacidos
de la secuencia incluyen opcionalmente la proteccidén de 1la
cadena lateral;

d) proporcionar un cuarto fragmento peptidico que in-
cluye la secuencia de aminodcidos OQAAKEFIAWLVKX®® (Id. de
Sec. N° 9), en la que X** es un residuo de un aminoacido
aquiral, y dichos residucos de aminoacidos de la secuencia
incluyen opcionalmente la proteccidén de la cadena lateral;

e) el acoplamiento del cuarto fragmento peptidico a
arginina para proporcicnar un quinto fragmento peptidico
que incluye la secuencia de aminodcidos QAAKEFIAWLVKX’®R
(Id. de Sec. N° 12), y dichos residuos de la secuencia in-
cluyen opcioconalmente la proteccidén de la cadena lateral; y

f) el acoplamiento del quinto fragmento al tercer
fragmento para proporcionar un péptido insulinotrépico con
la férmula (Id. de Sec. N° 5) HX*EXTFTSDVSSYLEGQAAKE-
FIAWLVKX’’R y hombélogos de la misma, en las que los simbolos
X en las posiciones 8, 10 y 35 denotan independientemente

un residuo de aminoidcido aquiral, estéricamente obstaculi-

{a)
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zado de forma opcional; y en la que uno o mas de los resi-
duos de aminoacidos incluyen de forma opcional la protec-
cién de la cadena lateral.

La Fig. 1 es un diagrama esquematico de un esquema de
sintesis de acuerdo con la presente invencién.

El fragmento 12 es un fragmento peptidico que incluye
la secuencia de aminodcidos HXPEX!® (Id. de Sec. N° 6). El
fragmento 14 es un fragmento peptidico que incluye la se-
cuencia de aminoadcidos TMFTSD'VX!’'®YL?°EG (Id. de Sec. N°
8). El fragmento 16 es un fragmento peptidico que incluye
la secuencia de aminodcidos Q*AA®*KEFIA’WLVKX®® (Id. de Sec.
N°¢ 9). El1 fragmento intermediario 18 es un fragmento pepti-
dico que incluye la secuencia de aminoadcidos H'X®EX*°TFTSD®"
vx!'""18v1L.?2°EG (Id. de Sec. N° 11). El fragmento peptidico in-
termediario 20 es un péptido que incluye la secuencia de
aminodcidos Q?*AA?*KEFIAWLVKX**R (Id. de Sec. N° 12). El
producto 11 es el péptido protegido deseado H’X®EX!°TFTS-
D'SvX'7 8YL?EG QAA®SKEFIA’°WLVKX’°R (Id. de Sec. N° 13) en el
que las Ser-8Ser de las posiciones 17 y 18 estan aln en 1la
forma de pseudoprolina protegida. El1 diagrama se describe
en mas detalle a continuacidn.

Las realizaciones de la presente invencidn descritas
mas adelante no pretenden ser exhaustivas o limitar la in-
vencién a las formas precisas descritas en la siquiente
descripcidén detallada. En lugar de ello, las realizaciones

se han escogido y se describen para que otros expertos en
la materia puedan apreciar y entender 1los principios y

practicas de la presente invencién.
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La presente invencidén esta dirigida a los métodos sin-
téticos para elaborar péptidos como el péptido similar al
glucagén 1 (GLP-1) y sus homdélogos naturales y no naturales
insulinotrépicamente activos, utilizando técnicas en fase
sbdlida y/o en solucién. Las moléculas peptidicas de la in-
vencidén pueden estar K protegidas, no protegidas o parcial-
mente protegidas. La proteccidén puede incluir proteccidn
del extremo N-terminal, proteccidén de la cadena lateral y/o
proteccidén de C-terminal. Mientras la invencidn estd gene-
ralmente dirigida a la sintesis de estos péptidos similares
al glucagdén, sus homdlogos, fragmentos y sus hombélogos y
productos de fusidén y sus homdlogos, los presentes ejemplos
de la invencidén también pueden aplicarse a la sintesis de
otros péptidos, particularmente a aquellos que se sinteti-
zan utilizando una combinacidén de aproximaciones en fase
sdlida y en sclucidén. La invencidén se puede aplicar también
a la sintesis de fragmentos de péptido intermediarios aso-
ciados con impurezas, particularmente impurezas de piroglu-
tamato. Las moléculas dtiles de GLP-1 preferidas en 1a
practica 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 aminoacidos” preferiblemente significa *“que
posee la secuencia de aminodcidos”.

Tal y como se utiliza aqui, un “homdélogo” se refiere a
los an&logos naturales y no naturales, derivados, compues-
tos de fusidén, sales o similares de un péptido. Tal y como

se utiliza aqui, un andlogo de péptido generalmente se re-
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fiere a un péptido que posee una secuencia modificada de
amincldcidos con una o mas sustituciones de aminoacidos, de-
leciones, inversiones y/o adiciones relacionadas con otro
péptido o péptido homdlogo. Las sustituciones pueden invo-
lucrar uno o mas amincdcidos naturales o no naturales. Las
sustituciones pueden ser preferiblemente conservativas o
altamente conservativas. Una sustitucidén conservativa se
refiere a la sustitucidén de un aminodcido por otro que po-
see generalmente la misma carga electrénica neta y general-
mente el mismo tamaifio y forma. Por ejemplo, los aminoécidos
con cadenas laterales alifaticas o alifaticas sustituidas
poseen aproximadamente el mismo tamaifio cuando el nimero to-
tal de carbonos y heterocdtomos en sus cadenas laterales di-
fieren en menos de cuatro. Poseen aproximadamente la misma
forma cuando el nimero de ramas en sus cadenas laterales
difieren en no mads de una o dos. Los aminodcidos con grupos
fenilo o grupos fenilo sustituidos en su cadena lateral se
considera que tienen el mismo tamafio y forma. A continua-
cidén se listan cinco grupos de aminodcidos. Sustituyendo un
aminodcido en un compuesto con otro aminodcido del mismo
grupo generalmente resulta en una sustitucidén conservativa.

Grupce I: glicina, alanina, valina, leucina, isoleuci-
na, serina, treonina, cisteina, metionina y aminocacidos que
no existen de forma natural con cadenas laterales alifati-
cas C;-C, o alifaticas (C;-C; sustituidas por hidroxilo (ca-
denas sencillas o mono-ramificadas) .

Grupo II: &cido glutamico, acido aspartico y aminodci-

dos que no existen de forma natural con cadenas laterales
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alifaticas C;-C; sustituidas con acido carboxilico (no rami-
ficadas o un punto de ramificacién) .

Grupo III: 1lisina, ornitina, arginina y aminoacidos
que no existen de forma natural con cadenas laterales ali-
faticas C;-C, sustituidas con amina © guanidina (no ramifi-
cadas o un punto de ramificacién) .

Grupo 1V: glutamina, asparagina y aminoidcidos que no
existen de forma natural con cadenas laterales alifaticas
C;-C, sustituidas con amida (no ramificadas o© un punto de
ramificacién) .

Grupo V: fenilalanina, fenilglicina, tirosina y trip-
té6fano.

Tal y como se utiliza aqui, el término “homdlogo” mas
preferiblemente se refiere a las sales de los péptidos o a
los derivados de los mismos que estan amidados en el extre-
mo C-terminal.

Una "sustitucién altamente conservativa" es la susti-
tucién de un aminodcido con otro aminodcido que posee el
mismo grupo funcional en la cadena lateral y casi el mismo
tamafio vy forma. Los aminodcidos con cadenas laterales ali-
faticas o alifaticas sustituidas poseen casi el mismo tama-
fio cuando el ntmero total de carbonocs y heterocatomos en sus
cadenas laterales difieren en menos de dos. Poseen casi la
misma forma cuandc poseen el mismo nimero de ramificaciones
en sus cadenas laterales. Ejemplos de sustituciones alta-
mente conservativas incluyen valina por leucina, treonina
por serina, &cido aspartico por Aacido glutdmico y fenilgli-

¢cina por fenilalanina.

U2
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Un “derivado peptidico” generalmente se refiere a un
péptido, a un andlogo de péptido u otro hombélogo de péptido
que posee una modificacién quimica de uno o mas de sus gru-
pos laterales, atomos de carbono alfa, grupo amino terminal
y/o grupo &acido carboxilo terminal. A modo de ejemplo, una
modificacién quimica incluye, pero no se limita a, la addi-
cidén de porciones quimicas, creacidn de nuevos enlaces y/o
eliminacién de porciones quimicas. Las modificaciones en
los grupos laterales de los aminoicidos incluyen, sin limi-
tacién, la acilacidén de los grupos e-amino de la lisina, N-
alquilacidén de arginina, histidina o lisina, alquilacién de
los grupos acido carboxilico del glutémico o aspéartico y
desamidacidén de glutamina o asparagina. Las modificaciones
del grupo amino terminal incluyen, sin limitacidén, modifi-
caciones de des-aminacién, N-alquilo inferior, N-dialguilo
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 prefe-
ridos son aquellos derivados que estdn amidados en el grupo
carboxi terminal, por ejemplo, la amida, alquilamida infe-
rior o dialquilamida del péptido. Asi, los péptidos parcial
o totalmente protegidos constituyen derivados de los pépti-
dos.

En la practica de la presente invencidén, un compuesto
posee una actividad “insulinotrépica” si es capaz de esti-
mular, provocar la estimulacién o ayuda a provocar la esti-

mulacidén de la sintesis o expresidén de la hormona insulina.

Q3
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En las formas de practica preferidas, la actividad insuli-
notrdpica puede demostrarse de acuerdo con los ensayos des-
critos en las Pat. Estadounidenses  N°* 6.887.849 vy
6.703.365.

En las realizaciones preferidas, la presente invencidn
proporciona metodologias para sintetizar péptidos sintéti-
cos (X%, X', x%°) GLP-1(7-36) que poseen la siguiente férmu-
la (Id. de Sec. N° 5):

HX®EX'°TFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKX?°R

v homdlogos de la misma, en la que cada uno de 1los
simboles X en las posiciones 8, 10 y 35 independientemente
denotan un aminodcido aquiral, obstaculizado estéricamente
de forma opcional. Cualquiera de los residuos X%, X' y/o x**
pueden incluir opcionalmente grupos protectores de cadenas
laterales. Los péptidos de acuerdo con esta férmula difie-
ren del GLP-1(7-36) nativo en que al menos los residuos
acquirales, obstaculizados estéricamente de forma opcional
X® y X% estan sustituidos por los residuos de aminoicidos
nativos en las posiciones 8 y 35. El residuo X!° puede deri-
varse de la glicina aquiral nativa u otro aminodcido aqui-
ral. El uso de los aminoidcidos aquirales x%, x'°, y X* no
s6lo ayuda a estabilizar el péptido resultante, sino que
también se acaba de descubrir que el uso de estos aminoaci-
dos como bloques de construccidn facilita la ruta de sinte-
sis sencilla de la presente invencidn que se muestra en la
Fig. 1 y se describe en detalle mas adelante.

Una realizacidén particularmente preferida de un pépti-

do (X%, X, X%) GLP-1 (7-36) que puede sintetizarse de

QY
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acuerdo con los principios de la presente invencidédn incluye
un péptide de acuerdo con la férmula (Id. de Sec. N° 4):

HAIibEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKAiIDR

y homélogos de la wmisma, que preferiblemente estén
amidados en C-terminal. Este péptido utiliza el residuo
aquiral del &cido alfa-aminoisobutirico (o metilalanina,
mostrado de forma esquematica mediante la abreviatura Aib)
como en X® y X**, que preferiblemente poseen una amida en C-
terminal, o utiliza un residuo de G nativa en la posicién
10, y puede designarse mediante la férmula (Aib®?°) GLP-
1(7-36)-NH,. Esta notacidén indica que un residuo de aminoa-
cido que corresponde al aminoacido "“Aib” aparece en las po-
siciones 8 y 35 en lugar de la alanina nativa. El acido al-
fa-aminoisobutirico agquiral, también se conoce como metila-
lanina. El péptido de acuerdo 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 degradacidén meta-
bélica en el cuerpo, haciendo que este péptido sea wmucho
mas estable en el cuerpo que el péptido GLP-1(7-36) nativo.

La presente invencidén proporciona metodologias mejora-
das para obtener péptidos GLP-1(7-36) como el ({(Aib®%3*°) GLP-
1(7-36)-NH,. A modo de ejemplo, la Fig. 1 muestra de forma
esquematica el esquema ilustrativo 10 para sintetizar pép-
tidos GLP-1(7-36) y sus hombdlogos. 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 péptido 1Gtil para su distribucidén comercial.

Y&
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Por ejemplo la cantidad de péptido en un procedimiento de
escalado puede ser de 500 g o 1 kg por lote, y mads normal-
mente de decenas a cientos de kg por lote o mads. En 1las
realizaciones preferidas, los métodos de la invencidén pue-
den proporciocnar mejoras como la reduccidén en el tiempo de
procesado (sintesis), mejoras en el rendimiento de los pro-
ductos, mejoras en la pureza del producto y/o reduccién en
la cantidad de reactivos y materiales de partida necesa-
rios.

El esquema de sintesis 10 mostrado en la Fig. 1 utili-
za una combinacién de técnicas en fase sdlida y en solucién
para preparar el producto peptidico 11.

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 sdélida. El fragmento 12 es un frag-
mento peptidico que incluye 1los residuos de aminoacido de
acuerdo con el Id. de Sec. N° 6:

HX°EX'?

en el que X® y X! son como se ha definido antes, o es
un homélogo de la misma, lo que incluye los residuos X°® y
X'®. Uno o mis de los residuos de aminoidcidos puede incluir
grupos protectores de las cadenas laterales de acuerdo con
las préacticas convencionales. En algunas realizaciones, el
fragmento peptidico 12 puede estar enlazado a una resina a
través del extremo C-terminal. Este fragmento puede llevar
opcionalmente grupos protectores en N-terminal vy/o C-
terminal. Se ha encontrado que el Fmoc es un grupo protec-

tor de N-terminal particularmente 0til en la sintesis en

Yl
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fase sb6lida del fragmento peptidico.

El fragmento 12 incluye los 4 residuos de aminoacido
que corresponden a los aminoidcidos en las posiciones de 7 a
10 del péptido GLP-1(7-36) nativo, y por lo tanto puede re-
presentarse mediante la notacién (X%, Xx!°) GLP-1(7-10). En
las realizaciones preferidas, X® es Aib y X'* es glicina, de
acuerdo con el Id. de Sec. N° 7:

H’AibEG'®

o es un homdlogo del mismo gque incluye el residuo Aib
en la posicién 10. El1 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 posicidén 8 del GLP-1(7-10) nativo.

La sintesis en fase sdlida se lleva a cabo generalmen-
te en direccidén de C-terminal a N-terminal del fragmento
12. Asi, el aminodcido X*°, que estid presente en la porcién
C-terminal del fragmento, es el primer residuc de aminoaci-
do que esta acoplado al soporte de resina en fase s6lida.
La sintesis en fase sdlida continda entonces mediante 1la
adicidén consecutiva de 1los residuos de aminoicido de 1la
forma correspondiente a la secuencia deseada. La sintesis
del fragmento del péptido intermediario se cowmpleta después
de que el residuo N-terminal (por ejemplo, el residuo his-
tidina (H) N-terminal) se haya ahadido a la cadena de pép-
tido naciente.

La seleccidn y uso de un fragmento peptidico de acuer-
do con los Id. de Sec. N° 6 y 7 proporcicna ventajas signi-

ficativas dentro del esquema 10. Primero, la H tiende a ser

43
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un residuo de aminoacido dificil de afiadir a la cadena de
péptido naciente debido a, al menos en parte, problemas de
epimerizacidén. No obstante, el fragmento 12 es suficiente-
mente pequefio 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 dnica
cristalizacidén permite purificar al fragmento. Si el frag-
mento 12 termina en Aib, el fragmento poseerd solo un cen-
tro quiral y seria, en consecuencia, mas dificil de purifi-
car de forma racémica. Situando la G aquiral en posicién C-
terminal también evita los problemas de racemizacidén que de
otro modo serian preocupantes si el fragmento 12 acabara en
C-terminal con E quiral. En resumen, la seleccidén del frag-
mento 12 como un blogque de construccidén del péptido hace
mids facil la construccidn, la purificacién y el acoplamien-
to del fragmento a otro material peptidico. La seleccidn de
este fragmento también proporciona una baja racemizacién de
H. Sorprendentemente, puede afiadirse la H a este fragmento
con un nivel muy bajo de epimerizacidn, por ejemplo, alre-
dedor del 3% en peso en algunas formas de la practica.

