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DESCRIPCION
Nuevos reactivos de oxidacién sobre soporte, procedimiento para su preparacion y utilizaciones de los mismos.

La presente invencion se refiere a nuevos reactivos de oxidacion sobre soporte, a los procedimientos para
prepararlos y a su utilizacién para la formacion de puentes disulfuro intramoleculares.

La utilizacién de reactivos sobre soporte se esta extendiendo rapidamente en quimica organica, en particular desde
la automatizacién de la sintesis organica. Los reactivos sobre soporte son de gran utilizacion ya que, después de la
reaccion, pueden eliminarse del medio de reaccion por simple filtracion. Algunos pueden incluso reciclarse y
reutilizarse. En este caso, es ventajoso observar que estos reactivos sobre soporte estan precisamente
comprendidos en la estrategia del desarrollo de larga duracion y respeto al medio ambiente.

Los reactivos sobre soporte son particularmente ventajosos para estimular reacciones intramoleculares. De hecho,
son conocidos por dar lugar a un fenédmeno de “pseudodilucién” que permite minimizar polimerizaciones y utilizar
cantidades mucho més pequerias de disolventes.

La sintesis de péptidos es la causa de la sintesis sobre soporte. Actualmente estd muy automatizada y el
alargamiento de la cadena peptidica se realiza generalmente sobre un soporte sélido. Sin embargo, en
determinados casos, las etapas finales de sintesis y tratamiento se llevan a cabo en solucién, después del
desacoplamiento de la cadena peptidica del soporte solido. Este es en particular el caso de la formacién de puentes
disulfuro.

Debe apreciarse la gran ventaja biolégica de puentes disulfuro en el campo de los péptidos. La actividad biolégica de
un péptido esta relacionada con su estructura primaria, es decir con la serie de aminoacidos, y también con su
estructura tridimensional. Esta Ultima esta condicionada por la presencia, en la misma cadena peptidica, de
interacciones variadas tales como enlaces de hidrégeno o interacciones hidréfobas, y también por la existencia de
enlaces covalentes tales como los implicados en puentes disulfuro. La presencia de estos puentes disulfuro permitira
al péptido estructurarse en el espacio y adoptar una configuracién que permite adquirir una actividad biolégica
esencial para su participacién en procesos fisioldgicos variados.

Normalmente, la formacién intramolecular de puentes disulfuro requiere condiciones de gran dilucién y la presencia
de un oxidante. Snow et al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 1975, 64(1), 441, dan a conocer la oxidaciéon de grupos
-SH a disulfuros por sulfoxidos. El sulfoxido de dimetilo (SODM) es uno de los reactivos oxidantes mas
frecuentemente utilizado para esto. Este producto tiene la ventaja de ser soluble en agua. Uno de sus principales
inconvenientes es su eliminacién del medio de reaccién, lo que requiere evaporacion a intenso vacio o liofilizaciones
repetidas. Ademas, el sulfuro de dimetilo generado durante la reaccion es volatil y toxico.

La utilizacion de reactivos de oxidacién sobre soporte se ha considerado posteriormente para la sintesis
convencional de péptidos bioactivos, pero tambien para la sintesis automatica de bancos quimicos de péptidos que
llevan puentes disulfuro. Estos presentan numerosas ventajas:

- ya que la formacion de puentes disulfuro es una reaccién intramolecular, estos reactivos sobre soporte evitan
actuar en condiciones muy diluidas, minimizando el volumen de disolvente y permitiendo la miniaturizacién y la
utilizacién de pocillos robot con un volumen que con frecuencia es pequeno;

- los reactivos sobre soporte permiten obtener los puentes en los péptidos y las proteinas en condiciones muy
suaves y simples sin utilizaciéon de oxidantes téxicos, malolientes y volatiles.

- los reactivos de oxidacion sobre soporte pueden eliminarse sencillamente y no requieren ninguna liofilizacion o
evaporacion, lo que facilita en gran medida la automatizacion;

- los reactivos de oxidacion sobre soporte pueden reciclarse y reoxidarse después de la utilizacion.

Hasta la fecha se han descrito pocos reactivos de oxidacién sobre soporte que sean eficaces para la formacion de
puentes disulfuro.

El acido 6-(metilsulfinil)hexanoico, fijado sobre un soporte sélido de tipo polietilenglicol-poliestireno (PEG-PS), es un
buen sustituto del SODM para la sintesis de cetonas por reaccién de oxidacion de Swern, pero no se ha utilizado
para la formacién de enlaces disulfuro (por ejemplo: Liu, Vederas, J. Org. Chem., 1996, 61, 7856; Choi, Toy,
Tetrahedron, 2003, 59, 7171).

Unicamente el reactivo de Ellmann (acido 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzoico o DTNB), desarrollado inicialmente para la
medicién de la concentracién de los tioles libres, ha sido adaptado para la formacién de puentes disulfuro, como un
reactivo de soporte (J. Peptide Res 63, 2004, p. 303-312). Permanece, sin embargo, de fabricacion costosa e
ineficaz relativamente comparado un método de oxidacion convencional en solucion utilizando SODM.
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Por lo tanto contindan resultando todavia necesarios nuevos reactivos de oxidacién sobre soporte, que son por lo
menos tan eficaces como los reactivos utilizados en solucién, son de facil utilizaciéon y son econémicos.

Se ha desarrollado la sintesis y la utilizacion de nuevos reactivos de oxidacion sobre un soporte sélido y soluble,
capaz de favorecer la formacion de puentes disulfuro, en particular en péptidos. Estos reactivos pueden utilizarse en
la sintesis convencional de péptidos con puentes disulfuro, pero también para la sintesis paralela de bancos de
péptidos (por ejemplo, en placas de 96 6 384 pocillos). Estos reactivos son faciles de utilizar y producen productos
de oxidacion en condiciones mucho mejores que los reactivos existentes. Ademas, su coste, y la facilidad con la que
se sintetizan y utilizan les hace reactivos elegidos para la formacién de puentes disulfuro en péptidos. Estos
reactivos estan constituidos por una serie de metioninas oxidadas injertadas en un soporte sélido o liquido.

La presente invencién se refiere por lo tanto a un reactivo de oxidacion de férmula (1):

R-[Met(O)Jn-X-) ay

en la que,

¢ R representa un atomo de hidrégeno o un grupo protector de funcién amina,
e Met representa un resto de metionina de férmula

e [Met(O)] representa un resto de metionina oxidado de féormula

ot
S=O)

Py

H

° . representa un soporte solido o soluble utilizado en sintesis organica,

e X representa un radical procedente de una funcién de tipo amina, hidroxilo o halégeno, capaz de anclar la
metionina, entendiéndose que esta funcién que puede anclar la metionina puede separarse del soporte mediante un
miembro funcionalizado o un separador, y

e n esta comprendido entre 2 y menor de 10000, y

e kes162,0

e nesigualalykesigual a2.

