ES 2 561 208 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacion: 2 561 208
Gint. cl.;

A61K 47/48 (2006.01)
CO7K 1/107 (2006.01)
CO7K 14/605 (2006.01)
CO7K 14/62 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud europea:  11.09.2009  E 09782928 (7)
Fecha y nimero de publicacion de la concesién europea: 11.11.2015  EP 2340049

Tl'tulo: Método de acilacion de un péptido o una proteina

Prioridad: @ Titular/es:
12.09.2008 EP 08164261 NOVO NORDISK A/S (100.0%)
02.06.2009 EP 09161650 Novo Allé
2880 Bagsveerd, DK
Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccion de la patente: .
25 022016 CHRISTENSEN, CASPAR;

SEVERINSEN, RUNE;

PETERSEN, ANDERS KLARSKOQV;
KIDAL, STEFFEN,;

JESSEN, CLAUS U,;

MADSEN, PETER;

VALORE, HENRIK;

TAGMOSE, TINA MZLLER y
SPRENSEN, JAN LINDY

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2561208 T3

DESCRIPCION
Método de acilaciéon de un péptido o una proteina
Campo de la invencion

Se describe un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas
grupos funcionales nucleofilicos reactivos.

Antecedentes de la invencion

Una gran cantidad de péptidos ha sido aprobada para utilizar en la practica médica, y los péptidos se pueden
producir en células huésped adecuadas mediante tecnologia de recombinacion del ADN o se pueden producir
sintéticamente mediante tecnologia de sintesis de péptidos bien establecida. Sin embargo, los péptidos naturales asi
como sus analogos tienden a exhibir elevadas velocidades de depuracion que son inaceptables para muchas
indicaciones clinicas en las que se requiere una alta concentracién plasmatica del péptido durante un periodo de
tiempo prolongado.

Se ha encontrado que una variedad de derivatizaciones de péptidos y analogos de péptidos influyen en la velocidad
de depuracion de los péptidos en una direccion favorable como se describe por ej. en WO98/08871, W098/08872,
WQ099/43708, EP 1227107 y WOO00/55119. Una derivatizacion de ese tipo es la introduccién de un grupo acilo
lipdfilo en el péptido terapéutico lo que causa un perfil de accion prolongada deseable en relacién con el péptido sin
acilar. Por lo tanto, la administracién menos frecuente de la proteina terapéutica mejora la obediencia del paciente al
tratamiento prescrito y reduce la cantidad de péptido a administrar.

Para que los péptidos terapéuticos sean econdmicamente viables el costo de su produccion asi como la dosis
terapéutica del péptido son fundamentales. Un costo principal durante la produccién de los péptidos terapéuticos son
los pasos de purificacion requeridos para separar la proteina deseada de las impurezas que estan estrechamente
relacionadas a dicha proteina. Estos pasos de purificacion se realizan generalmente por cromatografia lo que implica
matrices y solventes cromatograficos costosos asi como un menor rendimiento general.

La introduccién de un grupo acilo en uno o mas sitios de un péptido o una proteina con mas de un atomo
nucleofilico, como mas de una amina, puede dar lugar a una mezcla de producto de las impurezas relacionadas al
producto con mucha similitud con el compuesto deseado, en la mezcla cruda, lo que da lugar a pérdida del producto
y posteriormente a un paso de purificacion dificil.

Es el objetivo de la presente invencion proporcionar un método eficaz, robusto y econémico para la introduccion de
grupos lipdfilos en péptidos o proteinas a través de un espaciador. Dicho espaciador puede estar compuesto por €j.
por una o mas moléculas de acido 8-amino-3,6-dioxaoctanoico y acido glutamico. El método es mas especifico,
robusto y por lo tanto resulta en mayores rendimientos y menor formacién de impurezas estrechamente relacionadas
que otros métodos conocidos. Se logra una reduccion significativa del costo de produccion de péptidos o proteinas
acilados. Son muy deseables péptidos acilados menos costosos para maximizar la cantidad de pacientes para los
cuales esta disponible el tratamiento asi como para explotar las ventajas de las vias de administracion alternativas
que tienen menor biodisponibilidad que la inyeccion subcutanea, por €j. la administracion transdérmica, pulmonar u
oral. WO2007/009894 y W02008/087190 describen métodos de acilacion en fase sélida. WO2009/083549 describe
la acilacion con reactivos de acilacion protegidos.

La presente invencion proporciona por lo tanto un método para acilar selectivamente el grupo épsilon-amino de un
residuo de lisina en un péptido o una proteina con una selectividad sorprendentemente elevada.

Resumen de la invencién

Se describe un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas
grupos funcionales nucleofilicos reactivos.

En un aspecto el método comprende:

a) hacer reaccionar en un medio acuoso un péptido o una proteina que tiene al menos dos grupos funcionales
nucleofilicos reactivos con un agente acilante de formula general |
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R1 es un grupo saliente el cual cuando se hace reaccionar dicho agente acilante con una amina libre facilita la
formacion de un enlace amida entre el grupo carbonilo unido a R1 y dicha amina;

donde el pH en el medio acuoso es entre pH 8 y pH 14; y

b) aislar el péptido o la proteina N-acilado;

donde se obtiene un péptido o una proteina N-acilado que contiene al menos un grupo funcional nucleofilico reactivo
libre que no esta acilado o lo esta solo parcialmente.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Acilacion de [Aib%, Arg**|GLP-1(7-37) con acido 22-carboxi-1-[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-1,10,19,24-
tetraoxo-3,6,12,15-tetraoxa-9,18,23-triazahentetracontan-41-oico (compuesto 1). Se ilustra la dependencia de la
pureza (medida por HPLC a 260 nm) de la cantidad de agente de acilacion agregado y del pH. Los valores de pH
ilustrados son: pH 10.00 (-e-), pH 11.25 (-m-) y pH 12.00 (-A-).

Descripcion de la invencion

El método de la presente proporciona un método para asegurar una acilacion selectiva en una posicion deseada de
un péptido o una proteina. Al llevar a cabo la reaccién de acilacion de la invencion se demostré sorprendentemente
que se puede obtener una acilacion selectiva y por lo tanto un perfil de impurezas de la mezcla de reaccion de
acilacion en forma de impurezas menos indeseables lo que luego de la terminacion del proceso de acilacion permite
una purificacion y un aislamiento mucho mas faciles del producto acilado selectivamente deseado.

Asimismo se obtiene mediante la presente invencién un método de acilacién en el que se obtiene un péptido o una
proteina acilado sin el uso de reactivos agresivos en el paso de acilacién o luego de éste. El producto obtenido se
obtiene por lo tanto en mayor cantidad y ademas, debido al método convergente utilizado, mediante un método mas
econdmico que cuando se usa un método no convergente.

Segun la invencidon se usa un reactivo de acilacion que contiene entre 1 y 6 espaciadores OEG, donde un
espaciador OEG es un acido 8-amino-3,6-dioxaoctanoico (que también se puede denominar molécula de acido [2-(2-
aminoetoxi)etoxilacético) de férmula:

Paﬁ/\/vo\/\oiﬁj{

Cuando estan presentes uno o mas de dichos espaciadores OEG en el agente de acilacion y se emplea un método
de acilacién convencional, es la experiencia de los inventores que el producto de acilacion se obtiene a menudo con
bajos rendimientos. La invencion actual proporciona un proceso eficaz y robusto de acilaciéon de un péptido o una
proteina con un agente de acilacidon que contiene de 1 a 6 espaciadores OEG, en el que se obtiene un producto con
alto rendimiento.

La acilacion es el proceso de agregar un grupo acilo a un compuesto. Un "agente acilante" se define por lo tanto en
este documento como el compuesto que proporciona el grupo acilo que se va a agregar a un péptido o una proteina.

Mediante "acilaciéon selectiva" o "selectividad" se quiere dar a entender en este documento que el reactivo acilante
reacciona principalmente en una posicién del péptido o la proteina que se va a acilar en comparacién con otras
posiciones del péptido o la proteina. Por ejemplo, el producto obtenido de la acilacion de un péptido o una proteina
empleando el método de acilacién segun la invencion, resulta en un producto de acilaciéon en el que una cadena
lateral de acilacion se une a una sola posicion del péptido o la proteina y no todas las posiciones en las que podria
haberse obtenido una acilacion si la acilacion no hubiera sido selectiva. En un aspecto de la invencién, se obtiene
selectividad de tal manera que se obtiene acilacion del péptido o la proteina de tal manera que al menos 50% de los
péptidos o las proteinas acilados en una mezcla de reaccion estan acilados en el sitio de acilacién preferido una vez
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completada la reaccién de acilacion.

En un aspecto al menos 60% de los péptidos o las proteinas acilados en una mezcla de reaccion estan acilados en
el sitio de acilacion preferido una vez completada la reaccion de acilacion. En otro aspecto al menos 70% de los
péptidos o las proteinas acilados estan acilados en el sitio de acilacion preferido. En otro aspecto al menos 80% de
los péptidos o las proteinas acilados estan acilados en el sitio de acilacion preferido. En otro aspecto al menos 85%
de los péptidos o las proteinas acilados estan acilados en el sitio de acilacion preferido. En otro aspecto al menos
90% de los péptidos o las proteinas acilados estan acilados en el sitio de acilacion preferido. En otro aspecto al
menos 95% de los péptidos o las proteinas acilados estan acilados en el sitio de acilacion preferido. En otro aspecto
al menos 97% de los péptidos o las proteinas acilados estan acilados en el sitio de acilacion preferido. En otro
aspecto al menos 98% de los péptidos o las proteinas acilados estan acilados en el sitio de acilacion preferido. En
otro aspecto al menos 99% de los péptidos o las proteinas acilados estan acilados en el sitio de acilacion preferido y
aun en otro aspecto aproximadamente todos los péptidos o las proteinas acilados en una mezcla de reaccién estan
acilados en el sitio de acilacién preferido una vez completada la reaccion de acilacion.

En un aspecto de la invencion el sitio de acilacion preferido en el péptido o la proteina es el grupo e-amino de un
residuo de lisina de modo que se obtiene acilacion selectiva principalmente en el grupo e-amino de dicha lisina.

Los términos "péptido o proteina" seglin se usan en este documento significan un compuesto formado por al menos
cinco aminoacidos constituyentes unidos por enlaces peptidicos. Los aminoacidos constituyentes pueden ser del
grupo de los aminoacidos codificados por el codigo genético y pueden ser aminoacidos naturales que no son
codificados por el cédigo genético, asi como aminoacidos sintéticos. Los aminoacidos naturales que no son
codificados por el codigo genético son por ejemplo, y-carboxiglutamato, ornitina, fosfoserina, D-alanina y D-
glutamina. Los aminoacidos sintéticos comprenden los aminoacidos fabricados por sintesis quimica, es decir, los D-
isdbmeros de los aminoacidos que son codificados por el codigo genético como D-alanina y D-leucina, Aib (acido a-
aminoisobutirico), Abu acido (a-aminobutirico), Tle (tert-butilglicina), B-alanina, acido 3-aminometil benzoico y acido
antranilico.

Los 22 aminoacidos proteinogénicos son:

Alanina, Arginina, Asparragina, Acido Aspartico, Cisteina, Cistina, Glutamina, Acido Glutamico, Glicina, Histidina,
Hidroxiprolina, Isoleucina, Leucina, Lisina, Metionina, Fenilalanina, Prolina, Serina, Treonina, Triptéfano, Tirosina,
Valina.

Por lo tanto un aminoacido no proteinogénico es una molécula que se puede incorporar en un péptido o una proteina
a través de enlaces peptidicos pero no es un aminoacido proteinogénico. Los ejemplos son y-carboxiglutamato,
ornitina, fosfoserina, los D-aminoacidos como D-alanina y D-glutamina. Los aminoacidos sintéticos no
proteinogénicos comprenden los aminoacidos fabricados por sintesis quimica, es decir, los D-isémeros de los
aminoacidos codificados por el cédigo genético como D-alanina y D-leucina, Aib (acido a-aminoisobutirico), Abu
(acido a-aminobutirico), ornitina, Dap (acido 2,3-diaminopropiénico), Dab (acido 2,4-diaminobutanoico), Tle (tert-
butilglicina), acido 3-aminometil benzoico, acido antranilico, desamino-histidina, los analogos beta de los
aminoacidos como [-alanina etc.,, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, pB-hidroxi-histidina,
homohistidina, N%-acetil-histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina o 4-
piridilalanina,  acido  (1-aminociclopropil)carboxilico,  acido  (1-aminociclobutil)carboxilico,  acido  (1-
aminociclopentil)carboxilico, acido (1-aminociclohexil)carboxilico, acido (1-aminocicloheptil)carboxilico o acido (1-
aminociclooctil)carboxilico.

El término "analogo" segun se usa en este documento por referencia a un péptido o una proteina significa un péptido
o0 una proteina modificado en el que uno o mas residuos de aminoacidos del péptido o las proteinas han sido
sustituidos por otros residuos de aminoacidos y/o en el que uno o mas residuos de aminoacidos han sido eliminados
del péptido o la proteina y/o en el que uno o mas residuos de aminoacidos han sido eliminados del péptido o la
proteina y o en el que uno o mas residuos de aminoacidos han sido agregados al péptido o la proteina Dicha adicion
o eliminacion de residuos de aminoacidos puede tener lugar en el extremo N-terminal del péptido o la proteina y/o en
el extremo C-terminal del péptido o la proteina. A menudo se usa un sistema simple para describir analogos: Por
ejemplo [Aib®, Arg**|GLP-1(7-37) designa un analogo de GLP-1(7-37) en el que la alanina naturalmente presente en
la posiciéon 8 esta sustituida por acido alfa-aminoisobutirico y la lisina naturalmente presente en la posicion 34 ha
sido sustituida por arginina. Se debe entender que todos los aminoacidos para los cuales no se menciona el isomero
6ptico son el isémero L. En aspectos de la invencién se modificaron un maximo de 17 aminoacidos. En aspectos de
la invencién se modificaron un maximo de 15 aminoacidos. En aspectos de la invenciéon se modificaron un maximo
de 10 aminoacidos. En aspectos de la invencion se modificaron un maximo de 8 aminoacidos. En aspectos de la
invencion se modificaron un maximo de 7 aminoacidos. En aspectos de la invencién se modificaron un maximo de 6
aminoacidos. En aspectos de la invencién se modificaron un maximo de 5 aminoacidos. En aspectos de la invencién
se modificaron un maximo de 4 aminoacidos. En aspectos de la invencidon se modificaron un maximo de 3
aminoacidos. En aspectos de la invencién se modificaron un maximo de 2 aminoacidos. En aspectos de la invencién
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se modificd 1 aminoacido.

En un aspecto de la invencion, el extremo C-terminal del derivado segun la invencion se puede terminar como un
acido o una amida. En un aspecto, el extremo C-terminal del derivado de la invencién es una amida. En otro
aspecto, el extremo C-terminal del derivado de la invencién es un acido.

Se debe entender que el péptido o la proteina deben acarrear al menos dos grupos funcionales nucleofilicos
reactivos, por ejemplo grupos amino que son por €j. el grupo amino N-terminal y/o un grupo amino de cadena lateral.
Los péptidos o las proteinas pueden contener aminoacidos que no son codificados por el cédigo genético, como D-
aminoacidos, 3-hidroxiprolina, Aib (acido a-aminoisobutirico), ornitina, Dap (acido 2,3-diaminopropiénico), Dab (acido
2,4-diaminobutanoico) y pentilglicina. Son particularmente interesantes los grupos amino de los residuos de
aminoacidos lisina, ornitina, Dap y Dab. El método es particularmente pertinente para la N-acilacion del grupo -
amino de los residuos de lisina.

En este documento, la denominacion de los péptidos o las proteinas se hace de acuerdo con los principios
siguientes: Los nombres se indican como mutaciones y modificaciones (acilaciones) con relacién al péptido o la
proteina original como GLP-1 humana o insulina humana. Para la denominacion de la molécula de acilo, la
denominacion se hace segun la nomenclatura [IUPAC y en otros casos como la nomenclatura de péptidos. Por
ejemplo, la denominacién de la molécula de acilo:

(o] : o]

HO HW\/VVV\/\/\)LOH
0 : . o

S /\)O\/\’ > K‘\/\ /\/o\/‘u;‘<
o7 o/\g’ ~o

puede ser por ej."octadecanodioil-yGlu-OEG-OEG" o "17-carboxiheptadecanoil-yGlu-OEG-OEG", donde
OEG es la notacion abreviada para el aminoacido -NH(CH3).O(CH.),OCH,CO-, y yGlu (o gGlu) es la notacion
abreviada para la molécula de aminoacido acido gamma glutamico.

En un aspecto un péptido o una proteina que se va a acilar segun la invencion tiene al menos dos grupos
funcionales nucleofilicos ractivos que pueden reaccionar con el reactivo acilante. En otro aspecto, el péptido o la
proteina tiene entre 2 y 10 grupos funcionales nucleofilicos reactivos, por ejemplo entre 2 y 8 grupos funcionales
nucleofilicos reactivos, entre 2 y 6 grupos funcionales nucleofilicos reactivos, entre 2 y 4 grupos funcionales
nucleofilicos reactivos o entre 2 y 3 grupos funcionales nucleofilicos reactivos. En un aspecto el péptido o la proteina
tiene 2 grupos funcionales nucleofilicos reactivos.