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

TllFTSDISV-x17-1BYL20EG

en el que el residuo denotado mediante el simbolo Xx*7’!®
es un residuo dipeptidico de pseudoprolina, definida en de-
talle mas adelante, o es un homdlogo del mismo que incluye
el X'""'® en las posiciones 17 y 18. El1 fragmento 14 incluye

los residuos de aminodcido que generalmente corresponden a

U3
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los residuos de aminoacido en las posiciones 11 a 22 del
péptido GLP-1(7-36) nativo, excepto que se utiliza el resi-
duo dipéptido de pseudoprolina X'’** en lugar de los resi-
duos SS (Ser-Ser) que ocupan las posiciones correspondien-
tes 17 y 18 del GLP-1(7-36) nativo.

Unc 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 reali-
zaciones, el fragmento peptidico 14 puede estar unido a re-
sina a través del extremoc C-terminal. Este fragmento puede
llevar opcionalmente grupos protectores en N-terminal y/o
C-terminal. Se ha encontrado que Fmoc es un grupo protector
de N-terminal particularmente Util para la sintesis en fase
sbélida del fragmento peptidico. El1 fragmento peptidico de
acuerdo con el Id. de Sec. N° 8 puede estar referido me-
diante la notacién (x'""*®) GLP-1(11-22) para indicar 1la
sustitucién por los residuos de pseudoprolina X'7** de 1los
residuos Ser-Ser en las posiciones 17 y 18.

Tal y como se utiliza en la practica de la presente
invencibén, el término pseudoprolina se refiere a un dipép-
tido que incluye un residuo de un aminodcido con funcién
hidroxilo como la Ser o Thr en las que 1la cadena lateral
con la funcién hidroxilo estd protegida con un unillo oxa-
zolidina, 1labil a TFA, similar a prolina entre el amino al-
fa y la cadena 1lateral hidroxilo. Comc consecuencia del
anillo oxazolidina, el dipéptido funciona como un mimético
de prolina revexrsible.

Generalmente, un residuo tipico de pseudoprolina tal
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como se incorpora en un péptido puede representarse median-

te la férmula
i

R-0o
’ /0
d—N R?

O

en la que & representa un residuo de cualquier aminoa-
cido 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 independientementé_una
porcidén monovalente como H, o un alquilc inferior como me-
tilo. R* y R® también pueden ser co-miembros de una estruc-
tura en anillo. Es deseable que tanto R’ como R* sea metilo.
En el caso de una Ser protegida por un anillo oxazolidini-
na, R? es la porcidén divalente CH,, mientras que en el caso
de la Thr, R? es la porcidén divalente (CH;)CH.

El término “alquilo inferior” se refiere a un radical
alquilo monovalente de cadena sencilla o ramificada de uno
a seis Aatomos de carbono, preferiblemente de uno a cuatro
dtomos de carbono. Este término se ejemplifica ademds me-
diante radicales como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo,
n-butilo, s—butilo, isobutilo, t-butilo, n-pentilo, 3-
metilbutilo, n-hexilo, 2-etilbutilo y similares. Los resi-
duvos de alquilo inferior preferibles son metilo y etilo,

siendo metilo especialmente preferido.
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Durante la desproteccién, la porcién R' se escinde pa-
ra proporcionar un residuo dipeptidico de acuerdo con la

siguiente foérmula:

H o

|
R

I

H
2
OH
en la que @ y R?> son como se ha definido anteriormen-
te. Aplicado al fragmento 14, el residuo de pseudoprolina
preferiblemente corresponde a un residuo Ser-Ser en el que

la Ser gue es mas proximal a C-terminal estd protegida con

el anillc oxazolidina y posee la siguiente estructura:

La cadena lateral con un hidroxilo de la Ser mas cer-
cana a N-terminal esta protegida, por ejemplo mediante el
grupo de proteccién t-Bu. Cuando se rompe la estructura del
anillo oxazolidina y t-Bu protectora, aparece el residuo
Ser-Ser.

La utilizacidén de este mimético de prolina como un
bloque de construccidén en la sintesis del fragmento 14 pro-
porciona ventajas significativas en el contexto de la pre-
sente invencidén. Primero, la sintesis en fase sélida del
fragmento 14 se facilita enormemente. Cuando 1la pseudopro-
lina no se utiliza durante el curso de la sintesis en fase

s6lida del fragmento 14, puede haber problemas significati-

s/
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vos con las eliminaciones de Fmoc de los residuos 13 al 11.
Se cree que esta dificultad puede ser debida a la formacidn
de laminas beta. El uso de la pseudoprolina hace que estas
eliminaciones de Fmoc sean mas faciles, se cree que median-
te la reduccién del grado de formacidén de laminas beta. Se-
gundo, el posterior acoplamientc en fase sbélida del frag-
mento 14 al fragmento 12 para formar el fragmento 18, des-
crito mas abajo, se facilita enormemente. En ausencia del
residuo de pseudoprolina, la solubilidad del fragmento 18
en los solventes de acoplamiento tipicos en fase en solu-
cibén es muy pobre. La pseudoprolina aumenta las caracteris-
ticas de solubilidad del fragmento 18, facilitando el aco-
plamiento de este fragmento al fragmento 20 en fase en so-
lucién (Véase discusidén de la Fig. 1, a continuacidn).

La sintesis en fase sélida se lleva a cabo generalmen-
te en direccidén de C-terminal a N-terminal del £fragmento
14. Asi, el aminodcido G, que estéd presente en la porcidén
C-terminal del fragmento, es el primer residuo de aminodci-
do que esta acoplado al soporte de resina de fase sélida.
LLa sintesis en fase sélida continda entonces mediante la
adicidén consecutiva de residuos de aminoadcido de la forma
correspondiente a la secuencia deseada. Sin embargo, se

X'""!® 3 la cadena creciente

afiade el dipéptido pseudoproclina
en una posicidén que corresponde a las posiciones 17 y 18
del GLP-1(7-36) en lugar de anadir de forma consecutiva un
par de residuos Ser nativos en estas posiciocnes 17 y 18. La

sintesis del fragmento de péptido intermediario se completa

después de que el residuo N-terminal (por ejemplo, el resi-

\Yyd
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duo treonina (T) N-terminal) se haya anadido a la cadena de
péptido naciente.

El fragmento 16 es un fragmento de péptido, u homdlogo
del mismo, que incluye los residuos de aminoacido de acuer-
do con el Id. de Sec. N° 9:

Q*ARP’KEFTA* WLVKX?®

en el que X*® es como se ha definido anteriormente, o
es un homdélogo del mismo que incluye el residuo X*°. Uno o
mas de los residuos de aminodcido pueden incluir grupos
protectores de cadenas laterales de acuerdo con las préacti-
cas convenciocnales. El fragmento 16 incluye los residuos de
aminocadcido que corresponden a los aminocacidos en las posi-
ciones de 23 a 35 del péptido GLP-1(7-36) nativo, excepto
que en la posicidén 35 estd el X*° en lugar del aminoacido
nativo en esa posicién. El fragmento 16 puede estar repre-
sentado mediante la notacién (X*°) GLP-1(23-35).

En algunas realizaciones, el fragmento peptidicoc 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 protec-
tor de N-terminal particularmente {til para la sintesis en
fase s6lida del fragmento peptidico.

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

0%*AAPSKEFIAWLVKALbL?®

o un homélogo del mismo que incluye el Aib en la posi-

cién 35. El1 fragmento peptidico de acuerdo con el 1Id4. de
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Sec. N° 10 puede estar representado por la notacién (Aib*?)
GLP-1(23-35) para indicar la sustitucidén de Aib por el ami-
nodcido nativo en la posicidén 35 del GLP-1(7-36) nativo.

Noétese que el fragmento 16 de acuerdo con los Id. de
Sec. N° 9 vy 10 no incluye todavia el residuo R (Arg) en la
posicidén 36 en C-terminal. La Arg se acopla posteriormente
en C-terminal del fragmento 16 en la fase en solucidn, pre-
feriblemente utilizando Arg sin la proteccién de la cadena
lateral. Esta estrategia proporciona ventajas significati-
vas dentro del esquema 10 de la Fig. 1, debido a que evita
reacciones adversas no deseadas que tienden a ocurrir como
consecuencia de utilizar Arg protegida. Por ejemplo, tras
la desproteccién de la Arg protegida, los productos secun-
darios de la desproteccidén tienden a reaccionar con otros
constituyentes del péptido, por ejemplo, el triptdéfano. Es-
to reduce la cantidad de péptido crudo deseado disponible
para la purificacidn.

La sintesis en fase sélida se lleva a cabo generalmen-
te en direccidn desde C-terminal a N-terminal del fragmento
16. Asi, el aminoacido X?°, que estid presente en la porcién
C-terminal del fragmento, es el primer residuo de aminoaci-
do que se acopla al soporte de resina en fase sdlida. La
sintesis en fase sdélida continGa entonces mediante la adi-
cién consecutiva de residuos de aminoacido de la forma co-
rrespondiente a la secuencia deseada. La sintesis del frag-
mento de péptido intermediario se completa cuando el resi-
duc N-terminal (por ejemplo, el residuo glutamina (Q) N-

terminal) se ha afadido a la cadena naciente de péptido.
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Cualquiera de los aminodcidos utilizados en la sintesis del
fragmento 16 puede incluir proteccidn de la cadena lateral
de acuerdo con las practicas convencionales.

Debido a la obstaculizacidén estérica proximal en el
soporte de resina cargado con X*°, el acoplamiento de lisi-
na (34) y valina (33) en la cadena de péptido creciente
puede ser problematica. Aun con un exceso de aminocicido, es
dificil de forzar estas reacciones de acoplamiento hasta su
finalizacidén. La eleccidén del solvente y/o la proteccidn
del extremo puede ayudar a mitigar este problema. Se ha
descrito que la naturaleza del solvente de acoplamiento
puede impactar en el grado en el que finaliza el acopla-
miento. En un grupo de experimentos, por ejemplo, las reac-
ciones de acoplamientc 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 re-
fiere a diclorometano y DMF se refiere a dimetilformamida.
Se encontrd cque las reacciones de acoplamiento continian
mds allid en su finalizacidén cuando se utiliza DMF/DCM 1:1.

También se puede utilizar la proteccién del extremo
después de cada uno de los acoplamientos de lisina y valina
para prevenir posteriores reacciones de acoplamiento del
material unido a la resina que no ha reaccionado. El mate-
rial protegido en el extremo se elimina mas facilmente du-
rante la purificacidén si se desea. Se pueden utilizar las
técnicas convencionales de proteccién de extremos.

En referencia a la Fig. 1, los fragmentos 12, 14 y 16,

§6



10

20

25

.35

junte con Arg, se ensamblan para completar el péptido 11

deseado. Para conseguir esto, el fragmento 12 se aflade al

fragmento 14 en esta fase sélida para producir el fragmento

intermediaric 18 mas largo, que incorpora los residuos de

aminodcido de acuerdo con el Id. de Sec. N° 11:
H'XPEX''TFTSD' VX" 18YL?°EG

7-
xi7-18

en el que X%, XY vy son como se ha definido ante-

riormente. En una realizacidén preferida, X® es Aib, X' es

la G nativa, y x'7*'8

es un residuo dipeptidico de pseudopro-
lina como se ha definido antes. Este intermediario del
fragmento peptidico puede estar representado por 1la nota-
cidén

(x8, x*°, x'""1%) GLp-1(7-22).

La Fig. 1 muestra ademas que se ahade la Arg en el ex-
tremo C-terminal del fragmento 16 en la fase en solucidn
para proporcionar el fragmento peptidico intermediario 20
més largo, que incorpora 1los residuos de aminoacido de
acuerdo con el Id. de Sec. N° 12:

Q*AA’KEFIA’'WLVKX**R

en el que X** es como se ha definido anteriormente y es
preferiblemente Aib. Preferiblemente, 1la Arg afiadida al
fragmento peptidico de esta forma no incluye la proteccidn
de la cadena lateral. Este del fragmento peptidico interme-
diario 20 puede estar representado por la notacidén (X*°)GLP-
1(23-36}. Los fragmentos peptidices 18 y 20 se acoplan en-
tonces en la fase en solucidn para proporcionar el péptido
protegido 11 deseado de acuerdo con el Id. de Sec. N° 13 en

el gque la Ser-Ser en las posiciones 17 y 18 estd todavia en

$6
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forma de pseudoprolina protegida:

H'XPEX'OTFTSD VX' 18YL2°EG QAAP KEFIA’WLVKX*®R

El péptide 11 puede estar designado por la notacidn
(x®, x'°, x¥'® x*)GLP-1(7-36). En el caso de que el resto
de aminoacidos lleven la proteccidén de la cadena lateral,
es deseable mantener esta proteccién a lo largo de este pa-
so.

Al llevar a cabo el esquema de reaccidén de la Fig. 1,
las sintesis en fase sélida y en solucidn pueden llevarse a
cabo mediante métodos estandar conocidos en la industria.
En las formas representativas de la practica, los péptidos
se sintetizan en fase sdélida utilizando la quimica mediante
la que 1los aminodcidos se afiaden de C-terminal a N-
terminal. Asi, el aminoadcido o grupoc peptidico proximal a
C-terminal de un fragmento particular es el primero en aha-
dirse a la resina. Esto sucede al reaccionar la funcién en
C-terminal del amincicido o grupo peptidico con la funcidn
complementaria en el soporte de resina. La parte N-terminal
del aminodcido o grupo peptidico estd enmascarada para pre-
venir reacciones adversas no deseadas. Es deseable gue el
aminodcido o grupo peptidico también incluya proteccién de
la cadena lateral. A continuacidén, se unen sucesivos ami-
noacidos o grupos peptidicos al material peptidico unido al
soporte hasta que el péptido de interés se haya formado. La
mayoria de éstos también incluyen proteccidédn de cadenas la-
terales de acuerdo con las practicas convencionales. Con
cada acoplamiento sucesivo, se elimina el grupo de enmasca-

ramiento en el extremo N-terminal del material peptidico
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unido a la resina. Este se hace reaccionar con el extremo
C-terminal del siguiente aminoidcido, cuyo extremo N-
terminal estd enmascarade. El producto de la sintesis en
fase gélida es asi un péptido unido a un soporte de resina.
Puede utilizarse cualgquier tipo de soporte adecuado en
la practica de la sintesis de péptidos en fase sélida. En
las realizaciones preferidas, el soporte comprende una re-
sina que puede elaborarse a partir de uno o mas polimeros,
copolimercs © combinaciones de polimeros como poliamida,
polisulfamida, polietilenos sustituidos, polietileneglicol,
resinas fendlicas, polisacidridos o poliestireno. El soporte
polimérico puede ser también cualquier sélido que sea sufi-
cientemente insoluble e inerte en los solventes utilizados
en las sintesis de péptidos. El soporte sdélido normalmente
incluye una porcidn de unidén a la que el péptido creciente
se acopla durante la sintesis y que puede ser escindido ba-
jo las condiciones deseadas de liberacidén del péptido del
soporte. Los soportes sdlidos adecuados pueden ser enlazan-
tes que sean fotoescindibles, escindibles con TFA, escindi-
bles con HF, escindibles con ion fluoruro, escindibles re-
ductivamente, escindibles con P4{0), eécindibles con nu-
cledfilos o escindibles con radicales. Las porciones de
unidén preferidas son escindibles bajo condiciones en las
que los grupos de las cadenas laterales del péptido escin-
dido aun 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 acido que incluye grupos tritilo, y mas prefe-
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riblemente en una resina que incluye grupos tritilo que
tienen grupos cloro expuestos, por ejemplo una resina de
cloruro de 2-clorotritilo (2-CTC) (Barlos et al. (1989) Te-
trahedron Letters 30(30):3943-3946). Los ejemplos también
incluyen la resina de cloruro de tritilo, resina de cloruro
de 4-metiltritilo, resina de cloruro de 4-metoxitritilo,
resina de 4-aminobutan-1-ol 2-clorotritilo, resina de 4-
aminometilbenzoil 2-clorotritilo, resina de 3-aminopropan-
1-0l 2-clorotritilo, resina de &cido bromoacético 2-
clorotritilo, resina de Acido cianoacético 2-clorotritilo,
resina de &cide 4-cianobenzocico 2-clorotritilc, resina de
glicinol 2-clorotritilo, resina de &cido propidénico 2-
clorotritilo, resina de etilenglicol 2-clorotritilo, resina
de N-Fmoc hidroxilamina 2-clorotritilo, resina de hidrazina
2-clorotritilo. Algunos soportes s6lidos preferidos inclu-
yen el poliestireno, que puede co-polimerizarse con divi-
nilbenceno para formar el material de soporte al que se
pueden anclar los grupos reactivos.