En la presente invencién, la expresion “grupo protector de funcion amina” hace referencia a cualquier sustituyente
que proteja el grupo amina de la cadena peptidica frente a reacciones indeseadas. Los diversos grupos que estan

comprendidos en esta definicion son ampliamente conocidos y estan descritos, por ejemplo, en “Protective Groups
In Organic Synthesis”, John Wiley & Sons, Nueva York, 1981. De manera no limitativa, puede mencionarse la
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proteccion de la funcién amina en forma de carbamatos, de amidas, de derivados N-alquilados, de aminoacetales,
de derivados N-bencilicos, de iminas o de enaminas. Por lo tanto, entre los grupos protectores, pueden mencionarse
los grupos alquilcarbonilo (C1-Cg) lineal o ramificado, alcoxicarbonilo (C1-Cs) lineal o ramificado, alqueniloxicarbonilo
(C2-Cg) lineal o ramificado, alquiniloxicarbonilo (C2-Ce) lineal o ramificado, ariloxicarbonilo, arilalquilo (C+-Cs) lineal o
ramificado, arilcarbonilo, arilsulfonilo, arilaminocarbonilo o  alquiilaminocarbonilo (C4-Cg) lineal o ramificado,
permitiéndose que cada de estos grupos sea sustituido con uno o mas atomos de halégeno o grupos hidroxilo,
amino 0 mono- o dialquilamino (C+-Cs) lineal o ramificado. A modo de ejemplo, se mencionan los grupos acetilo,
benzoilo, fenilsulfonilo, terc-butiloxicarbonilo (BOC), benciloxicarbonilo (Z), para-metoxibenciloxicarbonilo, para-
nitrobenciloxicarbonilo, tricloroetoxicarbonilo (TROC), aliloxicarbonilo (Alloc), 9-fluorometoxicarbonilo (Fmoc),
trifluoroacetilo y grupos bencil carbamato.

En un aspecto preferido de la invencién, cuando representa un grupo protector de funcién amina, el grupo R se
seleccionara de entre los grupos alquilcarbonilo (C1-Cg) lineal o ramificado, alquiloxicarbonilo (C1-Cg) lineal o
ramificado, alqueniloxicarbonilo (C4-Cs) lineal o ramificado, alquiniloxicarbonilo (C1-Ce) lineal o ramificado y
ariloxicarbonilo, permitiéndose en cada de estos grupos ser sustituidos con uno o mas atomos de halégeno o grupos
hidroxilo, amino o mono- o dialquilamino (C+-Cs) lineales o ramificado. Pueden mencionarse, por ejemplo, los grupos
acilo, acetilo, benciloxicarbonilo (Z), terc-butiloxicarbonilo (BOC) o 9-fluorometoxicarbonilo (Fmoc).

Los soportes sélidos o solubles adecuados para la realizacion de la presente invencion se seleccionan de entre los
soportes convencionalmente utilizados en quimica organica, y particularmente en sintesis de péptidos. Estos
soportes utilizados en el contexto de la presente invencion estan funcionalizados con una funciéon que puede anclar
la metionina oxidada. A este respecto, se hace referencia a las funciones amina o alcohol, o también de atomos de
halégeno sustituibles.

En la presente invencion, la expresién “radical procedente de una funcién de tipo amina, hidroxilo o halégeno” hace
referencia a un radical resultante del acoplamiento del resto de metionina a un soporte sélido funcionalizado con una
funcién amino, una funcién hidroxilo o una funcién halégeno sustituible.

En un aspecto conveniente de la invencién, X representa un radical NH.

En otro aspecto de la invencion, X representa un atomo de oxigeno.

En otro aspecto conveniente de la invencién, el soporte se selecciona de entre soportes gelatinosos o
macroporosos que tienen una matriz con una base de poliestireno, poliamida, polietilenglicol o de compuesto,
permitiéndose que dichos soportes estén en forma de perlas, de soportes recubiertos de pelicula tales como anillos
o linternas, de tapones o de soportes solubles no reticulados y permitiendo que dicha matriz esté o no funcionalizada
con un miembro funcionalizado.

En la invencién, la expresion “miembro funcionalizado o separador” hace referencia a cualquier fragmento
normalmente injertado al soporte sélido como se definié anteriormente, en particular los utilizados para sintesis de
péptidos.

Como soporte adecuado para la realizacién de la invencion, puede mencionarse mas particularmente de resinas sin
un miembro funcionalizado o resinas funcionalizadas tales como resinas de clorometil-poliestireno, alcohol
benciloxibencilico poliestireno, aminometil-poliestireno o metilbencihidrilamina-poliestireno, o resinas injertadas con
un miembro funcionalizado seleccionado de entre la amida de Rink (significando Rink 4-[2',4'-dimetoxifenil-(9-
fluorometiloxicarbonil)aminometillfenoxi-), clorotritilo, hidroximetilbencilacetamida, amida de Sieber (significando
Sieber 9-aminoxanten-3-iloxi), aminometil-3,5-dimetoxifenoxialquilo aminometil-3-dimetoxifenoxialquilo, hidroximetil-
3,5-dimetoxifenoxialquilo,e hidroximetil-3-dimetoxifenoxialquilo.

Los tipos de soportes sélidos preferidos segun la invencién son:

- (i) uno de los dos tipos de perlas de resinas gelatinosa o macroporosa que tiene una matriz con una base de
poliestireno, tal como aminometil-poliestireno o 4-metilbencihidrilamina poliestireno o que tiene una matriz con una
base de poliamida (PL) o de polietilenglicol (PEG) o si no soportes compuestos de tipo polietilenglicol-poliestireno
(PEG-PS) o polietilenglicol- dimetilacrilamida (PEGA).

- (ii) o de tipo recubierto de pelicula tal como linternas (lanterns) SynPhase® (Mimotopes).

Los soportes solubles preferidos utilizados para injertar las metioninas oxidadas son de tipo polietilenglicol (PEG).

El reactivo de oxidacidn segun la presente invencion comprende varias unidades de [Met(O)] o [Met(O)2]. El numero n
de las mismas sera inferior a 10.000, y preferentemente inferior a 1000. En un aspecto conveniente de la invencion, n
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es inferior a 100, y mas particularmente inferior a 50. En otro aspecto conveniente de la invencion, este nimero n esta
comprendido entre 2 y 15.

Como se indicé anteriormente, los reactivos de oxidacién seguln la presente invencion se pretende que favorezcan la
formacion de enlaces covalentes S-S entre dos puntos de la misma molécula. El objetivo de la formacién de estos
puentes disulfuro intramoleculares en particular consistira en proporcionar una configuracién espacial especifica para
dicha molécula.

