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Método de ligacion nativa
DESCRIPCION
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un método para la preparacion de un polipéptido que comprende al menos una
etapa de ligacién nativa con la ayuda de un polipéptido funcionalizado con un grupo seleniuro. La invencién también
se refiere a péptidos y compuestos a base de selenio. La invencion también se refiere a un kit de sintesis para la
sintesis de péptidos.

Antecedentes de la técnica

La sintesis de polipéptidos mediante métodos convencionales en fase sélida, aminoacido a aminoacido, esta limitada
por bajos rendimientos cuando los polipéptidos sintetizados son de gran tamafio. Para superar esta limitacion, se
conoce el ensamblaje de dos polipéptidos mediante ligacidon quimica para producir un polipéptido mas largo.

La sintesis total de polipéptidos es cada vez mas Util para la preparacion de proteinas de estructuras bien definidas o
que aportan modificaciones naturales, tales como las modificaciones posteriores a la traduccion, o no naturales. Los
métodos de ligacién quimica dar una respuesta a esta necesidad, sin embargo demuestran que son limitados en su
uso y su aplicacion industrial.

De forma general, en estos métodos, se desea que la union entre los polipéptidos ensamblados por ligacién sea
nativa, es decir, que corresponda a la estructura natural de los polipéptidos.

En la actualidad, el método principal para ligacion nativa es el de Kent y Dawson, que se describe, por ejemplo, en
los documentos de solicitud internacional WO 96/34878 y WO 98/28434. Este método se basa en una reaccién
guimioselectiva entre un tioéster peptidico (en C terminal) y un cisteinil-péptido. Sin embargo, el principal
inconveniente de este método es que la preparacion de los tioésteres peptidicos requiere procesos quimicos
complejos. Estos métodos de la técnica anterior no son satisfactorios ya que conducen de forma inevitable a
mezclas que no se pueden separar facilmente, por lo tanto afectan a la pureza del producto final obtenido y
conducen a pérdidas inevitables de rendimiento.

Un método alternativo es la ligacion de Staudinger, que se describe en los documentos de solicitud internacional
WO 01/68565 y WO 01/87920. Este comprende la reaccidon de un fosfinotioéster con una azida e hidrdlisis de los
reactivos combinados para formar un enlace amida. Sin embargo, este método es dificil de aplicar a escala
industrial.

Otro método, que se describe en el documento de solicitud internacional WO 2007/037812, se basa en la reaccion
de un a-cetoacido con una N-alcoxiamina en una reaccion de condensacion descarboxilativa. Sin embargo, los
cetoacidos son moléculas que son dificiles de preparar y de incorporar a los péptidos. Ademas, este tercer método
es dificil de aplicar en los laboratorios de sintesis peptidica que no dispongan de medios para realizar sintesis
organicas complejas.

El documento WO 2011/051906 describié un método de ligacion nativa en el que interviene un compuesto de tiol.
Aunque este método es extremadamente satisfactorio, la cinética de reaccion de este compuesto de tiol en
ocasiones es lenta, en particular cuando los aminoacidos que flanquean el enlace entre los dos péptidos presentan
impedimentos.

Por lo tanto, existia la necesidad de un método de ligacion nativa provisto de una cinética de reaccion rapida con el
fin de hacer mas facil la ligacién de péptidos mediante la formacion de un enlace entre dos aminoacidos con
impedimentos.

Sumario de la invencion

La invencion se basa en el desarrollo de un método de ligacion basado en el uso de un péptido con unién amida en
particular, el péptido SeEA, y un péptido con cisteinilo. Cuando estos dos péptidos se ponen en contacto en solucién
acuosa, se forma un enlace peptidico nativo entre los dos fragmentos. La ligacion es muy eficaz y se realiza con
rendimientos excelentes. Esta funciona en un amplio intervalo de pH.

Esta ligacion presenta similitudes con la ligacién SEA, descrita en la solicitud FR 09 57 639, aunque las propiedades
de estas dos ligaciones y segmentos SeEA y SEA sean significativamente diferentes.

En efecto, las cinéticas de ligacion de SeEA son de forma significativa muy superiores a las cinéticas de ligacion de
SEA, obtenidas con el analogo de azufre de SEA, o a las cinéticas de la Ligacién Quimica Nativa (NCL) basada en el
uso de tioésteres peptidicos.
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La superioridad cinética de SeEA no disminuye en absoluto el interés de la ligacion de SEA. Al contrario, intenta
completarla permitiendo la formaciéon de uniones dificiles de producir con las otras técnicas de ligacion de SEA o
NCL (quimica de los tioésteres).

En la presente solicitud, el grupo SEA representa un grupo -N(CHz-CH,-S-G4)2, con G4 representando H o un grupo
protector del azufre o un enlace disulfuro.

Un primer objeto de la presente invencion se refiere a un péptido funcionalizado elegido entre:
a) el péptido de formula (1): X;-N(CH2CH,SeH),; o

b) el péptido de féormula (I'):

en las que X; representa un fragmento peptidico y el grupo -N(CH>CH2SeH); o
a Se
—N ]
\___Se

forma un enlace amida con la terminacion C=0 del resto del aminoacido del fragmento peptidico X; que esta en
posicion C-terminal.

De acuerdo con un modo de realizacion, X; comprende de 2 a 300 restos de aminoéacidos, preferentemente de 5 a
100 restos de aminoacidos, de manera mas particularmente preferente de 8 a 50 restos de aminoacidos.

Otro objeto de la presente invencién se refiere a un método de obtencion de un péptido funcionalizado (1) o (I') de
acuerdo con la invencién, que comprende las etapas al y b1 siguientes:

al) sintesis peptidica para proporcionar un polipéptido de formula (I1):
0 X1-OH
que comprende preferentemente grupos protectores sobre sus funciones aminas y acidos carboxilicos, con la
excepcion de su funcion acido carboxilico C-terminal,
b1) funcionalizacion del polipéptido obtenido en la etapa a) que comprende:

- la reaccion del polipéptido de férmula (11) con un compuesto de amina elegido entre:

(IIIa) NH(CHZ'CHz-Se-Gl)z

/’/\ Se
(JI'y  HN T
en la que G; representa un grupo protector del selenio o un atomo de hidrégeno, en fase liquida, para
formar el polipéptido de formula (1a) X1-N(CH2CH2-Se-G1)2, o (I');
- opcionalmente la desproteccion del polipéptido de férmula (1a) para producir el compuesto de formula (1),
0 que comprende las etapas a2 y b2 siguientes:
a2) el uso

- del compuesto de férmula (1V) o (IV"):

(|V) X1-N(CH2CH2-S-H)2;
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/s
vy X,—N ]

S

- de un péptido funcionalizado con un grupo portador de una funcién tioéster (IV’') = X1 -SR y R representa un
grupo alquilo o arilo opcionalmente sustituido,

b2) la reaccién entre el compuesto de formula (1V) o (IV") o el compuesto de formula (V') con el compuesto de
amina de formula (1II') o (111"):

(i) HN//\ Se
\__Se
Se

HN /Se
\/89
en fase liquida, para formar el péptido de férmula (1) o (I').

Otro objeto de la presente invencion se refiere a un compuesto que puede usarse el método de obtencion de un
péptido funcionalizado de acuerdo con la invencion, siendo elegido este compuesto entre:

a) el compuesto de formula (1II'):
/S Se
HN |

b) el compuesto de formula (I11"):

/e
HN /Se
\/SG
La invencién también se refiere a un método de preparacion de los compuestos de formulas (11I') y (I1I") de acuerdo

con la invencién, que comprende la siguiente reaccidon de tratamiento con un hidruro metalico ilustrada en el
esquema en el caso de NaBH4, pero también se puede usar LiAlH4 0 LiBHa:

NaBH, f
Se metalico ——a Na,Se, + Na,Se, + H,Se

seguido de la reaccién:

y Nazzes //\Se //\Se
N Na,Se +
o T o g \\/Se
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Otro objeto de la presente invencién se refiere a un método de obtencion de un péptido funcionalizado (1) o (I') de

acuerdo con la invencién, que comprende las etapas siguientes:

a) Proporcionar una resina de polimero funcionalizada que presenta la estructura (V):

Se
Tr
(V) NH >:|
11t
Se
O la estructura (V'):
Se H
~Tt—CO—N
V*) NH
_~Trt—CO—N
Se H

en las que,

o representa un soporte solido,

Trt representa un grupo trifenilmetilo opcionalmente sustituido con uno o varios sustituyentes, elegidos en

particular entre los sustituyentes cloro, metoxi, metilo, fliior y ciano.

b) Injertar un aminoéacido sobre la resina de polimero funcionalizada obtenida en la etapa a) para producir el

compuesto de estructura (VI):

Se
T
VD G;—AA—N
Tt
Se
O de estructura (VI'):
Se
VI ~Tt—CO0—
G;—AA—N
Trt—CO—N
Se” H

en las que,

oy Trt tienen el mismo significado que en el compuesto (V) o (V"),

pu

H
N

pu

AA representa un resto de aminoacido que comprende opcionalmente uno o varios grupos protectores;
Ggs representa un atomo de hidrégeno o un grupo protector de la funcién amina N-terminal de AA,

¢) Sintesis peptidica a partir del aminoacido AA para producir el compuesto (VII) o (VII'):
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STrt

(VID) Xi—N

Tt
Se

Se H
~Tt—CO—N

XN T
Tit—CO—N
&Se/ H

(VII’)

en los que,

o representa un soporte solido,

Trt representa un grupo trifenilmetilo opcionalmente sustituido con uno o varios sustituyentes, elegidos en
particular entre los sustituyentes cloro, metoxi, metilo, flGor y ciano,

X1 representa un fragmento peptidico,

d) Cortar el enlace entre Trt y Se para producir el compuesto (1) o (I').