En este documento grupos funcionales nucleofilicos reactivos se deben entender como funcionalidades quimicas
que bajo las condiciones de reacciéon dadas reaccionan con el reactivo acilante para formar un enlace covalente
estable. Los ejemplos de dichos grupos funcionales nucleofilicos reactivos incluyen, pero no exclusivamente, grupos
hidroxilo por ej. de tirosina (donde el grupo hidroxilo puede reaccionar con el reactivo acilante), serina (donde el
grupo hidroxilo puede reaccionar con el reactivo acilante), treonina (donde el grupo hidroxilo puede reaccionar con el
reactivo acilante), grupos tiol por ej. de cisteina (donde el grupo tiol puede reaccionar con el reactivo acilante) grupos
amino como, pero no limitados a, por €j. la amina No-terminal del péptido o la proteina, lisina (donde el grupo e-
amino puede reaccionar con el reactivo acilante), y otros nucledfilos dentro del péptido o la proteina como por
ejemplo, pero no exclusivamente, arginina (donde el grupo guanidina puede reaccionar con el reactivo acilante) e
histidina (donde el grupo imidazol puede reaccionar con el reactivo acilante).

En un aspecto un péptido o una proteina que se va a acilar segun la invencion tiene al menos dos grupos amino
libres. En otro aspecto el péptido o la proteina tiene entre 2 y 10 grupos amino libres, por ejemplo entre 2 y 8 grupos
amino libres, entre 2 y 6 grupos amino libres, entre 2 y 4 grupos amino libres o entre 2 y 3 grupos amino libres. En
un aspecto el péptido o la proteina tiene 2 grupos amino libres.

Cuando en este documento se usa la expresion "grupo amino libre" debe entenderse un grupo amino primario o
secundario que bajo las condiciones de reaccion dadas reacciona con el agente acilante para formar un enlace
covalente.

La expresion "parcialmente acilado" cuando se usa en relacién con al menos un grupo amino libre de un péptido N-
acilado, debe entenderse que en una mezcla de reacciéon que contiene dicho péptido N-acilado, una parte de los
péptidos de la mezcla de reaccidon tiene al menos un grupo amino libre que no esta conectado a una molécula de
acilacion y otra parte de los péptidos tiene el mismo al menos un grupo amino que esta conectado a una molécula
de acilacion.
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El péptido o la proteina que se va a acilar puede contener uno o mas residuos del aminoacido lisina (Lys). En un
aspecto la eleccion de la o las posiciones de acilacion es entre el o los grupos ge-amino del o de los grupos lisina del
péptido o la proteina y el o los grupos a-amino del o de los extremos N-terminales del péptido o la proteina, donde la
acilacion se obtiene principalmente en el uno o mas grupos €-amino en vez de en el o los grupos a-amino del o de
los extremos N-terminales del péptido o la proteina. En un aspecto el péptido o la proteina contiene un residuo del
aminoacido lisina (Lys) y uno o mas grupos a-amino N-terminales, donde la acilacion es selectiva en el grupo ¢-
amino del aminoacido Lys. En otro aspecto el péptido o la proteina contiene un residuo del aminoacido lisina (Lys) y
un grupo a-amino N-terminal, donde la acilacion es selectiva en el grupo €-amino del aminoacido Lys.

La "mezcla de reaccion" se debe entender en este documento como la mezcla de solventes y reactivos utilizados
cuando se hace reaccionar el agente acilante con el péptido o la proteina. La mezcla de reacciéon debe ser acuosa,
es decir hay agua presente en la mezcla de reaccion.

Para obtener selectividad de la acilacion, el pH de la mezcla de reaccion acuosa se ajusta entre pH 8 y pH 14. En un
aspecto el pH del medio de reaccion es entre pH 9y pH 13. En otro aspecto el pH es entre pH 10 y pH 12. En otro
aspecto el pH es entre pH 12 y pH 13. En otro aspecto el pH es entre pH 10 y pH 13. En otro aspecto el pH es entre
pH 10.5y pH 12.0 o entre pH 11.0 y pH 11.5, y aun en otro aspecto el pH es de alrededor de pH 11.0-11.3. Aln en
otro aspecto el pH es entre pH 11y pH 12, por ejemplo entre pH 11.5y pH 12 o entre pH 11.5 y pH 11.8 o0 entre pH
11.5y pH 12.5. En un aspecto el pH es alrededor de pH 11.5.

Los términos "alrededor de" o "aproximadamente" segin se usan en este documento significan en una proximidad
razonable del valor numérico indicado, como mas o menos 10%, o para los valores de pH mas o menos 0.2.

Ajustando el pH segun la invencion, se obtiene una reaccion de acilacion sorprendentemente robusta. Mediante
"robusta” o "robustez" al referirse a la reaccién de acilacién se quiere dar a entender en este documento que el
rendimiento y la selectividad obtenidos al usar el proceso de acilacion segun la invencidon son elevados y no son
sensibles a la cantidad de agente acilante agregado, cuando el agente acilante se agrega en exceso (véase por €j.
Figura 1).

El pH de la mezcla de reaccion puede ser controlado por medios conocidos por los expertos en el area. Por ejemplo
se puede utilizar un simple pHimetro para medir el pH y se puede agregar manualmente acido o base para ajustar el
pH, o se puede utilizar un pHimetro con un mecanismo de retroalimentacién, que puede controlar el pH de la
solucion.

Los acidos adecuados para ajustar el pH incluyen, pero no exclusivamente: acido clorhidrico, acido sulfurico y acido
aceético.

Las bases adecuadas para ajustar el pH incluyen, pero no exclusivamente: bases de amina terciaria como, pero no
limitadas a, trietilamina o diisopropiletilamina, N-metilmorfolina, hidréxidos de metales alcalinos como, pero no
exclusivamente; hidréxido de litio, hidroxido de sodio, hidroxido de potasio o hidréxido de cesio y carbonatos
alcalinos como, pero no exclusivamente, carbonato de potasio, carbonato de sodio, carbonato de litio, bicarbonato
de potasio, bicarbonato de sodio o bicarbonato de litio.

En un aspecto de la invencién la mezcla de reaccion contiene un tampoén. En un aspecto de la invencién el tampdn
se elige del grupo que consiste en: tampdn de fosfato, tampdn de carbonato de sodio, tampdn de bicina N,N-Bis(2-
hidroxietil)glicina, tampon HEPPS (tampén de acido 3-[4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil]propanosulfénico), tampodn
HEPES (tampon de acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico), tampéon MOPS (tampén de acido 3-(N-
morfolino)propanosulfénico) y tampdn TEA (tampdn de trietilamina).

Preferentemente, el reactivo de acilaciéon debe agregarse a la solucién como un sélido o disolverse en un solvente
inerte apropiado y después agregarse como una solucién. Los ejemplos de solventes inertes son por ejemplo, pero
no exclusivamente, N-metilpirrolidinona, dimetilformamida, dimetilacetamida, acetonitrilo, tetrahidrofurano y
dimetilsulféxido. El agente de acilacion se puede agregar en una cantidad por ej. de 0.5-20 equivalentes como 1-20
equivalentes, 1-5 equivalentes o 1-3 equivalentes con relacién al nimero de grupos funcionales nucleofilicos
reactivos como los grupos amino que se van a acilar. Por ejemplo, si se agrega 1 mol de péptido o proteina con 1
grupo amino que se va a acilar, el agente acilante se puede agregar en una cantidad entre 0.5 moles y 20 moles, por
ejemplo entre 1 y 5 moles. Se encontré sorprendentemente que cuando se usa el método segun la invencion, se
pueden lograr selectividad y robustez incluso cuando se agrega un gran exceso de reactivo de acilacion. En un
aspecto el agente de acilaciéon se agrega en una cantidad de 1-4 equivalentes, alternativamente 1.2-3.0
equivalentes, alternativamente 1.4-2.0 equivalentes. En un aspecto el agente de acilaciéon se agrega en una cantidad
de alrededor de 1.75 equivalentes. Cuando se disuelve en un solvente inerte, el agente de acilacion se puede
agregar en la concentracion de al menos 10 mg de reactivo de acilacién por ml de solvente inerte. En un aspecto la
concentracion del reactivo de acilacion en el solvente inerte es entre 10 mg/ml y 1000 mg/ml de solvente inerte. En
otro aspecto la concentracion es entre 50 mg/ml y 250 mg/ml de solvente inerte. Aun en otro aspecto la
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concentracion del reactivo de acilacion en el solvente inerte es de alrededor de 100 mg/ml de solvente inerte.

La temperatura de la mezcla de reaccion durante el procedimiento de acilacion puede ser entre -5 °C y 50 °C por
ejemplo entre 0 °C y 50 °C. En un aspecto la temperatura es entre 5 °C y 40 °C. En otro aspecto la temperatura es
entre 10 °C y 30 °C. Aun en otro aspecto la temperatura es de alrededor de 20 °C. Aun en otro aspecto la
temperatura es entre -5 °C y 10 °C. Aun en otro aspecto la temperatura es entre 0 °C y 5 °C. Aun en otro aspecto la
temperatura es entre 2 °C y 5 °C. En un aspecto de la invencién la mezcla de reaccion se mantiene a temperatura
ambiente.

El reactivo de acilacion se puede agregar revolviendo o agitando la mezcla de reaccion en el transcurso de un
periodo entre 0 min y 480 min por ejemplo en el transcurso de un periodo entre 10 y 240 min. En un aspecto el
reactivo se agrega en el transcurso de un periodo entre 10 y 180 min. En otro aspecto el reactivo se agrega en el
transcurso de un periodo entre 20 y 120 min. Aun en otro aspecto el reactivo se agrega en el transcurso de un
periodo de alrededor de 30 min. Aun en otro aspecto el reactivo se agrega en el transcurso de un periodo de
alrededor de 60 min. Todavia en otro aspecto reactivo se agrega en el transcurso de un periodo entre 30 y 60
minutos.

Después de agregar el reactivo de acilacion, la mezcla de acilacion se puede dejar reaccionar (opcionalmente
revolviendo o agitando) entre 0 min y 1440 min (es decir 24 horas) por ejemplo entre 0 y 720 min antes de detener la
reaccion regulando el pH a alrededor de 7.5-8.0 o menos. En un aspecto la mezcla de acilacion se deja reaccionar
entre 15y 240 min. En otro aspecto la mezcla de acilacion se deja reaccionar entre 30 y 120 min. En otro aspecto la
mezcla de acilacién se deja reaccionar entre 0 y 15 min. Audn en otro aspecto la mezcla de acilacion se deja
reaccionar durante alrededor de 0 min, es decir la mezcla de reaccidon se detiene inmediatamente después de
agregar el reactivo de acilacion. Aun en otro aspecto la mezcla de acilacion se deja reaccionar durante alrededor de
30 min. Aun en otro aspecto la mezcla de acilacion se deja reaccionar durante alrededor de 60 min. Todavia en otro
aspecto la mezcla de acilacion se deja reaccionar entre 30 y 60 minutos.

El péptido o la proteina debe estar preferentemente presente en la mezcla de reaccién en una concentracion de al
menos 5.0 mg/ml. En un aspecto la concentracion de la proteina o el péptido es entre 5.0 mg/ml y 250 mg/ml de
mezcla de reaccion. Aln en otro aspecto la concentracion de la proteina o el péptido es entre 10 mg/ml y 100 mg/ml.
Aun en otro aspecto la concentracion de la proteina o el péptido es entre 10 mg/ml y 75 mg/ml. Aln en otro aspecto
la concentracioén de la proteina o el péptido es entre 10 mg/ml y 50 mg/ml. Aun en otro aspecto la concentracion de
la proteina o el péptido es entre 10 mg/ml y 30 mg/ml. Aln en otro aspecto la concentracion de la proteina o el
péptido es entre 15 mg/ml y 25 mg/ml. Aln en otro aspecto la concentracion de la proteina o el péptido es entre 10.0
mg/ml y 20.0 mg/ml. Todavia en otro aspecto la concentracion de la proteina o el péptido es de aproximadamente
12.5 mg/ml. Todavia en otro aspecto la concentracion de la proteina o el péptido es de aproximadamente 20 mg/ml.

La mezcla de reaccion puede contener ademas otros componentes y/o solventes. Por ejemplo pueden estar
presentes en la mezcla de reaccidon, solventes inertes como solventes polares apréticos incluidos, pero no
exclusivamente, N-metilpirrolidinona, dimetilformamida, dimetilacetamida, acetonitrilo, tetrahidrofurano vy
dimetilsulfoxido. En un aspecto un solvente inerte esta presente en una cantidad de 0-25% v/v de la cantidad total de
la mezcla de reaccion. En otro aspecto un solvente inerte esta presente en una cantidad de 0-10% v/v 0 0-5% v/v.
En otro aspecto un solvente inerte esta presente en una cantidad de 4-20% v/v 0 4-10% v/v. Aln en otro aspecto un
solvente inerte esta presente en una cantidad de 4-5% v/v. En un aspecto hay presente un solvente inerte y es N-
metilpirrolidinona.

En un aspecto la mezcla de reaccion contiene ademas compuestos y/o sales que estaban presentes en el péptido o
la proteina que se va a acilar o en el reactivo de acilacion, antes de que el péptido o la proteina y el reactivo de
acilacion se disolvieran en el medio de reaccion. Por ejemplo sales u otros compuestos que estan presentes en el
péptido o la proteina por €j. a través de enlaces idénicos como resultado de la sintesis del péptido o la proteina
pueden estar presentes en la mezcla de reacciéon en el método segun la invencion. Los ejemplos de dichos
compuestos y/o sales incluyen, pero no exclusivamente: acido trifluoroacético (TFA), acido acético, acido clorhidrico
(HCI), acido citrico, acido de fésforo, acido sulfénico, sal de sodio, sal de potasio y sal de litio.

En un aspecto de la invencion, el grupo acilo que se va a introducir en el péptido o la proteina como el grupo g-amina
de un residuo de Lys del péptido o la proteina contiene un residuo de unién a la albumina, es decir un residuo que
en condiciones in vivo se une a la albumina cuando esta unido a un péptido o una proteina.

En un aspecto, el residuo de unién a la albumina es un residuo lipéfilo. En otro aspecto, el residuo lipéfilo se une al
péptido o la proteina a través de un conector.

En otro aspecto de la invencion, el residuo de union a la albumina esta cargado negativamente a pH fisiolégico. En
otro aspecto de la invencion, el residuo de unién a la albumina contiene un grupo que puede estar cargado
negativamente. Un grupo preferido que puede estar cargado negativamente es un grupo acido carboxilico.
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En un aspecto, el residuo de unién a la albumina es un residuo de a,w-diacido graso.

En otro aspecto de la invencion, el residuo de a,w-diacido graso del residuo lipdfilo tiene de 6 a 40 atomos de
carbono, de 8 a 26 atomos de carbono o de 8 a 22 atomos de carbono.

En otro aspecto de la invencion, el residuo de unién a la albumina es un grupo acilo de un acido alcano de cadena
lineal o ramificada a,w-dicarboxilico. En otro aspecto, el residuo de unioén a la albumina es un grupo acilo de un
acido alcano de cadena lineal o ramificada a,w-dicarboxilico que incluye una porciéon de aminoacido como por e;.
una porcion gamma-Glu. Aun en otro aspecto, el residuo de union a la albumina es un grupo acilo de un acido
alcano de cadena lineal o ramificada a,w-dicarboxilico que incluye dos porciones de aminoacido como por €j. una
porcién gamma-Glu y una porcion acido 8-amino-3,6-dioxaoctanoico (OEG). Aun en otro aspecto, el residuo de
union a la albumina es un grupo acilo de un acido alcano de cadena lineal o ramificada a,w-dicarboxilico que incluye
mas porciones de aminoacidos como por ej. una porciéon gamma-Glu y porciones consecutivas de acido 8-amino-
3,6-dioxaoctanoico (OEG).

En el método segun la invencion, un péptido o una proteina que tiene al menos dos grupos funcionales nucleofilicos
reactivos se hace reaccionar con un agente acilante de férmula general |

Q o] v
HOMNH [HN/\/O\/\O/\IAZM
HO. ~o 0
(0]
Férmula |
en la que

n es 1-6, alternativamente 1-3, 1-2, alternativamente 2

m es 1-2, alternativamente 2

w es 4-20, alternativamente 10-20, alternativamente 14-18, alternativamente 16

R1 es un grupo saliente el cual cuando se hace reaccionar dicho agente acilante con una amina libre facilita la
formacion de un enlace amida entre el grupo carbonilo unido a R1 y dicha amina

el agente acilante puede estar en forma de un enantidmero puro en el que la configuracion estéreo de la molécula de
aminoacido quiral es D o L (o si se usa la terminologia R/S: R o S) o puede estar en forma de una mezcla de
enantiomeros (D y L / Ry S). En un aspecto de la invencion el agente acilante esta en forma de una mezcla de
enantiomeros. En un aspecto el agente acilante esta en forma de un enantiomero puro. En un aspecto la molécula
de aminoacido quiral del agente acilante esta en la forma D. En un aspecto la molécula de aminoacido quiral del
agente acilante esta en la forma L.