Por lo tanto, la invencién se refiere a la utilizacion de un reactivo de oxidacion de férmula () como se definié
anteriormente, para la formacion de puentes disulfuro intramoleculares. Mas convenientemente, se refiere a la
utilizacién de un reactivo de oxidacién de formula (I) segin la invencién, para la formacién de puentes disulfuro
intramoleculares en péptidos y/o proteinas. Por Ultimo un aspecto particularmente conveniente de la invencién se
refiere a la utilizacion de un reactivo de oxidacién de férmula (1) como se definié anteriormente para la preparacién de
una peptidoteca que comprende por lo menos un puente disulfuro intramolecular, por sintesis en paralelo de alto
rendimiento.

Al multiplicar el nimero de compuesto sintetizados simultaneamente, las técnicas de sintesis en paralelo automaticas
0 manuales permiten generar rapidamente amplias colecciones de compuestos. Estas técnicas han sido de gran
utilidad para la busqueda de nuevos compuestos bioldgicamente activos permitiendo la modulacion estructural de
compuestos de plomo, pero se utilizan también para la optimizacién de condiciones de reaccion. La miniaturizacion y
robotizacién han contribuido al éxito de la sintesis en paralelo, pero una de las claves de su eficacia radica en la
simplificacién de las tareas con objeto de facilitar su automatizacién. Por lo tanto, la utilizacion de reactivos sobre
soporte o de resinas que impiden las etapas delicadas de purificacion permite, cuando esto es posible, aumentar la
productividad y la rapidez de sintesis en paralelo.

La presente invencion se refiere ademéas al procedimiento para la preparacion de los reactivos de oxidacion de
formula (). Se han desarrollado varias rutas sintéticas. Los expertos en la materia seleccionaran las sintesis mas
adecuadas, segun la naturaleza del reactivo de oxidacién que se desea obtener, para la disponibilidad de las materias
primas de partida y para los soportes utilizados.

Un primer procedimiento para la preparacion de un reactivo de oxidacion de formula (I) se caracteriza porque el
compuesto de formula (11):

R-Metln-X-() (1)

en la que R, ny X son como se definieron anteriormente, y

se somete a una reaccion de oxidacion, para proporcionar el compuesto de férmula (l):

R-[Met(O)Jn-X-() )

N

enlaque R, n,k, Xy son como se definieron anteriormente.

La reaccién de oxidacion puede llevarse a cabo utilizando cualquier reactivo de oxidacién suave convencionalmente
utilizado para obtener un derivado sulféxido (k=1) y en un aspecto conveniente, se llevara a cabo con perdxido de
hidrégeno acuoso.

La reaccidn de oxidacion puede llevarse a cabo utilizando cualquier reactivo de oxidacidon mas fuerte para obtener un
derivado de sulfona (k= 2), y en un aspecto conveniente se llevara a cabo con MCPBA (&cido meta-
cloroperbenzoico).

El compuesto de formula (ll) se prepara de dos maneras diferentes. La primera ruta sintética, utiliza, como sustrato, el
compuesto de férmula (lll):

R-[Met]-OH ()

en la que R es como se defini6 anteriormente,



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2375412713

que,

(& (&
por reaccién con un soporte de formula HX- ,enlaque Xy tienen el mismo significado que anteriormente,

para proporcionar el compuesto de férmula (I1V):

R-[Mel]-X- av)

%
enlaqueR, Xy son como se definieron anteriormente,

cuyo compuesto de formula (1V), después de la desproteccion por escisién del grupo R, se somete a una serie de
reacciones con un compuesto de férmula (l11):

R-[Met]-OH (1
en la que R es como se defini6 anteriormente,

repitiéndose la reaccién n-1 veces para proporcionar un compuesto de férmula (l1):

R—[Met]n-X- (11)

%
enlaqueR, Xy son como se definieron anteriormente,

sobreentendiéndose que el grupo protector R puede eliminarse y/o modificarse en cualquier momento de la sintesis
dependiendo de los reactivos utilizados.

En el procedimiento anterior, el compuesto de formula (lll), la parte R del terminal N de la que estd en forma
protegida, por ejemplo protegida con un grupo Fmoc, se injerta en el soporte solido utilizando una reaccion de
acoplamiento del péptido que implica un agente de acoplamiento (por ejemplo, hexafluorofosfato de 1-H-benzotriazol-
1-iloxitris(dimetilamino)fosfonio (BOP)) en un medio bésico. El grupo protector con funcién amina se elimina a
continuacion a fin de que pueda utilizar de nuevo el derivado (IV) desprotegido en una reaccion de acoplamiento con
el mismo compuesto de férmula (Ill) protegido en su parte del terminal N en forma de Fmoc.

El segundo procedimiento para preparar el compuesto de formula (II) anterior consiste en hacer reaccionar el N-
carboxianhidrido de férmula (V):

0O

O

S E% v

/ 6)

N N
por polimerizacién en presencia de un soporte de formula HX-, enelque Xy tienen el mismo significado
que anteriormente, en un disolvente tal como THF, durante un periodo de entre 12 y 48 horas,

para proporcionar un compuesto de formula (I1°):

H-[Met]n-X- ar)

analogo del compuesto de formula (ll) en la que R representa un atomo de hidrégeno, siendo posible que éste ultimo
se sustituya con un grupo protector, para proporcionar un compuesto de férmula (ll) tal como se definié anteriormente.
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En esta alternativa al procedimiento para preparar el compuesto de formula (ll), el compuesto de formula (V) se hace
reaccionar con una resina funcionalizada, por ejemplo funcionalizada con una amina primaria para dar el polimero de
formula (Il). La longitud del polimero, es decir el valor del nimero n, depende de la concentracién del compuesto de
formula (V) en relacién con la carga de amina primaria, y de las condiciones de operacion tales como la duracién y la
temperatura de la reaccion, o del disolvente utilizado.

Un segundo procedimiento para la preparacién de un reactivo de oxidacion de formula (l) se caracteriza porque el
compuesto de formula (VI):

R-[Met(O)J-OH  (VI)

en la que Ry k son como se definieron anteriormente, ykes 1 6 2

(& (&
se condensa con un soporte de férmula HX-, enlaque Xy tienen el mismo significando que anteriormente,

para proporcionar un compuesto de formula (VII):

R-[Met(O)k]-X- (VII)

%
enlaqueR, k, Xy son como se definieron anteriormente,

cuyo compuesto de férmula (VII), después de la desproteccién por escision del grupo R, se somete a una serie de
reacciones con un compuesto de férmula (VI):

R-[Met(O)x]-OH (VI
en la que Ry k son como se definieron anteriormente,

mediante un procedimiento convencional de acoplamiento de péptidos, en presencia de un agente de acoplamiento,
repitiéndose la reaccién n-1 veces, para proporcionar un compuesto de férmula (I) como se definié anteriormente.