De acuerdo con un modo de realizacion del método mencionado anteriormente, el injerto de un aminoacido sobre la
resina de polimero comprende la puesta en presencia de la resina funcionalizada (V) o (V') con un halogenuro de
aminoacido o con un aminoacido y un agente de activacion, elegido preferentemente entre HATU, PyBOP, BOP,
PyBROP, de manera mas particularmente preferente HATU.

Otro objeto de la presente invencion se refiere a una resina de polimero funcionalizada que puede usarse en el
método de acuerdo con la invencion, que presenta la estructura (V):

Se
“-\
i

Tt
Se

O la estructura (V'):

Se H
S
/_ Trt—CO—N
, NH
(V") -
_T—CO—N
Se H
en las que,
o representa un soporte solido,
Trt representa un grupo trifenilmetilo opcionalmente sustituido con uno o varios sustituyentes, elegidos en

particular entre los sustituyentes cloro, metoxi, metilo, flior y ciano.

Otro objeto de la presente invencién se refiere a una resina de polimero que comprende un fragmento peptidico que
responde a la féormula (VII) o (VII'):
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Se
STr
(VID) X1—-N
Tt
Se
Se H
e
Trt—CO—N
VvIP
T X pm
Trt—CO—N
\—Se/ H

en las que,
D representa un soporte solido,
Trt representa un grupo trifenilmetilo opcionalmente sustituido con uno o varios sustituyentes, elegidos en
particular entre los sustituyentes cloro, metoxi, metilo, flGor y ciano,
X1 representa un fragmento peptidico.
De acuerdo con un modo de realizacion, el soporte sélido o se elige entre un poliestireno, una poliacrilamida, un
polietilenglicol, una celulosa, un polietileno, un poliéster, un latex, una poliamida, un polidimetilacrilamida, un
copolimero de polietilenglicol-poliestireno, un copolimero de polietilenglicol-poliacrilamida y sus derivados.

Otro objeto de la presente invencidn se refiere a un método de preparacién de la resina de polimero de acuerdo con
la invencién, que comprende:

a) proporcionar un soporte soélido funcionalizado con grupos -Trt 0 -NH-CO-Trt;
b) reaccion de la funcién Trt del soporte sélido con el compuesto de amina de férmula (l1I): NH(CH2-CHx-Se-H)-
teniendo Trt la misma definicién que se ha mencionado anteriormente .
Otro objeto de la presente invencion se refiere a un método de preparacion de un polipéptido de férmula (VIII):
(v X1-C1-X2-Coz-...-Ci.1-Xi-...-Cn-1-Xn
en la que,
X1, X2,..., Xi,..., Xn son fragmentos peptidicos,
Ci1, Cy, ..., Cia, ..., Cn-1 SON restos de aminoacidos que portan una funcion tiol o selenal,
n es un nimero entero superior o igual a 2,
i es un namero entero cualquiera que varia de 1 a n, comprendiendo este método una o varias etapas de
reaccion entre un compuesto de férmula (IX):
(IXi) X'i - N(CH2CH.-Se-H)2

en la que,

X1 representa Xi
X'i representa Ci.1-Xj parai > 1

y un compuesto de formula (Xi+1):
(Xir1) Xis1-...-Cn.1-Xn
para formar un compuesto de formula (X;):
() Xi-Ci-Xis1-...-Cn-1-Xn

De acuerdo con un modo de realizacion, el compuesto (I1X;) se forma a partir del compuesto (IX%):
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Xy =

2 Se
X,—N I
\__Se
mediante la puesta en presencia de al menos un compuesto reductor de los enlaces diselenio.

De acuerdo con un modo de realizacion, el compuesto (1X’)) se obtiene por reaccién entre un compuesto de formula
(X1, (XI") o (XI"):

X1) X'-S-Ry
/" s
S
1) X'i-N(CH2-CH2-S-H)»

en las que X’; es un fragmento peptidico de la forma Ci.1-Xi para i > 1 y X1 representa Xi, R1 representa un grupo
alquilo o arilo, opcionalmente sustituido,
y un compuesto de formula (11I') o de féormula (111") de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con un modo de realizacion, el método mencionado anteriormente se realiza para la preparacion de un
polipéptido representado con la férmula (XII):

(X1 X1-C1-X2-C2-X3
que comprende las etapas siguientes:
a) reaccion entre un compuesto de formula (XI1) o (XIII'):

(XI)  Ry-X1-N(CH,-CHa-Se-H),

/’,\Se

XTI’ Ri—X;- :
(X 2 ™ I\L/Se

y un compuesto de férmula (XIV) o (XIV’):

(XIV)  H-C1-Xo-N(CHa-CHa-S-H),

/g
XIV) H=CyXsN 1

S

para formar el compuesto de férmula (XV) o (XV'):

(XV)  Ry-X3-C1-Xo-N(CH2-CH2-S-H),
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L] /’/_\S
XV") R2——XrCi—X§“Nué

b) reaccion entre un compuesto de férmula (XV) o (XV’) y un polipéptido de formula (XVI):
(XVI) H-C2-X3

para formar el compuesto de férmula (XII),

en las que, R, representa H o un grupo protector de la funcion N-terminal de Xi; Xi, X2, X3 representan
independientemente entre si, fragmentos peptidicos; C; y C, representan, independientemente entre si, restos de
aminoacidos portadores de una funcion tiol o selenol.

Otro objeto de la presente invencion se refiere a un método de preparacion de un polipéptido ciclico de férmula
(XVII):

xvip [ X

Xz representando un fragmento peptidico, y C; representando un resto de aminoacido que comprende una funcién
tiol o selenol,
comprendiendo dicho método al menos una etapa de reaccion de ligacion de un polipéptido de formula (XVIII):

(XV|||) H-Cl-XZ-N(CHz-CHz-Se-H)z
consigo mismo.

De acuerdo con un modo de realizacion del método de preparacién de un polipéptido ciclico de acuerdo con la
invencion, la reaccion de ligacion se realiza poniendo en contacto polipéptido de formula (XVIII'):

//'\Se
(XVIID) H—C1—X2—I~L/ée

con al menos un compuesto reductor de los enlaces diselenio.

Otro objeto de la presente invencion se refiere a un kit de sintesis de polipéptidos que comprende uno o varios
péptidos de férmulas (IX;)) o (IX')) que pueden usarse en el método del ligacién de acuerdo con la invencion, o al
menos un compuesto (III') o (11I") de acuerdo con la invencion.

Algunas ventajas de la presente invencion son las siguientes:

- la ligacién nativa de la invencion permite asegurar el enlace de uniones dificiles, tales como las uniones con
impedimentos,

- lacinética de ligacién nativa de la invencion es muy rapida,

- la ligacion nativa de la invencion se puede combinar con otros métodos de ligacion que tienen cinéticas
diferentes,

- laligacion nativa de la invencién tiene una realizacién sencilla,

- la preparacion de los péptidos SeEA se puede realizar a partir de un soporte sélido,

- la preparacion de los péptidos SeEA se puede realizar a partir de segmentos de SEA o tioéster en solucion

- laligacién nativa de la invencién se puede realizar a partir de fragmentos peptidicos que se pueden preparar en
fase solida o en fase liquida,

- laligacién nativa de la invencion se puede combinar con otros tipos de ligaciones nativas de la técnica anterior
en un método de una sola etapa que comprende varias ligaciones sucesivas,

- la ligacion nativa de la invencién se puede realizar mediante la realizacién de un método de ligacién de la
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técnica anterior por simple adicion de un compuesto de selenio en particular en la mezcla de reaccion.
Breve descripcion de las figuras

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion apareceran con la lectura de la descripcion que sigue a un modo de
realizacion preferente de la invencion, proporcional a modo de ejemplo y por referencia a la figura adjunta.

Las figuras la y 1b representan respectivamente el cromatograma de HPLC y el espectro de masas de un
compuesto de selenio de acuerdo con la invencion.

Las figuras 2a y 2b representan respectivamente el cromatograma de HPLC y el espectro de masas de un
compuesto de selenio de acuerdo con la invencién.