R1 en la férmula | puede ser cualquier grupo que cuando se hace reaccionar el agente acilante con una amina libre
actua como un grupo saliente, de modo que se forma un enlace amida entre el grupo carbonilo unido a R1 y la
amina. Por ejemplo, R1 junto con el carbonilo al cual esta unido R1 puede designar un anhidrido, un haluro de acido
carboxilico o un éster.

En un aspecto, R1 en la férmula | junto con el grupo carbonilo al cual esta unido R1 designa un éster como un éster
activado o un éster N-hidroxi imida activado. Cada uno de estos ésteres constituye aspectos alternativos de la
presente invencion.

Los ésteres activados y los ésteres N-hidroxi imida activados son bien conocidos en el area de la quimica organica
(especialmente de la quimica de péptidos) como grupos funcionales que se usan en la acilacién de grupos amino, tio
e hidroxi. En el contexto de la presente invencion, la expresion "éster activado o un éster N-hidroxi imida activado”
quiere dar a entender una forma éster funcionalizada de un grupo acido carboxilico adecuado para acilar una amina,
preferentemente una amina primaria. Por lo tanto se debe entender, que se prefiere la selectividad para la acilacion
de aminas primarias sobre la acilacion de grupos hidroxi y tio. Los ésteres N-hidroxi imida activados se prefieren
especialmente.

El término agente acilante "activado" significa un agente acilante que ha sido activado empleando las técnicas
generales como las descritas por €j. en "Amide bond formation and peptide coupling" (Tetrahedron 61(46), 10827-
10852, 2005).

Los ejemplos de agentes acilantes activados incluyen, pero no exclusivamente, cloruros de acido, bromuros de
8
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acido, fluoruros de acido, anhidridos simétricos, anhidridos mixtos, acidos carboxilicos activados empleando
carbodiimidas comunes, por ejemplo, pero no exclusivamente, diisopropilcarbodiimida (DIPCDI), N,N-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), clorhidrato de 1-etil-3-(3'-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC). Ademas estan
incluidos, pero no exclusivamente, acidos carboxilicos que usan las carbodiimidas mencionadas precedentemente y
un aditivo como, pero no limitado a, N-hidroxisuccinimida (HOSu), N-hidroxibenzotriazol (HOBt), 1-hidroxi-7-
azabenzotriazol, 6-cloro-N-hidroxibenzotriazol (HOAt), 3-hidroxi-3,4-dihidro-4-oxo-1,2,3-benzotriazina (DhbtOH) o p-
nitrofenol (PNP). También estan incluidos, pero no exclusivamente, acidos carboxilicos activados con una sal de
uronio o una sal de fosfonio, por ejemplo, pero no limitado a, hexafluorofosfato de O-benzotriazol-N,N,N',N"-
tetrametiluronio  (HBTU),  tetrafluoroborato  de  O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N-tetrametiluronio ~ (TBTU),
hexafluorofosfato de 2-(6-cloro-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilaminio (HCTU), tetrafluoroborato de 2-(6-cloro-
1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilaminio (TCTU), hexafluorofosfato de 2-(1H-7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronio (HATU), hexafluorofosfato de 2-(3,4-dihidro-4-oxo-1,2,3-benzotriazin-3-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio
(HDBTU), hexafluorofosfato de 2-succinimido-1,1,3,3-tetrametiluronio (HSTU), tetrafluoroborato de N,N,N',N'-
tetrametil-O-(succinimidil)uronio (TSTU), hexafluorofosfato de 2-(endo-5-norborneno-2,3-dicarboxiimido)-1,1,3,3-
tetrametiluronio (HNTU), hexafluorofosfato de 1-benzotriazoliloxitris-(dimetilamino)fosfonio (BOP) o hexafluorofosfato
de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio (PYBOP). Otros ésteres activados incluyen, pero no exclusivamente,
ésteres de N-hidroxisuccinimida (éster NHS), p-nitrofenol (éster PNP), N-hidroxi-5-norborneno-2,3-dicarboxilimida
(éster HONB), éster de N-pentafluorofenol (éster PfP), éster de 2,4-dinitrofenilo, éster de 4-nitrofenilo, 3-hidroxi-3,4-
dihidro-4-oxo-1,2,3-benzotriazina (HODhbt), carbonildiimidazol (CDI) o N-etil-5-fenilisoxazolio-3'-sulfonato (NEPIS),
preferentemente un éster de N-hidroxisuccinimida, p-nitrofenol o un éster HOBt o un derivado de éstos usando
condiciones de reaccion como por €j. las descritas en las referencias: Organic Synthesis on solid Phase (Florencio
Zaragoza Doérwald, Wiley-VCH Verlag GmbH, D-69469 Weinheim, 2000), Novabiochem Catalog (Merck Biosciences
2006/2007) y Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis (editado por W.C. Chan y P.D. White, Oxford University Press,
2000, ISBN 0-19-963724-5).

El agente acilante de férmula | se usa en una ligera deficiencia, igual cantidad o un ligero exceso respecto al nimero
de grupos amino del péptido o la proteina que se va a acilar. La relacion puede ser por €j.1:0.5 con relacion al
numero de grupos funcionales nucleofilicos reactivos como grupos amino que se van a acilar segun el
procedimiento, y es tipicamente de 1:1 a 1:20 con igual cantidad o un exceso del agente acilante, alternativamente
de 1:1.1 a 1:5 con relacion al numero de grupos funcionales nucleofilicos reactivos como grupos amino que se van a
acilar segun el procedimiento. El agente acilante se puede agregar a la mezcla de reaccién como un solido o se
puede agregar a la mezcla de reaccion como una solucién. Cuando el agente acilante se agrega como una solucion
se disuelve en un solvente inerte, donde el término "inerte" significa inerte para el agente acilante. La estabilidad del
agente acilante se puede mejorar (es decir estabilizar) agregando un acido.

En un aspecto del método, el agente acilante se agrega a la mezcla de reaccion como un sdlido.

En un aspecto del método, dicho péptido o proteina utilizado como material de partida para el paso a) tiene una
pureza en péptido o proteina de al menos 80%, al menos 90%, al menos 93%, al menos 95% o al menos 97%
determinada por HPLC.

Como ejemplo tipico, la reaccién del paso (a) se lleva a cabo usando el péptido o la proteina y el agente acilante de
férmula | en una relacion molar de 1:1 a 1:5. Habitualmente el péptido o la proteina se disuelve previamente en agua
a una temperatura de -10 a 30 °C por ejemplo de 0 a 30 °C y el pH se ajusta al nivel de pH deseado empleando un
hidréxido de un metal alcalino (por ej. hidroxido de sodio o hidroxido de potasio) o una base de amina terciaria (por
ej. trietilamina o N,N-diisopropiletilamina). El valor de pH se puede ajustar posteriormente usando acidos (por e;.
acido clorhidrico, acido sulfénico o acido acético), pero la temperatura esta preferentemente dentro del intervalo
mencionado previamente. Alternativamente, el péptido o la proteina se disuelve previamente directamente en una
solucion acuosa que contiene una cantidad apropiada del acido o base correspondiente. El agente acilante se
agrega a continuacién como un sélido o una solucién. Habitualmente se permite que la reaccién proceda hasta
completarse (se puede monitorear por HPLC) lo que se obtiene generalmente desde instantaneamente y hasta en el
correr de 24 horas, por ejemplo de 0.2 a 6 horas, antes de la adicién de un acido, como acido clorhidrico, acido
sulfénico o acido acético, hasta un pH de 6.5-9.0 por ejemplo hasta un pH de 7.5-8.0. El producto se aisla
generalmente y se purifica mediante cromatografia de intercambio idnico, HPLC, y/o se precipita mediante pH
isoeléctrico.

La presente invencion es especialmente adecuada para la acilaciéon de péptidos o proteinas adecuados para tratar
por ejemplo la diabetes como péptidos semejantes al glucagoén e insulinas.

En un aspecto el péptido o la proteina que se va a acilar es un péptido semejante al glucagon.

La expresion "péptido semejante al glucagon" segun se usa en este documento significa la familia de péptidos del
glucagon, las exendinas y sus analogos. La familia de péptidos del glucagon es codificada por el gen
preproglucagén y abarca 3 péptidos pequefios con un alto grado de homologia, es decir glucagén (1-29), GLP-1 (1-

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2561208 T3

37) y GLP-2 (1-33). Las exendinas son péptidos expresados en lagartos y al igual que GLP-1, son insulinotropicas.
Los ejemplos de exendinas son exendina-3 y exendina-4.

Los términos GLP-1, GLP-2, exendina-3 y exendina-4 son conocidos por los expertos en el area. Por ejemplo
"compuesto de GLP-1" o "péptido de GLP-1" segun se usa en este documento significa GLP-1(7-37) humano, su
analogo insulinotrépico o sus derivados insulinotropicos. Los ejemplos no limitantes de analogos de GLP-1 son GLP-
1 (7-36) amida, Arg**-GLP-1(7-37), Aib®Arg*-GLP-1(7-37), Gly’-GLP-1(7-37), Val®-GLP-1(7-36)-amida y Val®Asp?-
GLP-1(7-37). Los ejemplos no limitantes de derivados de GLP-1 son desamino-His’, Arg®, Leys“(NE-(y-GIu(N“-
hexadecanoil)))-GLP-1(7-37), desamino-His’, Arg®, Lys*(N*-octanoil)-GLP-1 (7-37), Arg®*, LysSaéNE-(w-
carboxipentadecanoil))-GLP-1(7-38), Arg?®*, Lys**(N*-(y-Glu(N®-hexadecanoil)))-GLP-1(7-36) y Arg*, Lys®(N-(y-
Glu(N®-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37).

En un aspecto el péptido semejante al glucagdn segun la invencion estd protegido contra la dipeptidil
aminopeptidasa IV. En otro aspecto el analogo de GLP-1 segun la invencion esta protegido contra la dipeptidil
aminopeptidasa IV.

La expresion "protegido contra la dipeptidil aminopeptidasa IV" segun se usa en este documento significa un péptido
semejante al glucagon, por €j. un andlogo de GLP-1, que es mas resistente a la dipeptidil aminopeptidasa IV (DPP-
IV) que el compuesto natural, por ej. GLP-1 (7-37). Dicha proteccion se puede obtener por ejemplo mediante
mutaciones y/o derivatizacion del compuesto natural. La resistencia de un compuesto de GLP-1 a la degradacion por
la dipeptidil aminopeptidasa IV se determina mediante el ensayo de degradacion siguiente:

Se incuban alicuotas del compuesto de GLP-1 (5 nmol) a 37 °C con 1 pL de dipeptidil amino peptidasa IV purificada
correspondiente a una actividad enzimatica de 5 mU, durante 10 a 180 minutos en 100 uL de tampdn de trietilamina-
HCI 0.1 M, pH 7.4. Las reacciones enzimaticas se terminan por adicion de 5 yL de acido trifluoroacético al 10%, y los
productos de degradacion del péptido se separan y se cuantifican usando analisis de HPLC. Un método para realizar
este analisis es: las mezclas se aplican en una columna Vydac C18 de poro ancho (poros de 30 nm, particulas de 5
pm) de 250 x 4.6 mm y se eluyen a una velocidad de flujo de 1 ml/min con gradientes lineales, en etapas, de
acetonitrilo en 0.1 % de acido trifluoroacético (0% de acetonitrilo durante 3 min, 0-24% de acetonitrilo durante 17
min, 24-48% de acetonitrilo durante 1 min) segun Siegel et al., Regul. Pept. 1999; 79:93-102 y Mentlein et al. Eur. J.
Biochem. 1993; 214:829-35. Los péptidos y sus productos de degradacion se pueden seguir por su absorbancia a
220 nm (enlaces peptidicos) o 280 nm (aminoacidos aromaticos), y se cuantifican por integracion de las areas de
sus picos con relacion a las de los estandares. La velocidad de hidrélisis de un compuesto de GLP-1 por la dipeptidil
aminopeptidasa IV se calcula a tiempos de incubacién que resulten en menos de 10% de hidrdlisis del compuesto de
GLP-1.

El término "insulinotrépico” segun se usa en este documento por referencia al péptido semejante al glucagon
significa la capacidad de estimular la secrecion de insulina en respuesta a un mayor nivel plasmatico de glucosa. Los
péptidos semejantes al glucagdn insulinotropicos son agonistas del receptor de GLP-1. La propiedad insulinotropica
de un compuesto se puede determinar mediante ensayos in vitro o in vivo conocidos en el area. El ensayo in vitro
siguiente se puede utilizar para determinar la naturaleza insulinotropica de un compuesto como un péptido
semejante al glucagon. Preferentemente los compuestos insulinotrépicos tienen un valor de CEsp en el ensayo
siguiente menor de 5 nM, incluso preferentemente un valor de CEso menor de 500 pM.

Se cultivan células de rifién de hamster recién nacido (BHK) que expresan el receptor de GLP-1 humano clonado
(BHK 467-12A) en medio DMEM con el agregado de 100 IU/mL de penicilina, 100 yL/mL de estreptomicina, 10% de
suero fetal de ternero y 1 mg/mL de Geneticin G-418 (Life Technologies). Se preparan membranas plasmaticas por
homogeneizacion en tampon (Tris-HCI 10 mM, NaCl 30 mM vy ditiotreitol 1 mM, pH 7.4, que contiene, ademas, 5
mg/mL de leupeptina (Sigma), 5 mg/L de pepstatina (Sigma), 100 mg/L de bacitracina (Sigma) y 16 mg/L de
aprotinina (Calbiochem-Novabiochem, La Jolla, CA)). EI homogeneizado se centrifuga sobre una capa de 41% p/v
de sacarosa. La banda blanca entre las dos capas se diluye en tampén y se centrifuga. Las membranas plasmaticas
se almacenan a -80 °C hasta que se utilizan.

El ensayo funcional del receptor se lleva a cabo midiendo el AMPc como una respuesta a la estimulacion por el
péptido insulinotrépico o el compuesto insulinotrépico. Las incubaciones se llevan a cabo en placas de
microtitulacion de 96 pocillos en un volumen total de 140 mL y con las concentraciones finales siguientes: Tris-HCI
50 mM, EGTA 1 mM, MgSO4 1.5 mM, ATP 1.7 mM, GTP 20 mM, 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) 2 mM, 0.01% p/v
de Tween-20, pH 7.4. Los compuestos se disuelven y diluyen en tampén. GTP se prepara en el momento para cada
experimento: se agregan 2.5 uyg de membrana a cada pocillo y la mezcla se incuba durante 90 min a temperatura
ambiente en la oscuridad con agitacion. La reaccion se detiene por adicion de 25 mL de HCI 0.5 M. El AMPc
formado se mide con un ensayo de centelleo por proximidad (RPA 542, Amersham, Reino Unido). Se grafica una
curva de dosis-respuesta para el compuesto y se calcula el valor de CEsp empleando el software GraphPad Prism.

La expresion "profarmaco de un compuesto insulinotropico” segun se usa en este documento significa un compuesto
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modificado quimicamente que luego de la administracion al paciente se convierte en un compuesto insulinotrépico.
Dichos profarmacos son generalmente versiones extendidas de aminoacidos o ésteres de un compuesto
insulinotroépico.

La expresion "compuesto de exendina-4" segun se usa en este documento se define como exendina-4(1-39), sus
fragmentos insulinotropicos, sus analogos insulinotrépicos y sus derivados insulinotrépicos. Los fragmentos
insulinotrépicos de la exendina-4 son péptidos insulinotrépicos para los cuales se puede encontrar toda la secuencia
en la secuencia de la exendina-4 y en los cuales al menos un aminoacido terminal ha sido eliminado. Los ejemplos
de fragmentos insulinotrépicos de la exendina-4(1-39) son exendina-4(1-38) y exendina-4(1-31). La propiedad
insulinotrépica de un compuesto se puede determinar mediante ensayos in vivo o in vitro bien conocidos en el area.
Por ejemplo, se puede administrar el compuesto a un animal y monitorear la concentracion de insulina en el tiempo.
Analogos insulinotropicos de la exendina-4(1-39) se refiere a las moléculas respectivas en las que uno o mas
residuos de aminoacidos han sido cambiados por otros residuos de aminoacidos y/o de las cuales uno o mas
residuos de aminoacidos han sido eliminados y/o de las cuales uno o mas residuos de aminoacidos han sido
agregados con la condicion de que dicho analogo sea insulinotrépico o sea un profarmaco de un compuesto
insulinotrépico. Un ejemplo de un analogo insulinotrépico de la exendina-4(1-39) es Ser’Asp>-exendina-4(1-39) en el
que los residuos de aminoacidos en la posicién 2 y 3 fueron reemplazados con serina y acido aspartico,
respectivamente (este analogo particular también es conocido en el area como exendina-3). Los derivados
insulinotropicos de la exendina-4(1-39) y sus analogos son lo que los expertos en el area consideran que son
derivados de esos péptidos, es decir que tienen al menos un sustituyente que no esta presente en la molécula de
péptido original con la condicién de que dicho derivado sea insulinotrépico o sea un profarmaco de un compuesto
insulinotropico. Los ejemplos de sustituyentes son amidas, carbohidratos, grupos alquilo, ésteres y sustituyentes
lipsfilos. Un ejemplo de un derivado insulinotropico de exendina-4(1-39) y su analogo es Tyr’'-exendina-4(1-31)-
amida.