Este segundo procedimiento para preparar el compuesto de férmula () es similar al primer procedimiento descrito
anteriormente, y utiliza, como sustrato, un derivado de metionina ya oxidado de férmula (VI), que se injerta por
acoplamiento del péptido en un soporte funcionalizado con una funcién amina en condiciones similares a las
mencionadas anteriormente durante el primer procedimiento de produccién.

Un tercer procedimiento para la preparacion de un reactivo de oxidacién de formula (I) se caracteriza porque el
compuesto de férmula (IX):

O

O

IX
S N—< -
J So)H 0]

en la que k es como se definié anteriormente,

N N
se polimeriza en presencia de un soporte de formula HX-, en la que Xy tienen el mismo significado que
anteriormente, en un disolvente tal como THF, durante un periodo de entre 12 y 48 horas,

para proporcionar un compuesto de formula (I'):

H-[Met(O)n-X-) 1)

(@
enlaquen,k, Xy son como se definieron anteriormente,
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cuya parte del terminal N del compuesto (I') esta protegido con un grupo R, para proporcionar un compuesto de
férmula (1) como se definié anteriormente.

Las condiciones de operacién de este tercer procedimiento de produccidon son similares a las mencionadas
anteriormente para el compuesto de férmula (V), siendo la Unica diferencia que el sustrato de férmula (IX) procede de
la metionina oxidada.

Un cuarto procedimiento para preparar un reactivo de oxidacion de férmula (1) se caracteriza porque el compuesto de
formula (X):

R-[Met(O)]n-OH (X)

en la que R, ny k son como se definieron anteriormente,

reacciona con un soporte de férmula HX-, enelque Xy tienen el mismo significado que anteriormente,
para proporcionar el compuesto de férmula (I) como se definié anteriormente.

El compuesto de formula (X) definido anteriormente puede obtenerse segin un primer esquema de sintesis, mediante
una serie de reacciones consistentes en la condensacion del compuesto de férmula (l11'):

H-[Met]-OR' (Il

en la que R' representa un grupo alquilo (C1-Cg) lineal o ramificado, alquenilo (C»-Cs) lineal o ramificado, bencilo,
carboxiamido metilo o éster de amida bencihidril glicol,

con un compuesto de férmula (111):
R-[Met]-OH (1
en la que R es como se defini6 anteriormente,
por medio de un procedimiento convencional de acoplamiento de péptidos, en presencia de un agente de
acoplamiento, repitiéndose la reaccién n-1 veces, para dar, después de la proteccién de la funcién del terminal C, un
compuesto de férmula (XI):
R-[Met],-OR' (X1)

en la que R, R'y n son como se definieron anteriormente, sobreentendiéndose que R es diferente de un atomo de
hidrégeno,

cuyo compuesto de formula (XI) se somete a una reaccion de oxidacion, seguida de una reaccion de desproteccion
por escisién del grupo R', para proporcionar un compuesto de féormula (X) definido anteriormente.

El procedimiento anterior de preparacion del compuesto de formula (X) utiliza las tecnologias convencionales de
sintesis de péptidos en solucion. Las partes del terminal N (grupo R) y terminal C (grupo R') estan alternativamente en
la forma protegida o no protegida, a fin de permitir una policondensacién para proporcionar un compuesto peptidico
de férmula (XI), que se oxida a continuacién mediante un procedimiento adecuado, por ejemplo con peréxido de
hidrégeno acuoso, para proporcionar el compuesto (X).

El compuesto de formula (XI) mencionado anteriormente puede prepararse también a partir del N-carboxianhidrido de
formula (V):
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cuyo compuesto de férmula (V) se deja al aire libre sin disolvente durante 2 dias, para proporcionar, por medio de una
reaccion de polimerizacién espontéanea iniciada por la humedad del aire, el compuesto de férmula (XI'):

H-[Met]n-OH (X1
en la que n es como s e definié anteriormente,
un analogo del compuesto de férmula (XI) para el que cada R y R' representan cada uno un atomo de hidrégeno,
siendo posible que este ultimo sea sustituido por un grupo protector, para proporcionar un compuesto de formula (XI)

definido anteriormente.

El compuesto de férmula (X) definido anteriormente puede obtenerse también por medio de un segundo
procedimiento, por polimerizacién del N-carboxianhidrido de féormula (IX):

O

O

< Ix)
5 N
SOXokH Yo

en el que k es como se definié anteriormente,

que se deja al aire libre sin disolvente durante 2 dias, inicidndose la reaccion de polimerizacion espontanea por
mezcla en el aire,

para proporcionar un compuesto de formula (X'):
H-[Met(O)x]n-OH (X"
en la que n y k son como se definieron anteriormente,

cuya parte del terminal N esté protegida con un grupo R, para proporcionar un compuesto de formula (X) definido
anteriormente.

Este procedimiento para preparar el compuesto de férmula (X) a partir del N-carboxianhidrido de férmula (IX) se lleva
a cabo en condiciones similares a las mencionadas anteriormente para la preparacion del compuesto de formula (XI)
descrito anteriormente.

Los ejemplos siguientes son proporcionados a titulo ilustrativo de la invencion. En la presente memoria se describe la
preparacion de un reactivo de oxidacion sobre soporte.

Las secuencias peptidicas modelo se seleccionaron a continuacién a partir de péptidos naturales que tienen dos
cisteinas y con objeto de intentar ciclarles rapidamente con los reactivos de férmula (l) sobre soporte solido segun la
invencion. Los resultados obtenidos se compararon con los procedimientos descritos para la oxidacion de péptidos
utilizando SODM o el reactivo sobre soporte de ELLMAN. Para todos estos péptidos, los reactivos sobre soporte
segun la invencion han demostrado ser mucho mas sencillos de utilizar, con la posibilizar de automatizar el
procedimiento de formacion de los enlaces disulfuro en paralelo. Asimismo, producen mejores rendimientos y una
mayor pureza de los péptidos reciclados, sin la utilizacion de grandes diluciones normalmente necesarias con objeto
de impedir la formacién de polimeros.

Ejemplo 1: Preparacion de un reactivo de oxidacion sobre soporte tipo sulfoxido (k=1) en resina Rink de amida-PS

Etapa 1: Protocolo para polimerizacién de metionina N-carboxianhidrido en resina Rink de amida-PS

La metionina N-carboxianhidrido (Met-NCA) se disuelve en una cantidad minima de THF anhidro (40 ml para 7 g de
anhidrido) en argén, a continuacion se afiade la resina (1/100 equivalentes con relacion a Met-NCA) y toda la mezcla
se agita durante 48 horas.

Se lava a continuacion la resina con los disolventes siguientes: tetrahidrofurano, dimetilfformamida, metanol y a
continuacion diclorometano.

La resina Rink de amida-PS utilizada tiene una carga de funcién amina primaria de 0,98 mmoles/g.
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En la resina funcionalizada de este modo, se escinde una alicuota utilizando &cido trifluoroacético y se analiza por
espectrometria de masas ES+ de introduccion directa y espectrometria de masas MALDI-Tof.