Otras resinas que se utilizan en la sintesis en fase
s6lida incluyen las resinas “Wang”, gque comprenden un CoOpo-
limero de estireno y divinilbenceno con grupos de anclaje
4-hidroximetilfenil-oximetilo (Wang, S.S. 1973, J. Am.
Chem. Soc.) vy las resinas de Aacido 4-hidroximetil-3-
metoxifenoxibutirico (Richter et al. (1994), Tetrahedron
Letters 35(27):4705-4706). Las resinas de Wang, cloruro de
2-clorotritilo y 4-hidroximetil-3-metoxifenoxi A&cido buti-
rico pueden obtenerse de, por ejemplo, Calbiochem-

Novabiochem Corp., San Diego, California.

€9
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Para preparar una resina para la sintesis en fase s6-
lida, la resina puede prelavarse en solvente(s) adecua-
do{(s). Por ejemplo, una resina de fase sé6lida como la resi-
na 2-CTC se afiade a una camara peptidica y se prelava con
un solvente adecuado. El solvente de prelavado puede ele-
girse en funcién del tipo de solvente (o mezcla de solven-
tes}) que se utilizan en la reaccidén de acoplamiento, o vi-
ceversa. Los solventes que son adecuados para el lavado, y
también para la posterior reaccidén de acoplamiento incluyen
el diclorometano (DCM), dicloroetano (DCE), dimetilformami-
da (DMF) y similares, asi como las mezclas de estos reacti-
vos., Otros solventes 1dtiles incluyen el DMSO, piridina,
cloroformo, dioxano, tetrahidrofurano, acetato de etilo, N-
metilpirrolidona y mezclas de los mismos. En algunos casos
el acoplamiento puede realizarse en un sistema de solvente
binario, como una mezcla de DMF y DCM en una proporcidn en
volumen en el rango de 9:1 a 1:9, mds cominmente de 4:1 a
1:4,

La sintesis de 1la presente invencidén preferiblemente
se lleva a cabo en presencia de grupos protectores apropia-
dos a menos que se especifique de otra manera. La naturale-
za y utilizacién de los grupos protectores es bien conocida
en la materia. Generalmente, un grupo protector adecuvado es
cualquier tipoc de grupo que pueda ayudar a prevenir la par-
ticipacién del &atomo o la porcién al que estid unido, por
ejemplo oxigeno o nitrdégeno, en reacciones no deseadas du-
rante el procesado y la sintesis. Los grupos protectores

incluyen los grupos protectores de cadenas laterales y los

Ge
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grupos protectores amino- o N-terminal. Los grupos protec-
tores pueden también prevenir la reaccidén o unién de acidos
carboxilicos, tioles y similares.

Un grupo protector de cadena lateral se refiére a una
porcién quimica acoplada a la cadena lateral (es decir, un
grupo R en la férmula general de los aminoacidos HyN-
C{(R) (H) -COCH) de un aminoacidc que ayuda a prevenir gque una
porcién de la cadena lateral reaccione con los reactivos
utilizados en los pasos de sintesis del péptido, procesado,
etc. La eleccidn de un grupc protector de cadena lateral
puede depender de varios factores, por ejemplo, del tipo de
sintesis realizada, el procesado al que se sometera el pép-
tido y el producto intermediario o producto final deseado.
La naturaleza del grupo protector de la cadena lateral tam-
bién depende de la naturaleza del aminodcido en si. Gene-
ralmente, se elige un grupo protector de cadena lateral que
no se elimine durante la desproteccidn de los grupos a-
amino durante la sintesis en fase sélida. 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
utilizados en la sintesis en fase sélida y del resto de
procesado del péptido, puede no ser necesaria la presencia
de un grupo protector de la cadena lateral de un aminodci-
do. Tales amincdcidos normalmente no incluyen un oxigeno
reactivo, nitrdégeno u otra porcidn reactiva en la cadena
lateral.

Ejemplos de grupos protectores de cadenas laterales
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incluyen acetilo (Ac), benzoilo (Bz), terc-butilo, trife-
nilmetilo (tritilo), tetrahidropiranilo, éter de bencilo
(Bzl) y 2,6-diclorobencilo (DCB), t-butoxicarbonileo (Boc),
nitro, p-toluenosulfonilo (Tos), adamantiloxicarbonilo,
xantilo (Xan), bencilo, 2,6-diclorobencilo, metilo, etilo vy
éster de t-butilo, benciloxicarbonile (Z), 2-clorobencil-
oxicarbonilo (2-Cl-Z), t-amiloxi-carbonilo (Aoc) y los gru-
pos protectores de tipo uretano aromaticos o alifaticos,
los grupos fotolabiles como el nitro veratrilo oxicarbonilo
(NVOC) y los grupos lé&biles al fluoruro como el trimetilsi-
1lil oxicarbonilo (TEOC).

Los grupos protectores de cadenas laterales preferidos
para los aminodcidos cominmente utilizados para sintetizar
los péptidos GLP-1 en la préactica de la presente invencién

Se muestran en la siguiente Tabla A:

Tabla A:
Grupo (s) protector(es) de la
Aminocacido

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
Leu Ninguno
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Grupo (s) protector{es) de la
Aminodcido
cadena lateral
Lys t-butiloxicarbonilo (Boc)
Phe Ninguno
Ser t-butilo (tBu)
anillo oxazolidina entre el
X% (que corres- nitrégeno alfa y el OH de 1la
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 porcidn
guimica acoplada al grupo amino alfa de un aminoacido. Nor-
malmente, el grupo protector amino-terminal se elimina en
una reaccidédn de desproteccidn antes de la adicidédn del si-
guiente aminodcido a afiadir a la cadena de péptido crecien-
te, pero puede mantenerse cuando el péptido se escinde del
soporte. La elecciédn de un grupo protector amino terminal
puede depender de varios factores, por ejemplo, del tipo de
sintesis realizada y del producto intermediario o producto
final deseado.

Ejemplos de grupos protectores amino-terminales inclu-
ven (1) los grupos protectores de tipo acilo, como formilo,
acrililo (Acr), benzoilo (Bz) y acetileoc (Ac); (2) los gru-
pos protectores de tipo uretano aromaticeo, como benciloxi-

carbonilo (Z2) y Z sustituido, como p-clorobenciloxi-
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carbonilo, p-nitrobenciloxicarbonilo, p-bromobenciloxi-
carbonilo, p-metoxibenciloxicarbonilo; (3) los grupos pro-
tectores uretano alifaticos, como t-butiloxicarbonilo
(Boc), diisopropilmetoxicarbonilo, isopropiloxicarbonilo,
etoxicarbonile, aliloxicarbonilo; (4} los grupos protecto-
res de tipo uretano <cicloalguilo, como 9-fluorenil-
metiloxicarbonile (Fmoc), ciclopentiloxicarbonilo, adaman-
tiloxicarbonilo, y ciclohexiloxicarbonilo; y (5) los grupos
protectores de tipo tiouretano, comoc feniltiocarbonilo. Los
grupos protectores preferidos incluyen 9-fluorenil-
metiloxicarbonilo (Fmoc) , 2-(4-bifenilil) -propil (2)oxi-
carbonilc (Bpoc), 2-fenilpropil(2)-oxicarbonilo {(Poc) y t-
butiloxicarbonilo (Boc).

La quimica con Fmoc © parecida a Fmoc es altamente
preferible para la sintesis de péptidos en {fase sélida,
considerando que la escisidn del péptido resultante en un
estado protegido es relativamente £facil de 1llevar a cabo
utilizando agentes de escisidén medianamente acidicos. Este
tipo de reaccidén de escisién es relativamente 1limpia en
términos de productos secundarios resultantes, impurezas,
etc., haciendo que sea técnicamente y econdmicamente facti-
ble la recuperacién del péptido a gran escala a partir de
ambos lavados de expansién y contraccidn, aumentando el
rendimiento. Tal y como se utiliza aqui, ™a gran escala”
referido a la sintesis de péptido incluye generalmente 1la
sintesis de péptidos en el rango de al menos 500 g, y mis
preferiblemente al menos 2 kg, por lote. La sintesis a gran

escala se realiza normalmente en recipientes de reaccidn
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grandes, como un tanque de reaccidn de acero, que puede
acomodar cantidades de los reactivos como las resinas, sol-
ventes, aminodcidos, reactivos para las reacciones de aco-
plamiento y de desproteccidn, que se ajustan para permitir
la produccidn de péptidos en el rango de ente kilogramos y
toneladas.

De forma adicional, el grupo protector Fmoc puede es-
cindirse selectivamente de un péptido en relacidén a 1los
grupos protectores de la cadena lateral, de forma que 1la
proteccidn de la cadena lateral permanece en su lugar cuan-
do se escinde el Fmoc. Este tipo de selectividad es impor-
tante durante el acoplamiento de amincacidos para minimizar
las reacciones de la cadena lateral. De forma adicional,
los grupos protectores de la cadena lateral pueden escin-
dirse de forma selectiva para eliminarlos respecto al Fmoc,
permaneciendo el Fmoc en su lugar. Los esquemas de purifi-
cacidén descritos en profundidad a continuacién se basan de
forma muy ventajosa en esta Gltima selectividad.

La reaccién de acoplamiento en fase sdélida puede rea-
lizarse en presencia de uno o mas compuestos que aumenten o
mejoren la reaccién de acoplamiento. Los compuestos que
pueden incrementar la tasa de reaccidén y reducir la tasa de
reacciones secundarias incluyen las sales de fosfonio vy
uronio gque en presencia de una base terciaria, por ejemplo
diisopropiletilamina (DIEA) vy trietilamina (TEA), pueden
convertir los aminoacidos protegidos en especies activadas
{por ejemplo, BOP, PyBOPO, HBTU y TBTU, todas generan éste-

res de HOBt). Otros reactivos ayudan a prevenir la racemi-

of
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zacidén proporcionando un reactivo de proteccidén. Estos re-
activos incluyen 1las carbodiimidas (por ejemplo, DCC o
WSCDI) con un nucledéfilo auxiliar afiadido (por ejemplo, 1-
hidroxi-benzotriazol {(HOBt) , 1-hidroxi-azabenzotriazol
(HOAt) o HOSu). También puede utilizarse el método de an-
hidrido mezclado, que utiliza cloroformato de isobutilo,
con o sin un nucledfilo auxiliar ahadido, asi como el méto-
do de azida, debido a la baja racemizacidn asociada con €1.
Estos tipos de compuestos pueden también aumentar la tasa
de acoplamientos mediados por carbodiimida, asi como preve-
nir la deshidratacién de los residuos Asn y Gln.

Después de determinar la finalizacidén del acoplamien-
to, la mezcla de reaccidén de acoplamientc se lava con un
solvente y el ciclo de acoplamiento se repite para cada uno
de los residuos de aminocdcido subsiguientes del material
peptidico. Para acoplar el siguiente aminodcido, normalmen-
te se logra 1la eliminacidén del grupo protector en N-
terminal {(por ejemplo, un grupo Fmoc) del material unido a
la resina mediante el tratamiento con un reactivo que in-
cluye un 20-50% (en base al peso) de piperidina en un sol-
vente como la N-metilpirrolidona (NMP) o dimetilformamida
(DMF). Tras la eliminacién del grupo protector de Fmoc,
normalmente se realizan varios lavados para eliminar 1los
productos secundarios residuales de la piperidina y el Fmoc
(como dibenzofulveno y su aducto de piperidinal).

Los siguientes aminodcidos pueden utilizarse en un ex-
ceso estequiométrico de aminoacidos eﬁ relacidén al factor

de carga del material peptidico en el soporte de resina.

ob
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Generalmente, la cantidad de aminoacidos utilizados en el
paso de acoplamiento es al menos equivalente al factor de
carga del primer aminodcido en la resina (1 equivalente o
mas) . Preferiblemente la cantidad de aminoacidos utilizados
en el paso de acoplamiento es de al menos 1,3 equivalentes
(0,3 de exceso) o mas, y mas preferiblemente alrededor de
1,5 equivalentes (0,5 de excesco) o mas. En algunos casos,
por ejemplo, el paso de acoplamiento utiliza wuna 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 pep-
tidico sintetizado de la resina, se lleva a cabo un trata-
miento de escisidén de forma que el material peptidico es-
cindido todavia tiene suficientes grupos protectores de 1la
cadena lateral y terminal. La permanencia de 1los grupos
protectores en su lugar ayuda a prevenir acoplamientos no
deseados u otras reacciones no deseables de los fragmentos
de péptideo durante o tras la escisién de la resina. En el
caso de utilizar Fmoc o un reactivo similar para sintetizar
el péptido, se puede conseguir una escisidén protegida de
cualquier forma deseada, por ejemplo utilizando un reactivo
acido relativamente débil como el Acido acético o TFA di-
luido en un solvente como el DCM. Normalmente se utiliza
TFA en DCM entre un 0,5 y 10 por ciento en peso, preferi-
blemente entre 1 y 3 por ciento en peso. Véase, por ejem-
plo, la Pat. Estadounidense N° 6.281.335.

Los pasos de escisién del fragmento de péptido inter-

L3
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mediario de la resina en fase sbdlida pueden darse de forma
similar a las de un proceso de ejemplo como sigue. No obs-
tante, puede utilizarse cualquier proceso adecuado que es-
cinda de forma efectiva el fragmento de péptido intermedia-
ric de la resina. Por ejemplo, pueden afiadirse aproximada-
mente de 5 a 20, preferiblemente alrededor de 10 volidmenes
de un solvente que contenga un reactivo de escisidén acidico
al recipiente gque contiene el material peptidico unido a la
resina. La resina, normalmente en forma de cuentas, gqueda
sumergida en el reactivo como consecuencia. La reaccidn de
escisidén sucede cuando el contenido liquido se agita a una
temperatura adecuada durante un periodo de tiempo adecuado.
La agitacién ayuda a evitar la aglutinacién de las cuentas.
Las condiciones de tiempo y temperatura adecuadas depende-
ran de varios factores como el reactivo acido que se vaya a
utilizar, la naturaleza del péptido, la naturaleza de 1la
resina y similares. Como una guia general, serad adecuada
una agitacién de entre alrededor de -15°C y alrededor de
5°C, preferiblemente entre alrededor de -i0'C y alrededor
de 0°C durante entre alrededor de 5 minutos y dos horas,
preferiblemente durante entre alrededor de 25 minutos y al-
rededor de 45 minutos. El tiempo de escisién puede estar en
el rango de alrededor de 10 minutos a alrededor de 2 horas
o0 incluso tanto como un dia. La escisidén se lleva acabo de-
seablemente en dicho range de temperaturas frias para aco-
modar la reaccidén exotérmica que normalmente ocurre durante
la reaccidén. Ademds, la temperatura baja de la reaccidén de

escisidén evita que los grupos protectores de las cadenas
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lateral sensibles al &cido, como los grupos tritilo, sean
eliminados en esta fase.

Al final del tratamiento de escisibén, la reaccidén se
detiene. Esto se puede lograr, por ejemplo, combinando el
reactivo de escisidn con una base adecuada, como la piridi-
na o similares, y continuando la agitacién durante un pe-
riodo adicicnal de entre 5 minutos y 2 horas, preferible-
mente entre alrededor de 20 minutos y alrededor de 40 minu-
tos. Afiadir la base y continuar con la agitacidn provoca un
aumento de temperatura del contenido del recipiente. Al fi-
nal de la agitacidn, el contenido del recipiente puede es-
tar a una temperatura en el rango de entre alrededor de 0°C
y alrededor de 15°C, preferiblemente entre alrededor de 5°C
y alrededor de 10°C.