Las figuras 3a y 3b representan cromatogramas de HPLC para el seguimiento de la sintesis de un péptido
funcionalizado de acuerdo con la invencion.

La figura 3c representa el espectro de masas de un péptido funcionalizado de acuerdo con la invencion.

Las figuras 4a y 4b representan respectivamente el cromatograma de HPLC y el espectro de masas de un
péptido funcionalizado de acuerdo con la invencion.

Las figuras 5a y 5b representan respectivamente el cromatograma de HPLC y el espectro de masas de un
péptido funcionalizado de acuerdo con la invencion después de purificacion.

Las figuras 6a y 6b representan respectivamente el cromatograma de HPLC y el espectro de masas de un
polipéptido obtenido con un método de ligacién de acuerdo con la invencion.

La figura 7 representa un diagrama que mide la cinética de reacciéon de un método de ligacién de acuerdo con la
invencion y de acuerdo con la técnica anterior.

La figura 8 representa un diagrama que mide la cinética de reacciéon de un método de ligacién de acuerdo con la
invencion y de acuerdo con la técnica anterior.

Las figuras 9a y 9b representan respectivamente el cromatograma de HPLC y el espectro de masas de un
péptido funcionalizado obtenido con un método de acuerdo con la invencion.

Las figuras 10a y 10b representan respectivamente el cromatograma y el espectro de masas de un péptido
obtenido con un método de acuerdo con la invencion.

Las figuras 11a y 11b representan respectivamente el cromatograma y el espectro de masas de un péptido
obtenido con un método de acuerdo con la invencion después de purificacion.

La figura 12 representa un diagrama que mide la cinética de reaccion de un método de ligacion de acuerdo con
la invencién y de acuerdo con la técnica anterior.

La figura 13 representa un cromatograma de HPLC de una solucidon obtenida por la sintesis de un péptido
funcionalizado de acuerdo con la invencion.

Las figuras 14a y 14b representan respectivamente el cromatograma de HPLC y el espectro de masas de un
péptido funcionalizado de acuerdo con la invencion.

Descripcion de modos de realizacion de la invencion
La invencion se describe ahora con mas detalle y de modo no limitante en la descripcion que sigue a continuacion.

Por « péptido o polipéptido » se entiende, en el contexto de la presente solicitud, una cadena lineal de restos de
aminoacidos (con un nimero superior o igual a dos) unidos por enlaces peptidicos. Por lo tanto, los « péptidos o
polipéptidos » en el sentido de la presente solicitud pueden ser, por ejemplo, oligopéptidos, péptidos o proteinas de
acuerdo con la aceptacion convencional de estos términos. Les restos de aminoacidos presentes en los polipéptidos
de acuerdo con la invencion se pueden elegir entre los restos de aminoacidos proteinogénicos o no.
Preferentemente, se eligen entre los veinte restos de aminoacidos proteinogénicos y selenocisteina.

La notacién de los polipéptidos se realiza desde el extremo N-terminal hacia el extremo C-terminal. Los restos de
aminoacidos presentes a lo largo de la cadena polipeptidica se indican de acuerdo con el codigo habitual de una
letra o de tres letras. Un resto de aminoacido es un fragmento de polipéptido de férmula -NH-(CH-R)-(C=0)-, en la
que R representa una cadena lateral, diferente de un aminoacido con la otra.

Por « fragmento peptidico » se entiende, en el contexto de la presente solicitud, una parte de polipéptido que
comprende al menos un resto de aminoacido. Por ejemplo, un fragmento peptidico, en el sentido de la presente
solicitud, puede ser por ejemplo: una secuencia de restos de aminoacidos (tal como -AHG- o -Ala-His-Gly-) si el
fragmento peptidico no comprende ni el extremo N-terminal ni el extremo C-terminal del polipéptido; o bien una
secuencia de restos de aminoacidos que presentan un grupo en su extremo N-terminal (tal como H-AHG- o H-Ala-
His-Gly-) si el fragmento peptidico comprende el extremo N-terminal del polipéptido; o bien una secuencia de restos
de aminoacidos que presentan un grupo en su extremo C-terminal (tal como -AHG-OH o -Ala-His-Gly-OH) si el
fragmento peptidico comprende el extremo C-terminal del polipéptido.

Péptido funcionalizado

Un primer objeto de la invencién se refiere a un péptido funcionalizado con un grupo de selenio elegido entre:
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a) el péptido de férmula (1): X1-N(CH2CH2SeH);;

b) el péptido de féormula (I'):

&

en las que X; representa un fragmento peptidico y el grupo -N(CH,CH2SeH); o

forma un enlace amida con la terminacion C=0 del resto del aminoacido del fragmento peptidico X; que esta en
posicion C-terminal.

El fragmento peptidico X; es de la forma Yi1-AA1-AA;-...-AA, en la que Y1 es un grupo N-terminal, preferentemente un
atomo de hidrégeno, pero también opcionalmente cualquier grupo sustituyente de las aminas primarias o
secundarias conocido por el experto en la materia, por ejemplo, un grupo acilo y en particular un grupo acetilo; n es
un namero entero superior o igual a 2; AA;, AA;, ..., AA, representan, independientemente entre si, restos de
aminoacidos.

El polipéptido de férmula (1) o (I') comprende preferentemente de 2 a 300 restos de aminoacidos, preferentemente de
5 a 100 restos de aminoacidos, de manera mas particularmente preferente de 8 a 50 restos de aminoacidos.

Los polipéptidos de formula (I) o (I') de forma preferente comprenden Gnicamente restos de aminoacidos elegidos
entre los veinte restos de aminoacidos proteinogénicos y selenocisteina. Sin embargo, de acuerdo con un modo de
realizacién en particular, los polipéptidos de férmula (I) o (I') comprenden uno o varios restos de aminoacidos no
proteinogénicos.

Los restos de aminoacidos de los polipéptidos de formula (I) o (I') se pueden proteger opcionalmente con grupos
protectores de las cadenas laterales.

Compuesto de amina de férmula (II') y (111")

Otro objeto de la invencién se refiere a los compuestos de amina de formula (11I') y (III") que siguen a continuacién y
su método de preparacion.

Los compuestos (III') y (11I") responden a las férmulas:

/S Se
(iry= HN T

S
() = HN/\ \:e
\\/S/e

Los compuestos (l1I') y (II") se pueden obtener de acuerdo con el método que comprende la etapa a) que sigue a
continuacion:

_ NaBH, f
Se metalico ————  Na,Se, + Na,Se, + H,Se
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seguida de la etapa b) siguiente:

Na,Se,
H Na,Se, /" “se /\ Se
T N HN\\/ée ¥ HNk/S/SG
e
(1% )

La primera etapa mencionada anteriormente (etapa a) se realiza preferentemente en atmoésfera de nitrégeno.
Preferentemente, los reactivos introducen en frio, a continuacioén, la mezcla se lleva a reflujo.

De acuerdo con otro modo de realizacién, en la etapa a), NaBH4 se sustituye por otro hidruro metalico, tal como
LiAIHs o LiBH4. En el caso de los dos hidruros metalicos mencionados, se forman los compuestos Li.Se; y LixSes.
Estos dos compuestos, Li;Se, y Li>Ses se usan después en la etapa b) que sigue a continuacion.

Preferentemente, la segunda etapa (etapa b) se realiza a temperatura ambiente.

Preferentemente, la fase organica que comprende los productos (llII) y (IlI") se purifica al final del método, por
ejemplo, mediante cromatografia liquida de alto rendimiento.

Método de obtencion de los compuestos (1) y (I') en fase liquida

Otro objeto de la invencion se refiere a un método de obtencién del polipéptido funcionalizado (I) o (I') en fase
liquida, este método comprende una primera etapa de sintesis peptidica y una segunda etapa de funcionalizacion.

La primera etapa (etapa de sintesis peptidica) permite obtener el polipéptido de férmula:
(I X1-OH

Esta etapa de sintesis peptidica se puede realizar de acuerdo con cualquier método conocido por el experto en la
materia. En particular, se puede realizar en fase liquida o, preferentemente, en fase soélida.

De forma esquemadtica, la sintesis peptidica comprende la sucesién de acoplamientos de aminoacidos a partir de un
iniciador (aminoacido inicial o fragmento peptidico que resulta de las adiciones de los aminoacidos precedentes) y
desprotecciones. De forma mas precisa, la sintesis peptidica puede comprender de forma sucesiva:

(a) proporcionar un fragmento peptidico que presenta un extremo N-terminal no protegido, y un aminoéacido
protegido en su extremo N-terminal;

(b) establecer un enlace peptidico entre el aminoacido y el fragmento peptidico, en el extremo N-terminal de
dicho fragmento peptidico;

(c) desproteger el extremo N-terminal del aminoacido unido, para proporcionar el fragmento peptidico de la etapa
(a) siguiente.