La expresion "compuesto de exendina-4 estable” seglin se usa en este documento significa una exendina-4(1-39)
modificada quimicamente, es decir un analogo o un derivado que presenta una semivida de eliminacion plasmatica
in vivo de al menos 10 horas en el hombre, segun se determina por los métodos convencionales.

La expresion "compuesto de exendina-4 protegido contra la dipeptidil aminopeptidasa IV" segun se usa en este
documento, significa un compuesto de exendina-4 que es mas resistente frente a la dipeptidil aminopeptidasa IV
(DPP-1V) plasmatica que la exendina-4, segun se determina mediante el ensayo descrito en la definicion de
compuesto de GLP-1 protegido contra la dipeptidil aminopeptidasa IV.

Los analogos de GLP-1 pueden ser aquellos en los cuales la Lys naturalmente presente en la posicion 34 de GLP-1
(7-37) ha sido sustituida por Arg.

También estan cubiertos por la invencién los derivados de los precursores o productos intermedios de los péptidos
insulinotrépicos.

En un aspecto de la invencion el péptido semejante al glucagén es insulinotropico. En otro aspecto el péptido
semejante al glucagoén insulinotrépico se elige del grupo que consiste en GLP-1, GLP-2, exendina-4, exendina-3 y
sus analogos y derivados.

La estabilidad conformacional de los farmacos a base de proteinas es importante para mantener la actividad
biolégica y para minimizar la pérdida irreversible de la estructura debida a la desnaturalizacion y la formacion de
fibrillas. Los péptidos y las proteinas insulinotropicos especialmente grandes son labiles con respecto al cambio
conformacional debido a patrones de replegamiento complicados. Asimismo, los péptidos insulinotrépicos con una
historia conocida de formacién de fibrillas, como GLP-1, son particularmente sensibles a la desestabilizacion de la
estructura terciaria (es decir la formacién de un estado globular fundido).

En un aspecto, los aminoacidos constituyentes de un péptido semejante al glucagén segun la invencion se pueden
elegir del grupo de los aminoacidos codificados por el cédigo genético y pueden ser aminoacidos naturales que no
son codificados por el cddigo genético, asi como aminoacidos sintéticos. Los aminoacidos naturales que no son
codificados por el cédigo genético son por ejemplo, hidroxiprolina,y-carboxiglutamato, ornitina, fosfoserina, D-alanina
y D-glutamina. Los aminoacidos sintéticos comprenden los aminoacidos fabricados por sintesis quimica, es decir, los
D-isémeros de los aminoacidos codificados por el cédigo genético como D-alanina y D-leucina, Aib (acido a-
aminoisobutirico), Abu acido (a-aminobutirico), Tle (tert-butilglicina), B-alanina, acido 3-aminometil benzoico y acido
antranilico.

En un aspecto de la invencion, el péptido semejante al glucagén que se va a acilar segun la invencion es un péptido
de GLP-1. En otro aspecto el péptido de GLP-1 se elige del grupo que consiste en:

[desaminoHis7,Glu22,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1(7-37)amida,
11
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[desaminoHis7,Glu22,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37),
[desaminoHis7,Arg34]GLP-1-(7-37),
[Aib8,Glu22,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37)amida,
[DesaminoHis7, Glu22,Arg26,Arg 34,Phe(m-CF3)28]GLP-1-(7-37)amida,
[DesaminoHis7,Glu22,Arg26,Arg34]GLP-1-(7-37)-Lys,
[DesaminoHis7,Glu22,Arg26,Arg34]GLP-1-(7-37)-Lys,
[desaminoHis7,Arg26,Arg34,]GLP-1-(7-37)-Lys,
[DesaminoHis7,Glu22,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37)amida,
[DesaminoHis7,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37)amida,
[DesaminoHis7,Glu22,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37),
[DesaminoHis7,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37),
[DesaminoHis7,Glu22,Arg26,Glu30,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37),
[Aib8,Lys20,Arg26,Glu30,Thr(O-bencil)33,]GLP-1-(7-37)amida,
[Aib8,Glu22,Arg26,Lys30]GLP-1-(7-37), [Aib8,Glu22,Arg26,Lys311GLP-1-(7-37),
[Aib8,Lys20,Arg26,2-Naftilalanina28, Glu30,]GLP-1 (7-37)amida,
[Aib8, Glu22, Arg26, Arg34,]GLP-1-(7-37)-Lys,

[Aib8,Lys20,Arg 26, 2-Naftilalanina12, Glu30,]JGLP-1-(7-37)amida,
[Aib8,Glu22,Arg26,Lys31,Arg34]GLP-1-(7-37),
[Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37),

[Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)-amida,
[Aib8,Lys18,Arg26,Arg34]GLP-1(7-37),
[Aib8,Glu22,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37)amida,
[Aib8,Lys26] GLP-1 (7-37)amida,

[Aib8,Arg34]GLP-1-(7-34),

[Aib8,Arg34]GLP-1-(7-35),

[Aib8,Lys33,Arg34]GLP-1-(7-34),
[Aib8,Arg34]GLP-1-(7-36)amida,
[Aib8,Lys26,Arg34]GLP-1-(7-36)amida,
[Aib8,Glu22,Arg26,Arg34]GLP-1-(7-37)Lys,
[Aib8,Lys20,Glu22,Arg26,Glu30,Pro37]GLP-1-(7-37)amida,
[Aib8,Glu22,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37)amida,
[DesaminoHis7,Glu22,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37)amida,
[DesaminoHis7,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37)amida,
[Aib8,Glu22,Arg26,Glu30,Pro37]GLP-1-(7-37)Lys,
[Aib8,Aib35]GLP-1-(7-37),

Arg34GLP-1-(7-37),
[Aib8,Glu22,Arg26,Glu30,Pro37]GLP-1-((7-37)Lys, y
[Aib8,Arg26,Arg341GLP-1-(7-37).

En un aspecto se obtiene un péptido semejante al glucagon acilado por el método de la invencion. En otro aspecto el
péptido semejante al glucagén obtenido por el método de la invencién es un péptido de GLP-1 acilado. Aun en otro
aspecto el péptido de GLP-1 acilado se elige del grupo que consiste en:

N-épsilon26-[2-(2-(2-(2-[2-(2-[4-(15-carboxipentadecanoilamino)-4(S)-
carboxibutirilamino)etoxi)etoxilacetil)amino)etoxi)etoxi)-acetil][Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)péptido,
N-épsilon26-[2-(2-(2-(2-[2-(2-[4-(16-carboxihexadecanoilamino)-4(S)-
carboxibutirilamino)etoxi)etoxilacetil)amino)etoxi)etoxi)-acetil][Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)péptido,
N-épsilon26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecanoilamino)-4(S)-
carboxibutirilamino]etoxi)etoxilacetilamino)etoxi]etoxi)-acetil][Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)péptido,
N-épsilon26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(18-carboxioctadecanoilamino)-4(S)-
carboxibutirilamino]etoxi)etoxi]lacetilamino)etoxiletoxi)-acetil][Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)péptido,
N-épsilon26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(19-carboxinonadecanoilamino)-4(S)-
carboxibutirilamino]etoxi)etoxi]lacetilamino)etoxiletoxi)-acetil][Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)péptido,
N-épsilon26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(20-carboxieicosanoilamino)-4(S)-
carboxibutirilamino]etoxi)etoxi]lacetilamino)etoxiletoxi)-acetil][Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)péptido,
N-épsilon26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(20-carboxiuneicosanoilamino)-4(S)-
carboxibutirilamino]etoxi)etoxilacetilamino)etoxiletoxi)-acetil][Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)péptido,
N-épsilon26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecanoilamino)-4(R)-
carboxibutirilamino]etoxi)etoxi]lacetilamino)etoxiletoxi)-acetil][Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)péptido,
N-épsilon26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(17-carboxiheptadecanoilamino)-4(S)-
carboxipropilamino]etoxi)etoxilacetilamino)etoxi]etoxi)-acetil][Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)péptido
N-épsilon37-{2-(2-(2-(2-[2-(2-(4-(hexadecanoilamino)-4-carboxibutirilamino)etoxi)etoxilacetil )etoxi)etoxi)acetil)}-
[desaminoHis7,Glu22,Arg26, Glu30,Arg34,Lys37] (GLP-1-(7-37)amida,
N-épsilon37-{2-(2-(2-(2-[2-(2-(4-(hexadecanoilamino)-4-carboxibutirilamino)etoxi)etoxilacetil )etoxi)etoxi)acetil)}-
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[desaminoHis7,Glu22, Arg26,Arg34,Lys 37] (GLP-1-(7-37)amida,

N-épsilon37-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-
octadecanoilamino)etoxi)etoxi)acetilamino)etoxi)etoxi)acetilamino)etoxi)etoxi)acetil)
[desaminoHis7,Glu22,Arg26,Arg34,Lys37] GLP-1 (7-37)amida,

N-épsilon36-(2-(2-(2-((2-[2-(2-(17-
carboxiheptadecanoilamino)etoxi)etoxi]acetilamino)etoxi)etoxi)acetil)[Aib8,Glu22,Arg26,Glu30,Lys36] GLP-1-(7-
37)Glu-amida,

N-épsilon37-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[(S)-4-carboxi-4-(19-
carboxinonadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]etoxi}etoxi)acetil][ DesaminoHis7,Glu22,Arg26,Arg34,L
ys37]GLP-1-(7-37), y

N-épsilon31-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[4-carboxi-4-(17-carboxi-
heptadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]etoxi}etoxi)acetil][Aib8,Glu22,Arg26 ,Lys31]GLP-1-(7-37).
N-épsilon26-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[4-carboxi-4-(17-carboxi-
heptadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]etoxi}etoxi)-acetil][Aib8,Arg34]GLP-1-
(7-37)péptidoGLP-1-(7-37)péptido,
N-épsilon26-[2-(2-{2-[(S)-4-carboxi-4-(17-carboxiheptadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetil]Aib8,Arg34] GLP-
1 (7-37)péptido

La presente invencion también es particularmente adecuada para la acilacion de la insulina y sus analogos.

En un aspecto de la invencion, la insulina que se va a acilar segun la invencion es insulina humana o un analogo de
la insulina humana. Un analogo de la insulina humana segun la invencioén es insulina humana en la que uno o mas
aminoacidos han sido sustituidos por otros residuos de aminoacidos, insertados, eliminados de la insulina y/o
agregados, en comparacion con la insulina humana. En un aspecto entre 1y 5,1y 4, 1y 3 oentre 1y 2
aminoacidos han sido sustituidos, insertados, eliminados y/o agregados con relacion a la secuencia de aminoacidos
de la insulina humana.

Los ejemplos de analogos de la insulina segun la invencién son aquellos en los que Pro en la posiciéon 28 de la
cadena B se mutd con Asp, Lys, Leu, Val, o Ala y/o Lys en la posicion B29 se mutd con Pro, Glu o Asp. Ademas,
Asn en la posicion B3 se puede mutar con Thr, Lys, GIn, Glu o Asp. El residuo de aminoacido en la posicién A21 se
puede mutar con Gly. El aminoacido en la posicién B1 se puede mutar con Glu. El aminoacido en la posicion B16 se
puede mutar con Glu o His. Otros ejemplos de analogos de la insulina son los analogos de eliminacién por ejemplo
analogos en los que el aminoacido B30 de la insulina humana ha sido eliminado (des(B30) insulina humana),
analogos de la insulina en los que el aminoacido B1 de la insulina humana ha sido eliminado (des(B1) insulina
humana), des(B28-B30) insulina humana y des(B27) insulina humana. Los analogos de la insulina en los que la
cadena A y/o la cadena B tiene una extension N-terminal y los analogos de la insulina en los que la cadena A y/o la
cadena B tiene una extension C-terminal como dos residuos de arginina agregados al extremo C-terminal de la
cadena B, también son ejemplos de analogos de la insulina. Otros ejemplos son analogos de la insulina que
comprenden combinaciones de las mutaciones mencionadas. Los analogos de la insulina en los que el aminoacido
en la posicion A14 es Asn, GIn, Glu, Arg, Asp, Gly o His, el aminoacido en la posicion B25 es His y que
opcionalmente contienen ademas una o mas mutaciones adicionales son otros ejemplos de analogos de la insulina.
Los analogos de insulina de la insulina humana en los que el residuo de aminoacido en la posicion A21 es Gly y en
los que el analogo de la insulina esta extendido ademas en el extremo C-terminal con dos residuos de arginina,
también son ejemplos de analogos de la insulina.

En un aspecto, la insulina se elige del grupo que consiste en:

Insulina humana,

DesB30 insulina humana,

AspB28 insulina humana,

AspB28,desB30 insulina humana,

LysB3,GluB29 insulina humana,

LysB28,ProB29 insulina humana,
GlyA21,ArgB31,ArgB32 insulina humana,
GluA14,HisB25 insulina humana,

HisA14,HisB25 insulina humana,
GluA14,HisB25,desB30 insulina humana,

HisA14, HisB25,desB30 insulina humana,
GluA14,HjsB25,desB27,desB28,desB29,desB30 insulina humana,
GluA14,HisB25,GluB27,desB30 insulina humana,
GluA14,HisB16,HisB25,desB30 insulina humana,
HisA14,HisB16,HisB25,desB30 insulina humana,
HisA8,GluA14,HisB25,GluB27,desB30 insulina humana,
GluA14,HisB25,desB27,desB30 insulina humana,
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GluA14,GlyA21,HisB25,desB30 insulina humana,
GluA14,HisB25,LysB27,desB28,desB29,desB30 insulina humana,
HisA8,GluA14,GluB1,GluB16,HisB25,GluB27,desB30 insulina humana, y
HisA8,GluA14,GluB16,HisB25,desB30 insulina humana.

En un aspecto se obtiene un péptido insulinico acilado por el método de la invencién. En otro aspecto el péptido
insulinico acilado obtenido por el método de la invencion se elige del grupo que consiste en:

A14E, B25H, B29K(N‘Octadecanodioil-gGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-acetilamino}etoxi)etoxilacetil)), desB30
insulina humana (nombre alternativo: A14E, B25H, B29K(N‘Octadecanodioil-gGlu-OEG-OEG), desB30 insulina
humana),

A14E, B16H, B25H, B29K(N°Eicosanodioil-gGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil)),
desB30 insulina humana (nombre alternativo: A14E, B16H, B25H, B29K(N°Eicosanodioil-gGlu-OEG-OEG), desB30
insulina humana),

A14E, B25H, B29K((N°Eicosanodioil-gGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-acetilamino}etoxi)etoxilacetil)), desB27,
desB30 insulina humana (nombre alternativo: A14E, B25H, B29K(N°Eicosanodioil-gGlu-OEG-OEG), desB27, desB30
insulina humana),

A14E, B25H, B27K(N‘Octadecanodioil-gGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-acetilamino}etoxi)etoxilacetil)), desB28,
desB29, desB30 insulina humana (nombre alternativo: A14E, B25H, B27K(N‘Octadecanodioil-gGlu-OEG-OEG),
desB28, desB29, desB30 insulina humana),

A14E, B25H, B27E, B29K(N°Eicosanodioil-gGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-acetilamino}etoxi)etoxi]acetil)),
desB30 insulina humana (nombre alternativo: A14E, B25H, B27E, B29K(N°Eicosanodioil-gGlu-OEG-OEG), desB30
insulina humana),

A14E, B25H, desB27, B29K(N‘Octadecanodioil-gGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil)),
desB30 insulina humana (nombre alternativo: A14E, B25H, desB27, B29K(N‘Octadecanodioil-gGlu-OEG-OEG),
desB30 insulina humana),

A14E, B25H, B29K((N°Eicosanodioil-gGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-acetilamino}etoxi)etoxilacetil)), desB30
insulina humana (nombre alternativo: A14E, B25H, B29K((N°Eicosanodioil-gGlu-OEG-OEG), desB30 insulina
humana),

A14E, B16H, B25H, B29K(N‘Octadecanodioil-gGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil)),
desB30 insulina humana (nombre alternativo: A14E, B16H, B25H, B29K(N‘Octadecanodioil-gGlu-OEG-OEG),
desB30 insulina humana), y

A14E, A21G, B25H, B29K(N‘Octadecanodioil-gGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil)),
desB30 insulina humana (nombre alternativo: A14E, A21G, B25H, B29K(N‘Octadecanodioil-gGlu-OEG-OEG),
desB30 insulina humana).