Los factores como la expansidn y contraccidén de la re-
sina para mejorar aspectos de la recuperacidén del péptido
puede incorporarse opcionalmente en el proceso global de
sintesis. Estas técnicas se describen, por ejemplo, en la
Publicacién de Pat. Estadounidense N° 2005/0164912 Al.

En algunos aspectos, los fragmentos de péptido escin-
dido pueden prepararse para un acoplamiento en fase en so-
lucidén a otros fragmentos de péptido y/o aminodcidos. Las
reacciones de acoplamiento de péptidos en fase en solucién
se revisan en, por ejemplo, New Trends in Peptide Coupling
Reagents; Albericio, Fernando; Chinchilla, Rafael; Dods-
worth, David J.; ¥y Najera, Carmen; Organic Preparations and
Procedures International (2003}, 33(3), 203-303.

El acoplamiento de los fragmentos de péptido interme-

o3
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diarios con otros fragmentos o aminoacido(s) en la fase en
solucidn puede llevarse a cabo utilizando reactivos de aco-
plamiento in situ, por ejemplo hexafluorofosfato de 2-(1H-
benzotriazol-1-il)tris(dimetilamino)fosfonio (BOP), hexa-
fluorofosfato de o-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’', N’'-tetrame-
tiluronio (HBTU), hexafluorofosfato de o-(7-azobenzotria-
zol-1-11)-1,1,3,3-tetrametiluronio (HATU), diciclohexilcar-
bodiimida (DCC), carbodiimida soluble en agua (WSCDI) o te-
trafluorcborato de o-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’'-tetra-
metiluronio (TBTU). Otras técnicas de acoplamiento utilizan
ésteres activos preformados como la hidroxisuccinimida
(HOSu) y ésteres de p-nitrofenol (HONp), anhidridos simé-
tricos preformados, anhidridos no simétricos c¢omo N-
carboxianhidridos (NCAs) o haluros de &cido como el fluoru-
ro de acilo, asi como el cloruro de acilo.

Un solvente de acoplamiento adecuvado puede utilizarse
en la reaccidén de acoplamiento en fase en solucién. Se en-
tiende que el(los) solvente(s) de acoplamiento utilizado(s)
puede afectar al grado de racemizacidén del enlace peptidico
formado; la solubilidad del péptido y/o fragmentos peptidi-
cos; ¥ a la tasa de la reaccidon de acoplamientc. En algunas
realizaciones, el solvente de acoplamiento incluye uno o
mas reactivos miscibles en agua. Ejemplos de solventes mis-
cibles en agua incluyen, por ejemplo, DMSO, piridina, clo-
roformo, dioxano, tetrahidrofurano, acetato de etilo, N-
metilpirrolidona, dimetilformamida, dioxano o mezclas de
los mismos.

En otras realizaciones, la reaccién de acoplamiento



10

20

25

-50-

puede incluir uno o més reactivos no miscibles en agua. Un
ejemplo de solvente no miscible en agua es el cloruro de
metileno. En estas realizaciones, el solvente no miscible
en agua es preferiblemente compatible con la reaccidén de
desproteccibén; por ejemplo, si se utiliza un solvente no
miscible en agua, preferiblemente no afectara de forma ad-
versa a la reaccidén de desproteccibn.

Tras la formacidén del péptido 11, el producto puede
someterse a la desproteccidn, purificacidn, liofilizacidn,
posterior procesado (por ejemplo, reaccidén con otro péptido
para formar una proteina de fusidén), combinaciones de estos
y/0 similares, como se prefiera.

Por ejemplo, de acuerdo con la invencidn, los grupos
protectores de cadenas laterales estdn normalmente reteni-
dos en los fragmentos de péptido intermediarios a lo largo
de la sintesis en fase s6lida y también a través de las re-
acciones de acoplamiento en fase en solucidn. Generalmente,
tras finalizar el paso de acoplamiento en fase en solucidn,
se pueden realizar uno o mas pasos de desproteccidén para
eliminar uno o mas grupos protectores del péptido.

La eliminacién de grupos protectores de cadenas late-
rales mediante la desproteccién global normalmente utiliza
una solucidén de desproteccidn que incluye un agente acido-
litico para escindir los grupos protectores de las cadenas
laterales. Los reactivos acidoliticos utilizados comiinmente
para la desproteccidn global incluyen el &acido trifluoroa-
cético puro (TFA), HCl, Acidos de Lewis como BFiEt,0 o

Me;SiBr, &cido fluorhidrico liquido (HF), bromuro de hidré-

bz
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geno (HBr), &cido trifluorometanosulfdnico y combinaciones
de los mismos. La solucién de desproteccidn también incluye
uno o mas neutralizadores de cationes adecuados, por ejem-
plo, ditiotreitol (DTT), anisol, p-cresol, etanoditiol o
sulfuro de dimetilo. La solucidén de desproteccidédn también
puede incluir agua. Tal y como se utiliza aqui, las canti-
dades de reactivos presentes en la composicidén de despro-
teccidén se expresan normalmente en una proporcién, en 1la
que la cantidad de un componente individual se expresa como
un numerador en "partes", como '"partes de peso" o "partes
de volumen" y el dencminador es el nimero de partes totales
en la composicidén. Por ejemplo, una solucidn de desprotec-
cidén que contiene TFA: H,O: DTT en una proporcidén de 90:5:5
(peso/ peso/ peso) posee TFA a 90/100 partes en peso, H,0 a
5/100 partes en peso, y DTT a 5/100 partes en peso.

En algunas realizaciones, la reaccidén de desproteccidn
puede realizarse con una cantidad del agente acidolitico,
preferiblemente TFA, en la composicidén de desproteccidén que
es superior a 90/100 partes en peso. Otras composiciones de
desproteccidn preferidas incluyen una cantidad de agente
acidolitico en una proporcién de 93/100 partes en peso 0O
superior, o en una cantidad en el rango de entre 93/100
partes en peso y 95/100 partes en peso.

La precipitacién se realiza normalmente utilizando un
éter, por ejemplo, dietil éter o MTBE (Metil Terc Butil E-
ter). Tras la precipitacién, preferiblemente se aisla el
péptido y se seca antes de combinarse con otros ingredien-

tes, 1liofilizarse, empaquetarse, almacenarse, procesarse
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y/o manipularse de otro modo. Esto se puede lograr de cual-
guier forma adecuada. De acuerdo con una aproximacidén ade-
cuada, el péptido se recoge mediante filtracién, se lava
mediante generosos lavados con MTBE para reducir el conte-
nido final de sales hasta un nivel adecuado y después se
seca.

La presente invencién también proporciona técnicas
itiles para purificar un amplio rango de péptidos, que in-
cluye los péptidos GLP-1 y sus homdlogos.

Un proceso de purificaciédn particularmente preferido
involucra al menos dos pasos de purificacidén a través de
medic cromatogréafico, en que al menos el primer paso ocurre
a un primer pH y al menos un segundo paso ocurre a un se-
gundo pH. Mas preferiblemente, el primer paso ocurre a un
pH acidico, mientras que el segundo paso ocurre a un pH ba-
sico. En realizaciones preferidas, ocurre al menos un paso
bajo condiciones acidicas previamente a un paso bajo condi-
ciones béasicas. Una forma ilustrativa de poner en practica
esta aproximacién de purificacidén se describe en el contex-
to ilustrativo de la purificacién del péptido 11 completa-
mente protegido resultante del esquema 10 que se muestra en
la Fig. 1. Inicialmente, el péptidc estd totalmente despro-
tegido. Tanto los grupos protectores de las cadenas latera-
les como de N-terminal se han escindido. Se 1llevd 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, preferiblemente de alre-

dedor de 2. Entonces se lleva a cabo un segundo paso en un
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gradiente de agua/ ACN utilizando un poco de amoniaco y/o
acetato amdénico o similares, para proporcionar un pH de en-
tre alrededor de 8 y 9, preferiblemente de entre 8,5 y 8,9.

Los valores de pH, ya sean &cidos o basicos, promueven
la uniformidad, en el sentido que especies idénicas unifor-
mes estin presentes en cada casc. Asi, el pH acidico desea-
do es suficientemente bajo para que sustancialmente todos
los residuos de aminodcido en el material peptidico estén
protonados. El1 pH basico deseado es suficientemente alto
para que sustancialmente todos los residucs de aminoacido
en el material peptidico estén desprotonados. La cromato-
grafia &cida y basica puede llevarse a cabo en cualquier
orden. Es conveniente realizar la cromatografia béasica al
final cuandoc el acetato de péptido es el producto deseado
considerando que ei acetato pueda ser el producto de la
cromatografia.

Los principios de la presente invencidén se ilustraran
en detalle a continuvacidén mediante los sigquientes ejemplos
ilustrativos. A partir de este momento, los porcentajes y
proporciones estan expresados en volumen a menos que se es-
pecifigque de otra manera.

Ejemplo 1 - Sintesis en fase s6lida del Fragmento 12

con proteccién de Fmoc en N-terminal y proteccién de la ca-

dena lateral en la His y Glu.

A.Preparacién de la resina de 2CTC cargada con Fmoc-
Gly
Inicialmente, se prepard la resina 2CTC cargada con

Fmoc-Gly. Las cantidades de reactivos utilizados se listan
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en la siguiente tabla:

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

Materiales PM Eq mmol gramos | mL

resina de cloruro| - - 52,24 35,06 -

de 2-Clorotritilo

Fmoc-Gly-0OH 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 expandié con 400 mL de DCM durante 30 min. a
25°C. El lecho se drend y se afiadid una solucidén de Fmoc-
Gly-OH y DIEA en 8 voltmenes de DMF: DCM (87,5:12,5). La
mezcla se agitd bajo nitrdédgeno durante 2 horas a una tempe-
ratura de 25°C.

El lecho se drend y se lavd una vez con 350 ml de DMF
y una vez con 175 mL de DMF. Posteriormente, los sitios ac-
tivos restantes en la resina de 2-CTC se protegieron en el
extremo con 350 mL de solucidén MeOH: DIEA (9:1) durante 1
hora. El lecho se drend, se lavé con 250 mL de DMF dos ve-
ces y después con 350 mL: de DCM cuatro veces. La resina se
contrajo mediante lavados con 3 X 350 mL de IPA. La resina

se secd hasta peso constante para proporcionar 38,20 g de
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resina cargada. El anadlisis mostrdé un factor de carga de
0,18 mmol/ g.

B. Sintesis en fase sdlida

La sintesis en fase sdlida 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 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 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 prueba
de cloranilo negativa.

Para preparar la solucidén de acoplamiento, se pesaron
el amino&cido (2,85 equiv.) y 6-cloro-i-hidroxibenzotriazol
{(6-C1-HOBT, 2,85 equiv.), se disolvieron en 2,55 volimenes
de NMP y después se combinaron con DIEA (3,25 equiv.) a en-
tre 5°C y 10°C. El TBTU (2,85 equiv.) se disolvidé en 1,3
volimenes de NMP a entre 5°C y 10°C. Entonces se combinaron
las dos soluciones. La solucién resultante se afiadié al re-
cipiente de reaccidén. El1 recipiente se enjuagd con 1,3 vo-
limenes de DCM afiladido al reactor, gue se agitd entonces
durante 2-3 horas a entre 25°C y 27°C. La muestra se extra-
jo para un ensayo Kaiser para comprobar la finalizacibn de
la reaccién. Si la reaccidn de acoplamiento resultaba in-

completa tras 3 horas (ensayo Kaiser positivo), el reci-

et
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to 6,32 1,79 i,56 51,0 3,29 26,0 26,0 | 92

His(trt)

El fragmento peptidico unido a la resina se lavé 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 wvacio
para proporcionar 22,58 g de resina con péptido unido a 1la
resina.

C., Escisidn del fragmento protegido de la cadena late-
ral y Fmoc de la resina

La resina obtenida en la Parte B anterior se expandid
en DCM (12,5 volumenes en relacién al peso de la resina
utilizada; 12,5 ml de DCM por g de resina o 12,5 litros por
kg) durante 30 min. a 25°C y después se lavd con DCM 2 ve-
ces (6,25 vol. cada lavado) para eliminar cualquier residuo
de NMP. La resina se enfrié con el dltimo lavado de DCM
hasta -5°C. El DCM se drend y se afiadié una solucidén fria
de TFA/ DCM al 1% (10 vol. a entre -5°C y -10°C) y se agitd
durante 30 min. a 0°C. Se anadidé piridina (1,3 equiv. de
TFA) al reactor para neutralizar el TFA. La solucién de es-
cisién se separd por filtracién y se recogidé en un reci-
piente. Mientras el recipiente se calentaba hasta 25°C, la
resina se lavd con DCM 7 veces (7,5 vol.). Los lavados se
combinaron con la solucidén de escisidén. La solucidn de es-
cisién de DCM se combindé con agua (7,5 vol.). La mezcla re-
sultante se destild bajo presién reducida para eliminar el
DCM (350 torr a 28°C). El fragmento peptidico se separd del
agua por precipitacién cuando se elimind el DCM. El1 frag-

mento se lavé con agua y se secdé a 30°C-35°C al vacio. S8Se
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en volumen) durante 1 hora. El lecho se drendé de nuevo, se
lavdé con 350 mL de DMF dos veces, y se lavd con 350 wmL 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 mostrdé un factor de carga de
0,54 mmol/ g.

B. Sintesis en fase sdlida

La sintesis en fase sbélida se llevé a cabo comenzando
con 27,59 g de resina de 2-CTC cargada con Fmoc-Gly a 0,54
mmol/ g. La resina se expandid en DCM (300 mi) durante 30
min. a 25°C. El solvente de DCM se drend y la resina se la-
v6é tres veces con NMP (5 vol. cada lavado).

La resina se tratd entonces dos veces con piperidina
al 20% en volumen en NMP {5 vol. cada tratamientco) para
eliminar los grupos protectores Fmoc. Tras el segundo tra-
tamiento con piperidina al 20%/ NMP, la resina se lavd seis
veces con NMP (5 vol. cada lavadce) hasta una prueba de clo-
ranilo negativa.

Para preparar la solucién de acoplamiento, se pesaron
el aminodcido (1,7 equiv.) y el 6-cloro-1-hidroxibenzo-
triazol (6-Cl-HOBT, 1,7 ecuiv.), se disolvieron en 4,6 vo-
limenes de NMP y después se combinaron con DIEA (1,9
equiv.) a entre 5°C y 10°C. El TBTU (1,7 equiv.) se disol-
vié en 2,28 volimenes de NMP a entre 5°C y 10°C. Entonces
se combinaron las dos soluciones. La solucidén resultante se
afiadié al recipiente de reaccidén. El recipiente se enjuagd

con los 2,28 volGmenes de DCM afiadidos al reactor, que se

Bi
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la solucién de escisién. La solucién de DCM se combiné con
agua (10 vol.). La mezcla resultante se destildé bajo pre-
sidén reducida para eliminar el DCM (350 torr a 28°C). El
fragmento se separé del agua por precipitacién cuando se
eliminé 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- {Aib®)GLP-1(7-10) -OH (rendimiento del 78,8%).

Ejemplo 3

A.Preparacién de la resimna 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 si-

guiente tabla:

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

Materiales PM Eqg. mmo] gramos |mL

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

2-Clorotritilo

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

Diisopropiletilamina 129,25 11,48 |63,21 |8,17

(DIEA)

Dimetilformamida 1380
(DMF)

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

lecho se drend y se afiadié una solucidén de Fmoc-Gly-OH y




20

-63 -

DIEA a 10°C-5°C. El1 TBTU (1,7 equiv.) se disolvidé en 2,28
volimenes de NMP a entre 5°C y 10°C. Entonces se combinaron
las dos soluciones. La solucidén resultante se afadid al re-
cipiente de reaccidén. 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 ensayo Kaiser para compro-
bar la finalizacién de la reaccién. Si la reaccién de aco-
plamiento estaba incompleta tras 3 horas (ensayo Kaiser po-
sitivo), el recipiente de reaccién se drenaba y se realiza-
ba un re-acoplamiento con una nueva solucidén de aminodcido
activade. Tras completar la reaccién de acoplamiento, la
solucién de acoplamiento se drend y la resina se lavd con
NMP 4 veces (5 vol. cada lavado). La eliminacidén del grupo
protector Fmoc y el ciclo de reaccidn de acoplamiento se
repitieron para los restantes aminodcidos del fragmento {es
decir, en el orden de Glu(OtBu)- Aib-» His(trt)).