Resultados obtenidos

La introduccién directa en modo electroatomizacién positiva en un espectrometro de masas Micromass Platform |l
muestra la presencia de iones con una sola carga [M+H]" = 149,0, 280,0, 419,0, 541,9, 672,9, 804,0, 935,0
correspondientes a los polimeros de metionina amidada del terminal C oscilando n entre 1y 7.

El andlisis por espectrometria de masas MALDI-Tof utilizando una matriz de &cido 2,5-dihidroxibenzoico muestra
también la presencia de iones con una sola carga procedentes de la cationizacion por sodio y potasio [M+Na]" y
[M+K]" para los polimeros de metionina amidados en el terminal C estando comprendido n entre 5y 9.

Etapa 2: Acetilacién de la resina

La resina obtenida en la etapa 1, que lleva polimeros de metionina, se acetila durante 5 minutos con una solucién
acido acético/diclorometano 50/50 (20 ml durante 1,5 g de resina seca en un desecador) en reactores rotativos en
fase soélida y a continuacion se filtra. La acetilacion se comienza de nuevo durante 10 minutos. La resina se lava a
continuacion dos veces con diclorometano, dos veces con metanol y a continuacién dos veces con diclorometano.

Etapa 3: Oxidacién suave de la a sulféxido de polimetionina sobre soporte (k=1)

La resina obtenida en la etapa 2 se coloca a continuacién en perdxido de hidrégeno acuoso al 35% en peso (20 ml
para 1,5 g de resina seca en un desecador) y se deja agitar durante 1 h 30 min. La resina se lava a continuacion dos
veces con diclorometano, dos veces con metanol y a continuaciéon dos veces con diclorometano.

La resina obtenida de este modo puede utilizarse directamente para formar enlaces disulfuro intramoleculares.
Ejemplo 2: Preparacién de un reactivo de oxidacion sobre soporte en resina amino-PEG-PS

El reactivo de oxidacion sobre soporte en resina amino-PEG-PS (polietilenglicol-poliestireno) se obtiene segin un
protocolo idéntico al descrito en el ejemplo 1, sustituyendo la resina de amida-PS de Rink por una resina de amino-
PEG-PS con una carga de funcién de amina primaria de 0,19 mmoles/g.

Ejemplo 3: Preparacion de un reactivo de oxidacién sobre soporte en resina amino-PEG-PS de tipo NovaSyn®

El reactivo de oxidacion sobre soporte en resina amino-PEG-PS de tipo NovaSyn® se obtiene segun un protocolo
idéntico al descrito en el ejemplo 1, sustituyendo la resina de amida-PS de Rink por una resina de amino-PEG-PS de
tipo NovaSyn® con una carga de funcién de amina primaria de 0,3 mmoles/g. Esta resina se diferencia de la resina
utilizada en el ejemplo 2 en virtud de la relacién entre el polietilenglicol y el poliestireno, que es de tipo feniletilo en
lugar de bencilo.

Ejemplo 4: Preparacién de un reactivo de oxidacion sobre soporte en resina PL-PEGA

El reactivo de oxidacién sobre soporte en resina PL-PEGA (copolimero poliamida-polietilenglicol) se obtiene segin un
protocolo idéntico al descrito en el ejemplo 1, sustituyendo la resina de amida-PS de Rink por una resina PL-PEGA
con una carga de funcién de amina primaria de 0,2 mmoles/g.

Ejemplo 5: Ciclacion de un péptido por formacion de puentes disulfuro

El reactivo de oxidacion sobre soporte obtenido en el ejemplo 4 se utilizé para formar un puente intramolecular entre
las dos cisteinas del siguiente péptido modelo:

H-Trp-Cys-Ala-Gly-Trp-Cys-Leu-NH;

El péptido modelo se disolvid en una mezcla agua/acetonitrilo 75/25 a una concentracién de 2,5 mM. 2 ml de esta
solucion (5 pmoles) se agitaron (600 rpm) con 50 mg de reactivo sobre soporte obtenido en el ejemplo 4 (2
equivalentes (10 pmoles) calculados a partir de la carga tedrica del reactivo del ejemplo 4). El mismo reactivo se
realizé sin reactivo sobre soporte. Se tomaron muestras de cada matrazat=2h 45'y t = 50 h 30'. El péptido oxidado
ciclado [M+H]" = 835,35 y el péptido no oxidado [M+H]* = 837,35 se detectaron por acoplamiento LC/MS en modo
ES". El porcentaje de péptido oxidado se estimé comparando las areas de los picos cromatograficos [M+H]* = 835,35
obtenidos a 214 nm.

Los resultados se comunican en la tabla () a continuacién:
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Tabla (I): porcentaje de péptido oxidado en funcion del reactivo de oxidacion

t=2h45" t=2h45 t=50h30" |t=50h 30
Reactivo de oxidacion Ej. 4 - Ej. 4 -
% péptido oxidado 91% 5% 100% 11%

Se pudo observar que el reactivo Poli-Met(O) sobre soporte en las resina PL-PEGA pudo formar los puentes disulfuro
en el péptido modelo con un rendimiento de 91% después de 2 h 45' de reaccion a temperatura ambiente. No se
detecté ninguin otro subproducto. El rendimiento es cuantitativo para mas de 50 horas.
Ejemplo 6: Ciclacion del péptido CCAP por formacion de puentes disulfuro
La formula del péptido CCAP es la siguiente:

H-Pro-Phe-Cys-Asn-Ala-Phe-Thr-Gly-Cys-NH>
Se llevaron a cabo seis experimentos en paralelo, combinando 2 tampones y 3 reactivos de oxidacion.

- Tampédn A, pH = 6,07

Solucién de 100 ml de acido acético al 5% al que se afade (NH4)2CO3 hasta que se alcanza el pH deseado de 6,3
(aproximadamente 5 g).

- Tampén B, pH = 7,54
Solucién 1: 2,4 g de NaH2PO4 en 100 ml de agua milliQ
Solucién 2: 2,84 g de NazHPO4 en 100 ml de agua milliQ

Se afiaden 42 ml de solucion 2 a 8 ml de solucién 1, y se prepara el volumen de la mezcla hasta 100 ml con agua en
un matraz volumétrico.

Se probaron en paralelo 3 reactivos de oxidacion:

- SODM en solucién al 10% en el tampén seleccionado,
- reactivo de Ellman sobre soporte

- Ac-[Met(O)]s sobre soporte en NH,-PEG-PS

El péptido CCAP se disuelve en los tampones a una concentracion de 3 mM y alicuotas de 2 ml de la solucion
obtenida se distribuyen en cada uno de los 6 reactores “minibloque” BOHDAN en paralelo. Los tres reactivos de
oxidacion se utilizaron a razén de 5 equivalentes con relacion a la cantidad de péptido que va a oxidarse. La
cantidad de reactivo (5 eq.) sobre soporte se calcula con relacién a la carga de la resina.