En el transcurso de las diferentes reacciones de acoplamiento, es ventajoso usar un compuesto activado, en
particular una carbodiimida (por ejemplo, diciclohexilcarbodiimida o diisopropilcarbodiimida) en presencia de un
triazol (por ejemplo, 1-hidroxi-benzotriazol o 1-hidroxi-7-azabenzotriazol), 0 una sal de fosfonio o uronio de un anién
no nucledfilo (por ejemplo, HBTU, HATU, TBTU o PyBOP); o incluso usar aminoacidos activados en forma de
halogenuros de acido, por ejemplo, fluoruros de acido.

En el transcurso de las diferentes reacciones de acoplamiento, los extremos N-terminales de los aminoacidos se
protegen de forma ventajosa con un grupo protector, preferentemente un grupo Fmoc (9H-fluoren-9-
ilmetoxicarbonilo) o incluso un grupo t-Boc (terc-butoxicarbonilo) o NSC (2-(4-nitrofenilsulfonil)etoxicarbonilo).

Del mismo modo, las cadenas laterales de los restos de aminoacidos se protegen preferentemente en el transcurso
de las diferentes reacciones de acoplamiento con uno o varios grupos protectores apropiados, por ejemplo, un grupo
terc-butilo para las cadenas que portan una funcién de acido carboxilico.

En este caso, una vez que se ha realizado la dltima reaccién de acoplamiento de aminoacidos, se puede prever una

reaccion de desproteccion de las cadenas laterales. Sin embargo, se debe observar que puede ser preferente
conservar el conjunto de las protecciones (con la excepciéon de una proteccion opcional de la funcion COOH en el
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extremo C-terminal) en vista de la etapa de funcionalizacion.
Funcionalizacién
La etapa de funcionalizacion comprende de forma sucesiva:

- Opcionalmente, proteger el extremo N-terminal del polipéptido de férmula (II) con un grupo protector, elegido
preferentemente entre la familia de los carbamatos, amidas o grupos alquilo, y en particular un grupo terc-
butoxicarbonilo (t-Boc), Fmoc (9H-fluoren-9-iimetoxicarbonilo), trifluoroacetilo o trifenilmetilo.

- Opcionalmente también, proteger las funciones de las cadenas laterales de los restos de aminoacidos del
polipéptido de férmula (Il), y en particular de las funciones amina (preferentemente por medio de los grupos
protectores mencionados anteriormente) y funciones acido carboxilico (por medio, por ejemplo, de grupos terc-
butilo).

- Como alternativa, y de acuerdo con un modo de realizacién mas sencillo, se puede proporcionar el polipéptido
de formula (Il) directamente en una forma en la que el conjunto de las funciones amina los acidos carboxilicos
estén protegidos, en previsiéon de una desproteccién selectiva de la funcion COOH del extremo C-terminal.

- Lareaccion de acoplamiento en fase liquida del polipéptido de férmula (Il) con un compuesto de amina elegido
entre los compuestos (llla) y (llI") en los que:

(la)=  NH(CH,-CHz-Se-G1)2

HN/’\‘T’e
\\JSe

() =

en los que G; representa un grupo protector del selenio,
- Opcionalmente desproteger el polipéptido.

De acuerdo con un modo de realizacion, el grupo protector G; del compuesto (llla) se elige entre los grupos de tipo
trifenilmetilo y bencilo y en particular entre para-metilbencilo o para-metoxibencilo.

En el caso en el que el compuesto (llla) se usa como reactivo de partida para el acoplamiento con el compuesto (Il),
se prevé una etapa posterior de desproteccion del grupo Gi con el fin de obtener el compuesto (I) o (I).
Preferentemente, la desproteccion se realiza por tratamiento con un acido tal como acido trifluoroacético o acido
fluorhidrico, o un oxidante tal como yodo.

Un activador esta presente de forma ventajosa durante la reaccion de acoplamiento, por ejemplo hexafluorofosfato
de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio (PyBOP) o hexafluorofosfato de bromo-trispirrolidinofosfonio (PyBROP) o
el aminoacido C-terminal en si mismo es activo en la forma de un derivado halogenado (en particular en forma de un
fluoruro de aminoacido o cloruro de aminoacido), pudiéndose formar este previamente o formar in situ con la ayuda
de reactivos apropiados conocidos por el experto la materia. Entre los halogenuros de aminoacidos, son preferentes
los fluoruros de aminoacidos, formados previamente por reaccion con 1,3,5-trifluorotriazina o formados in situ con la
ayuda de TFFH (hexafluorofosfato de tetrametilfluoroformamidinio).

De manera general, también se puede considerar cualquier reactivo que permita la activacion de la funcién acido
carboxilico del aminoacido conocido por el experto en la materia, tal como HBTU, TBTU, HATU, BOP... (se podra
hacer referencia, por ejemplo, a Chemical approaches to the synthesis of peptides and proteins de Lloyd-Williams,
P., Albericio, F., Giralt, E., 1997, CRC Press). Son preferentes PyBOP, PyBROP, BOP (hexafluorofosfato de
benzotriazol-1-il-oxitris-(dimetilamino)-fosfonio) o0 de manera mas general los fosfonios.

El polipéptido funcionalizado (I) o (I') de acuerdo con la invenciéon se puede obtener de acuerdo con una segunda
variante.

Los segmentos de SeEA se pueden formar por separado mediante intercambio a partir de un segmento de SEA de
tipo X1-N(CH2CH2-S-G.); o tioéster X;-S-R1 con la ayuda de los reactivos de estructura (11I') o (IlI"), G4 representando
un atomo de hidrégeno, un grupo protector de las funciones tiol o un enlace disulfuro y Ry representando un atomo
de hidrégeno o un grupo alquilo o arilo, opcionalmente sustituido.

Los segmentos de SeEA también se pueden formar in situ, durante la ligacién mediante intercambio a partir de un
segmento de SEA de tipo Xi1-SEA o tioéster X;-SR; con la ayuda de los reactivos (lII') o (11I"). El segmento de tipo H-
Cys-X, presente en solucion consume el segmento X;-SeEA formado por intercambio. En general, el segmento Xi-
SeEA formado in situ no se observa ya que reacciona muy rapidamente con el segmento H-Cys-X,. debido a la
rapidez del intercambio y de la ligacion de SeEA, como resultado se produce una aceleracion de la ligacién muy
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significativa, ya que el reactivo (III') o (IlI") se introduce en el medio de reaccién de ligacién.

Por lo tanto, de acuerdo con una segunda variante, la obtencion de los compuestos (1) et (I') comprende las etapas
sucesivas siguientes:

a2) proporcionar

- un péptido funcionalizado sobre su extremo C-terminal mediante un grupo portador de una funcién tiol que
responde a la férmula (1V) o (IV"):

(|V) = X1-N(CH2CH2-S-H)2

" X,—N T
S

- un péptido funcionalizado con un grupo portador de una funcién tioéster (IV’') = X1 -SR y R representa un
grupo alquilo o arilo opcionalmente sustituido,

b2) la reaccion en fase liquida entre el compuesto de formula (1V) o el compuesto de formula (IV") o el compuesto
de férmula (1V’) y con el compuesto de amina de formula (11I') o (11I"):

f’\Se
)= HN i

sy = HN Se

en presencia opcionalmente de un compuesto reductor de los enlaces disulfuros en el caso en el que se use el
compuesto (IV").

El compuesto de formula (IV) o de formula (IV") se puede obtener en particular de acuerdo con el protocolo descrito
en el documento WO 2011/051906.

En la férmula (IV’), el grupo R representa preferentemente un alquilo en C;-C12 opcionalmente sustituido o un arilo
en Ce-Cq2 opcionalmente sustituido. Algunos compuestos de este tipo se describen en particular en el documento
WQ096/34878 y en el documento W098/28434.

De acuerdo con un modo de realizacion, el compuesto reductor de los enlaces disulfuros se puede elegir entre los
compuestos de tiol, tales como acido 4-mercaptofenilacético (MPAA), ditiotreitol (DTT), tiofenol y sus derivados, un
alquiltiol (en particular bencilmercaptano), entre los compuestos de selenol tales como selenofenol o difenilseleniuro
o entre las fosfinas tales como tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP), o sus mezclas.

Al final de la reaccion de acoplamiento precedente, se obtiene el compuesto (I'). EI compuesto (I) se obtiene
poniendo en contacto el compuesto (I') con un compuesto reductor de los enlaces diselenio o triselenio.

Entre los compuestos conocidos como reductores de los enlaces diselenio o triselenio, se pueden mencionar: tris(2-
carboxietil)fosfina (TCEP), tioles reductores tales como &cido 4-mercaptofenilacético (MPAA), tiofenol,
bencilmercaptano, ditiotreitol (DTT), selenofenol o difenilseleniuro mas un agente reductor de los enlaces diselenio,
cinc metalico, hidruros tales como NaBH,, LiBH4, NaBH3CN, NaBH(OAC)s.