Todos los reactivos utilizados en este ejemplo se lis-

tan en la siguiente tabla:

Amino- g / Eq | 6-C1- |DIEA NMP TBTU NMP DCM T. de
dcido HOBT {(g/Eg) | {(mL} (g/Eq) | {(mL) {mL) acopla
(a/EQ) 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
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/1,65 /1,65 /1,85 /1,65
rea- 4,73 2,48 2,15 72 4,85 36 36 120
coplamien | /0,83 /0,83 /0,92 /0,83
to Aib
His{(trt) 21,18 5,80 4,99 140 10,98 70 70 iso
/1,94 /1,94 /2,14 /1,94
rea- 10,80 2,90 2,48 72 5,49 36 36 180
coplamien | /0,97 | /0,97 | /1,07 /0,97
to
His(trt)

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

La resina obtenida se lavdé con NMP (5 vol.) 6 veces y
después con DCM (6 vol.) 7 veces para eliminar la NMP. La
resina se enfridé con el udltimo lavado de DCM hasta -5°C. El
DCM se drené y el lecho de la resina se lavd con una solu-
cién fria (entre -5°C y -10°C) de TFA al 1%/ DCM (11,26
vol.) durante 5 min. a 0°C. La solucidén de escisidén se re-
cogidé en el recipiente, al que se le habia afladido piridina
(1,3 equiv. de TFA total) para neutralizar el TFA. Enton-
ces, se afladid una segunda porcidén de TFA al 1%/ DCM fria
{6,14 vol.) al reactor y se agitd durante 2 min. La segunda
solucidén de escisidén se anhadié de nuevo en el recipiente
recolector. Mientras el recipiente se calentaba hasta 25°C,
la resina se lavdé con DCM 9 veces (8,2 vol.) y se anadid a
la solucién de escisidén. La soluciédn de DCM se combiné con
agua (8,2 vol.). La mezcla resultante se destilé bajo pre-

gién reducida para eliminar el DCM (350 torr a 28°C). El
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fragmento se separd del agua por precipitacidén cuando se
eliminé el DCM. El1 fragmento se lavd con agua y se secd a
30°C-35°C al vacic. Se obtuvieron un total de 14,02 g de
Fmoc- (Aib®)GLP-1(7-10) -OH (rendimiento del 86,6%) de acuer-
do con el Id. de Sec. N° 7. El andlisis mostrdé una pureza
del 94,3% AN.

Ejemplo 4 - Sintesis en fase sbélida de la cadena late-

ral protegida Fmoc- (Aib®°) GLP-1(23-35)-0OH

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 si-

guiente tabla:

Preparacidén de la resina de Fmoc-ARib-2-Clorotritilo

Materiales PM Eq. mmol gramos @l

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

de 2-clorotritilo

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

Diisopropiletil- 129,25 12,39 |35,20 | 4,61

amina (DIEA)

Dimetilformamida 1480
(DMF)

Diclorometano (DCM) iB40
Metanol: DIEA 9: 1 450
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

lecho se drend y se anadidé una solucidén de Fmoc-Aib-OH y



5

20

25

- 66 -

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

El lecho se drendé y se lavd una vez con 400 mL de DMF
y otra con 200 mL. Posteriormente, los sitios activos res-
tantes en la resina de 2-CTC se protegieron en el extremo
con 400 mL de solucién de MeOH: DIEA (9:1) durante 1 hora.
El lechc se drendé. La resina se lavd una vez con 450 mb de
DMF/ MeOH/ DIEA (4: 0,9: 0,1), una vez con 200 mL de DMF y
después cuatro veces con 350 mL de DCM. La resina se con-
trajo mediante lavados con 3 x 350 mL de IPA. La resina se
secd hasta peso constante para proporcionar 45,15 g de re-
sina cargada. El andlisis mostrdé un factor de carga de 0,24
mmol/ g.

B. Sintesis en fase sdlida

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 re-
accién y se expandieron en DCM (120 mL) durante 30 min. a
25°C, El solvente de DCM se drend, y la resina se lavd tres
veces con NMP (6 vol. cada lavado).

La resina se tratd entonces dos veces con piperidina
al 5% en NMP (6 vol. cada tratamiento) para eliminar 1los
grupos protectores Fmoc. Tras el segunde tratamiento con
piperidina al 5%/ NMP, la resina se lavd cuatro veces con
NMP (6 vol. cada lavado).

Para preparar la solucidén de acoplamiento, se disol-
vieron el aminocacido {1,875 equiv.) vy 1-hidroxi -

benzotriazol monohidrato (HOBT hidrato, 2,07 equiv.) en 3,5

it
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vdlimenes de NMP a 5°C-10°C y después se combinaron con una
solucidén de 16,1 mL de HBTU (2,0 equiv.) en NMP (1,5 vol.).
Después se afadieron 2,2 ml de DIEA (2,63 equiv.) al reci-
piente de activacidén a 10°C-5°C. La solucidén resultante se
transfirid al recipiente de reaccidn. El recipiente de ac-
tivacidén se enjuagd con 1,5 volimenes de DCM afiadido al re-
actor, que se agitd entonces durante 2 horas a 25°C. El re-
cipiente de reaccidn se drendé. La reaccidn de acoplamiento
se repitid una vez mas con nueva solucidén de aminodcido ac-
tivado (1,875 equiv.}. Tras‘completar la segunda reaccidn
de acoplamiento, la solucién de acoplamiento se drend y la
resina se lavd con NMP 4 veces (6 vol. cada lavado). Des-
pués, la eliminacidén del grupo Fmoc y el ciclo de reaccidn
de acoplamiento se repitieron para los restantes aminoaci-
q?s en el fragmento (es decir, en el orden de Lys(Boc)-
Vals Leu-» Trp(Boc)-» Ala» Ile-» Phe» Glu(OtBu)-» Lys(Boc)-
Ala-» Ala-» Gln{trt)).

Todos los reactivos utilizados en este ejemplo se lis-

tan en la siguiente tabla:

Reaccién de acoplamiento de Fmoc-AA(23-35}-0OH Ejemplo 1

Aminodci- 1g HOBT NMP HBTU | NMP DCM DIEA | T de

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

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

reacopla- | 2,12 (0,76 30,0 {1,83 {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
reaceopla- | 1,53 | 0,76 30,0 |1,83 |15,0 |15,0 |1,1 120
miento

Val

Leu 1,58 | 0,76 30,0 1,83 |15,0}]15,0 |1,1 120
reacopla- 11,58 |0,76 30,0 /1,83 }15,0 15,0 ;1,1 120
miento

Leu

Trp (Boc) 2,37 10,76 30,0 1,83 |15,0}115,0 11,1 120
reacopla- | 2,36 | 0,76 30,0 111,83 |15,01]15,0 |1,1 120
miento

Trp (Boc)

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

Ala

Ile 1,59 |0,76 30,0 11,83 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 15,0 115,0 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 {1,833 |15,0 | 15,0 |1,1 120
reacopla- [ 1,92 | 0,76 30,0 |1,82 }J1i5,0|15,0 |1,1 120
miento

Glu {OtBu)

At



Lys (Boc) 2,12 10,76 36,0 (1,83 |15,0 (15,0 |1,1 120

reacopla- | 2,11 | 0,76 30,0 11,83 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 11,83 |15,01]15,0 |]1,1 120
miento

Ala

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

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,¢ 15,0 |1,1 120

miento

Gln(txrt)

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

C. Escigidén del fragmento intermediario de la resina
construida

Se expandieron 6,6 g de la resina obtenida en el paso
anterior en 10 veolumenes de DCM durante 30 min., y se en-
frié hasta -10°C. El DCM se drend y se afiadid una solucién
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 solucién de escisidén se re-

cogidé en un recipiente que contenia piridina (2-3 equiv. de
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TFA) . Mientras se calentaba a 25°C, la resina se agitdé con
TFA al 1%/ DCM (10 vol.) durante 5 min. y se afiadié piridi-
na (2-3 equiv.). Tras otros 5 minutos, se recogidé la solu-
cién. La resina se lavé 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 presién reducida
para eliminar el DCM (350 torr a 28°C}. El1 fragmento se se-
pard del agua por precipitacidén cuando se eliminé el DCM.
El fragmento se lavdé con agua y se secd a 30°C-35°C al va-
cio. EL procedimiento de escisidén se repitid una vez mas.
Se obtuvieron un total de 2,36 g de Fmoc- (Aib*®) GLP-1(23-
35) -OH (rendimientc 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-Ailib.
Las cantidades de reactivos utilizados se listan en la si-

guiente tabla:

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

Materiales PM

BEquiv. mmol

gramos mL

Resina de cloruro de

2-clorotritilo

59,67

40,05

Fmoc-Aib-0H

325,5

14,92

4,85

Diisopropiletilamina

(DIEA)

129,25

35,20

4,55

Dimetilformamida

(DMF)

1280

Diclorometano (DCM)

1840
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Metanol: DIEA 9: 1 400

Isopropancl (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. El
lecho se drend y se afiadié una solucidén de Fmoc-Aib-OH y
DIEA en 8 volumenes de DMF: DCM (87,5: 12,5). La mezcla se
agitdé bajo nitrégeno durante 2 horas a una temperatura de
25°C.

El lecho se drend y se lavd con 400 mL de DMF. Poste-
riormente, cualquier sitio activo restante en la resina de
2-CTC se protegid en el extremo con 400 mL de solucidén 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 cua-
tro 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 mostré un factor de carga de 0,30 mmol/ g.

B. Sintesis en fase sélida

La sintesis en fase sdélida se llevdé a cabo comenzando
con 15,0 g de resina de CTC-2 con Fmoc-Aib cargada a 0,24
mmol/ g. La resina se expandié en DCM (150 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 ve-
ces 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 1los
grupos protectores Fmoc. Tras el segundo tratamiento con

piperidina al 20%/ NMP, la resina se lavd seis veces con

92
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NMP (6 vol. cada lavado) hasta un ensayo cloranilo negati-
vo.

Para preparar la solucidén de acoplamiento, se pesaron
el aminodacido (1,7 equivl) v el 6-cloro-1-hidroxibenzo-
triazol (6-Cl1-HOBT, 1,7 equiv.), se disolvieron en 2,6 vo-
limenes 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 volimenes de NMP a 10°C-5°C. Después se combinaron
las dos soluciones. La solucidén resultante se afadié a un
recipiente‘de reaccion. El recipiente de mezclado se enjua-
gé con 1,33 volimenes de DCM en el reactor, que se agitd
entonces con resina durante 2-3 horas a 25°C-27°C. Se ex-
trajo muestra para un ensayo Kaiser para comprobar la fina-
lizacidén de la reaccidn. Si la reaccidn de acoplamiento es-
taba incompleta tras 3 horas (ensayo Kaiser positivo)}, el
recipiente de reaccidén se drenaba y se realizaba un re-
acoplamiento con nueva solucidén de aminodcido activado.
Tras completar la reaccidén de acoplamiento, la solucidén de
acoplamiento se drend y la resina se lavé con NMP 4 veces
(6 vol. cada 1lavado). Entonces, la eliminacién del grupeo
Fmoc y el ciclo de reaccidn de acoplamiento se repitid para
los restantes aminoidcidos en el fragmento (es decir, en el
orden Lys(Boc)-» Vals» Leu» Trp(Boc)» Ala» Ile» Phe-
Glu (QtBu}- Lys(Boc)-» Ala—» Ala- Gln(trt)).

Debido a un posible efecto de refuerzo entre 1la 2-
metilalanina (Aib) y la resina de 2-CTC, es considerable-
mente dificil forzar hasta la finalizacidn las primeras dos

reacciones de acoplamiento de aminoadcidos (Lys(Boc)-34 vy

92
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Val-33). Por lo tanto, ambas reacciones de acoplamiento de
(Lys (Boc) -34, Val-33) se realizaron tres veces (es decir,
tras el acoplamiento se realizaron dos re-acoplamientos).
Ademads, se utilizdé anhidrido acético para proteger el ex-
tremo del material unido a la resina que no ha reaccionado
tras las reacciones de acoplamiento de Lys(Boc)-34 y Val-
33. Esto ha mejorado la eficiencia de las posteriores puri-
ficaciones separando las impurezas del producto deseado du-
rante la purificacién cromatografica.

Todos los reactivos utilizados en este ejemplo se lis-

tan en la siguiente tabla:

Reaccibén de acoplamiento del Fmoc-AA(23-35)-0OH

Amino&cido | g/ Eq | 6-Cl- DIEA NMP TBTU HBTU NMP DCM T. de
HOBT (g/ (mL) (a/ (g/ (mL) | (mL) | acopla
{g/Eq) | Eq) Eq) Eq) miento
{min.)
1° 3,61 1,33 /|1,15 39,0 2,50 - 20,0 | 20,0 175
Lys (Boc) / 1,711,17 / 1,9 / 1,7
2° 3,61 1,33 /]1,16 39,0 2,48 - 20,0 120,0 ige
Lys (Boc) /1,7 |1,7 / 1,9 / 1,17
3° 3,61 1,33 /1,13 39,0 2,47 - 20,0 | 20,0 i8¢
Lys {Boc) /1,7 1,7 / 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 |1,7 / 1,9 / 1,7

N
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2° Val 2,62 1,33 /1,17 39,0 2,49 - 20,0 | 20,0 180
/ r,711,7 /1,9 /1,7

3° val 2,63 1,32/ 3,67/ | 39,0 |2,50/ ] - 20,0 [ 20,0 | 141
/1,7 1,7 1,9 1,7

Anhidrido | 4,69/ | - 7,13/ | 60,0 |- - 30,0 | - 153

Acético 10,0 12,0

Leu 2,73/ | 1,35/ 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

Ile 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/ 1 20,0 | 20,0 | 180
1,7 1,7 3,0 1,7

%6
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C. Escisidén del fragmento de la resina construida

La resina obtenida anteriormente se lavé con DCM 7 ve-
ces (6 vol. cada lavado) para eliminar el residuo de NMP, y
la resina se enfrid con el dltimo lavado de DCM hasta -5°C.
El DCM se drend, y se anadié una sclucidén fria de TFA al
1%/ DCM (12 vol. a entre -5°C y -10°C) y se agité durante
30 min. a 0°C. La solucidén de escisidn se recogid en un re-
cipiente que contenia piridina (1,3 equiv. de TFA). Mien-
tras el recipiente se calentd hasta 25°C, la resina se lavd
con DCM 9 veces (10 vol.) y se afiadidé a la sclucidén de es-
cisién. La solucidén de DCM se combind con agua (6 vol.). La
mezcla resultante se destild bajo presidn reducida para
eliminar el DCM (350 torr a 28°C). El fragmento se separd
del agua por precipitacién cuando se elimindé el DCM. E1
fragmento se lavd con agua y se secd a 30°C-35°C al vacio.
En este ejemplo el procedimiento de escisidn se repitié una
vez més. Se obtuvieron un total de 6,78 g de Fmoc- (Aib*®)
GLP-1(23-35)-0H (rendimiento del 68,1%) con una pureza del
87,3% AN.

Ejemplo 6

A. Obtencidén 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 si-

guliente tabla:

Preparacidén de Resina Fmoc-Aib-2-Clorotritilo

Materiales EM Eqg. mmol gramos | mL

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

%
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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
Isopropancl (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. El
lecho se drendé y se afadidé una solucidén de Fmoc-Aib-OH vy
DIEA en 8 volamenes de DMF: DCM (87,5:12,5). La mezcla se
agitd bajo nitrdégeno durante 2 horas a una temperatura de
25°C.

El lecho se drend y se lavd con 400 mL de DMF. Poste-
riormente, cualquier sitio activo restante en la resina 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 cua-
tro veces con 350 mL de DCM. La resina se contrajo mediante
lavados con 3 x 350 mL de IPA. La resina se sec6 hasta peso
constante para proporcionar 47,56 g de resina cargada. El
andlisis mostré un factor de carga de 0,37 mmol/ g.