La produccion de péptidos y proteinas es bien conocida en el area. Los péptidos o las proteinas se pueden producir
por ejemplo mediante sintesis de péptidos clasica, por ej. sintesis de péptidos en fase sélida empleando quimica de
t-Boc o Fmoc u ofras técnicas bien establecidas, véase por e€j.Greene y Wuts, "Protective Groups in Organic
Synthesis", John Wiley & Sons, 1999, "Organic Synthesis on solid Phase", Florencio Zaragoza Dérwald, Wiley-VCH
Verlag GmbH, D-69469 Weinheim, 2000, "Novabiochem Catalog”, Merck Biosciences 2006/2007 y "Fmoc Solid
Phase Peptide Synthesis", editado por W.C. Chan y P.D. White, Oxford University Press, 2000, ISBN 0-19-963724-5.
Los péptidos o las proteinas también se pueden producir por un método que comprende cultivar una célula huésped
que contiene una secuencia de ADN que codifica el péptido o la proteina y que es capaz de expresar el péptido o la
proteina, en un medio nutriente adecuado, en condiciones que permitan la expresiéon del péptido o la proteina. Para
los péptidos o las proteinas que contienen residuos de aminoacidos no naturales, la célula recombinante debe ser
modificada de modo que se incorporen los aminoacidos no naturales en el péptido o la proteina, por ejemplo
mediante el uso de ARNt mutantes.

La siguiente es una lista de otros aspectos comprendidos por la invencion:
1. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos

funcionales nucleofilicos reactivos, donde el método comprende:

a) hacer reaccionar en un medio acuoso un péptido o una proteina que tiene al menos dos grupos
funcionales nucleofilicos reactivos con un agente acilante de férmula general |
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nes 1-6

m es 1-2

w es 4-20

R1 es un grupo saliente el cual cuando se hace reaccionar dicho agente acilante con una amina libre facilita la
formacion de un enlace amida entre el grupo carbonilo unido a R1 y dicha amina

donde el pH en el medio acuoso es entre pH 8 y pH 14; y

b) aislar el péptido o la proteina N-acilado,

donde se obtiene un péptido o una proteina N-acilado que contiene al menos un grupo funcional nucleofilico reactivo
que no esta acilado o lo esta sélo parcialmente.

2. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun el aspecto 1, donde dicho grupo funcional nucleofilico reactivo se elige del
grupo que consiste en: grupos hidroxilo, grupos tiol y grupos amino.

3. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun el aspecto 1 o 2, donde dichos grupos funcionales nucleofilicos reactivos
son grupos amino.

4. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos 1 a 3, en el que se obtiene un péptido o una
proteina N-acilado donde la acilacion es en la posicién €- de una lisina y al menos un grupo amino libre del péptido o
la proteina no esta acilado.

5. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos 1 a 4, en el que R1 en la féormula | junto con el
carbonilo al cual esta unido R1 designa un éster.

6. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos 1 a 4, en el que R1 en la féormula | junto con el
carbonilo al cual esta unido R1 designa un éster activado.

7. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos 1 a 4, en el que R1 en la féormula | junto con el
carbonilo al cual esta unido R’ designa un éster N-hidroxi imida activado.

8. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que n es 1-5,
alternativamente 1-2, 1-3 o 1-4, alternativamente 2.

9. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que m es 1-2,
alternativamente 2.

10. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que w es 4-20,
alternativamente 10-20, alternativamente 14-18, alternativamente 14, alternativamente 16 o alternativamente 18.

11. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos seguin cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el pH de la mezcla de
reaccion acuosa es entre pH 9y pH 13.

12. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos seguin cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el pH de la mezcla de
reaccion acuosa es entre pH 10 y pH 12.

13. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos seguin cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el pH de la mezcla de
reaccion acuosa es entre pH 10.5y pH 11.5.

14. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segin cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el pH de la mezcla de
reaccion acuosa es entre pH 11y pH 12.

15. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segin cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el pH de la mezcla de
reaccion acuosa es entre pH 11.5y pH 12.

16. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2561208 T3

funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el pH de la mezcla de
reaccion acuosa es alrededor de pH 11.5.

17. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segin cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el pH de la mezcla de
reaccion acuosa es entre pH 11y pH 12, por ejemplo entre pH 11.0 y pH 11.5 0 entre pH 11.0 y pH 11.3.

18. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos seguin cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el pH de la mezcla de
reaccion acuosa es alrededor de pH 11.3.

19. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que la temperatura de la
mezcla de reaccion durante el procedimiento de acilacion es entre -5 °C y 50 °C, por ejemplo entre 0 °C y 50 °C.

20. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que la temperatura de la
mezcla de reaccion durante el procedimiento de acilacion es entre 10 °C y 30 °C por ejemplo de alrededor de 20°C o
temperatura ambiente.

21. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o0 mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que la temperatura de la
mezcla de reaccion durante el procedimiento de acilacion es entre 0 °C y 5 °C, por ejemplo entre 2 °C y 5 °C.

22. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el reactivo de acilacion
se agrega revolviendo o agitando la mezcla de reaccion durante un periodo entre 0 min y 480 min.

23. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el reactivo se agrega
durante un periodo entre 30 y 60 minutos.

24. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos 0 mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que la mezcla de acilacion
se deja reaccionar entre 0 y 24 horas luego de la adicion del reactivo de acilacion.

25. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o0 mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que la reaccion se detiene
ajustando el pH a pH 6.5-9.0, por ejemplo a pH 7.5-8.0, inmediatamente después de la adicion del reactivo de
acilacion.

26. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o0 mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que la mezcla de acilacion
se deja reaccionar entre 30 y 60 minutos luego de la adicion del reactivo de acilacion.

27. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el péptido o la proteina
esta presente en la mezcla de reaccion en una concentracion de al menos 5.0 mg/ml.

28. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos 0 mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que la concentracion del
péptido o la proteina es entre 10.0 mg/ml y 20.0 mg/ml.

29. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o0 mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que la concentracion del
péptido o la proteina es de aproximadamente 12.5 mg/ml.

30. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que la concentracion de la
proteina o el péptido es de aproximadamente 20 mg/ml.

31. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que la mezcla de reaccion
contiene un tampoén.

32. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun el aspecto 31, en el que la mezcla de reaccién contiene un tampdn que se
elige del grupo que consiste en: tampoén de fosfato, tampdn de carbonato de sodio, tampdn de bicina (tampén de
N,N-Bis(2-hidroxietil)bicina), tampén HEPPS (tampén de acido 3-[4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil]propanosulfénico),
tampon HEPES (tampdn de acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico), tampén MOPS (tampoén de acido 3-
(N-morfolino)propanosulfénico) o tampdn TEA (tampdn de trietilamina).

33. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que la mezcla de reaccion
contiene un tampdn que es un tampoén de fosfato.

34. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el reactivo de acilacion
se agrega a la soluciéon como un sélido.

35. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el reactivo de acilacion
se agrega en una solucion que contiene el agente de acilacion disuelto en un solvente inerte.
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36. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el solvente inerte se
elige del grupo que consiste en N-metilpirrolidinona, N,N-dimetilformamida y acetonitrilo.

37. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el reactivo de acilacion
se agrega a la mezcla de reaccion en una concentracion entre 10 mg/ml y 250 mg/ml.

38. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segin cualquiera de los aspectos precedentes, en el que la reaccion en el paso
(a) se realiza empleando la proteina y el agente acilante de formula | en una relaciéon molar de 1:1 a 1:5.

39. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el péptido o la proteina
se disuelve previamente en una solucién acuosa a una temperatura entre -10 °C y 30 °C y el pH se ajusta al nivel
deseado empleando un hidréxido de un metal alcalino un carbonato alcalino o una base de amina terciaria antes de
agregar el agente acilante.

40. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el péptido o la proteina
que se va a acilar es un péptido o una proteina adecuado para tratar la diabetes.

41. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el péptido o la proteina
que se va a acilar es un péptido o una proteina adecuado para tratar la obesidad.

42. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que el péptido o la proteina
que se va a acilar es un péptido semejante al glucagén o una insulina.

43. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun el aspecto 42, en el que el péptido o la proteina que se va a acilar es un
péptido semejante al glucagoén.

44. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun el aspecto 43, en el que el péptido semejante al glucagén esta protegido
contra la dipeptidil aminopeptidasa IV.

45. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o0 mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos 43 o 44, en el que el péptido semejante al
glucagon se elige del grupo que consiste en péptidos de glucagon, péptidos de GLP-1, péptidos de GLP-2, péptidos
de exendina-3 y péptidos de exendina-4.

46. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun el aspecto 45, en el que el péptido semejante al glucagén es un péptido de
GLP-1.

47. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun el aspecto 46, en el que el péptido de GLP-1 se elige del grupo que
consiste en:

GLP-1 (7-37), GLP-1(7-36) amida, GlyB-GLP-1(7-37), Val8-GLP-1(7-36)-amida y

[Val8Asp22]-GLP-1(7-37), [desaminoHis7,Glu22,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1(7-37)amida,
[desaminoHis7,Glu22,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37), [desaminoHis7,Arg34]GLP-1-(7-37),
[Aib8,Glu22,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37)amida, [DesaminoHis7, Glu22 Arg26, Arg 34,
Phe(m-CF3)28]GLP-1-(7-37)amida, [DesaminoHis7,Glu22,Arg26,Arg34]GLP-1-(7-37)-Lys,
[DesaminoHis7,Glu22,Arg26,Arg34]GLP-1-(7-37)-Lys, [desaminoHis7,Arg26,Arg34,1GLP-1-(7-37)-Lys,
[DesaminoHis7,Glu22,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37)amida,
[DesaminoHis7,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37)amida,

[DesaminoHis7,Glu22,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37),

[DesaminoHis7,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37),

[DesaminoHis7,Glu22,Arg26,Glu30,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37),
[Aib8,Lys20,Arg26,Glu30,Thr(O-bencil)33,]GLP-1-(7-37)amida,

[Aib8,Glu22,Arg26,Lys30]GLP-1-(7-37), [Aib8,Glu22,Arg26,Lys311GLP-1-(7-37),

[Aib8,Lys20,Arg26,2-Naftilalanina28, Glu30,]GLP-1 (7-37)amida, [Aib8, Glu22, Arg26,

Arg34,]GLP-1-(7-37)-Lys, [Aib8,Lys20,Arg 26, 2-Naftilalanina12, Glu30,]GLP-1-(7-37)amida,
[Aib8,Glu22,Arg26,Lys31,Arg34]GLP-1-(7-37), [Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37),

[Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)-amida, [Aib8,Lys18,Arg26,Arg34]GLP-1(7-37),
[Aib8,Glu22,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37)amida, [Aib8, Lys 26] GLP-1 (7-37)amida,

[Aib8,Arg34]GLP-1-(7-34), [Aib8,Arg34]GLP-1-(7-35), [Aib8,Lys33,Arg34]GLP-1-(7-34),
[Aib8,Arg34]GLP-1-(7-36)amida, [Aib8,Lys26,Arg34]GLP-1-(7-36)amida,

[Aib8,Glu22,Arg26,Arg34]GLP-1-(7-37)Lys, [Aib8,Lys20,Glu22,Arg26,Glu30,Pro37]GLP-1-(7-37)amida,
[Aib8,Glu22,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37)amida,

[DesaminoHis7,Glu22,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37)amida,
[DesaminoHis7,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37)amida,
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[Aib8,Glu22,Arg26,Glu30,Pro37]GLP-1-(7-37)Lys, [AibB,Aib35]GLP-1-(7-37), Arg34GLP-1-(7-37),
[Aib8,Glu22,Arg26,Glu30,Pro37]GLP-1-((7-37)Lys, y [Aib8,Arg26,Arg34]GLP-1-(7-37).

48. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o0 mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun el aspecto 42, en el que el péptido o la proteina que se va a acilar es una
insulina.

49. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun el aspecto 48, en el que la insulina es insulina humana o un analogo de la
insulina humana, donde un analogo de la insulina humana es insulina humana en la que entre 1 y 5 aminoacidos
han sido sustituidos por otros residuos de aminoacidos, insertados, eliminados de la insulina y/o agregados, en
comparacion con la insulina humana.

50. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun el aspecto 49, en el que la insulina se elige del grupo que consiste en:

Insulina humana, DesB30 insulina humana, AspB28 insulina humana, AspB28,desB30 insulina humana,
LysB3,GluB29 insulina humana, LysB28,ProB29 insulina humana, GlyA21,ArgB31,ArgB32 insulina humana,
GluA14,HisB25 insulina humana, HisA14,HisB25 insulina humana, GluA14,HisB25,desB30 insulina humana, HisA14,
HisB25,desB30 insulina humana, GluA14,HisB25,desB27,desB28,desB29,desB30 insulina
humana,GluA14,HisB25,GluB27,desB30 insulina humana, GluA14,HisB16,HisB25,desB30 insulina humana,
HisA14,HisB16,HisB25,desB30 insulina humana, HisA8,GluA14,HisB25,GluB27,desB30 insulina humana,
HisA8,GluA14,GluB1,GluB16,HisB25,GluB27,desB30 insulina humana, y HisA8,GluA14,GluB16,HisB25,desB30
insulina humana.

51. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos segun cualquiera de los aspectos precedentes, en el que se obtiene un péptido o
una proteina N-acilado que contiene al menos un grupo amino libre que no esta acilado.

52. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina segun cualquiera de los
aspectos precedentes, en el que el péptido o la proteina que se va a acilar tiene 2 grupos amino libres y sélo un
grupo amino esta acilado.

Ejemplos

Ejemplo 1: Preparacién de éster mono bencilico del acido 1,18-octadecanodioico

Se calentd a reflujo una soluciéon de acido 1,18-octadecanodioico (75 g, 0.24 mol), acido p-toluenosulfénico
monohidratado (2.27 g, 11.9 mmol) y alcohol bencilico (20,7 g, 0,19 mol) en tolueno (2.75 L) durante 3 h. Se elimind
el agua mediante destilacion azeotrépica durante el reflujo. Se agregé celite (25 g), la mezcla se enfrié hasta 40 °C y
se agitd durante otra hora. La mezcla se purificd mediante filtracion a través de almohadilla de silice usando tolueno
como fase movil. Se recogieron las fracciones que contenian éster mono bencilico del acido 1,18-octadecanodioico y
el volumen se redujo mediante destilacién al vacio 75 °C. La solucion se enfrié hasta 50 °C, se le agrego heptano, y
la mezcla se enfrié hasta 35 °C. Luego de la cristalizacion se agregd mas heptano en el transcurso de un periodo de
15 min y finalmente la mezcla se enfrié hasta 10 °C durante otra hora. El producto se recogié por filtracion, se lavé
con heptano y se seco al vacio. El rendimiento de éster mono bencilico del acido 1,18-octadecanodioico fue de 34 g
(35%).

Ejemplo 2: Preparacion de 18-[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-18-oxooctadecanoato de bencilo

Se disolvieron éster mono bencilico del acido 1,18-octadecanodioico (120 g, 0.3 mol), N-hidroxisuccinimida (41 g,
0.36 mol) y N,N-diciclohexilcarbodiimida (74 g, 0.36 mol) en NMP (1200 ml) y se calent6 a 60 °C durante 2.5 h. La
mezcla de reaccion se enfrid hasta 25 °C y el precipitado se eliminé por filtracion y se lavo con agua (4.7 L). El
precipitado crudo se recristalizé de 2-propanol (1250 ml), produciendo 18-[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-18-
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oxooctadecanoato de bencilo. Rendimiento 138 g (92%).

Ejemplo 3: Preparacion de 18-(((1S)-1-[(benciloxi)carbonil]-4-[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-4-oxobutil}amino)-18-
oxooctadecanoato de bencilo

. Oy -0
Tl L O
OMN °
H
o} o ‘

Se disolvieron 18-[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-18-oxooctadecanoato de bencilo (30 g, 60 mmol) y éster alfa-bencilico
del acido L-glutamico (15 g, 62.8 mmol) en NMP y se calenté a 50 °C durante 4 h. Se agregaron agua (700 ml),
KHSO,4 (100 ml, ac. 0.5 M) y acetato de etilo (220 ml) a 25 °C. La fase organica se lavd dos veces con KHSOq4 (ac.,
150 ml, 0.17 M), y se evaporo6 al vacio. La mezcla se redisolviéo en NMP (225 ml), se agregaron N-hidroxisuccinimida
(11 g, 95.7 mmol) y N,N-diciclohexilcarbodiimida (16 g, 77.7 mmol) y la solucién se agité durante 16 h. El precipitado
se separo por filtracion y se lavé con agua (1 L). El precipitado crudo se recristalizé de 2-propanol, produciendo 18-
[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-18-oxooctadecanoato de bencilo. Rendimiento 32.7 g (76%).

Ejemplo 4: Preparacion de acido (22S)-22-carboxi-1-((2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-1,10,19,24-tetraoxo-3,6,12,15-
tetraoxa-9,18,23-triazahentetracontan-41-oico (compuesto 1)

. - o]
H e
O N ;
. - \/\O/\/O\)LN/\/O\/\O/\H/O‘N
: H
(e} 0
‘ @)
HOMN OH
H .
0] -0

Compuesto 1

Se suspendieron 18-[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-18-oxooctadecanoato de bencilo (100 g, 138.7 mmol) y acido 17-
amino-10-oxo0-3,6,12,15-tetraoxa-9-azaheptadecan-1-oico (44.9 g, 145.6 mmol) en acetonitrilacetonitrilo (1 L). Se
agrego trietilamina (20.8 ml; 150 mmol) y la mezcla se agité durante 16 h. Se agregaron agua (3 L), KHSO4 (ac. 0.5
M, 1 L) y acetato de etilo (1 L). La fase organica se evaporo al vacio y se coevaporé dos veces con tolueno (2 x 300
ml). Se agregaron N-hidroxisuccinimida (17.6 g, 153 mmol), clorhidrato de 1-etil-3-(3'-dimetilaminopropil)carbodiimida
(31.9 g, 166.5 mmol) y 2-propanol (1 L) y la solucion se agité durante 16 h. Se agregaron diclorometano (1 L), agua
(3 L)y KHSO4 (ac. 0.5 M, 1 L). La fase organica se recogio, se secod en MgSQOys, se filtrd, se evapord al vacio y se
coevaporé dos veces con tolueno (2 x 300 ml). Se agregaron 2-propanol (1300 ml) y Pd/C (14 g) y la mezcla se
hidrégeno durante 2 h. La mezcla se calentd hasta 39 °C y se filtrd. La solucion se enfrié y el precipitado se recogio
por filtracion. Rendimiento 100 g (87%).