Al final de la etapa de funcionalizacion, se obtiene el polipéptido de férmula (I) o (I'). En este estadio es ventajoso
prever una etapa de purificacién del compuesto, por ejemplo mediante cromatografia en fase liquida.

Resina de polimero funcionalizada

Otro objeto de la invencion se refiere a las resinas de polimeros funcionalizada las que responden a la estructura (V)
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o (V):
Se
~—
Trt
V)=
M pn
Se
Se H
> T—co—N
(VY= NH >:|
k _~Tit—CO—N
Se H
en las que,

o representa un soporte solido,
Trt representa un grupo trifenilmetilo opcionalmente sustituido con uno o varios sustituyentes, elegidos en
particular entre los sustituyentes cloro, metoxi, metilo, flGor y ciano.

Estas resinas de polimeros se usa una continuacion para preparar el péptido funcionalizado SeEA.

A modo de soporte sélido D, se usa un polimero soluble o insoluble, estando el polimero insoluble preferentemente
en forma de particulas (perlas). Por ejemplo, se puede usar una resina a base de poliestireno (preferentemente) o
incluso a base de poliacrilamida, polietilenglicol, celulosa, polietileno, poliéster, latex, poliamida, polidimetilacrilamida,
copolimero de polietilenglicol-poliestireno, copolimero de polietilenglicol-poliacrilamida o incluso una resina derivada
de los mismos.

Para preparar la resina de polimero funcionalizada (V) o (V’), se usa un soporte solido o portador de una
funcionalizacion adaptada, o-Z, en la que Z es un grupo conector. Preferentemente, el soporte sélido presenta
grupos cloro-trifenilmetilo (o clorotritilo), en el que el trifenilmetilo estd opcionalmente sustituido con uno o varios
sustituyentes, elegidos en particular entre los sustituyentes cloro, metoxi, metilo, fltor y ciano.

A modo de ejemplos de soporte sélido o-Z funcionalizado, se pueden mencionar las resinas de poliestireno que
presentan grupos conectores de cloruro de tritilo, cloruro de 2-clorotritilo, cloruro de 4-metiltritilo o cloruro de 4-
metoxi-tritilo. Los soportes de este tipo estan disponibles en el mercado, por ejemplo, en Glycopep.

De acuerdo con otro modo de realizacion, el soporte sélido funcionalizado o-Z presenta grupos conectores que son
grupos de tipo alcohol de tritilico, es decir, grupos OH-Trt-CO-NH-, en los que el trifenilmetilo (Trt) esta
opcionalmente sustituido con uno o varios sustituyentes, elegidos en particular entre los sustituyentes cloro, metoxi,
metilo, fllor y ciano. Algunos soportes sélidos que presentan grupos conectores de este tipo se describen por
ejemplo en Quibell, JACS 1995, 117, 11656-11668, y estan disponibles en el mercado, por ejemplo, en la gama
ChemMatrix® de soportes sélidos de polietilenglicol.

El uso de soportes sélidos de este tipo necesita una etapa preliminar de activacion del soporte sélido:

- ya sea con un agente bromado (en particular bromuro de acetilo) para modificar los grupos conectores en la
forma Br-Trt-CO-NH-;

- ya sea con un agente clorado (en particular cloruro de oxalilo) para modificar los grupos conectores en la forma
de CI-Trt-CO-NH-;

- yasea con un &cido tal como ha sido trifluoroacético, para modificar los grupos conectores en la forma de H,O'-
Trt-CO-NH-;

- ya sea con BF;.Et;0, para modificar los grupos conectores en la forma BFsz :HO-Trt-CO-NH-, de acuerdo con
Singh, S. etal., J. Org. Chem. 2004, 69, 4551-4554.

Una etapa de activacion de este tipo se describe por ejemplo en Harre et al., Reactive & functional polymers 1999,
41, 111-114.
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La preparacion de la resina de polimero funcionalizada se realiza por acoplamiento del compuesto de amina de
férmula:

(i NH(CHa-CH,-Se-H),

con el soporte solido funcionalizado, o-Z, mencionado anteriormente. El compuesto de amina (lll) se puede obtener
por si mismo por desproteccién del compuesto de amina de formula (llla) mencionado anteriormente, en el que G;
es un grupo protector del selenio.

El acoplamiento se realiza en medio acido con el fin de limitar los riesgos de desenmascaramiento de la aminas
secundaria, lo que induciria reacciones secundarias.

Los grupos cloruro de tritilo en exceso se neutralizan preferentemente, por ejemplo, con metanol. Por lo tanto, es
importante afiadir una base para neutralizar el HCI formado.

Se puede prever que la preparacion de la resina de polimero funcionalizada forme parte integrante del método de
preparacion en fase sélida de los polipéptidos de formula (1) y (I').

Como alternativa, la resina de polimero funcionalizada se puede preparar por adelantado y de una manera distinta,
con el fin de que esté lista para su uso en el contexto del método de preparaciéon en fase sdlida de péptidos de
formula (1) y (I).

El uso de soportes sélidos de este tipo puede permitir usar esqueletos de resina de tipo polietilenglicol o
polietilenglicol-poliestireno, mas adaptados a la preparacion de polipéptidos largos que las resinas de tipo
poliestireno.

Preferentemente, las particulas de resina presentan un Dv50 comprendido entre 1 y 1000 um. El Dv50 se define
como el 50° centil de la distribucién de tamafio de las particulas, es decir, que un 50 % de las particulas tienen un
tamafio inferior al Dv50 y un 50 % tienen un tamafio superior al Dv50. De manera general, el Dv50 es caracteristico
del perfil de granulometria (distribucion volumétrica) de las particulas, y se puede determinar mediante granulometria
laser (para un tamario inferior a 200 um), comediante tamizado (para un tamafio superior a 200 pum).

Otro objeto de la invencion se refiere a un péptido injertado sobre una resina de polimero funcionalizada que
presenta la estructura (VII) o (VII'):

VD= oy ™~
X—N Pbu

Se H
T > T—co—N
e nef bE

_~Tnt—CO—N
Se H

en las que,

o representa un soporte solido,

Trt representa un grupo trifenilmetilo opcionalmente sustituido con uno o varios sustituyentes, elegidos en
particular entre los sustituyentes cloro, metoxi, metilo, fllor y ciano, X; representa un fragmento peptidico
funcionalizados sobre su extremo C-terminal.

Método de obtencién de péptidos de férmulas (1) y (I') en fase sélida

Otro objeto de la invencion se refiere a un método de preparacion en fase sélida de los péptidos (I) y (I') descrito
anteriormente.
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Este método en fase solida comprende una fase de funcionalizacién seguida por una fase de sintesis peptidica.

La primera etapa comprende proporcionar una resina de polimero funcionalizada que presenta la estructura:

Se
/_ TTrt
(V)= NH >l:]
\x /Tl't
Se
o)
Se H
STt—CO—N
e o P
k _~TH—CO—N
Se H
en las que,

o representa un soporte solido,
Trt representa un grupo trifenilmetilo opcionalmente sustituido con uno o varios sustituyentes, elegidos en
particular entre los sustituyentes cloro, metoxi, metilo, flGor y ciano.

La segunda etapa del método comprende el injerto de un aminoacido Gz - AA sobre la resina de polimero
funcionalizada (V) o (V') obtenida en la primera etapa para producir el compuesto de estructura (VI):

O de estructura (VI'):

Se H
/_ ~Trt—CO—N
(VI')  G;—AA—N ):l
Tt—CO—N
kSe/ H

en las que,
oy Trt tienen el mismo significado que en el compuesto (V) o (V"),
AA representa un resto de aminoacido que comprende opcionalmente uno o varios grupos protectores;
Ggs representa un atomo de hidrégeno o un grupo protector de la funcién amina N-terminal de AA.

Preferentemente, el aminoacido AA esta protegido en su extremo N-terminal por un grupo protector Gs inestable en
presencia de base, elegido preferentemente entre los grupos 2-(4-nitrofenilsulfonil)etoxicarbonilo (NSC) o Fmoc.
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Preferentemente, el aminoacido AA comprende grupos protectores sobre la totalidad o una parte (preferentemente la
totalidad) de las funciones presentes sobre su cadena lateral, y en particular las funciones acido carboxilico (acidos
aspartico y glutamicos), amina (para la lisina), alcohol (para la serina o la treonina), fenol (para la tirosina), tiol o
selenol (para la cisteina o selenocisteina), guanidina (para la arginina) e imidazol (para la histidina). El experto en la
materia conoce algunos grupos protectores de este tipo. Por ejemplo, se podra hacer mencionar la obra de
referencia Protective groups in organic synthesis, 22 edicién, T. Greene y P. Wuts, John Wiley & Sons, Inc.

Preferentemente, el aminoacido se activa en presencia de HATU (hexafluorofosfato de 2-(1H-7-Azabenzotriazol-1-il)-
-1,1,3,3-tetrametiluronio Metanaminio), PyBOP o BOP o de manera mas particularmente preferente en presencia de
PyBROP, o incluso en forma de un halogenuro, en particular fluoruro (es decir, que un atomo de flior esta unido al
grupo acilo del resto de aminoacido).