B. Sintesis en Fase sdlida

La sintesis en fase sélida se llevé a cabo comenzando
con 25,0 g de resina de CTC-2 con Fmoc-Aib cargada comn 0,37

mmol/ g. La resina se expandidé en DCM (250 mL) durante 30
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min. a 25°C. El1 solvente de DCM se drend, y la resina se
lavd dos veces 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 cloranilec negati-
vVO.

Para preparar la solucidén de acoplamiento, se pesaron
el aminodcido y el 6é-cloro-l-hidroxibenzotriazol (6-Cl-
HOBT), se discolvieron en 3,2 volimenes de NMP (o DMF para
Lys-34, Val-33 y Gln-23) y después se combinaron con DIEA a
entre 10°C vy 5°C. Se disolvid TBTU en 1,6 volimenes de NMP
(o DMF para Lys-34, Vval-33 y Gln-23) a 10°C-5°C. Después se
combinarcon las dos soluciones. La solucidn resultante se
afadi® a un recipiente de reaccidn, y el recipiente se en-
juagé 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 compro-
bar la finalizacidén de la reaccidén. Si la reaccidn de aco-
plamiento estaba incompleta tras 3 horas (ensayo Kaiser po-
sitive), el recipiente de reaccidn se drenaba y se realiza-
ba un re-acoplamiento con nueva solucidén de aminoacido ac-
tivado. Tras completar la reaccidén de acoplamiento, la so-
luciédn de acoplamiento se drend y la resina se lavd con NMP
4 veces (6 vol. cada lavado). Entonces, la desproteccién

del grupo Fmoc y el ciclo de reaccién de acoplamiento se
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repitieron para los restantes aminoacidos del fragmento (es
decir, en el orden Lys(Boc)-» Val- Leu» Trp(Boc)- Ala-» Ile-
Phe-» Glu(OtBu)- Lys(Boc)- Ala- Ala- Gin(trt}).

Debido a un posible efecto de refuerzo entre la 2-
metilalanina {(Aib) y la resina de 2-CTC, existe una difi-
cultad considerable en forzar hasta su finalizacién 1las
primeras dos reacciones de acoplamiento de aminoacidos
(Lys(Boc)-34 y Val-33). Las condiciones de acoplamiento de
{Lys (Boc) -34, Val-33) se modificaron para aumentar la uti-
lizacién de ambos aminodcidos 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 sol-
vente para la reaccidén de acoplamiento también se cambidé de
NMP a DMF para forzar la finalizacién de la reaccidén de
acoplamiento: Ademas, en este ejemplo se utilizé anhidrido
acético para proteger el extremo del material unido a 1la
resina que no ha reaccionado tras las reacciones de acopla-
miento de Lys(Boc)-34 y Val-33. Esto ha mejorado la efi-
ciencia de la posterior purificacién separando las impure-

zas del producto deseado durante la purificacidn cromato-

20 grafica.

Todos los reactivos utilizados en este ejemplo se lis-

tan en la siguiente tabla:

Reaccién de acoplamiento de Fmoc-AA{23-35)-0OH

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

9
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Anhfdrido | 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/ | - 39,3} 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 5,10/ | 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/ | - 19,3 | 39,3 | 180
1,7 1,7 1,9 1,7

Ala a,92/ | 2,68/ 2,32/ | - 78,6 5,03/ | - 39,31 39,3 | 1711
1,7 1,7 1,9 1,7

Glon{trt) 14,13 | 3,94/ 3,71/ | 80,0 - 7,42/ | 40,0 | - 40,0 | 185
/2,5 2,5 3,0 2,5

C. Escisidén del fragmento de la resina comnstruida
La resina obtenida anteriormente se lavd con DCM 6 ve-

Jop
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ces (6 vol. cada lavado) para eliminar la NMP, y la resina
se enfrié con el 1Ultimo lavado de DCM a -5°C. El1 DCM se
drendé y se afiadié una solucidén 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 re-
cipiente se calentaba a 25°C, la resina se lavd con DCM 7
veces (6 vol.) y se afiadié a 1la solucién de escisidén. La
solucién de DCM se combindé con agua {10 vol.). La mezcla
resultante se destildé 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
lavé con agua y se secd a 30°C-35°C al vacio. En este ejem-
plo el procedimiento de escisién se repitid una vez mis pa-
ra conseguir una escisién completa. Se obtuvieron un total
de 12,36 g de Fmoc- (Aib*®) 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
precargada (cargada de 0,25 a 0,65 mmol/ g), se aplicé 1la
quimica estdndar de Fmoc. La resina se expandidé primero en
10 volimenes de DCM durante 30-60 min. Después se drend el
DCM y la resina se lavdé 3-5 veces (5 min. cada vez) con 10
volimenes de NMP.

2, Ciclo General de Sintesis:

Utilizando una resina lavada de acuerdo con la Seccidn

151
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A de este Ejemplo 7, se logrd la eliminacién de Fmoc me-
diante dos tratamientos con una solucidén ~10x de piperidina
al 20% en NMP (v/v). Los tratamientos duraron 15-30 min.
cada uno. La solucién de piperidina/ NMP se drendé tras cada
tratamiento. La resina se lavd entonces con NMP 4-5 veces
(10 volimenes, 5 min. cada uno).

Para preparar la solucidn de acoplamiento, se pesaron
el aminodcido protegide con Fmoc (AA) y el HOBt (a 1,5-2,0
equiv.), se disolvieron en 4 volimenes de NMP a 10°C y se
combinaron con DIEA (1,5-2,0 equiv.). Se disolvié HBTU
(1,5-2,0 equiv) en 3 volumenes de NMP a 10°C. Las dos solu-
ciones se combinaron y se mezclaron con 3 volimenes de DCM
durante 1-2 min. La solucidén resultante se afiadidé al reci-
piente de reaccidén y se mezcld con la resina bajo agitacidn
durante 1,5-5 horas. Se extrajo una muestra para el ensayo
de Kaiser para comprobar la finalizacidén de la reaccidn. El
acoplamiento incompleto se re-acopldé. Tras finalizar la re-
accidén de acoplamiento, la solucidén de acoplamiento se dre-
né y la resina se lavdé con NMP 5 veces (10 voldmenes, 5
min. cada uno).

A. Siguiendo el procedimiento de sintesis general, el
fragmento Fmoc- GLP-1(11-22})-2-CTC con ta secuencia nativa
se construyd paso a paso utilizando el mismo procedimiento
de sintesis general, y se acopld un fragmento de acuerdo
con el Id. de Sec. N° 7 con el fragmento Fmoc-GLP-1{(11-22)-
2-CTC resultante preparado en esta Seccidédn A utilizando el
procedimiento de sintesis general.

B. Siguiendo el procedimiento de sintesis general, el

y 1A
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columna Kromasil® C4 pero utilizando un gradiente de aceto-
nitrilo/ THF/ agua/ acetato aménico (pH 8,8). Las fraccio-
nes se combinaron para dar lugar a una pureza del 98+% con
una recuperacidn del ~85% en el segundo paso. El rendimien-
to global de ambos pasos de purificacidén serd del 60% (con-
tenido/ contenido). \

La c¢oleccidén del segundo paso combinada (pH 8,8) se
concentrd entonces utilizando la misma columna Kromasil® C4
pero utilizando un paso de gradiente de metanol/ agua/ ace-
tato amdénico. Las fracciones se combinaron y estaban listas
para su aislamiento.

A. Obtencién de la solucién de péptido crudo:

8 g de péptido crudo se disclvieron en 500 ml de una
solucién de &cido acético 0,2N 90%/ acetonitrilo 10%. La
solucidén se filtrd, una vez a través de un filtro de 0,45
micras Durapore (didmetro 47 mm) (Millipore) y luego a tra-
vés de un filtro apilador de micra en disco Supor EKV
(0,65/ diametro 0,2 mm) (Pall Filters). La soclucidén de in-
yeccidn cruda se analizdé 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 so-
lucidén 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

(anche de banda 8 nm, 350/20 nm ref.)

423
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Temperatura de la columna: ambiente

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

Fase mbévil:

A = mezcla de Acido trifluorcacético 0,1%/ acetonitri-
lo 15%/ agua 85%

B = mezcla de &cido trifluorocacético 0,1% / tetrahi-
drofurano 15%/ acetonitrilo 70%/ agua 15%

Gradiente: E1 gradiente empieza con la fase mbvil A
100% y se mantiene durante 0,1 minutos. Entonces la muestra
se carga manualmente en la columna mediante la bomba C
(véase a continuacidén la descripcidén de la bomba C). Tras
la carga de la muestra, se realiza un gradiente lineal de A
100% a A 83% durante 1 minuto. Entonces la fase mdvil se
mantiene con A 83% durante los préximos 11 minutos. Luego
se realiza un segundo gradiente lineal con A 73% durante 10
minutos. BEntonces la fase mévil se mantiene con A 73% du-
rante los siguientes 15 minutos. Entonces se ha completado
el proceso y se continlia con un aclarado de 10 minutos con
B 100% seguido de un re-equilibrado de la columna de 20 mi-
nutos con A 100%.

La muestra se cargd utilizando una bomba isocratica HP
1100 separada a 9,0 ml/ min. (bomba C}). Las impurezas elui-
das inicialmente se separan del pico principal mediante un
mantenimiento isocratico inicial de 11 minutos con A 83%
seguido de un gradiente lineal con A 73% durante los si-
guientes 10 minutos. El pico de péptido principal se eluye
entonces durante el mantenimiento de 15 minutos con A 73%.

Las fracciones se agrupan durante este mantenimiento de 15
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A 100% durante 5 minutos. Entonces la fase mévil se cambia
inmediatamente a B 100% durante los prdéximos 20 minutos.
Entonces se ha completado el proceso y se continda con un
re-equilibrado de la columna 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 realizd un mantenimiento corto con A
100% durante 5 minutos, luego se realizdé un paso de gra-
diente con B 100% durante 20 minutos para eluir el péptido.
El pico de péptido principal empezd a eluirse 2 wminutos
tras el gradiente con B 100%. Los siguientes 12 minutos de
fracciones contenian péptido y se agruparon para su aisla-
miento.

Ejemplo 12 - Liofilizacidn

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®, *7'®  Aaib®%) GLP-1(7-36) en aceto-
nitrilo acuoso/ acetato amdénico. El1 contenedor se enjuagd
con agua desionizada 3 x 5 mlL y los enjuagues se afiadieron
a la coleccidén. Esta solucidén se agitd para homogeneizarla
y luego se tapd y se congeld en nitrdgeno liquido. La bote-
lla 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 liofilizdé. Tempe-
ratura del condensador -89%°C, presién 19 micras.

Tras 24 h el wvacutainer se aired para comprobar el
progreso; aln habia una bola de hielo audible presente. Se

reinicidé la liofilizacién.
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Tras 18 h mids la botella se extrajo del liofilizador y
se comprobdé el peso. El peso era inestable, con un rapido
aumento debido a la naturaleza higroscdpica del producto.
El producto estatico se transfiridé rapidamente a un vial de
centelleo tarado y se pes®, se obtuvieron 0,822 g de pépti-
do.

Ejemplo 13: Precipitacidén de péptido purificado

En un recipiente, una solucidén de 100,5 mg de acetato
de (Aib®, *7°'* Aip*®) GLP-1(7-36) puro en 2 mL de acetato
aménico 20 mM en MeOH/ agua (9:1 en volumen) se diluyd con
1 mL de acetato aménico 20mM en MeOH/ agua (9:1 en volumen)
Con agitacién, se afladieron lentamente 20 mL de isopropanol
(IPA) al recipiente a entre 20°C y 25°C. Esta mezcla se pu-
so turbia tras la adicién de 15 mL de IPA. La agitacién
continué durante toda la noche a entre 20°C y 25°C. El pro-
ducto precipitado se filtrd y se lavd 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 recuperacidn del
90,42%) .

Ejemplo 14: Aislamiento de péptido purificado

En un recipiente, una solucidn de 497,7 mg de acetato
de (Aib%®, *!7-18  Aaip3%) GLP-1(7-36) puro en 10 mL de acetato
aménico 20 mM en MeOH/ agua (9:1) se diluy® con 6 mL de
acetato ambnico 20 mM en MeOH/ agua (9:1). Con agitacién,
40 mL isopropanol (IPA) se afadieron lentamente en el reci-
piente a entre 20°C y 25°C durante 35 min. Esta mezcla se
puso turbia tras la adicién de 2 mL de IPA. La agitacién

continué durante una hora a entre 20°C y 25°C. El producto

W
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precipitado se filtrd y se lavé mediante S mL de IPA y lue-
go se secd a 25°C bajo vacio hasta un peso constante. Se
obtuvieron 458,4 - mg de péptido (una recuperacidn del 92%).

Ejemplo 15: Aislamiento de péptido purificado

En un recipiente, se afladieron lentamente 900 mbL de
IPA en una solucidén en agitacién de ~1000 mg de acetato de
(Aib®, ¥7°8  Aib®®) GLP-1(7-36) purificado en 150 mL de ace-
tato amdnico 20 mM en MeOH/ agua (9:1} a través de una co-
lumna de concentracidén a entre 20°C y 25°C. Esta addicidn
se completd a los 45 min. Esta mezcla se puso turbia tras
la addicién de 260 mL de IPA. La agitacidén continudé durante
40 min a entre 20°C y 25°C. El producto precipitado se fil-
trd vy se lavdé mediante 5 mL de IPA y luego se secd a entre
20°C y 25°C bajo vacio hasta un pesc constante. Se obtuvie-

ron 746 mg de péptido {(una recuperacidn del 74,6%).

ng
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Reivindicaciones

1. Un método para obtener un péptido insulinotrépico,
que comprende uno o mé&s de los siguientes pasos:

h) proporcionar un primer fragmento peptidico que in-
cluye la secuencia de aminodcidos HX°EX'® (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 protec-
cién de la cadena lateral;

i) proporcionar un segundo fragmento peptidico que in-
cluye la secuencia de aminodcidos TFTSDVX!' YLEG (Id. de
Sec. N° 8) en la que el residuo denotado mediante el simbo-

1o X17-18

es un residuo dipeptidico de pseudoprolina, y di-
chos residuos de aminoacidos de la secuencia incluyen op-
cionalmente la proteccidén de la cadena lateral;

j} acoplar el primer fragmento al segundo fragmento
para proporcionar un tercer fragmento peptidico que incluye
la secuencia de aminoicidos HX®EX*’TFTSDVX'’'®YLEG (Id. de
Sec. N°® 11), y dichos residuos de aminodcidos de la secuen-
cia incluyen opcionalmente la proteccidédn de la cadena late-
ral;

k) proporcionar un cuarto fragmento peptidico que in-
cluye la secuencia de aminodcidos QAAKEFIAWLVKX®® (Id. de
Sec. N° 9), en el que X*® es un residuo de un aminodcido
aquiral y dichos residuos de aminoacidos de 1la secuencia
incluyen opcionalmente la proteccién de la cadena lateral;

1) acoplar el cuarto fragmento peptidico a arginina
para proporcionar un quinto fragmento peptidicco que incluye

la secuencia de aminoacidos QAAKEFIAWLVKX?°R (Id. de Sec. N°

M
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12), vy dichos residuos de la secuencia incluyen opcional-
mente la proteccidén de la cadena lateral; y

m) acoplar el quinto fragmento al tercer fragmento pa-
ra proporcionar un péptido insulinotrépico que incluye la
secuencia de aminoadcidos HX°EX'°TFTSDVX'’ ‘*YLEGQAAKEFIAWLVK
X*®*R (Id. de Sec. N° 13), y dichos residuos de la secuencia
incluyen opcionalmente la proteccién de la cadena lateral.

2. El método de acuerdo con reivindicacidn 1, gque com-
prende los pasos de a) a f).

3. E1 método de acuerdo con las reivindicaciones 1 o
2, que comprende otro paso de:

n)eliminacién de los grupos protectores de la cadena
lateral para proporcionar un péptido insulinotrépico que
incluye la secuencia de aminodcidos HX®EX*®TFTSDVSSYLEGQAA
KEFIAWLVKX**R (Id. de Sec. N° 5) y los homdlogos de la mis-
ma, en la que cada uno de los simbolos X en las posiciones,
8, 10 y 35 independientemente indican un residuo de aminoé-
cido aquiral, opcionalmente obstaculizado estéricamente.