Ejemplo 5: HPLC analitica

Se uso el gradiente de HPLC siguiente para analizar los productos de acilacion obtenidos
Tampon A: 1800 ml de agua Milli-Q, 200 ml de acetonitrilo y 2 ml de H3zPO.

Tampodn B: 1800 ml de acetonitrilo, 200 ml de agua Milli-Q y 2 ml de HzPO4

Columna: Jupiter 4 y Proteo 90 A kolonne fra Phenomenex.

El gradiente se indica en la tabla 5.1

Tabla 5.1

Tid (min) Tampon A Tampoén B Flujo
0.0 80% 20% 1.0 mi
5.0 60% 40% 1.0 mi
20.0 25% 75% 1.0 mi
21.0 0% 100% 1.0 mi
25.0 0% 100% 1.0 mi
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Tid (min) Tampon A Tampoén B Flujo
26.0 80% 20% 1.0 mi
33.0 80% 20% 1.0 mi

Ejemplo 6: Acilacion de [Aib®, Arg**|GLP-1(7-37) con acido 22-carboxi-1-[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-1,10,19,24-
tetraoxo-3,6,12,15-tetraoxa-9,18,23-triazahentetracontan-41-oico (compuesto 1)

Parte experimental general: En un balén equipado con una barra de agitacion magnética se agrego el producto
intermedio peptidico [Aiba, Arg“]GLP—1 (7-37) péptido y agua MilliQ lo que dio lugar a una suspension con la
concentracion indicada en la tabla 6.1. El balén se sumergié en un gran recipiente de agua (2 L), que se ajusto a una
temperatura fija de 20 grados con un circulador de calentamiento Julabo HL-4. Se calibré un radiémetro PHM290
controlador de pH-stat con 2 tampones estandar IUPAC individuales (pH 9.18 y 12.45) y se conecto6 a un radiometro
ABU901 con autobureta (2 ml) equipado con una solucidon acuosa de NaOH (0.1 M). El electrodo se sumergio en la
mezcla (generalmente pH = 2.5). Se agregé NaOH 4 M a un valor de pH fijo (véase la tabla 6.1 por detalles sobre el
pH). El agente acilante (compuesto 1) se evaluo por 'H-NMR con un estandar interno antes de usarlo. Se equipd una
bomba de jeringa con una jeringa que contenia una solucion de agente acilante al 10% p/p en NMP
(aproximadamente 3 eq. con relacion al producto intermedio peptidico) y se agregd gota a gota continuamente a la
solucion del producto intermedio peptidico en el transcurso de 60 min (es decir aproximadamente 1 eq. de agente
acilante/20 min). El pH se fij6 al valor fijo con el controlador PHM290. Se tomaron los IPC a intervalos adecuados y
se analizaron por HPLC (260 nm, ejemplo 5), los % de area se proporcionan en la tabla 6.1.

Tabla 6.1

pH Temp. |Conc. de péptido Eq. de agente acilante Lys-26 acilado Na- y Lys-26 diacilado
10.0 20°C 12.5g/L 1.44 87.9% 6.3%
10.5 20°C 12.5g/L 1.44 92.0% 4.3%
10.75 |20°C 12.5g/L 1.44 92.7% 3.6%
10.9* 10°C 12.5g/L 1.53 91.8% 2.44%
11.0 20°C 12.5g/L 1.72 93.3% 3.4%
11.25 |20°C 5.0g/L 2.30 95.9% 1.7%
11.25* |10°C 12.5g/L 213 91.9% 3.8%
11.25 |20°C 12.5g/L 1.72 94.3% 2.3%
11.25* |30°C 12.5g/L 2.14 91.9% 3.8%
11.25 |20°C 25.0g/lL 1.65 93.7% 3.2%
11.5 20°C 12.5g/L 2.01 94.2% 2%
11.5% 30°C 12.5g/L 2.76 93.7% 2.6%
12.0 20°C 12.5g/L 4.37 90.5% 1.2%

*el pH se midié a 20 °C

Ejemplo 7: Acilacion de [Aib®, Arg**|GLP-1(7-37) con acido 22-carboxi-1-[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-1,10,19,24-
tetraoxo-3,6,12,15-tetraoxa-9,18,23-triazahentetracontan-41-oico (compuesto 2)

Se suspendié [Aib®, Arg**|GLP-1(7-37) péptido (10.0 g, 2.94 mmol) en agua a una conc. de aproximadamente 15 g/l,
el pH se ajusté a 11.25 con NaOH (ac. 1 M), y se agregd agua hasta una concentracion final de péptido de
aproximadamente 12.5 g/L. Se disolvid el agente acilante acido 22-carboxi-1-[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-1,10,19,24-
tetraoxo-3,6,12,15-tetraoxa-9,18,23-triazahentetracontan-41-oico (compuesto 1, 37 g, 4.41 mmol) en NMP (10% p/v)
y se agrego en pasos a la solucién acuosa. El pH se mantuvo constante entre 11.1 y 11.3 mediante adicién continua
de NaOH (ac., 1 M) durante la reaccion. Se extrajeron muestras y se analizaron por RP HPLC (de acuerdo con el
gradiente del ejemplo 5) durante la reaccién. Una vez que finalizd la adicion de agente acilante, la mezcla de
reaccion se agitdé durante otros 60 min antes de ajustar el pH a aproximadamente 7.5 mediante adiciéon de acido
sulfurico (ac., 1 M). HPLC (260 nm, ejemplo 5), % de area 92.6%, rendimiento mediante ensayo de titulacion con
estandar, 91.5%.

Ejemplo 8: Acilacion de [Aib®, Arg**|GLP-1(7-37) con acido 22-carboxi-1-[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-1,10,19,24-
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tetraoxo-3,6,12,15-tetraoxa-9,18,23-triazahentetracontan-41-oico (compuesto 1)

Parte experimental: A un balén equipado con una barra de agitacidon magnética se le agregé el producto intermedio
peptidico [Aib®, Arg*JGLP-1(7-37) péptido (234 mg, 0.069 mmol) y agua MilliQ (18.3 ml) lo que dio lugar a una
suspension. Se calibré un pHimetro con 2 tampones estandar IUPAC individuales (pH 9.18 and 12.45) y se sumergio
en la solucién. Se agrego EtsN hasta pH 10. Se evalué el compuesto 1 por 'H-NMR con un estandar interno antes de
usarlo. Se equip6 una bomba de jeringa con una jeringa que contenia una solucion de agente acilante (compuesto 1,
120 mg, 0.144 mmol) al 10% p/v en NMP y la soluciéon se agreg6 gota a gota continuamente a la solucién del
producto intermedio peptidico. El pH se mantuvo entre 9.8 y 10.4 durante la adicion. El pH se ajusté a 7.2 con AcOH
y se analizé por HPLC (260 nm), los % de area se proporcionan en la tabla siguiente.

pH Temp. |Conc. de péptido Eq. de agente acilante Lys-26 acilado Na- y Lys-26 diacilado
9.8-10.4 |20°C 12,5g/L 21 81.9% 10.0%

Ejemplo 9: Preparacién de éster mono bencilico del acido 1,16-hexadecanodioico

Se suspendieron acido hexadecanodioico (20.0 g, 69.8 mmol) y Dowex® en n-octano y se calenté a reflujo. Se
agrego formiato de bencilo (22.0 g, 162 mmol). Después de 6 horas se agregdé mas formiato de bencilo (22.0 g, 162
mmol). El calentamiento se continué durante 50 horas. La mezcla de reaccion se filir6 a 80 °C. El filtrado se enfrio
hasta 20 °C y el precipitado se recogi6 por filtracion. El producto crudo (20.2 g) se suspendioé en diclorometano (220
ml) a 20 °C durante 4 horas. La suspension se filtro, y el filtrado se evacud hasta sequedad a una temperatura entre
20y 30 °C. El solido resultante (13.9 g) se recristalizé de 2-propanol (140 ml). El producto se aisl6 por filtracion y se
seco hasta peso constante a presion reducida a una temperatura entre 30 y 40 °C. Rendimiento: 10.2 g (39%) de
material blanco.

Ejemplo 10: Preparacion de 5-bencil éster 1-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il) éster del acido (S)-2-(15-benciloxicarbonilo-
pentadecanoilamino)-pentanodioico

e A

Se disolvio éster mono bencilico del acido 1,16-hexadecanodioico (20.0 g, 53.1 mmol) en acetona a una temperatura
entre 35 y 40 °C. Se le agregd N-hidroxisuccinimida (6.42 g, 55.8 mmol). A la solucién resultante se le agregé
diciclohexilcarbodiimida (DCC) (12.1 g, 58.4 mmol). La mezcla de reaccion se agitdé durante 3 a 4 horas a 35 °C. A la
suspension resultante se le agregaron trietilamina (7.40 ml, 53.1 mmol) y éster a-bencilico del acido L-glutamico
(12.6 g/53.1 mmol). La mezcla de reaccion se agitd durante 8 a 16 horas a una temperatura entre 35 y 40 °C. La
mezcla de reaccion se enfri hasta una temperatura entre 20 y 25 °C. Se agregaron acido metanosulfénico (3.45 ml,
53.1 mmol) y DCC (12.1 g, 53.1 mmol). La mezcla de reaccion se agitdé durante 8 a 16 horas a una temperatura
entre 20 y 25 °C. La mezcla de reaccion se filtré y el filtrado se evacud hasta sequedad. El residuo se particiond
entre agua (100 ml) y tolueno (200 ml). La fase toluénica se sec6 eliminando el agua por destilacion. Se agrego gel
de silice (20 g) al residuo. La suspension se agité durante 30 minutos a una temperatura entre 20 y 25 °C, a
continuacion se filtré. El volumen de filtrado se redujo hasta aproximadamente 100-120 ml por evaporacion a presion
reducida. Se agregd N-heptano (150 ml) en el transcurso de un periodo de 15 a 30 minutos. La suspension
resultante se agitd durante 2 horas. El producto se aislé por filtracion y se secd hasta peso constante a presion
reducida a una temperatura entre 20 y 25 °C. Rendimiento: 21 g (58%) de material blanco.

Ejemplo 11: Preparacion de acido (22S)-22-carboxi-1-[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-1,10,19,24-tetraoxo-3,6,12,15-
tetraoxa-9,18,23-triazahendicontan-39-oico (compuesto 2)
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Compuesto 2

Se suspendieron 5-bencil éster 1-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il) éster del acido (S)-2-(15-benciloxicarbonilo-
pentadecanoilamino)-pentanodioico (4 g, 5.77 mmol) y acido 17-amino-10-ox0-3,6,12,15-tetraoxa-9-azaheptadecan-
1-oico (1.8 g, 5.95 mmol) en NMP (20 ml) y la mezcla se agit6 durante 16 h. Se agregaron N-hidroxisuccinimida
(0.94 g, 8.12 mmol) y N,N-diciclohexilcarbodiimida (2.15, 10 mmol), y la solucion resultante se agité durante
aproximadamente 16 h. Se agregaron agua (150 ml) y acetato de etilo (30 ml), se recogio la fase organica, se seco
en MgSO, y se evapor¢ al vacio. El semisodlido se redisolvié en acetona, se le agregd Pd/C (0.5 g) y la mezcla se
hidrogen6 durante 2 h. La mezcla se filtré y se evaporé al vacio. Rendimiento 3.69 g (88%).

Ejemplo 12: Acilacion selectiva de [Aib®, Arg*|GLP-1(7-37) con el compuesto 2

La acilacion se llevé a cabo como se describe en el método general de acilacion descrito en el ejemplo 6.
Las condiciones utilizadas fueron:

pH Temp. |Conc. de péptido Eq. de agente acilante Lys-26 acilado Na- y Lys-26 diacilado
11.25 |20°C |12.5g/L 1.93 92.8% 1.3%

Ejemplo 13: Sintesis en fase sdlida de los agentes acilantes compuestos 3-5
Se sintetizaron los compuestos 3-5 en una fase solida usando los pasos mencionados a continuacion:

Carga: Se hincho resina de cloruro de 2-clorotritilo en DCM en un reactor de péptidos de fase sélida equipado con
un agitador recubierto de teflon centrado mecanicamente. Se agregd una solucién de acido Fmoc-8-amino-3,6-
dioxanoico (1 eq.) y DIPEA (1.1 eq) en DCM y la mezcla resultante se agité 16 h a temperatura ambiente. La resina
se drend y los sitios sin reaccionar de la resina se taparon con una mezcla de DCM:MeOH:DIPEA (80:15:5), y a
continuacion se lavaron con DCM y NMP.

Elongacion:

1) Procedimiento de desproteccion: Eliminacion del grupo Fmoc de la resina; la resina se traté con piperidina en
NMP (solucion al 20%) y se lavé con NMP.

2) Procedimiento de acoplamiento subsiguiente: Se disolvié el aminoacido o 18-({(1S)-1-[(benciloxi)carbonil]-4-[(2,5-
dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-4-oxobutilfamino)-18-oxooctadecanoato de bencilo (2 eq. en comparacion con la carga de
resina original) en NMP. El aminoacido se preactivo con N-hidroxibenzotriazol (HOBt) y N,N'-diisopropilcarbodiimida
(DIPCDI) durante 15 a 30 min o el éster de succinimida del aminoacido o 18-({(1S)-1-[(benciloxi)carbonil]-4-[(2,5-
dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-4-oxobutilfamino)-18-oxooctadecanoato de bencilo se disolvié en NMP, y después se agrego
a la resina. Opcionalmente, luego de 30 a 60 min se agregdé DIPEA y la mezcla se agit6 durante 1 h a 16 h a
temperatura ambiente. Si una prueba de amina libre era negativa (prueba de Kaiser) el ciclo de acoplamiento se
terminaba, la resina se lavd con NMP y estuvo pronta para pasar al paso consecutivo del ciclo.

Procedimiento de escision: La resina se lavé con DCM:MeOH (1:1), DCM y se tratd con una mezcla de
DCM:TIPS:TFA (95.5:2.5:2) durante 10 min, la mezcla de escision se drend en DIPEA para obtener una soluciéon con
pH>7. Se repitié el tratamiento de escision. La solucién cruda se lavé con acido citrico (ac. 10% 3X), solucién
saturada de cloruro de sodio (1X), se sec6 en MgSO. y se evapord al vacio. El residuo oleoso se coevapor6 dos
veces con tolueno.

Activacion: El residuo resultante y N-hidroxisuccinimida (1.1 eq) se disolvieron en EtOAc. Se agregd N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (1.3 eq) y la mezcla se agitd6 durante aproximadamente 16 h. La mezcla se filir6 y se
evaporé al vacio.

Desproteccion de ésteres tert-butilicos: El semisolido se disolvi6 en TFA y DCM, se agitdé durante 2 h y a
continuacién se evapord al vacio y se coevaporo dos veces con tolueno, antes de la recristalizacion de 2-propanol.
Desproteccion de ésteres bencilicos: El semisdlido se disolvioé en 2-propanol, se agregé Pd/C y la mezcla resultante
se hidrogend durante 2 h, se calentd hasta 45 °C, se filir6 y se enfrio hasta 5 °C. Los cristales resultantes se
recogieron por filtracion.
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Ejemplo 14: Preparacién del compuesto 3: Acido 19-((S)-1-carboxi-3-{2-[2-({2-[2-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-
iloxicarbonilmetoxi)etoxi]-etilcarbamoil}metoxi)etoxi]etilcarbamoil}propilcarbamoil )nonadecanoico

Compuesto 3 o,

El compuesto se prepard en fase soélida segun el procedimiento general descrito en el ejemplo 13, utilizando éster
mono f-butilico del acido 1,20-eicosanodioico, éster a-t-butilico del acido N-(9-fluorenilmetiloxicarbonil)-L-glutamico y
acido 8-(9-fluorenilmetiloxicarbonil-amino)-3,6-dioxaoctanoico.