El aminoéacido reacciona con la funcién amina secundaria presente sobre un soporte sélido funcionalizado para
formar un enlace amida. Después del acoplamiento del aminoacido, se puede proceder opcionalmente a la
desproteccién del mismo.

Por lo tanto, en este modo de realizacion, la etapa de funcionalizacidn consiste en crear un soporte solido iniciador a
partir de un soporte solido funcionalizado previamente.

La tercera etapa comprende la sintesis peptidica a partir del aminoacido AA injertado sobre la resina de polimero
para producir el compuesto (VII) o (VII):

(VID)
Xi—N >D
Se
KS
(VI') X;—N )j

Se H

La etapa de sintesis peptidica se realiza de manera analoga a la que ya se ha descrito anteriormente, que se refiere
la sintesis peptidica en fase liquida, siendo proporcionado el iniciador inicial por el aminoacido AA injertado sobre el
soporte sélido.

Por ultimo, una vez que la sintesis peptidica termina, se prevé una reaccion de separacion (o escision) del
polipéptido de su soporte, por corte del enlace entre Trt y Se para producir el compuesto (1) o (I). Preferentemente,
el corte se realiza con una solucién de acido trifluoroacético que comprende las trampas de carbocationes conocidas
por el experto en la materia tales como agua, triisopropilsilano, tiofenol, tioanisol, anisol, dimetilsulfuro, etc...

Opcionalmente, también se pueden prever las desprotecciones adecuadas de las cadenas laterales de los
aminoéacidos para la obtencion del péptido funcionalizado de férmula (1) o (I').

Al igual que para el método en fase liquida, en este estadio es ventajoso prever una etapa de purificacion del
compuesto, por ejemplo, mediante cromatografia en fase liquida.

Método de ligacién nativa

Otro objeto de la invencidn se refiere a un método de preparacién de un polipéptido de formula (VIII):
(Vi X1-C1-Xo-Co-...-Ci.1-Xi-...-Cn1-Xn
en la que,
X1, X2,..., Xi,..., Xn SON fragmentos peptidicos,

Ci, Cy, ..., Cig, ..., Cn.1 SON restos de aminoacidos que portan una funcién tiol, o selenol
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n es un nimero entero superior o igual a 2,
i @s un namero entero cualquiera que variade 1 an,

comprendiendo este método una o varias etapas de reaccion entre un compuesto de formula (1X):
(1Xi) X'i-N(CH2CH2-Se-H),
en la que:

X1 representa Xi
y X’i representa Ci.;-X; parai>1

y un compuesto de féormula (Xi+1):

(Xis1) Ci-Xis1-...-Cn1-Xn
para formar un compuesto de formula (X):

(X)) X'i-Ci-Xis1-...-Cn-1-Xn

El resto C; es un resto de aminoacido que comprende una funcion tiol o selenol. Esta funcién tiol o selenol puede ser
en particular una funcion beta-amino tiol o beta-amino selenol (en cuyo caso, el resto C; representa preferentemente
el resto de cisteina o el resto de selenocisteina), una funcibn gamma-amino tiol o gamma-amino selenol (en cuyo
caso, el resto Cirepresenta preferentemente el resto de homocisteina u homoselenocisteina).

La invencién permite producir polipéptidos encadenando de forma sucesiva varias reacciones de ligacion. Parece
que esto puede ser apropiado para obtener polipéptidos de gran tamafio, por ejemplo, polipéptidos que comprenden
mas de aproximadamente 100 restos de aminoacidos. En efecto, en tales casos, la preparacion de polipéptidos de
férmulas (I1Xi) y (Xi) mediante sintesis directa puede tener un rendimiento bajo, y por lo tanto es ventajoso usar dos o
mas de dos ligaciones sucesivas, para sintetizar directamente solo los polipéptidos que comprenden por ejemplo
menos de aproximadamente 50 restos de aminoéacidos.

A modo de ejemplo, el uso de dos ligaciones sucesivas permite obtener un polipéptido que comprende
aproximadamente 150 restos de aminoacidos sin tener que sintetizar directamente el polipéptido que comprende
mas de aproximadamente 50 restos de aminoacidos; el uso de tres ligaciones sucesivas permite obtener un
polipéptido que comprende aproximadamente 200 restos de aminoacidos sin tener que sintetizar directamente el
polipéptido que comprende mas de aproximadamente 50 restos de aminoéacidos.

El polipéptido de formula (VIIl) se puede obtener usando varios métodos de ligacion. Otros métodos de ligacién son,
por ejemplo, métodos que hacen intervenir tioésteres o que hacen intervenir compuestos de azufre en particular
tales como los que se describen en el documento WO 2011/051906.

el método de preparacién del polipéptido de férmula (V1) de acuerdo con la invencién comprende al menos una
etapa de reaccién entre un compuesto de férmula (IXi) y un compuesto de formula (X;).

Por lo tanto, el método de acuerdo con la invencién permitié tener un polipéptido de férmula (VII1); cada X;, para i
entero entre 1 y n, siendo un fragmento peptidico; y cada C;, para i entero entre 1 y n, siendo un resto de aminoacido
qgue comprende una funcion tiol o selenol, y en particular un resto de cisteina o selenocisteina de acuerdo con un
modo de realizacién en particular, usando n-1 ligaciones sucesivas.

De acuerdo con un modo de realizacion de la invencién, el compuesto (IX;) se puede obtener a partir del compuesto
(1X%):

lf”"\
o= x—N 3°

\\/Se

en presencia de al menos un compuesto reductor de los enlaces diselenio y/o triselenio. En efecto, el polipéptido de
férmula (1X'i) se reduce entonces in situ y proporciona el polipéptido de férmula (1X;) para la reaccion de ligacion.

De acuerdo con un modo de realizacion, el compuesto reductor se elige entre tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP), acido
4-mercaptofenilacético (MPAA), bencilmercaptano, tiofenol, DTT, 2-mercaptoetilsulfonato de sodio (MESNa),
selenofenol.

De forma andloga a la que se ha descrito preferentemente para los compuestos (1) y (I'), de acuerdo con un modo de
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realizacién, los compuestos (IX;)) y (IX)) se pueden formar por intercambio, a partir de un segmento de SEA de
estructura X'-N(CH2CH2-S-Gs)2 0 un tioéster de estructura X'i-S-R1 con la ayuda de los compuestos de selenio de
estructura (III) o (11I"), opcionalmente en presencia de compuestos reductores de enlaces disulfuro y/o diselenio, Gs
representando H, un grupo protector de las funciones tiol o un enlace disulfuro y R; representando H o un grupo
protector del azufre.

En el caso en el que i es igual a 1, los compuestos (IX;) y (IX’;) corresponden respectivamente a los compuestos () y

).

De manera general, la reaccion de ligacion a partir del polipéptido de formula (1X'}) como reactivo se puede realizar
de forma mas préactica que la reaccion de ligacion directamente con el polipéptido de féormula (1Xi). En efecto, el
polipéptido de formula (IX;) tiene una tendencia natural a oxidarse en el polipéptido de formula (IX’), en particular
bajo la accion del oxigeno del aire. Por ejemplo, es posible que el polipéptido de forma abierta (IX;) se oxide en el
tiempo durante el que esta almacenado en forma liofilizada. En otros términos, una preparacion del polipéptido de
férmula (IX;) contiene por lo general necesariamente en parte el polipéptido de formula (1X). La presencia de estas
dos formas puede complicar la caracterizacion y la purificacion. Esto es por lo que puede ser mas sencillo realizar la
reaccion de ligacion mediante puesta en contacto del polipéptido de férmula (IX’;) con el polipéptido de férmula (X)),
el polipéptido de terminacion ciclica de férmula (1X';) siendo reducido in situ en el polipéptido abierto de formula (IX;).

Por las mismas razones, incluso cuando la reaccion de ligacion se realiza directamente por puesta en contacto del
polipéptido de férmula (1X;) con el polipéptido de férmula (Xi), es preferente usar, durante la reaccién, uno o varios de
los compuestos reductores de los enlaces diselenio mencionados anteriormente.

La reaccion de ligacion interviene preferentemente en fase liquida, y en particular en medio acuoso, por ejemplo, en
un tampon fosfato. Preferentemente, esta reaccion se realiza a un pH comprendido entre 4 y 8,5, de manera mas
particularmente preferente a un pH comprendido entre 5y 7,5 y de forma ideal a un pH de aproximadamente 5,5.

La reaccion de ligacion se realiza preferentemente a una temperatura comprendida entre 0 °C y 50 °C, y de forma
ideal a una temperatura de aproximadamente 37 °C. La duracién de la reaccion se ajusta en funcion de la eleccion
de los reactivos y otras condiciones de la reaccion. La duracion apropiada también se puede ajustar de acuerdo con
los resultados de un analisis de cromatografia liquida - espectrometria de masas en el transcurso de la reaccion. La
reaccion apropiada por lo general sera de varias horas a varios dias.