4, Un método para obtener un péptido insulinotrdpico
de acuerdo con la reivindicacidén 1, que comprende los pasos
de:

a) proporcionar un primer fragmento peptidico qgue in-
cluye la secuencia de aminodcidos HX®EX!® (Id. de Sec. N°
6), en los que X® es un residuo de aminodcido que corres-
ponde a Aib y X' es un residuo de aminocadcido que correspon-
de a glicina, y tanto H como E incluyen opcionalmente la
proteccién de la cadena lateral;

b) propocrcionar un segundo fragmento peptidico que in-
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cluye la secuencia de aminoacidos TFTSDVX!’ " '®YLEG (Id. de
Sec. N° 8) en la que el residuc denotado mediante el simbo-
lo X!”"*® es un residuo dipeptidico de pseudoprolina, y di-
chos residuos de aminoacido de la secuencia iﬁcluyen opcio-
nalmente la protecciédn de la cadena lateral;

c) acoplar el primer fragmento al segundo fragmento
para proporcionar un tercer fragmento peptidico gque incluye
la secuencia de aminoacidos HX®EX'® TFTSDV X'"'®YLEG (Id. de
Sec. N° 11), y dichos residuos de aminoacido de la secuen-
cia incluyen opcionalmente la proteccidén de la cadena late-
ral;

d) proporcionar un cuarto fragmento peptidico que in-
cluye la secuencia de aminodcidos QAAKEFIAWLVKX'® (Id. de
Sec. N° 9), en los que X* es un residuo de aminodcido que
corresponde a Aib, y dichos residuos de aminodcido de 1la
secuencia incluyen opcilonalmente la proteccidén de la cadena
lateral;

e) acoplar el cuarto fragmento peptidico a arginina
para proporcionar un quinto fragmento peptidico que incluye
la secuencia de aminoidcidos QAAKEFIAWLVKX**R (Id. de Sec. N°
12), y diches residuos de la secuencia incluyen opcional-
mente la proteccidén de la cadena lateral; y

f) acoplar el quinto fragmento al tercer fragmento se-
guido de la eliminacidén de los grupos protectores de la ca-
dena lateral para proporcionar un péptido insulinotrdépico
de férmula HX°EX*°TFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKX’’R (Id. de Sec.
N° 5) y los homélogos de la misma, en la que X® y Xx*° son

residuos de aminoadcido que corresponden a Aib, y X' es un

178
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residuo de aminodcido que corresponde a glicina.

5. El método para obtener un péptido insulinotrépico
de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende el paso
de:

a) obtener un fragmento peptidico que incluye la se-
cuencia de aminodcidos HXPEX!® (Id. de Sec. N° 6) en la que
X% v X! son ambos residuos de un aminodcido aquiral, o di-
cho fragmento es un homélogo de la misma que incluye los
residuos X® y Xx!°, y tanto H como E, X® y X! incluyen opcio-
nalmente la proteccién de la cadena lateral; y

la incorporacidén del fragmento peptidico en un péptido
insulinotrdépico.

6. El método de acuerdo con las reivindicaciones 1 o
5, en el que X® es un residuo de aminoacido que corresponde
a metilalanina.

7. E1 método de acuerdo con las reivindicaciones 1 o
5, en el que X'° es un residuo de aminodcido que corresponde
a glicina.

8. Un fragmento peptidico con la secuencia de aminoa-
cidos HX®EX'® (Id. de Sec. N° 6), en el que X* y X!° son am-
bos residuos de un aminodcido aquiral, tanto H como E, X% y
X! incluyen opcicnalmente la proteccién de la cadena late-
ral.

9. El1 fragmento peptidico de la reivindicacién 8, en
el que X® es un residuo de aminodcido que corresponde a Aib
y X' es un residuo de aminodcido que corresponde a glicina.

10. E1l método de acuerdo con reivindicacién 5, en el

que el péptido insulinotrdpico incluye la secuencia de ami-

M
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noacidos (Id. de Sec. N° 5)

HX®EX'TFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKX’°R

y los homélogos de la misma, en la que todos los sim-
bolos X en las posiciones 8, 10 y 35 indican de forma inde-
pendiente un residuo de aminoacido aquiral, opcionalmente
obstaculizado estéricamente; y en la que uno o mas de los
residuos de aminodcido incluye opcionalmente la proteccidn
de la cadena lateral.

11. E1 método de acuerdo con la reivindicacién 10, en
el que al menos uno de entre X® y X*° es un residuo de Aib.

12. El método de acuerdo con la reivindicacidn 10, en
el que X'® es un residuo de glicina.

13. El método para obtener un péptido insulinotrdpico
de acuerdo con 1la reivindicacidén 1, que comprende el paso
de:

b) obtener un fragmentc peptidico que incluye la se-
cuencia de aminodcidos TFTSDVX!’"**YLEG (Id. de Sec. N° 8) en
la que el residuo denotado mediante el simbolo X!""'® es un
residuo dipeptidico de pseudoprolina; vy

la incorporacién del fragmento peptidico en un péptido
insulinotrdpico.

1l4. E1 método de acuerdo con la reivindicacién 13, en
el que el péptido insulinotrépico incluye la secuencia de
aminoadcidos HXEX'°TPTSDVX'’ *|YLEGQAAKEFIAWLVKX?**R (Id. de
Sec. N° 13) y los homdlecgos de la misma, en la que los sim-
bolos X%, X' y X*° indican de forma independiente un residuo

7-
Xl ig

de aminoacido aquiral, es un residuo de pseudoprolina,

y dichos residuos de aminodcido incluyen opcionalmente la

120
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proteccidén de la cadena lateral.
15. El1 método de acuerdo con la reivindicacién 1 o 13,

en el que X'"'® tiene la férmula

1
/R‘?
(D_N R2

O

en la que ® representa el residuc de cualquier aminoa-
cido que opcionalmente incluye proteccidén de la cadena la-
teral, y tanto R!' como R? son independientemente una porcién
de unidén divalente adecuada.

16. E1 método de acuerdo con la reivindicacidén 15, en
el que @ representa un residuo de Ser que incluye opcional-
mente la proteccidn de la cadena lateral.

17. Bl método de acuerdo con la reivindicacidén 15, en
el que R? es -CH,-.

18. El método de acuerdo con la reivindicacién 15, en

el que R' es
R
|
Ra___(i:_

en el que tanto R? como R* son independientemente una
porcidén monovalente seleccionada de entre H o alquilo infe-
rior; o R® y R* pueden ser también co-miembros de una es-
tructura en anillo.

19. El método de acuerdo con la reivindicacién 18, en
el que tanto R} como R?! es metilo.

20. Un péptido o un homdlogo del mismo que incluye la

secuencia de aminoacidos TFTSDVX''"®YLEG (Id. de Sec. N° 8)

24
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x17-18 es

en la que el residuo denotadc mediante el simbolo
un residuo dipeptidico de pseudoprolina; y dichos residuos
de aminodcidos incluyen opcionalmente la proteccidén de 1la
cadena lateral.

21. E1l método para la obtencidén de un péptido insuli-
notropico de acuerdo con la reivindicacidén 1, que comprende
el paso de:

c) el acoplamiento del primer fragmento peptidico que
incluye la secuencia de aminoacidos HX®EX!® (Id. de Sec. N°
6), en la que X® y X' son ambos residuos de un aminoacido
agquiral y tanto H como E incluyen opcionalmente la protec-
cidén de la cadena lateral, con el segundo fragmento pepti-
dico que incluye la secuencia de aminodcidos 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 residucs de aminocacidos de la secuencia incluyen
opcionalmente la proteccidn de la cadena lateral, para pro-
porcionar un tercer fragmento peptidico que incluye la se-
cuencia de amino&dcidos HX®EX!® TFTSDVX'’"'®YLEG (Id. de Sec.
N° 11) y dichos residuos de aminodcidos de la secuencia in-
cluyen opcionalmente la proteccién de la cadena lateral; y

la incorporacién del fragmento peptidico en un péptido
insulinotrépico.

22, El método para la obtencidén de un péptido insuli-
notrépico de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende
el paso de:

d) 1la oﬁtencién de un fragmento peptidico o un homélo-

go del mismo gue incluye 1la secuencia de aminodcidos
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QAAKEFIAWLVKX®® (Id. de Sec. N° 9), en los que X*® es un re-
siduo de un aminodcido aquiral y dichos residuos de la se-
cuencia incluyen opcionalmente la proteccidén de 1la cadena
lateral; vy

la incorporacién del fragmento peptidico en un péptido
insulinotrépico.

23. El1 método de acuerdo con la reivindicacidén 22, en
el que X*° es un residuo de aminoacido de metilalanina.

24. El1 método de acuerdo con la reivindicacién 22, que
ademas comprende el paso de:

e) el acoplamiento del fragmento peptidico u homdlogo
del mismo que incluye la secuencia de aminoacidos
QAAKEFIAWLVKX?*® (Id. de Sec. N° 9) a una arginina para pro-
porcionar un fragmento peptidico que incluye la secuencia
de aminodcidos QAAKEFIAWLVKX’®R (Id. de Sec. N° 12), y di-
chos residuos de 1la secuencia incluyen opcionalmente la
proteccién de la cadena lateral.

25. E1 método de acuerdo con reivindicacidén 24, en el
que R no incluye la proteccidén de la cadena lateral.

26. E1 método de acuerdo con la reivindicacidn 22, en
el que el péptido insulinotrdpico incluye la secuencia de
aminoacidos HX®EX'°TFTSDVX'’ **YLEGQAAKEFIAWLVKX®*°R (Id. de
Sec. N° 13) y hombélogos de la misma, en la gue los simbolos
X8, x' y X% independientemente indican un residuo de ami-
nodcido aquiral, y dichos residuos de aminodcidos de la se-
cuencia incluyen opcicnalmente la proteccién de la cadena

7-
Xl is

lateral; y en la que es un residuo de pseudoprolina.

27. E1 método de acuerdc con reivindicacidn 22, en el

AoR
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que el péptido insulinotrédpico incluye la secuencia de ami-
nodcidos (Id. de Sec. N° 5)

HX°EX!'*TFTSDVSSYLEGQAAKEF IAWLVKX>*R

vy homélogos de la misma, en la que cada uno de 1los
simboles X en las posiciones 8, 10 y 35 indican indepen-
dientemente un residuo de aminodcido aquiral, opcionalmente
obstaculizado estéricamente; y en la que uno o mas de los
residuos de amincdcido opcionalmente incluyen la proteccién
de la cadena lateral.

28. E1l método de acuerdo con las reivindicaciones de 1
a 7, 13 o de 21 a 25, en el que el péptido insulinotrépico
posee la secuencia de aminocdcidos (Id. de Sec. N° 4)

HAibEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKAibR

v homdlogos de la misma.

29. El método de acuerdo con la reivindicacidén 28, en
el que el péptido insulinotrépico posee la secuencia de
aminodcidos (Id. de Sec. N° 4)

HAibEGTFTSDVSSYLEGOAAKEFIAWLVKAiIDR

y homdlogos de la misma, que estd amidada en el extre-
mo C-terminal.

30. Los nuevos métodos y péptidos como se han descrito

hasta aqui.

% ¥ %k
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LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
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Sello del Departamento de Comercio  Por Autoridad del
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Estados Unidos Propiedad Intelectual y Director de la
Oficina de Patentes y Marcas de los

Estados Unidos
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Funcionario que Certifica

1% ]

2%



TRASPASO DE PATENTE

Versidn Electrénica v1.1 09/11/2007
Version Hoja Estilo v1.1 500352069
TIPO DE PRESENTACION NUEVO TRASPASO
NATURALEZA DEL TRASPASO TRASPASO
DATOS DE LA PARTE QUE TRASPASA
Nombre Fecha de Ejecucion

Lin Chen 09/10/2007
Yeun-Kwei Han 09/10/2007
Christopher R. Roberts 09/10/2007
DATOS DE LA PARTE QUE RECIBE
Nombre: Roche Colorado Corporation
Direccién: 2075 North 55th Street
Ciudad: Boulder
Estado/Pais: COLORADO
Cédigo Postal: 80301
Total NUMEROS PROPIEDAD: 1

Tipo de Propiedad Numero
Numero de la Solicitud: 60815919
DATOS DE CORRESPONDENCIA
Namero Fax: (650)855-5322

La correspondencia seré enviada via US Mail cuando el intento por fax no sea exitoso.

1@



Teléfono: (650) 852-3017

Emait: barbara.nolan@roche.com
Nombre Corresponsal: Barbara Nolan

Direccion Linea 1: 3431 Hillview Avenue
Direccion Linea 2: M/S A2-250

Direccion Linea 4: Palo Alto, CALIFORNIA 94304

NUMERO EXPEDIENTE APODERADO C23831 US

NOMBRE DEL PRESENTADOR: Barbara Nolan

Total anexos: 3

source=C23831 US#page1 tif
source=C23831 US#page2.tif
source=C23831 US#page3.tif

REEL: 019811 FRAME: 0841

129



TRASPASO |

POR CUANTO, Nosotros, Lin Chen, Yeun-Kwei Han y Christopher R.
Roberts, (Cedentes), teniendo las direcciones respectivas indicadas a

continuacion, hemos inventado cierta materia objeto llamada

“SINTESIS DE UN PEPTIDO INSULINOTROPICO USANDO TECNICAS
DE COMBINACION DE FASE SOLIDA Y EN SOLUCION”

(la “Invencién”), descrita en la solicitud de Patente No. Serial EU 60/815.919,
registrada el 23 de junio de 2006, para Patente de Invencion de los Estados

Unidos de América (la “Solicitud”);

Y POR CUANTO, ROCHE COLORADO CORPORATION (“Roche”), una
sociedad de Delaware, que tiene direccidon en 2075 North 55th Street, Boulder,
Colorado 80301, desea perfeccionar su derecho a la Invencion y en Patente(s) de
Invencidn para ser obtenidas por lo tanto de los Estados Unidos de América y

todos los paises extranjeros a ello;

AHORA, POR LO TANTO, a cambio de una consideracion buena y valiosa,
el recibo y suficiencia de lo cual se reconoce por el presente, los Cedentes
reconocen el interés de Roche en la Invencidn y por el presente traspasan a
Roche para los Estados Unidos de América y todos los paises extranjeros a ello
todos nuestros derechos, titulo e interés, incluyendo todos los derechos bajo la

Convencion de Paris para la Protecciéon de Propiedad industrial, en la Invencion,

130



segin se describe y reivindica en la Solicitud, o en cualquier solicitud(es) de
patente subsiguiente registrada bajo 35 U.S.C. §111(a), reivindicando beneficio de
dicha Solicitud bajo 35 U.S.C. §119(e), o 35 U.S.C. §120, o en cualquier
continuacion, continuacién en parte, solicitud de prosecucidn continuada,
divisional, sustituta, reexpedicion, reexamen o extension de ello y cualquier
equivalente legal de ello en un pais extranjero a los Estados Unidos de America;
la Invencion, solicitud y Patente(s) de Invencion para ser propiedad de Roche, sus
sucesores, cesionarios y representantes legales, hasta el final del término del

término para el cual se otorguen dichas Patente(s) de Invencién.

Los Cedentes por el presente convienen que tienen pleno derecho para ceder
todo el interés en el presente cedido y no han ejecutado y no ejecutarén ningan

acuerdo en conflicto con el presente.

Los Cedentes ademas convienen ejecutar y entregar cuando se les solicite y
sin demora indebida, a Roche, sus sucesores, cesionarios y representantes
legales, todos los documentos legales necesarios o deseables para efectuar este
traspaso y perfeccionar el titulo de la invencion, Solicitud y Patente(s) de
Invencion y todas las Patentes y solicitudes y patentes extranjeras que reivindican

prioridad sobre ella.

Los Cedentes ademas convienen cooperar y participar en cualquier
procedimiento legal o administrativo y ejecutar todos los documentos legales
necesarios o deseables por Roche, sus sucesores, cesionarios o representantes
legales para obtener, mantener, y ejecutar la proteccion de patente en la
Invencién en todos los paises, siempre y cuando que Roche remboise a los

Cedentes cualquier gasto incurrido en relacién con ellos por los Cedentes.



Esta cesion entra en vigencia desde la primera fecha de ejecucion de este
documento o la fecha de presentacién acordada por la Oficina de Patentes y
Marcas de los Estados Unidos para la Solicitud, segin se indica en el Recibo de

Presentacion para dicha Solicitud.