Ejemplo 15: Acilacion selectiva de [Aiba, ArgS4]GLP-‘I(7-37) péptido con el compuesto 3

La acilacion se llevé a cabo como se describe en el método general de acilacion descrito en el ejemplo 6.
Las condiciones utilizadas fueron:

pH Temp. |Conc. de péptido Eq. de agente acilante Lys-26 acilado Na- y Lys-26 diacilado
11.25 |20°C |1259/L 1.6 84.2% 4.0%

Ejemplo 16: Preparacion del compuesto 4 acido 17-((S)-1-carboxi-3-{2-[2-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-iloxicarbonilmetoxi)-
etoxi]-etilcarbamoil}-propilcarbamoil)-heptadecanoico

N\/\o/\/" 9
N 0

Compuesto 4

El compuesto se preparé sobre un soporte sélido de acuerdo con el procedimiento general descrito en el ejemplo 13,
utilizando 18-({(1S)-1-[(benciloxi)carbonil]-4-[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-4-oxobutil}amino)-18-oxooctadecanoato de
bencilo y acido 8-(9-fluorenilmetiloxicarbonil-amino)-3,6-dioxaoctanoico.

Ejemplo 17: Acilacion selectiva de [Aiba, ArgS4]GLP-‘I(7-37) péptido con el compuesto 4

La acilacion se llevé a cabo como se describe en el método general de acilacion descrito en el ejemplo 6.
Las condiciones utilizadas fueron:

pH Temp. |Conc. de péptido Eq. de agente acilante Lys-26 acilado Na- y Lys-26 diacilado
11.25 |20°C |12.5g/L 2.0eq 96.9% 1.72%

Ejemplo 18: Preparaciéon del compuesto 5 acido 17-((S)-1-carboxi-3-{2-[2-({2-[2-({2-[2-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-
iloxicarbonilmetoxi)-etoxi]-etilcarbamoil}-metoxi)-etoxi]-etilcarbamoil}-metoxi)-etoxi]-etilcarbamoil}-propilcarbamoil)-
heptadecanoico

N\/\O/\/C’\)L /\/Q\/\O/\rrN\/\O/\/O\i?

Y\/\/W\N\/\i g ) OXD&O
Compuesto 5

El compuesto se preparo6 sobre un soporte sélido de acuerdo con el procedimiento general descrito en el ejemplo 13,
utilizando 18-({(1S)-1-[(benciloxi)carbonil]-4-[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]-4-oxobutil}amino)-18-oxooctadecanoato de
bencilo y acido 8-(9-fluorenilmetiloxicarbonil-amino)-3,6-dioxaoctanoico.
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Ejemplo 19: Acilacion selectiva de [Aiba, ArgS4]GLP-‘I(7-37) péptido con el compuesto 5.

La acilacion se llevé a cabo como se describe en el método general de acilacion descrito en el ejemplo 6.
Las condiciones utilizadas fueron:

pH Temp. |Conc. de péptido Eq. de agente acilante Lys-26 acilado Na- y Lys-26 diacilado
11.25 |20°C |125g/L 4.0 eq 66.7% 2.83%

Ejemplo 20: Preparacion del compuesto 6.

Compuesto B Y\‘FP

El compuesto se prepard como se describe en el ejemplo 14.
Ejemplo 21: Acilacion selectiva de Aib®, Arg**|GLP-1(7-37) con el compuesto 6

La acilacion se llevé a cabo como se describe en el método general de acilacion descrito en el ejemplo 6.
Las condiciones utilizadas fueron:

pH Temp. |Conc. de péptido Eq. de agente acilante Lys-26 acilado Na- y Lys-26 diacilado
11.25 |20°C |1259/L 2.0 97.6% 1.1%

Ejemplo 22: Preparacion de 5-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il) éster del acido (S)-2-(15-carboxi-pentadecanoilamino)-
pentanodioico

Se disolvid 5-bencil éster 1-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il) éster del acido (S)-2-(15-benciloxicarbonil-pentadecanoilamino)-
pentanodioico (5.0 g, 7.3 mmol) en acetona (95 ml) que contenia acido trifluoroacético (95 ul).Se agregd paladio
sobre carbon, 10% (0.50 g). Se agregd hidrégeno con agitacion a una temperatura entre 30 y 35 °C. Cuando se
detuvo el consumo de hidrégeno la mezcla de reaccioén se filtrd. El filtrado se enfrié hasta 20 °C y se le agregd n-
heptano (140 ml) en el transcurso de un periodo de 15 a 30 minutos. La suspension resultante se enfrié a una
temperatura entre 0 y 5 °C durante 2 a 3 horas. El producto se aisl6 por filtracion y se sec6 hasta peso constante a
presion reducida a una temperatura entre 20 y 25 °C. Rendimiento: 3 g (84%) de material blanco.

El producto se analizé por NMR de proton (Bruker 600 MHz) utilizando acetona-d6 como solvente.

Asignaciones de NMR de protén a partir del espectro de 1 D (la referencia interna es TMS a & 0.0 ppm):

'H Desplazamiento  quimico & |Integral |Patron de |Constantes de acoplamiento "Jun
(ppm) acoplamiento (Hz)

H2 2.28 2H t *Jin =75

H3/H14 |1.60 4H m ND

H4-H13 |1.29 20H m ND

H15 2.26 2H dt “Jun=2.5, *Ju=7.5

H17 4.59 1H ddd *Jnn= 8.0/7.5/5.2

H19 2.31/12.10 2H m ND

H20 2.82/12.75 2H ddd “Jun=16.5, *Jun= 10.0/6.0
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'H Desplazamiento  quimico & |Integral |Patron de |Constantes de acoplamiento "Jun
(ppm) acoplamiento (Hz)
H23/H24 |2.88 4H s -
NH 7.37 1H d Jm=75
I
HOL_ 2 4 6y - 8L . -0 12 A4 16
\|1I/ N W T N I W g \TH
o] 17 OH
‘ 1|9/ \1ﬁ/
o] 20 o]
0 2|1/
25
/ \N/
24\ I
—22
23
\o

Ejemplo 23: Acilacion del grupo e-amino de la desB30 insulina humana en la lisina de la posiciéon B29 con 5-(2,5-
dioxopirrolidin-1-il) éster del acido (S)-2-(15-carboxipentadecanoilamino)pentanodioico

Se suspendieron 4 g de desB30 insulina humana en 64 g de agua purificada. Se agregaron 1.85 ml de trietilamina
(TEA) para disolver la desB30 insulina humana y para elevar el pH 11.4-12.0. La solucién se enfri6 a una
temperatura entre 2y 5 °C.

Se disolvieron 448 mg de 5-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il) éster del acido L-2-(15-carboxi-pentadecanoilamino)-
pentanodioico en 3.5 g de NMP (N-metil-2-pirrolidona) estabilizada con 10 pl de acido sulfurico al 5%.

Se agito la solucion de desB30 insulina humana, y se agrego la solucion de 5-(2,5-dioxopirrolidin-1-il) éster del acido
(S)-2-(15-carboxi-pentadecanoilamino)pentanodioico en el transcurso de un periodo de 20 min, manteniendo la
temperatura baja.

luego de la adicion de -(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il) éster del acido (S)-2-(15-carboxi-pentadecanoilamino)pentanodioico
la mezcla de reaccion se diluyd con 2.5 partes en peso de una solucidbn que consistia en: Tris-
hidroximetilaminometano (20 mmol/kg), acetato de amonio (30 mmol/kg), etanol 42.5% p/p, el resto agua purificada,
pH 7.5.

Después de la dilucién el pH se ajusto a 7.5 agregando lentamente acido acético 1 M mientras se agitaba. El analisis
por HPLC demostré la formacion de 72.11% de Lys®*°(Ne-hexadecanodioil-y-glutamil) des(B30) insulina humana con
14.22% de desB30 insulina humana residual.

Ejemplo 24: Acilacion del grupo e-amino de la desB30 insulina humana en la lisina de la posicién B29 con acido 15-
[3-(2,5-dioxopirrolidin-1-iloxicarbonil)-propilcarbamoil]pentadecanoico

Se suspendieron 35 g de desB30 insulina humana en 539 g de EDTA 14 mM frio. La solucion se enfridé hasta una
temperatura de 2 a 5 °C. Se agregaron 15.6 g de NaOH 4 M y 21.9 g de trietilamina (TEA) para disolver la desB30
insulina humana y para elevar el pH a 12.7.

Se disolvieron 4.1 g de acido 15-[3-(2,5-dioxopirrolidin-1-iloxicarbonil)-propilcarbamoil]lpentadecanoico en 82.1 g de
NMP (N-metil-2-pirrolidona) estabilizada con 10 pl de acido sulfurico al 5%.

Se agité la solucion de desB30 insulina humana, y se agregd la solucion de acido 15-[3-(2,5-dioxopirrolidin-1-
iloxicarbonil)-propilcarbamoil]pentadecanoico en el transcurso de un periodo de 20 min, manteniendo la temperatura
baja.

Después de la adicion de éster bencilico del acido 15-(3-carboxipropilcarbamoil)pentadecanoico la mezcla de
reaccion se diluyd con 2.5 partes en peso de una solucidon que consistia en: Tris-hidroximetilaminometano (20
mmol/kg), acetato de amonio (30 mmol/kg), etanol 42.5 % p/p, el resto agua purificada, pH 7.0.

Después de la dilucion el pH se ajusté a 7.6 agregando lentamente acido acético 1 M mientras se agitaba y
permitiendo que la temperatura se elevara hasta temperatura ambiente.

El analisis por HPLC demostro la formacion de 68.1% de Lys®*°(Ne-hexadecanodioil-y-glutamil) des(B30) insulina.

Ejemplo 25: HPLC analitica
Se empacé una columna de 150 x 4.6 mm de D.l. con una silice sustituida con octildimetilsililo con un tamafio de

poro de aproximadamente 100 A y un tamafio de particula de aproximadamente 3.5 um que se equilibré a 40 °C a
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una velocidad de flujo de 1 ml/min con una mezcla que consistia en 1) un tampon de NaH.PO4 20 mM:H,O y 100
mmol de Na;SO;4 ajustado a pH 5.9 con NaOH en el tampdn acuoso y 2) solvente de acetonitrilo que contenia 42.8%
p/p de acetonitrilo, para dar acetonltrllo al 25% (p/p).

Cuando se analiz6, emergio Lys (N -hexadecanodioil-y-glutamil) des(B30) insulina humana de la columna después
de alrededor de 20 min. Cuando se analizé, emergié desB30 insulina humana de la columna después de alrededor
de 6 min.

Ejemplo 26: Preparaciéon de método de fase en soluciéon de acido 19-((S)-1-carboxi-3-{2-[2-({2-[2-(2,5-dioxo-
pirrolidin-1-iloxicarbonilmetoxi)etoxi]etilcarbamoil}metoxi)etoxiletiicarbamoil}propilcarbamoil)nonadecanoico  (nombre
alternativo: Eicosanodioil-gGlu-OEG-OEG-OSu)

Método LCMS (LCMS):

Se utilizé un espectrometro de masas Waters Micromass ZQ para identificar la masa de la muestra luego de la
elucién de un sistema de HPLC Waters Alliance HT.
Eluyentes:

A: acido trifluoroacético al 0.1% en agua
B: acido trifluoroacético al 0.1 % en acetonitrilo

Columna: Phenomenex, Jupiter C4 50 x 4.60 mm, di: 5 ym.
Gradiente: 10%-90% de B en 7.5 min a 1.0 ml/min

Columna: Phenomenex, Jupiter 5 u C4 300 A 50 x 4.60 mm
Método LC: 10-90% de B 10 min: A: 0.1% de CH3CN B: CH3CN:
0-7.5 min: 10-90% de B

7.5 — 8.5 min: 90-10% de B

8.5-9.5 min 10% de B

Flujo: 1 ml/min

9.5-10.00 min 10% de B

Flujo: 0.1 ml/min

N-hidroxisuccinimida éster tert-butil éster del acido eicosanodioico:

& Jj\/\/\/\/\/\/\/\/\/\fr°+CH

Se mezclaron éster mono-tert-butilico del acido eicosanodioico (5 g, 12.54 mmol) y TSTU (4.53 g, 15.05 mmol) en
THF (50 mL), se agrego DIPEA (2.62 mL) y la mezcla turbia resultante se agité a temperatura ambiente durante 2 h,
después se agregé DMF ( 30 mL) que resulté en una solucion transparente que luego se agité durante toda la
noche. La mezcla resultante se evapord casi hasta sequedad y el residuo se mezcloé con acetonitrilo frio lo que
resulté en la precipitacién de un precipitado. Este se separd por filtracién y se secé al vacio durante toda la noche,
produciendo 6.01 g (97 %) de N-hidroxisuccinimida éster tert-butil éster del acido eicosanodioico.

MS (electronebulizacion): m/z: 440 (M-56 (tBu)).

Ester 1-tert-butilico del acido (S)-2-(19-tert-butoxicarbonilnonadecanoilamino)pentanodioico

0" OH

Se disolvié 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster tert-butil éster del acido eicosanodioico (6.01 g, 12.124 mmol) en THF (150
mL) y se mezclé con una suspension de H-Glu-OtBu (2.71 g, 13.33 mmol) en DMF/agua (1/1, 40 mL). Esto resultd
en una solucién tipo gel que se calentd para dar una solucién transparente que se agitd a temperatura ambiente
durante 3 h. Después la solucién se evaporo, se agregaron 100 mL de agua y la mezcla se calent6é a 60 °C lo que
resulté en una solucion que cristalizé al enfriar. El precipitado se recristalizd de acetonitrilo y los cristales se secaron
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al vacio. Rendimiento 6.82 g (96%).
MS (electronebulizacion): m/z 584 (M+1).

5-(2,5-dioxopirrolidin-1-il) éster 1-tert-butil éster del acido (S)-2-(19-tert-butoxicarbonilnonadecanoilamino)
pentanodioico

negH R o ' 0O CH

GH
H C 0 NY\/\/\/\/\/\/\/\/\/[LOkCH:

o

0" Q

oﬁ'}r/o
Se disolvié éster 1-fert-butilico del acido (S)-2-(19-tert-butoxicarbonilnonadecanoilamino)pentanodioico (6.52 g,
11.17 mmol) en THF (100 mL), se agregd DIPEA (2.14 mL) seguido de una solucién de TSTU (3.70 g, 12.29 mmol)
en acetonitrilo (25 mL). La mezcla se agit6 toda la noche a temperatura ambiente, luego se evaporo, lo que resulté
en un residuo amarronado que se recristalizé de acetonitrilo. Después de enfriar toda la noche a 5 °C se formé un

polvo. Este se disolvié en THF, se secé con MgSOs,, se filtré y se evapord hasta sequedad para obtener 6.17 g (81
%) del compuesto del titulo.

MS (electronebulizacién): m/z: 681 (M+1).

Ester  tert-butilico  del acido 19-{(S)-1-tert-butoxicarbonil-3-[2-(2-{[2- (2 carbOX|metOX|etOX|)etllcarbam0|l]-
metoxi}etoxi)etilcarbamoil]propilcarbamoil}nonadecanocico (nombre alternativo: 'Bu-Eicosanodioil-gGlu(O'Bu)-OEG-
OEG-OH).

HCJ = H éH
) N’\’O\/\o/\rN\/\o’\/O\)LOH

A una solucion de  5-(2,5-dioxopirrolidin-1-il)  éster  1-ferf-butil  éster del acido  2-(19-tert-
butoxicarbonilnonadecanoilamino)pentanodioico (2.50 g) y [2-(2-{2-[2-(2- aminoetoxi)etoxilacetil-
amino}etoxi)etoxilacético (hombre alternativo: H-OEG-OEG-OH)(1.47 g) en etanol (40 ml) se le agregé DIPEA (1.26
ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante toda la noche y después se concentré al vacio. Al residuo
se le agregd HCI acuoso 0.1 N (150 ml) y acetato de etilo (200 ml). Las capas se separaron y la capa acuosa se
extrajo con acetato de etilo (100 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua y solucién saturada de
cloruro de sodio, se secaron (sulfato de magnesio) y se concentraron al vacio para dar un aceite que cristalizé en
reposo. Rendimiento 96% (3.1 g). LCMS: Masa tedrica: 874.2. Encontrada: 874.49.

Ester tert-butilico del acido 19-((S)-1-tert-butoxicarbonil-3-{2-[2-({2-[2-(2,5-dioxo-pirrolidin-1- |IOX|carbonllmetOX|)
etoxi]etilcarbamoil}metoxi)etoxi]etilcarbamoil}propilcarbamoil)nonadecanoico (nombre alternativo: '‘Bu-Eicosanodioil-
gGlu(O'Bu)-OEG-OEG-OH).

CH, O - O CH,
HC J<CH,
H,C -0 0" CH;

/\,O\/\O N\/\O/\/O\)l\
07N ~ 0

A una solucion de éster tert-butilico del acido 19-{(S)-1-tert-butoxicarbonil-3-[2-(2-{[2-(2-carboximetoxietoxi)etil-
carbamoil]metoxi}etoxi)etilcarbamoil]propilcarbamoil}nonadecanoico (3.1 g) en acetonitrilo (50 ml) se le agregd TSTU
(1.39 g) y DIPEA (0.91 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante toda la noche y después se
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concentro al vacio. Al residuo se le agregé HCI acuoso 0.1 N (100 ml) y acetato de etilo (200 ml). Las capas se
separaron y la capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (50 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con
agua y solucion saturada de cloruro de sodio, se secaron (sulfato de magnesio) y se concentraron al vacio para dar
un aceite. Rendimiento 99% (3.4 g).