Cada uno de los polipéptidos de férmula (1Xi) y (Xi) esta presente preferentemente a una concentracion comprendida
entre 0,01 y 50 mM, durante la reaccién. La proporcién de concentracién molar entre los polipéptidos de formula (IX;)
y (Xj) durante la reaccién esta comprendida preferentemente entre 2:3 y 3:2.

La reaccion de ligacion descrita anteriormente por ir seguida de una etapa de purificacion del polipéptido de férmula
(Xi) obtenido, por ejemplo, mediante cromatografia en fase liquida o0 mediante cualquier otra técnica habitual.

La cinética de ligacién de acuerdo con la presente invencién es significativamente superior a la cinética de ligacion
obtenida con compuestos de azufre descritos en el documento WO 2011/051906 o con tioésteres tales como los
ensefiados por Kent y Dawson.

Debido a la rapidez de la ligacion de SeEA, ésta se puede realizar en presencia de otros grupos capaces de
participar en una reaccion de ligacion nativa, como los segmentos de SEA o tioéster.

La combinacion de las ligaciones de SeEA y SEA constituye una herramienta muy poderosa para la sintesis total de
proteinas. Para la produccién de una proteina que se debe sintetizar ligacion de varios fragmentos, la ligacion de
SEA se puede realizar por ejemplo para las uniones féaciles, y la ligacion de SeEA para las uniones dificiles. En
efecto, la ligacién de SeEA permite formar facilmente uniones que presentan impedimentos, en 4 horas por ejemplo
para la unién de Val-Cys, mientras que este tipo de unién necesita tiempos de ligacion de 96 horas con la ligacion de
SEA y/o de 8 horas para la ligacién de NCL.

Otra forma interesante de aprovechar las ligaciones de SeEA y SEA es la ligacion secuencial en una etapa de SeEA-
SEA. Se puede realizar para unir los fragmentos sin aislamiento y purificacion intermedia (reaccion denominada en
una etapa) cuando las uniones tienen un impedimento estérico analogo. Un ejemplo de realizacién de esta variante
se explica con detalle a continuacion.

De acuerdo con un modo de realizacién de la invencion, el método de ligacion de la invencion permite la
preparacion, a partir de tres fragmentos peptidicos, de un polipéptido representado co la formula (XI1):

(X| |) = X1-C1-X2-C2-X3

siendo obtenido dicho polipéptido mediante un método que comprende las etapas siguientes:
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a) reaccién entre un compuesto de formula (XI11) o (XIII'):

(XI) = Ry-X3-N(CH2-CH,-Se-H),

Se
Xl = R,—XN i
( ) Y \__Se

y un compuesto de férmula (XIV) o (XIV’):

(XIV) = H-C1-X2-N(CH2-CH2-S-H),

X1vV) = H—CTXL,—N\\/é

para formar el compuesto de férmula (XV) o (XV'):

(XV) = R2-X1-C1-X2-N(CHz-CH2-S-H)2

/s
XV)= R,™X;Ci XN ]
S

b) reaccion entre un compuesto de férmula (XV) o (XV’) y un polipéptido de formula (XVI):
(XVI) H-C2-X3

para formar el compuesto de férmula (XII),
en las que,

R2 representa un grupo protector de la funcidon N-terminal de Xj,

X1, X2, X3 representan, independientemente entre si, fragmentos peptidicos,

C1 y C; representan, independientemente el uno del otro, des restos de aminoacidos portadores de una
funcion tiol o selenol.

De forma analoga a la que se ha descrito anteriormente para la obtencién de los compuestos (l) y (I), los
compuestos (XIII) y (XIII") mencionados anteriormente se pueden formar in situ, por intercambio a partir de reactivos
de tipo (llla), (11I") o (11I") en presencia de compuestos de SEA de estructura Rz-X;- SEA o tioéster de estructura Ry-
X1-S-R1, en la que R; representa H o un alquilo o un arilo opcionalmente sustituido, permitiendo de este modo
acelerar la segunda etapa de ligacion.

Esta reaccion de ligacion de tres segmentos en una etapa se puede realizar para unir tres fragmentos sin
aislamiento y purificacion intermedia (reaccién denominada « en una etapa ») cuando las uniones tienen un
impedimento estético analogo. Siendo analogo el impedimento de las uniones, la ligacion entre el compuesto (XIII) o
(XIII") y el compuesto (XIV) o (XIV') sera mas rapida que la ciclacion del compuesto (XIV) o (XIV’) por ligacion de
SEA intramolecular, o que la polimerizacion del segmento (XIV) o (XIV’) por ligacion de SEA intermolecular. Las
ligaciones de SEA intramolecular o intermolecular se describen en el documento WO 2011/051906.

Produccién de un polipéptido ciclico por auto-ligacién nativa

Los principios usados para la ligacion nativa descritos anteriormente también se pueden usar para producir
polipéptidos ciclicos, por auto-ligacion nativa de un polipéptido (ligacién de un extremo del polipéptido con otro el
otro extremo del mismo polipéptido).

Obijeto de la invencidn se refiere a un método de preparacién de un polipéptido ciclico de formula (XVII):
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xviy= [ &% 7

Xz representando un fragmento peptidico, y C; representan un resto de aminoacido que comprende una funcion tiol
o selenol, comprendiendo dicho método al menos una etapa de reaccion de ligacién de un polipéptido de férmula
(Xviny:

(XV|||) H-Cl-XZ-N(CHz-CHz-Se-H)z
consigo mismo.

El polipéptido de férmula (XVIIl) comprende preferentemente entre 2 y 300 restos de aminoéacidos, preferentemente
entre 5y 100 restos de aminoacidos, de manera mas particularmente preferente entre 8 y 50 restos de aminoacidos.

El polipéptido de féormula (XVIII) comprende un atomo de hidrégeno y un resto C; en el extremo N-terminal, teniendo
C; el significado indicado anteriormente. En el presente documento, X, representa un fragmento peptidico de la
forma AA1AA...AA, en la que n es un numero entero superior o igual a 1 y cada AA; representa un resto de
aminoacido.

El polipéptido de férmula (XVIII) comprende preferentemente Unicamente restos de aminoacidos elegidos entre los
veinte restos de aminodacidos proteinogénicos y selenocisteina. Sin embargo, de acuerdo con un modo de
realizacién en particular, el polipéptido de formula (XVIII) comprende uno o varios restos de aminoacidos no
proteinogénicos, distintos de la selenocisteina.

Les restos de aminodacidos del polipéptido de férmula (XVIII) se pueden proteger opcionalmente con grupos
protectores de las cadenas laterales.

Es posible realizar la reaccion de ligacion mencionada anteriormente poniendo el polipéptido de formula (XVIII’):

(XVIII') = Hmcmxmwf’\§e

en presencia de al menos un compuesto reductor de los enlaces diselenio, que es preferentemente tal como se ha
descrito anteriormente. En efecto, el polipéptido de féormula (XVIII') se reduce a continuacion in situ y proporciona el
polipéptido de formula (XVIII) para la reaccién de ligacion.

De forma general, incluso cuando la reaccién de ligacién se realiza directamente a partir del polipéptido de formula
(XVI), es preferente usar, durante la reaccién, uno o varios compuestos rectores de los enlaces diselenio
mencionados anteriormente.

En general, la ciclacién del polipéptido de formula (XVIII) no se ve obstaculizada por multimerizaciones simultaneas,
si la reaccion se realiza en condiciones suficientemente diluidas. Por ejemplo, se puede usar una concentracion de
polipéptido de formula (XVIII) comprendida entre 0,01 y 50 mM, por lo general de aproximadamente 1 mM (u
opcionalmente entre 0,01 y 0,1 mM en caso de riesgos serios de multimerizaciones).

Ademas, las condiciones preferentes de realizacion de la reaccion de ligacién son las mismas que las descritas
anteriormente para la reaccion a partir de los polipéptidos de férmula (1X) y (X).

La reaccion de ligacion descrita anteriormente puede ir seguida de una etapa de purificacion del polipéptido ciclico
de férmula (XVII) obtenido, por ejemplo, mediante cromatografia en fase liquida o mediante cualquier otra técnica
habitual.

Kit de sintesis

Otro objeto de la invencion se refiere a un kit de sintesis de polipéptido que comprende uno o varios péptidos de

férmulas (1X;) o (1X’), o al menos un compuesto de formula (III') o (II"), y opcionalmente uno o varios reactivos de
acoplamiento, de proteccion, de desproteccion, o disolventes.
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Ejemplos

Ejemplo 1: Sintesis de los compuestos 1 (Se;EA) y 2 (SesEA)

) NaBH, 1
Se metalico ——»= NEESEE + N32833 + ste

’ Na,Se, i /’/\ S{E
{:r’/\‘“/Nwm Na,Se, HN i~ + HN Se

Con arrastre de nitrégeno, se afiade etanol absoluto a V = 19 ml gota a gota, con agitacion a una mezcla de selenio
Se (940 mg, 11,9 mmol, 1,5 eq) y borohidruro sédico (NaBH4) (300 mg, 7,9 mmol) enfriado en un bafio de hielo.
Después de una reaccion enérgica, el medio de reaccion se lleva a reflujo durante 1 h 30. El diseleniuro de sodio,
Na.Sez, formado en solucién es de color marrén-rojo.