Por lo tanto, se anadieron 125 mg (5 eq.) de Ac-[Met(O)]s sobre soporte en NH2-PEG-PS funcionalizada a razén de
0,24 mmoles/g a 2 ml de solucion de péptido CCAP. Se afadieron 150 mg (5 eq.) de reactivo de Ellman sobre
soporte funcionalizado a razén de 0,20 mmoles/g a 2 ml de solucion de péptido CCAP.

Los seis reactores se agitaron en un agitador orbital (600 rpm) a temperatura ambiente durante 45 horas y las
muestras de 40 pl preparadas hasta 200 ul con una solucién de CH3zCN/H2O (50/50) y a continuacién filtradas se
sometieron inmediatamente a andlisis LC/MS. Los experimentos de LC/MS se realizaron en un espectréometro de
masas cuadripolar/tiempo de vuelo de tipo Micromass Q-Tof acoplado a un sistema HPLC de Waters Alliance. Estos
andlisis permitieron cuantificar la presencia del péptido oxidado ciclado en funcion del tiempo. El porcentaje de
péptido oxidado proporcionado en los resultados de la Tabla (ll) se calculé en funcion de las areas de los picos
cromatograficos obtenidos a 214 nm. Por lo tanto este valor tiene en cuenta la posible presencia de subproductos,
pero no la presencia de SODM, en las muestras 3 y 4.
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Tabla (Il) Porcentaje de péptido oxidado en funcién del reactivo de oxidacién

N2 Exp. Oxidante | Tampén | 15 min. 4h 26 h
1 Ellman A 54% 89% 79%
sobre
2 soporte B 58% 69% 56%
3 10% A 13% 52% 79%
4 SODM B 15% 47% 56%
5 [Met(O)]s- A 22% 68% 100%
6 PEG-PS B 40% 72% 86%

En las condiciones ensayadas, el reactivo sobre soporte segun la invencion que lleva 5 metioninas oxidadas
demuestra ser mas rapido que SODM en solucién y menos rapido que el reactivo de Elliman sobre soporte. Por otra
parte, es el Unico que permite la formacién cuantitativa del péptido ciclado en 26 horas sin ningun subproducto de
reaccién en un tampén a pH = 6,07.

Los cromatogramas obtenidos confirman, en este caso, la ausencia de estos subproductos, en particular la ausencia
del dimero covalente procedente de una reaccién intermolecular entre dos péptidos CCAP.

Ejemplo 7: Preparacion de un reactivo de oxidacién sobre soporte tipo sulfona (k=2) en la resina amida de Rink-PS

Ac-[Mel(‘O)g]_;-NH-Rink

Etapa 1: Acoplamiento del residuo de sulfona de metionina en la resina amida de Rink-PS.

Se hincharon 100 mg de resina AM-PS Fmoc-amida de Rink con 0,6 mmoles/g durante 10 minutos en diclorometano
y se sometieron a un ciclo de desproteccion convencional (1,2 ml de solucién de DMF/piperidina 80/20 v/v durante
20 minutos). La resina se lava a continuacion dos veces con dimetilformamida, dos veces con metanol y a
continuacion dos veces con diclorometano. Después de la etapa de lavado, el derivado sulfonado de metionina
protegida con N-Fmoc se cargd en la resina mediante un ciclo de acoplamiento convencional, utilizando 400 pl de
solucion 0,5 M de metionina sulfona protegida con N-Fmoc en dimetilformamida; 400 pl de solucién 0,5 M de sulfona
de N-metil-formalina en dimetilformamida y 400 pl de soluciéon 0,5 M de HBTU en dimetilformamida. El tiempo de
acoplamiento fue de 90 min. Se lavo la resina como es habitual y se eliminé el grupo protector N-Fmoc al
desprotegerlo con 1,2 ml de solucion de DMF/piperidina 80/20 v/v durante 20 minutos.

Etapa 2: Alargamiento paso a paso del polimero de polimetionina sulfona

La resina obtenida en la etapa | se sometié a cuatro ciclos sucesivos de sintesis de péptidos en fase soélida
convencional.

Cada ciclo se compone de una etapa de acoplamiento seguida la etapa de desproteccion de N-Fmoc.

- Etapa de acoplamiento: Se afadio6 la resina a 400 pl de solucion 0,5 M de sulfona de metionina protegida con N-
Fmoc en dimetilformamida; 400 pl de soluciéon 0,5 M de N-metilmorfolina en dimetilformamida y 400 pl de solucién
0,5 M de HBTU en dimetilformamida. El tiempo de acoplamiento fue de 90 min. La resina se lavé dos veces a
continuacion con dimetilformamida, dos veces con metanol y a continuacion dos veces con diclorometano.

- Etapa de desproteccién: Se realizé utilizando 1,2 ml de solucién de DMF/piperidina 80/20 v/v durante 20 minutos, la
resina se lavé a continuacion como es habitual dos veces con dimetilformamida, dos veces con metanol y a
continuacién dos veces con diclorometano.

Etapa 3: Acetilacién de la resina

La resina obtenida en la etapa 1, portadora de polimeros de metionina sulfona, se acetila durante 5 minutos con una
solucion de acido acético/diclorometano 50/50 (20 ml para 1,5 g de resina seca en un desecador) en reactores
rotativos en fase sélida y a continuacion se filtra. La acetilacion se comienza otra vez durante 10 minutos. La resina
se lava a continuacion dos veces con diclorometano, dos veces con metanol y a continuacién dos veces con
diclorometano.
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Ejemplo 8: Ciclacion del péptido CCAP por formacion de puentes disulfuro con reactivo sobre soporte tipo sulfona y
sulféxido

La formula del péptido CCAP es la siguiente:

H-Pro-Phe-Cys-Asn-Ala-Phe-Thr-Gly-Cys-NH;

Se llevaron a cabo tres experimentos en tampon B del ejemplo 6 con 3 reactivos de oxidacion diferentes.
- SODM en solucién al 10% en el tampén seleccionado,

- Ac-Met(O) sobre soporte en NHx-PL-PEGA

- Ac-Met(O)2 sobre soporte en NHx-PL-PEGA

El péptido CCAP se disuelve en tampén a una concentracién de 3 mM y alicuotas de 2 ml de la solucion obtenida se
distribuyen en cada una de las 3 jeringuillas de plastico en paralelo. Los dos reactivos de oxidacién sobre soporte se
utilizaron a razén de 5 equivalentes con relacion a la cantidad de péptido que va a oxidarse. La cantidad de reactivo
(5 eq.) sobre soporte se calcula con relacion a la carga de la resina.