He leido y entiendo este documento de Traspaso -la Solicitud, y estoy de

acuerdo con él, como se indica por mi firma puesta a continuacion.

Firma (ilegible) Fecha 9/10/72007
Li Chen
3642 Blanca Peak Drive, Superior, Colorado 80027

Estado de Colorado
SS.

N S

Condado de Boulder )

En este dia 10 de septiembre de 2007, ante mi, compareci¢ personalmente Li
Chen, quien sé que es la persona descrita en y quien ejecutd el instrumento
anterior, y quien reconocié que él ejecutd el mismo como su acto y accion libre, en

el dia y aio anteriormente mencionados.
(firma: ilegible)

Notario Publico

Firma (ilegible) Fecha 9/10/ 2007
Yeun-Kwei Han
816 Pinehurst Court, Louisville, Colorado 80027

XY
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Estado de Colorado )

) ss.
Condado de Boulder )

En este dia 10 de septiembre de 2007, ante mi, compareci6 personalmente Yeun-
Kwei Han, quien sé que es la persona descrita en y quien ejecutd el instrumento
anterior, y quien reconocié que él ejecuté el mismo como su acto y accion libre, en

el dia y afio anteriormente mencionados.

(firma: ilegible)
Notario Publico

Firma (ilegible) Fecha 9/10/ 2007
Christopher R. Roberts
721 N. County Road, 27E, Berthoud, Colorado 80513

Estado de Colorado )
) ss.
Condado de Boulder )

En este dia 10 de septiembre de 2007, ante mi, comparecié personalmente
Christopher R. Roberts, quien sé que es la persona descrita en y quien ejecutd el
instrumento anterior, y quien reconocié que €l ejecuté el mismo como su acto y

accion libre, en el dia y afio anteriormente mencionados.

(firma: ilegible)
Notario Publico
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ASSIGNMENT |

WHEREAS, We, Lin Chen, Yeun-Kwei Han, and Christopher R. Roberts, ("Assignors),
having the respective addresses indicated below, have invented certain subject matter entitled,

"INSULINOTROPIC PEPTIDE SYNTHESIS USING SOLID AND
SOLUTION PHASE COMBINATION TECHNIQUES"

(the “Invention™), described in patent application U.S. Serial No. 60/815,919, filed June 23, 2006,
for Letters Patent of the United States of America (the "Application”);

AND WHEREAS, ROCHE COLORADO CORPORATION ("Roche”™), a corporation of
Delaware, having an address at 2075 North 55" Street, Boulder, Colorado 80301 , desires to
perfect its right to the Invention and in the Letters Patent(s) to be obtained therefor from the
United States of America and all countries foreign thereto;

NOW, THEREFORE, in exchange for good and valuable consideration, the receipt and
sufficiency of which are hereby acknowledged, Assignors acknowledge Roche’s interest in the
invention and hereby assign te Roche for the United States of America and all countries foreign
thereto afl our rights, title and interest, including all rights under the Paris Convention for the
Protection of Industrial Property, in the Invention, as described and dlaimed in the Application, or
in any subsequent patent application{s) flad under 35 U.S.C. §111(a), claiming benefit of said
Application under 35 U.S.C. §119(e}, or 35 U.S.C. §120, or in any continuation, continuation-in-
part, continued prosecution application, divisional, substitute, reissue, reexamination or extension
thereof and any legal equivalent thereof in a country foreign to the United States of America; the
Invention, application and Lefters Pateni(s) to be owned by Roche, its successors, assigns and
legal representatives, to the full end of the term for which such Letters Patent(s) may be granted,

Assignors hereby covenant that they have the full right to convey the entire interest
assigned herein and have not executed and will not execute any agreement in conflict herewith.

Assignors further covenant to execute and defiver upon request and without undue delay,
to Roche, its successors, assigns and legal representatives, all lawfut documents necessary or
desirable to effect this assignment and perfect the litle to the Invention, Application and Letters
Patent(s) and all foreign patents and applications claiming priority thereto.

Assignors further covenant to cooperate and participate in any administrative or legal
proceeding and execute all lawful documents necessary or desirable for Roche, its successors,
assigns and legal representatives to obtain, maintain and enforce patent protection in the
Invention in all countries, provided that Roche reimburses Assignors for any expenses incurred
therewith by Assignors.

This assignment is effective as of the earlier of the date of execution of this document or
the filing date accorded by the United States Patent and Trademark Office to the Application, as
indicated in the Filing Receipt for said Application.

Document No. 151651v1 Page1of3 Case No. C23831 US1
Serial No. 60/815,919

REEL 019811 FRAME 0843
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ASSIGNMENT |

| have read and understand this Assignment document for the Application, and agree
hereto, as indicated by my signature as set forth below.

aLQ—-—\, q/,o /2007

T Date

Signature

Lin Chen
3642 Blanca Peak Drive, Superior, Colorado 80027

STATE OF CO/O/’MO )

) Ss.
COUNTY OF __ DOl el )

On this _ /(0 day of %ﬁ 2007, before me personally appeared the above-
named Lin Chen , to me knotn to be the person described in and who executed the foregoing
instrument, and who acknowledged that he executed the same as his free act and deed, on the
day and year aforesaid.

Signatur% g"" IA/ Date ?/ i / 2 7
eun-Kwei Han

816 Pinehurst Court, Louisville, Colcrado 80027

STATE OF § Q[ézﬁﬂ 22 )

couNTY oF _ 30 [Aer )) >

on this /O day of é@@é{ﬂ, 2007, before me personally appeared the above-
named Yeun-Kwei Han, to fhe known fo be the person described in and who executed the
foregoing instrument, and who acknowledged that he executed the same as his free act and
deed, on the day and year aforesaid.

otdry Public

Document No. 151651v1 Page2of 3 Case No. C23831 US1
Sesial No. 60/815,919

REEL 019811 FRAME 0844



RECORDED ON 09/11/2007

ASSIGNMENT 1|

.

P p f
Signature 54%_ M Date Q;/ / O; 2B

Christopher R. Roberts N
721 N. County Road, 27E, Berthoud, Colorado 80513

STATE OF Cﬁ/()/’M 7 )
countyoF _ B lder” ) =

On this 2{2 day of #2007, before me personally appeared the above-
named Christopher R. Raberts, to me known to be the person described in and who executed the
foregoing instrument, and who acknowledged that he executed the same as his free act and

deed, on the day and vear aforesaid.
A V7l %f/@(

Notary Public !

Document No. 1516851v1 Page 3of 3 Case No. C23831 US1
Seriat No. 60/815,919

REEL 019811 FRAME 0845
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DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS
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POR EL PRESENTE SE CERTIFICA QUE ANEXA SE ENCUENTRA UNA COPIA
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Estados Unidos
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TRASPASO i

ROCHE COLORADO CORPORATION (Cedente), una sociedad del Estado de
Delaware, Estados Unidos de América, que tiene su lugar principal de negocios en
Palo Alto, California, Estados Unidos de Ameérica, por el presente traspasa a

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG (Cesionario)
124 Grenzacherstrasse, CH-4070, Basle, Switzerand

todo su derecho, titulo e interés para todos los paises del mundo excepto los
Estados Unidos de América y sus territorios y posesiones, en y de la invencion
descrita y reivindicada en una solicitud para Patente de los Estados Unidos, No.
Serial EU 60/815.919, presentada el 23 de junio de 2006, llamada

SINTESIS DE UN PEPTIDO INSULINOTROPICO USANDO TECNICAS DE
COMBINACION DE FASE SOLIDAY EN SOLUCION”

Por Lin Chen, Yeun-Kwei y Christopher R. Roberts (inventores)

asi como en cualquier solicitud(es) subsiguiente en todos los paises del mundo,
excepto los Estados Unidos de América y sus territorios y posesiones, solicitud
subsiguiente que reivindica esta solicitud No. Serial 60/815.919 como prioridad.
Respecto a la invencion y a todas las solicitudes de patente, nacionales y
extranjeras, sobre dicha invencidn, un traspaso de todo derecho, titulo e interés en
ello, para todo el mundo, a favor del Cedente fue ejecutado el 10 de septiembre
de 2007 por Lin Chen, Yeun-Kwei y Christopher R. Roberts.
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La presente cesidn es por, pero no se limita a, los siguientes paises y es por una
contraprestacion buena y valiosa, el recibo y suficiencia de los cual se reconoce

por el presente.

Argentina, Australia, Austria, Bélgica, Brasil, Canada, Chile, Republica Checa,
Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungria, Irlanda, Israel, Italia,
Japén, Kazajstan, Republica de Corea, Luxemburgo, México, Mdénaco, Holanda,
Nueva Zelanda, Noruega, Pakistan, Republica Popular China, Filipinas, Polonia,
Portugal, Rusia, Arabia Saudita, Sur Africa, Espafa, Suecia, Suiza, Taiwan,
Turquia, Reino Unido de ta Gran Bretafna e Irdlanda del Norte, Ucrania, Uruguay,

Venezuela.

El Cedente expresamente traspasa al Cesionario el derecho a presentar las
correspondientes solicitudes de patente en todos los paises del mundo excepto
los Estados Unidos de América y a reivindicar la fecha de prioridad bajo cualquier
tratado o convencién internacional de cualquiera de solicitud(es) de patente de los
Estados Unidos traspasada por el Cedente en este Traspaso. El Cedente acuerda
ejecutar cualquier traspaso adicional y escrito asi como llevar a cabo cualquier
acto adicional necesario para permitile al Cesionario disfrutar de todos los

derechos de este Traspaso.

Palo Alto, California, EE.UU. ROCHE COLORADO CORPORATION
Fecha:9/12/07 Por: (firma: ilegible)

Kevin A. Marks

Secretario
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RECONOCIMIENTO

Estados Unidos de América )
Estado de California ) ss.
Condado de Santa Clara )

El 9/12 /07, ante mi, Barbara Nolan, Notario Publico comparecié personalmente
Grant D. Green, a quien conozco personalmente que es [a persona cuyo nombre
esta suscrito en el documento adjunto, y reconocié ante mi que él firmo el mismo
como persona autorizada, y que por medio de su firma en el documento la

persona o entidad a nombre de quien la persona actuo, firmo el documento.

Barbara Nolan TESTIFICA mi firma y sello oficial.

Comision # 1728323 (firma: ilegible)
Notario Publico — California
Condado de Santa Clara
Mi Comision Expira el 28 de marzo de 2011

Caso No C23831 US O USSN 60/815.919

REGISTRADO EL 09/14/2007 REEL: 019828 FRAME: 0457

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dia 26 de noviembre de
2008, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Repulblica de Colombia.

TRADUCTORA OFICIAL

AES, 2177 ] 89 MINJUSTICTA
~TTA ESCOBARDETAMAYO
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document
2. has been signed by M.K. Carter

3. acting in the capacity of Certifying Officer

4. bears the seal/stamp of U.S. Patent and Trademark Office

Certified

5. at Washington, D.C.

6. the ninth of October, 2007

7. by dsststant Authentication Officer, United States Department of State

8. No. 08000751-10

9. Seal/Stamp: 10.~Signature:

Jpwidtiic s ). Buntbznd

Denitra T. Hawkins
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UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office

September 19, 2007

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED IS A TRUE COPY FROM THE
RECORDS OF THIS OFFICE OF A DOCUMENT RECORDED ON
SEPTEMBER 14, 2007.
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By Authority of the W
Under Secretary of Commerce for Intellectual Property i
and Director of the United States Patent and Trademark Office HVN

SIS :

M. K. CARTE
Certifying Officer
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| PATENT ASSIGNMENT

— e — —

Electronic Version v1.1 09/14/2007
Stylesheet Version v1.1 500354469

pereoea — — e—

SUBMISSION TYPE: NEW ASSIGNMENT

NATURE OF CONVEYANCE: ASSIGNMENT

CONVEYING PARTY DATA

L Name ] Execution Date‘H
lRoche Colerado Corporation 710911 27,2007

RECEIVING PARTY DATA

%f [Name: |lF. HOFFMANN-LA ROCHE AG
‘[Street Address: I 124 Grenzachersirasse

[City: ] Basel

|State/Country: |sWITZERLAND

’Eostal Code: |CH-4070

L

UL (14

b L

PROPERTY NUMBERS Total: 1

Property Type Number

Application Number: 60815919

)]

CORRESPONDENCE DATA

Fax Number: (650)855-5322

Correspondence will be sent via US Mail when the fax attempt is unsuccessiil.
Phone: (650)852-3017

Email: barbara.nolan@roche.com

Correspondent Name: Barbara Nolan

Address Line 1: 3401 Hillview Avenue

Address Line 2: M/S A2-250

Address Line 4: Palo Alto, CALIFORNIA 94304

$40.00

ATTORNEY DOCKET NUMBER: C23831 US

NAME OF SUBMITTER: Barbara Nolan

Total Attachments: 2
source=C23831 US#page.tif
source=C23831 US#page?2.tif
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_ ASSIGNMENT Il

ROCHE COLORADO CORPORATION (Assignor), a corporation of the State of Delaware,
United States of America, having its principal place of business at Pale Alto, California, United
States of America, hereby assigns to

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG (Assignee)
124 Grenzacherstrasse, CH-4070 Basle, Switzerland

all of its right, title and interest for all countries of the world except the United States of America
and its territories and possessions, in and to the invention described and claimed in an application
for United States Patent, U.S. Serial No. 60/815,919, filed June 23, 2006, entitled

INSULINOTROPIC PEPTIDE SYNTHESIS USING SOLID AND
SOLUTION PHASE COMBINATION TECHNIQUES

by Lin Chen, Yeun-Kwei Han, and Christopher R. Roberts (inventors)

as well as in any subsequent application(s) in all countries of the world, except the United States
of America and its territories and possessions, which subsequent application(s) claim this
application Serial No. 60/815,919 as priority. In respect of the invention and all such patent
applications, domestic and foreign, on said invention, an assignment of all right, title and interest
‘therein, for the whole world, in favor of Assignor was executed on September 10, 2007 by

Lin Chen, Yeun-Kwei Han, and Christopher R. Roberts.

The present assignment is for, but is not limited to, the following countries and is for good and
valuable consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged:

Argentina, Australia, Austria, Belgium, Brazil, Canada, Chile, Czech Republic, Denmark,
Finland, France, Germany, Greece, Hungary, Ireland, Israel, Italy, Japan, Kazakhstan, Republic

B of Korea, Luxembourg, Mexico, Monaco, Netherlands, New Zealand, Norway, Pakistan, Peoaple’s

Republic of China, Philippines, Poland, Portugal, Russian Federation, Saudi Arabia, South

Africa, Spain, Sweden, Switzerland, Taiwan, Turkey, United Kingdom and Northern Ireland,

Ukraine, Uruguay, Venezuela.

Assignor expressly assigns to Assignee the right to file corresponding patent applications in all
countries of the world except the United States of America and to claim the priority date under
any international treaty or convention of any of the above U.S. patent application(s) assigned by

Case No. C23831 US Page 1 of 2 USSN 60/815,919
#151746v1

REEL 013828 FRAME 0456
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Assignment II cont'd

Assignor in this present Assignment. Assignor agrees to execute any additional assignments and
writings as well as to perform any additional acts necessary to enable Assignee to enjoy the full
rights of the present Assignment.

Palo Alto, California, U.S.A. ROCHE COLORADO CORPORATION

Date: ?/ J&?
[ 7

By
“S&vin AcMarks @———————

Secretary
ACKNOWLEDGMENT
United States of America )
State of California ) ss.
County of Santa Clara )
On q//»/ 07 before me, é/f-é&fvzﬁ /dal—hd , Notary Public,

personally appeared Kevin A. Marks, personally known to me to be the person whose name is
subscribed to the within instrument, and acknowledged to me that he executed the same in his
authorized capacity, and that by his signature on the instrument the person or the entity upon
behalf of which the person acted, executed the instrument.

“PEARDARA NOLAN WITNESS my hand and official seal

Commilssion # 1728323

I} Notary Public - Cailfornia g
$7 santa Cloro County =
W3 My Comm. BxplesMar 28,2011 !

PPV vy Ty vvyw

Case No. C23831 US Page 2 of 2 USSN 60/815,919
#151746v1

RECORDED ON 09/14/2007 REEL 019628 FRAME 0457
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