LCMS: Masa tedrica: 971.2 Encontrada: 971.8.

Acido 19-((S)-1-carboxi-3-{2-[2-({2-[2-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-
iloxicarbonilmetoxi)etoxiletilcarbamoil)metoxi)etoxi]etiicarbamoil}propilcarbamoil)nonadecanoico (nombre alternativo:
Eicosanodioil-gGlu-OEG-OEG-OSu)

(0] H ’
H X '
0 N/\/O\/\O/\n,N\/\O/\,O 0
" - oo

Se agit6 éster ftert-butilico del acido  19-((S)-1-tert-butoxicarbonil-3-{2-[2-({2-[2-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-
iloxicarbonilmetoxi)-etoxi]etilcarbamoil}metoxi)etoxi]etilcarbamoil}propilcarbamoil)nonadecanoico (3.4 g) en TFA (75
ml) durante 45 min y después se concentro al vacio. El residuo se concentré conjuntamente con tolueno 3 veces
para dar un sdlido. El residuo se cristalizd en 2-propanol y se filtré6 para dar un compuesto cristalino blanco
Rendimiento 80% (2.4 g). LCMS: Masa tedrica: 859.03 Encontrada: 859.44.

Alternativamente, el reactivo de acilacién se puede preparar empleando un método en fase sélida para preparar el
producto intermedio éster tert-butilico del acido 19-((S)-1-tert-butoxicarbonil-3-{2-[2-({2-[2-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-
|onu:arbon|ImetOX|)etOX|]et|Icarbam0|I}metOX|)etOX|]et|Icarbam0|I}proplIcarbam0|l)nonadecan0|co (nombre alternativo:
'Bu-Eicosanodioil-gGlu(O'Bu)-OEG-OEG-OH) como se describio en WO 2009/022005 seguido de la activacion como
éster de N-hidroxisuccinimida y escision con TFA (ultimos dos pasos mencionados antes).

Ejemplo 27: Acilacion de A14E, B25H, desB27, desB30 insulina humana utilizando el reactivo acido 19-((S)-1-
carboxi-3-{2-[2-({2-[2-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-iloxicarbonilmetoxi)-
etoxi]etilcarbamoil}metoxi)etoxiletilcarbamoil}propilcarbamoil)nonadecanoico  (nombre alternativo: Eicosanodioil-
gGlu-OEG-OEG-OSu).

Preparacion de A14E, B25H, B29K((N(éps)eicosanodioil-gGlu-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxi]acetil)), desB27, desB30 insulina humana (nombre alternativo: A14E, B25H,
B29K(N°Eicosanodioil-gGlu-OEG-OEG), desB27, desB30 insulina humana)

0 N/\,O\/\O/\n,N\/\o/\/O\)j\

O
§ S
| |
#G | VEQCCTSICSLEQLENYCN-o+
. . !
! 4
| | OH
+*FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHY P-”
. _ o)

Se disolvié 1 g (0.18 mmol) de A14E, B25H, desB27, desB30 insulina humana en carbonato de sodio acuoso (100
mM, 35 mL). El pH se ajusto de 10.29 a 10.45 con NaOH 1 N. Se agrego6 acido 19-((S)-1-carboxi-3-{2-[2-({2-[2-(2,5-
dioxo-pirrolidin-1-iloxicarbonilmetoxi)etoxi]etil-carbamoil}metoxi)etoxi]etilcarbamoil}propilcarbamoil)nonadecanoico
(nombre alternativo: Eicosanodioil-gGlu-OEG-OEG-OSu) (190 mg, 0.22 mmol) disuelto en NMP (3.3 mL). La mezcla
se agité durante 50 minutos a temperatura ambiente. Se agregd agua (50 mL) y el pH se ajusté a 4.4 con acido
clorhidrico 1 N. El precipitado se aisl6 por centrifugacion y el sobrenadante se decanto.
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La HPLC-MS del producto precipitado mostré 26.9% de insulina incambiada, 61.7% del producto deseado mono
acilado (B29-acilado) y 11% del producto diacilado. No hubo trazas del producto A1 mono acilado (que eluy6 antes
del producto B29 acilado) empleando este método de HPLC-MS:

El precipitado se disolvié a continuacion en agua que contenia 1% de TFA y acetonitrilo, y se purificé por RP HPLC
(columna: Phenomenex, Gemini, 5 u, C18, 110 A, 250 x 30 mm). Las fracciones puras se juntaron y se liofilizaron. El
polvo liofilizado se disolvié en agua y el pH se ajusté a 8.0 con NaOH 0.1 N. La liofilizacion produjo la insulina del
titulo.

La HPLC-MS del producto mostro sélo el producto deseado mono acilado (B29-acilado) con 100% de pureza.

Ejemplo 28: Acilaciéon de A14E, B25H, desB30 insulina humana utilizando el reactivo acido 17-((S)-1-carboxi-3-{2-[2-
({2-[2-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-
iloxicarbonilmetoxi)etoxiletilcarbamoil}metoxi)etoxi]etiicarbamoil}propilcarbamoil)heptadecanoico (nombre alternativo:
Octadecanodioil-gGlu-OEG-OEG-0Su) a pH 11.5 y temperatura ambiente.

Preparacion de A14E, B25H, B29K((N°Octadecanodioil-gGlu-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil)), desB30 insulina humana (nombre alternativo: A14E, B25H,
B29K(N*Octadecanodioil-gGlu-OEG-OEG), desB30 insulina humana)

Se disolvié A14E, B25H, desB30 insulina humana en agua a una conc. de 20 g/l a temperatura ambiente. Se le
agrego fosfato de sodio solido a una conc. de 15 mM y el pH se ajustd a 11.5 con NaOH. Se disolvio el reactivo de
acilacion (octadecanodioil-gGlu-OEG-OEG-OSu) en NMP a una concentracion de 0.2 g/ml y se agregoé en pasos a la
solucion de insulina con agitacion. El pH se mantuvo constante a 11.5 mediante adicién continua de NaOH durante
la reaccion. Se extrajeron muestras y se analizaron por RP-HPLC durante la reaccion. Los resultados se muestran a
continuacién en la tabla 28.1.

Tabla 28.1: B29 MA y A1 MA son anotaciones abreviadas de mono acilada en la posicion B29K y el grupo amino N-
terminal de A1, respectivamente. Anadlogamente, la suma de diacilada se describe como DA

Equivalentes molares del reactivo de % de | % de | % de|% de (% de B29 MA de
acilacion con relacion a la insulina incambiada B29 MA |A1 MA |suma DA suma (MA+DA)

0.00 94.8

0.59 61.7 29.8 14 22 89

1.18 33.1 52.4 1.9 6.7 86

1.76 14.8 64.4 1.6 124 82

2.35 5.8 66.4 1.1 18.9 77

2.94 1.8 62.4 0.6 257 70

Ejemplo 29: Acilacion de A14E, B25H, desB30 insulina humana utilizando el reactivo acido 17-((S)-1-carboxi-3-{2-[2-
({2-[2-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-
iloxicarbonilmetoxi)etoxiletilcarbamoil}metoxi)etoxi]etilcarbamoil}propilcarbamoil)heptadecanoico (nombre alternativo:
Octadecanodioil-gGlu-OEG-OEG-0OSu) a 2 °C a pH 11.25; 11.50 y 11.75.

Preparacion de A14E, B25H, B29K((N°Octadecanodioil-gGlu-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxi]lacetilamino}etoxi)etoxilacetil)), desB30 insulina humana (nombre alternativo: A14E, B25H,
B29K(N*Octadecanodioil-gGlu-OEG-OEG), desB30 insulina humana)

Se disolvio A14E, B25H, desB30 insulina humana en agua a una conc. de 20 g/l a 2 °C en 3 experimentos diferentes
y el pH se ajusté a 11.25, 11.50 y 11.75, respectivamente, con NaOH. Se disolvié el reactivo de acilacion
(octadecanodioil-gGlu-OEG-OEG-0OSu) en NMP a una conc. de 0.2 g/ml y se agregd en pasos a la solucién de
insulina con agitacion. El pH se mantuvo constante a los valores de pH respectivos mediante adicién continua de
NaOH durante la reaccién. Se extrajeron muestras y se analizaron por RP-HPLC durante la reaccion. Los resultados
se muestran a continuacion en las tablas 29.1, 29.2 y 29.3, respectivamente.

Tabla 29.1: acilacién a pH 11.25

Equivalentes molares del reactivo de |% de |% de |% de % de suma|% de B29 MA de
acilacion con relacion a la insulina incambiada B29 MA A1 MA |de DA suma (MA+DA)
0.00 95.8
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Equivalentes molares del reactivo de % de | % de | % de | % de suma|% de B29 MA de
acilacion con relacion a la insulina incambiada B29 MA |A1 MA |de DA suma (MA+DA)

0.37 67.8 19.5 4.1 23 75

0.74 45.1 32.9 6.0 8.3 70

1.11 27.8 41.2 6.3 16.7 64

1.48 15.4 44.6 5.3 26.1 59

1.85 7.1 42.9 3.7 36.5 52

2.22 2.6 38.0 2.0 453 45

2.59 0.8 30.9 0.9 52.5 37

Tabla 29.2: acilacién a pH 11.50

Equivalentes molares del reactivo de |% de | % de |% de % de suma|% de B29 MA de
acilacion con relacion a la insulina incambiada B29 MA |A1 MA |de DA suma (MA+DA)

0.00 95.8

0.38 68.0 21.7 3.0 1.7 82

0.77 44.6 38.1 4.5 6.2 78

1.15 26.3 48.9 4.7 13.0 73

1.54 13.2 54.6 3.7 211 69

1.92 5.7 541 24 30.0 63

2.31 2.1 49.0 1.3 38.6 55

2.69 0.8 41.0 0.7 46.0 47

Tabla 29.3: acilacién a pH 11.75

Equivalentes molares del reactivo de % de | % de | % de |% de suma|% de B29 MA de
acilacion con relacion a la insulina incambiada B29 MA A1 MA |de DA suma (MA+DA)

0.00 95.9

0.38 67.9 22.7 25 1.6 85

0.76 44.0 40.6 3.9 5.4 81

1.14 254 52.6 4.1 11.4 77

1.52 12.5 58.3 3.2 19.2 72

1.90 49 57.7 2.0 279 66

2.28 1.8 52.5 1.1 36.1 59

2.66 0.7 455 0.6 42.9 51

Ejemplo 30: Acilacion de A14E, B16H, B25H, desB30 insulina humana utilizando el reactivo acido 17-((S)-1-carboxi-
3-{2-[2-({2-[2-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-iloxicarbonilmetoxi)etoxi]-
etilcarbamoil}metoxi)etoxi]etilcarbamoil}propilcarbamoil)heptadecanoico (nombre alternativo: Octadecanodioil-gGlu-
OEG-OEG-0OSu) a pH 11.5 y temperatura ambiente.

Preparacion de A14E, B16H, B25H, B29K((N°Octadecanodioil-gGlu-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetil)), desB30 insulina humana (nombre alternativo: A14E, B16H, B25H,
B29K(N*Octadecanodioil-gGlu-OEG-OEG), desB30 insulina humana)

Se disolvié A14E, B16H, B25H, desB30 insulina humana en agua a una conc. de 20 g/l a temperatura ambiente. Se
le agrego fosfato de sodio solido y EDTA a una conc. de 15 mM y 4 mM, respectivamente. El pH se ajusté a 11.5
con NaOH. Se disolvio el reactivo de acilacion (octadecanodioil-gGlu-OEG-OEG-OSu) en NMP a una concentracion
de 0.2 g/ml y se agregd en pasos a la soluciéon de insulina con agitacion. El pH se mantuvo constante a 11.5
mediante adicion continua de NaOH durante la reaccion. Se extrajeron muestras y se analizaron por RP-HPLC
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durante la reaccion. Los resultados se muestran a continuacioén en la tabla 30.1.

Tabla 30.1:

Equivalentes molares del reactivo de |% de | % de |% de % de suma|% de B29 MA de
acilacion con relacion a la insulina incambiada B29 MA |A1 MA |de DA suma (MA+DA)

0.00 92.9

0.56 56.6 313 2.0 2.1 88

1.13 30.0 51.9 25 6.0 86

1.69 13.1 61.8 2.1 11.1 82

2.26 4.8 63.3 1.5 16.5 78

2.82 1.7 60.2 0.8 214 73

Ejemplo 31: Acilacion de A14E, B25H, desB30 insulina humana utilizando el reactivo acido 19-((S)-1-carboxi-3-{2-[2-
({2-[2-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-iloxicarbonilmetoxi)etoxi]etil -
carbamoil}metoxi)etoxi]etilcarbamoil}propilcarbamoil)nonadecanoico (nombre alternativo: Eicosanodioil-gGlu-OEG-
OEG-0Su) a pH 11.5 y temperatura ambiente.

Preparacion de A14E, B25H, B29K((N°Eicosanodioil-gGlu-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxi]lacetilamino}etoxi)etoxilacetil)), desB30 insulina humana (nombre alternativo: A14E, B25H,
B29K((N°Eicosanodioil-gGlu-OEG-OEG), desB30 insulina humana)

Se disolvié A14E, B25H, desB30 insulina humana en agua a una conc. de 20 g/l a temperatura ambiente. Se le
agrego fosfato de sodio sélido y EDTA a una conc. de 15 mM y 4 mM, respectivamente. El pH se ajusté a 11.5 con
NaOH. Se disolvio el reactivo de acilacion (Eicosanodioil-yGLU-OEG-OEG) en NMP a una conc. de 0.2 g/ml y se
agregd en pasos a la solucion de insulina con agitacion. El pH se mantuvo constante a 11.5 mediante adicion
continua de NaOH durante la reaccion. Se extrajeron muestras y se analizaron por RP-HPLC durante la reaccion.
Los resultados se muestran a continuacion en la tabla 31.1.

Tabla 31.1:

Equivalentes molares del reactivo de |% de |% de |% de % de suma|% de B29 MA de
acilacion con relacion a la insulina incambiada B29 MA A1 MA |de DA suma (MA+DA)

0.00 95.1

0.54 67.8 224 1.3 1.9 88

1.09 46.4 38.4 1.8 5.2 85

1.63 30.0 48.9 1.9 9.3 81

2.18 18.2 54.5 1.7 14.0 78

272 10.7 56.1 14 19.2 73
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REIVINDICACIONES

1. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nuclecofilicos reactivos, donde el método comprende:

a) hacer reaccionar en un medio acuoso un péptido o una proteina que tiene al menos dos grupos funcionales
nucleofilicos reactivos con un agente acilante de formula general |

» (e} (0]
HOMJ\NH .[HN/\/O\/\OM/M
HO P ' :
_ o 0
(0]
Férmula |
en la que
nes 1-6
mes 1-2
w es 4-20

R1 es un grupo saliente el cual cuando se hace reaccionar dicho agente acilante con una amina libre facilita la
formacion de un enlace amida entre el grupo carbonilo unido a R1 y dicha amina,

donde el pH en el medio acuoso es entre pH 8 y pH 14; y

b) aislar el péptido o la proteina N-acilado,

donde se obtiene un péptido o una proteina N-acilado que contiene al menos un grupo funcional nucleofilico reactivo
que no esta acilado o lo esta sélo parcialmente.

2. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos de acuerdo con la reivindicacién 1, donde dichos grupos funcionales nucleofilicos
reactivos son grupos amino.

3. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el pH
de la mezcla de reaccién acuosa es entre pH 10 y pH 12.

4. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la
temperatura de la mezcla de reaccion durante el procedimiento de acilacién es entre -5 °C y 50 °C, por ejemplo entre
0°Cy50-°C.

5. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el
reactivo se agrega en el transcurso de un periodo entre 30 y 60 minutos.

6. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la
mezcla de acilacion se deja reaccionar entre 0 y 24 horas luego de la adicion del reactivo de acilacion.

7. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la
reaccion se detiene ajustando el pH a pH 6.5-9.0, por ejemplo a pH 7.5-8.0, inmediatamente después de la adicion
del reactivo de acilacion.

8. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el
péptido o la proteina esta presente en la mezcla de reaccion en una concentracion de al menos 5.0 mg/ml.

9. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la
mezcla de reacciéon contiene un tampon.

10. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos 0 mas grupos
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funcionales nucleofilicos reactivos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el
reactivo de acilacion se agrega en una solucidon que contiene el agente de acilacion disuelto en un solvente inerte.

11. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la
reaccion en el paso (a) se realiza empleando la proteina y el agente acilante de férmula | en una relacion molar de
1:1a1:5.

12. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el
péptido o la proteina que se va a acilar es un péptido o una proteina adecuado para tratar la diabetes.

13. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o0 mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el
péptido o la proteina que se va a acilar es un péptido o una proteina adecuado para tratar la obesidad.

14. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos
funcionales nucleofilicos reactivos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el
péptido o la proteina que se va a acilar es un péptido semejante al glucagén o una insulina.

15. Un método para acilar selectivamente un grupo amino en un péptido o una proteina que tiene dos o mas grupos

funcionales nucleofilicos reactivos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que se
obtiene un péptido o una proteina N-acilado que contiene al menos un grupo amino libre que no esta acilado.
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