Por lo tanto, se afiadieron 75 mg (5 eq.) de Ac-Met(O) o Ac-Met(O)2 sobre soporte en NH»-PL-PEGA funcionalizada a
razon de 0,4 mmoles/g a 2 ml de solucion de péptido CCAP. Los tres reactores se agitaron en un agitador orbital
(600 rpm) a temperatura ambiente durante 96 horas y muestras de 40 ul preparadas hasta 200 pl con una solucion
de CH3CN/H20 (50/50) y a continuacién filtradas se sometieron inmediatamente a andlisis LC/MS. Los experimentos
de LC/MS se realizaron en un espectrometro de masas cuadripolar/tiempo de vuelo de tipo Micromass Q-Tof
acoplado a un sistema HPLC de Waters Alliance. Estos andlisis permitieron cuantificar la presencia del péptido
oxidado ciclado en funcion del tiempo. El porcentaje de péptido oxidado proporcionado en los resultados de la Tabla
(1) se calculod en funcién de las areas de los picos cromatograficos obtenidos a 214 nm. Por lo tanto este valor tiene
en cuenta la posible presencia de subproductos, pero no la presencia de SODM, en el experimento n° 1.

Tabla (Ill) Porcentaje de péptido oxidado en funcién del reactivo de oxidacion

N2 Exp. Oxidante | 30 s 30 min. 240 min. | 96 h
1 10% SODM 14 30 100
2 Met(O5) 5 26 62 100
3 Met(O) 5 20 55 100

En las condiciones ensayadas, el reactivo sobre soporte segln la invencién portador Unicamente de un derivado
sulfonado de metionina (experimento n® 2) demuestra ser mas rapido que SODM en solucién y ligeramente mas
rapido que las contrapartidas de sulfoxido de metionina. Los cromatogramas obtenidos confirman, en este caso, la
ausencia de estos subproductos, en particular la ausencia del dimero covalente procedente de una reaccion
intermolecular entre dos péptidos CCAP.
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REIVINDICACIONES

1. Reactivo de oxidacién de férmula (1):
R-[Met(O)n-X{J) o)

en la que,

e R representa un atomo de hidrégeno o un grupo protector de funcién amina, seleccionado ventajosamente de
entre los grupos alquilcarbonilo (C4-Cg) lineal o ramificado, alquiloxicarbonilo (C1-Cs) lineal o ramificado,
alqueniloxicarbonilo (C2-Ceg) lineal o ramificado, alquiniloxicarbonilo (C»-Ce) lineal o ramificado y ariloxicarbonilo,
resultando posible para cada de estos grupos estar sustituido con uno o mas atomos de halégeno o grupos hidroxilo,
amino o mono- o dialquilamino (C+-Ce) lineales o ramificados, en particular seleccionados de entre un atomo de
hidrégeno y grupos acilo, acetilo, benciloxicarbonilo, terc-butiloxicarbonilo y 9-fluorenilmetiloxicarbonilo.

e Met representa un resto de metionina de formula

<~ CHs

Ny
H
o)

e [Met(O)] representa un resto de metionina oxidado de férmula

GH
S<0)

|\N
H
o

N

. . representa un soporte sélido o soluble utilizado en sintesis organica, seleccionado ventajosamente de entre
soportes gelatinosos 0 macroporosos que presentan una matriz con una base de poliestireno, poliamida,
polietilenglicol o de compuesto, resultando posible para dichos soportes encontrarse en forma de perlas, de soportes
recubiertos de pelicula tales como anillos o linternas, de tapones o de soportes solubles no reticulados y resultando
posible para dicha matriz estar funcionalizada o no funcionalizada con un miembro funcionalizado, en particular una
resina sin un miembro funcionalizado o una resina funcionalizada tales como resinas de clorometil-poliestireno,
alcohol benciloxibencilico poliestireno, aminometil-poliestireno o metilbencihidrilamina-poliestireno, o resinas
injertadas con un miembro funcionalizado seleccionado de entre la amida de Rink, clorotritilo,
hidroximetilbencilacetamida, amida de Sieber, aminometil-3,5-dimetoxifenoxialquilo, aminometil-3-
dimetoxifenoxialquilo, hidroximetil-3,5-dimetoxifenoxialquilo e hidroximetil-3-dimetoxifenoxialquilo.

e X representa un radical procedente de una funcién de tipo amina, hidroxilo o halégeno, que puede anclar la
metionina, entendiéndose que esta funcion que puede anclar la metionina puede separarse del soporte mediante un
miembro funcionalizado o un separador,

e n estd comprendido entre 2 y menos de 10.000, y

e kes162,0

e nesigualalykesiguala?2.

2. Utilizacién de un reactivo de oxidacién segun la reivindicacion 1, para la formacion de puentes disulfuro
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intramoleculares, ventajosamente en péptidos y/o proteinas, en particular para la preparacion de una peptidoteca
que comprende por lo menos un puente disulfuro intramolecular, por sintesis en paralelo de alto rendimiento.

3. Procedimiento para la preparacién de un reactivo de oxidacion segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el
compuesto de férmula (Il)

R-[Met]n-X— an

enlaqueR,n, y X son como se definieron en la reivindicacion 1,

se somete a una reaccion de oxidacion, para proporcionar el compuesto de férmula (l):

R-[Met(O)k]n-X-O M

en la que R, n, ky X son como se definieron en la reivindicacion 1.

4. Procedimiento de preparacion segun la reivindicacion 3, caracterizado porque el compuesto de formula (Il) se
prepara a partir del compuesto de férmula (l11):

R-[Met]-OH (1
en la que R es como se definié en la reivindicacion 1,

por reaccion con un soporte de férmula HX-, en la que Xy tienen el mismo significado que en la
reivindicacion 1,

para proporcionar el compuesto de férmula (I1V):
R-[Met]-X-o (Iv)

enlaqueR, Xy son como se definieron anteriormente,

siendo dicho compuesto de formula (1V), después de la desproteccién por escisioén del grupo R, sometido a una serie
de reacciones con un compuesto de formula (I11):

R-[Met]-OH (1
en la que R es como se defini6 anteriormente,

repitiéndose la reaccién n-1 veces para proporcionar un compuesto de férmula (l1):
R-[Met]n-X-Q (1)

enlaqueR, Xy son como se definieron anteriormente,

sobreentendiéndose que el grupo protector R puede eliminarse y/o modificarse en cualquier momento de la sintesis
dependiendo de los reactivos utilizados.

5. Procedimiento de preparacion segun la reivindicacion 3, caracterizado porque el compuesto de formula (Il) se
prepara a partir del N-carboxianhidrido de férmula (V):
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N
por polimerizacion en presencia de un soporte de férmula HX-., enlaque Xy tienen el mismo significado
que en la reivindicacion 1, en un disolvente tal como THF, durante un periodo de entre 12 y 48 horas,

para proporcionar un compuesto de formula (I1°):

H-[MetlnX-{Q  (I)

un analogo del compuesto de féormula (II) en la que R representa un atomo de hidrégeno, siendo posible que éste
ltimo se sustituya con un grupo protector, para proporcionar un compuesto de férmula (Il) tal como se defini6 en la
reivindicacion 3.

6. Procedimiento para la preparacién de un reactivo de oxidacion segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el
compuesto de formula (VI):

R-[Met(O)«]-OH (V1)
en la que R y k son como se definieron en la reivindicacién 1,

se condensa con un soporte de férmula HX-, en la que Xy tienen el mismo significando que en la
reivindicacion 1,

para proporcionar un compuesto de formula (VII):

R-[Met(O)J-X-) (VID)

enlaque R, Xky son como se definieron anteriormente,

siendo dicho compuesto de formula (VII), después de la desproteccion por escision del grupo R, sometido a una serie
de reacciones con un compuesto de férmula (VI):

R-[Met(O)]-OH (V1)
en la que R es como se defini6 anteriormente,
mediante un procedimiento convencional de acoplamiento de péptidos, en presencia de un agente de acoplamiento,
repitiéndose la reaccion n-1 veces, para proporcionar un compuesto de férmula (I) como se defini6 en la

reivindicacion 1.

7. Procedimiento para la preparacion de un reactivo de oxidacion segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el
compuesto de formula (IX):

O

O

IX
S Nﬁ& o
 0oxH

O

en la que k es como se definié en la reivindicacién 1, se polimeriza en presencia de un soporte de férmula HX-,

enlaque Xy tienen el mismo significado que en la reivindicacion 1, en un disolvente tal como THF, durante un
periodo de entre 12 y 48 horas,

para proporcionar un compuesto de formula (I'):

H-[Met(O)Jn-X4Q) @)
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enlaquen, k, Xy tienen el mismo significado que anteriormente,

estando la parte del terminal N del compuesto (I') protegida con un grupo R, para proporcionar un compuesto de
férmula (1) como se definié en la reivindicacion 1.

8. Procedimiento para preparar un reactivo de oxidacion segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el
compuesto de formula (X):

R-[Met(O)x]n-OH (X)
en la que R, ny k son como se definieron en la reivindicacion 1,

reacciona con un soporte de férmula HX-, en la que Xy presentan el mismo significado que en la
reivindicacioén 1,

para proporcionar el compuesto de férmula () como se defini6 en la reivindicacion 1.

9. Procedimiento de preparacion segun la reivindicacion 8, caracterizado porque el compuesto de formula (X) se
prepara mediante una serie de reacciones constituidas por la condensacion del compuesto de férmula (111'):

H-[Met]-OR' (Il

en la que R' representa un grupo alquilo (C4-Cs) lineal o ramificado, alquenilo (C2-Cs) lineal o ramificado, bencilo,
carboxiamidometilo o éster de amida bencihidril glicol,

con un compuesto de férmula (l11):
R-[Met]-OH (1
en la que R es como se defini6 anteriormente,
por medio de un procedimiento convencional de acoplamiento de péptidos, en presencia de un agente de
acoplamiento, repitiéndose la reaccién n-1 veces, para proporcionar, después de la proteccién de la funcion del
terminal C, un compuesto de formula (XI):
R-[Met]n -OR' (X1)

en la que R, R'y n son como se definieron anteriormente, sobreentendiéndose que R es diferente de un atomo de
hidrégeno,

siendo dicho compuesto de férmula (XI) sometido a una reaccion de oxidaciéon, seguida de una reaccién de
desproteccion por escision del grupo R', para proporcionar un compuesto de férmula (X) como se definié en la
reivindicacion 1.

10. Procedimiento de preparacion segun la reivindicacion 9, caracterizado porque el compuesto de férmula (XI) se
prepara a partir del N-carboxianhidrido de férmula (V):

dejandose dicho compuesto de férmula (V) al aire libre sin disolvente durante 2 dias, para proporcionar, por medio de
una reaccion de polimerizacién espontanea iniciada por la humedad del aire, el compuesto de férmula (XI'):

H-[Met]n-OH (XI')

un analogo del compuesto de férmula (XI) para el que R y R' representan cada uno un atomo de hidrégeno, siendo
posible que este Ultimo sea sustituido por un grupo protector, para proporcionar un compuesto de férmula (XI) como
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se definié en la reivindicacién 9.

11. Procedimiento de preparacioén segun la reivindicaciéon 8, caracterizado porque el compuesto de férmula (X) se
prepara por policondensacion del compuesto de formula (VI'):

H-[Met(O)«]-OR' (vr)

en la que R' representa un grupo alquilo (C4-Cs) lineal o ramificado, alquenilo (C2-Cs) lineal o ramificado, bencilo,
carboxiamidometilo o éster de amida bencihidril glicol, y k es como se definié en la reivindicacion 1,

con un compuesto de férmula (VI):
R-[Met(O)x]-OH (V1)
en la que R y k son como se definieron en la reivindicacién 1,
por medio de un procedimiento convencional de acoplamiento de péptidos, en presencia de un agente de
acoplamiento, repitiéndose la reaccién n-1 veces, para proporcionar un compuesto de formula (X), después de la

desproteccion por escision del grupo R'.

12. Procedimiento de preparacioén segun la reivindicacion 8, caracterizado porque el compuesto de férmula (X) se
prepara por polimerizacion del N-carboxianhidrido de formula (IX):

o

O

IX
S N—§ w
o) H

(0]

en la que k es como se definié anteriormente,

que se deja al aire libre sin disolvente durante 2 dias, inicidndose la reaccién de polimerizacién esponténea por la
humedad en el aire,

para proporcionar un compuesto de formula (X'):
H-[Met(O)x]n-OH (X"
en la que n y k son como se definieron anteriormente,

cuya parte del terminal N esta protegida con un grupo R, para proporcionar un compuesto de formula (X) como se
definié anteriormente.

13. Reactivo de oxidacion de férmula

Ac-[Met(O)]n-NH
en la que Ac representa acetilo, n es un niumero entero seleccionado de 1 a 9,
N
. representa una resina de amida de Rink-poliestireno o
una resina de polietilenglicol-poliestireno o

una resina de poliamida-polietilenglicol-dimetilacrilamida.

14. Reactivo de oxidacion segun la reivindicacién | de férmula

Ac-[Met(0)]s-NHED)

18
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en la que Ac representa acetilo y representa una resina de polietilenglicol-poliestireno.

15. Reactivo de oxidacion segun la reivindicacién | de férmula

Ac-[Met(0),1s-NH{D)

en la que Ac representa acetilo y representa una resina de amida de Rink-poliestireno.

16. Reactivo de oxidacion segun la reivindicacién | de férmula

Ac-Met(O)z-NH

en la que Ac representa acetilo y representa una resina de poliamida-polietilenglicol-dimetilacrilamida.
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