A temperatura ambiente, le clorhidrato de bis(2-cloroetil)amina (847 mg, 4,7 mmol, 0,5 eq) en solucién en una
mezcla de NaOH ac (0,5 M)/EtOH (1/1) a V = 3 ml se afiade gota a gota durante 10 minutos sobre la solucion de
Na,Se, y Na,Ses precedente. El medio de reaccion se agita 45 minutos a temperatura ambiente.

El medio de reaccion a continuacion se diluye a V = 10 ml con una solucién de NaOH ac (0,5 M) a continuacion se
extrae con CH2Cl; (3 x 30 ml). A continuacién, las fases organicas se combinan, se secan con Na,SQO4, y a
continuacion se concentran hasta 1/3 del volumen total.

El concentrado organico obtenido se extrae a continuacién con una solucion acuosa de acido trifluoroacético (TFA)
(10 %) y a continuacién se purifica directamente por RP-HPLC: Columna C18 X-bridge (d =1,9 cm, L =20 cm, 130
A, 5pum), deteccién de UV (A =215 nm), tampon A: H,O/TFA (1:0,05 % en v/v), tampon B: CHsCN/H,O/TFA
(4:1:0,05 % en v/v/v), isocratico: tampoén A (3 min), a continuacion gradiente : tampén B (de un 0 % a un 50 % en
9 min, 25 ml/min).

Después de liofilizacion, los compuestos 1 (SezEA) 230 mg (Rendimiento R = 21 %) y los compuestos 2 (SesEA)
240 mg (Rendimiento R = 16 %) se obtienen en forma de un polvo de color amarillo.

Analisis de LC-MS Cromatograma de RP-HPLC de los compuestos 1 (Se;EA) y 2 (SesEA) respectivamente
LC-MS: Tampon A: H,O/TFA (1/0,1 % en viv), Tampon B: CH3CN/H,O/TFA (4/1:0,1 % en viviv).

RP-HPLC sobre una columna C18 Xbridge BEH (300 A, 3,5 pm, 4,6 x 150 mm) usando un gradiente lineal de un 0-
100 % de B en 30 min, caudal 1 ml/min, deteccién de UV (A = 215 nm).

MS: Modo de lonizacién por Electronebulizacién positivo, voltaje del cono 30 V, analizador cuadrupolar.
El cromatograma y el espectro de masas del compuesto 1 se representan en las figuras 1a y 1b respectivamente.
El cromatograma y el espectro de masas del compuesto 2 se representan en las figuras 2a y 2b respectivamente.

Ejemplo 2: Sintesis y aislamiento de los segmentos de SeEA de acuerdo con la invencidén por intercambio, a partir de

segmentos de SEA.

Sintesis del péptido 8: H-ILKEPVHGA-SEA

El método de sintesis de este péptido se describe en el documento Ollivier, N.; Dheur, J.; Mhidia, R.; Blanpain, A;
Melnyk, O. Organic letters 2010, 12, 5238-41.
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Sintesis del péptido 9: H-ILKEPVHGA-SeEA

HM E.E
\ Joe
g 2'55 TCEP 200 mmeol/l s
HILKEPVHGA—N | > HJILKEPVHGA—N |
L 5 s Se
a- I[?U! I}H = 5!5! T=3?QC 5

La reaccion se realiza en una caja de guantes(la concentracion de dioxigeno es inferior a 50 ppm) en atmdsfera de
nitrégeno. Una solucién de TCEP de 200 mmol/l se prepara en un tampén fosfato 0,1 M a pH = 7,2.
El pH de la solucién de TCEP/MPAA obtenida se ajusta a pH = 5,5.

El péptido 8 (3,8 mg, 3 umol) y el conector SesEA 2 (8,4 mg, 28 umol, 10 eq) se disuelven en la solucién precedente
de TCEP a Vv =297 ul. El medio de reaccion se agita 24 h a 37 °C.

Al final de la reaccion, el medio de reaccién se diluye a V = 2 ml con una solucion de TFA (0,1 %) a continuacion se
purifica directamente mediante cromatografia liquida de alto rendimiento en fase inversa (RP-HPLC) (Columna C18
Nucleosil (d =1 cm, L =20 cm, 120 A, 5 um), deteccién de UV (A = 215 nm), tampdn A: H,O/TFA (1:0,05 % en v/v),
tampon B: CH3CN/H,O/TFA (4:1:0,05 % en v/vlv), gradiente : tamp6n B (de un 0% a un 20% en 5min a
continuacién de un 20 % a un 42 % en 60 min, 6 ml/min)). Se obtienen 1,96 mg del péptido 9 (rendimiento de un
62 %).

Andlisis de LC-MS Cromatograma de RP-HPLC del péptido 9
LC-MS: Tampdn A: H,O/TFA (1/0,1 % en v/v), Tampén B: CH3CN/H,O/TFA (4/1:0,1 % en viviv).

RP-HPLC sobre una columna C18 Xbridge BEH (300 A, 3,5 um, 4,6 x 150 mm) usando un gradiente lineal de un 0-
100 % de B en 30 min, caudal 1 ml/min, deteccién de UV (A = 215 nm).

MS: Modo de lonizacién por Electronebulizacion positivo, voltaje del cono 30 V, analizador cuadrupolar.
La figura 3a corresponde al cromatograma de la solucion después de un tiempo de reaccion t de 0,8 h. Para
t=0,8 h, la reaccion de intercambio no ha acabado, de hecho con el pico que corresponde al péptido 8 todavia esta

presente en cantidades significativas.

La figura 3b corresponde al cromatograma de la solucién después de un tiempo de reaccion t de 6 h y la figura 3c es
el espectro de masas correspondiente. Este cromatograma muestra que la reaccion de intercambio ha acabado.

Las figuras 4a y 4b corresponden al cromatograma y el espectro de masas del péptido 9 después de purificacion.

Ejemplo 2 bis: Sintesis y aislamiento de segmentos de SeEA de gran tamafio de acuerdo con la invencién por
intercambio, a partir de segmentos de SEA.

Sintesis del péptido 15: H-IRNCIIGKGRSYKGTVSITKSGIK-SEA

El método de sintesis de este péptido se describe en el documento Ollivier, N.; Dheur, J.; Mhidia, R.; Blanpain, A;
Melnyk, O. Organic letters 2010, 12, 5238-41.

Sintesis del péptido 16: H-IRNCIIGKGRSYKGTVSITKSGIK-SeEA

':iNf“q\Sle
o TCEP 20 mmol
H-[RN(E[EGHGRS‘:’E{GTFSI'I‘HSG[K—N\LM/E : ,”_EHNMEGRmmsmm_ﬁsg:
15 H.0, pH=4,2, T=37°C 16
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La reaccion se realiza en atmosfera de nitrégeno. Una solucion de TCEP a 20 mmol/l se prepara en un tampén de
acetato 0,1 M a pH = 5,5. El pH de la solucion de TCEP obtenida se ajusta a pH = 4,2.

El péptido 15 (4 mg, 1,4 umol) y el conector SesEA 2 (4,4 mg, 14,3 umol, 10 eq) se disuelven en la solucion
precedente de TCEP a V = 719 pl. El medio de reaccion se agita 24 h a 37 °C.

Al final de la reaccion, el medio de reaccion se diluye a V =3 ml con una solucién de TFA (0,1 %) y a continuacion
se purifica directamente mediante cromatografia liquida de alto rendimiento en fase inversa (RP-HPLC) (Columna
C18 Nucleosil (d =1 cm, L =20cm, 120 A, 5 um), deteccion de UV (A = 215 nm), tampén A: H,O/TFA (1:0,05 % en
vlv), tampén B: CH3CN/H,O/TFA (4:1:0,05 % en v/viv), gradiente : tampdén B (de un 0% a un 20 % en 5min a
continuacion de un 20 % a un 42 % en 60 min, 6 ml/min)). Se obtienen 1,8 mg de péptido 16 (Rendimiento de un
38 %).

Andlisis de LC-MS Cromatograma de RP-HPLC del péptido 16
LC-MS: Tampon A: H,O/TFA (1/0,1 % en viv), Tampon B: CH3CN/H,O/TFA (4/1:0,1 % en viviv).

RP-HPLC sobre una columna C18 Xbridge BEH (300 A, 3,5 um, 4,6 x 150 mm) usando un gradiente lineal de un 0-
100 % de B en 30 min, caudal 1 ml/min, deteccién de UV (A = 215 nm).

MS: Modo de lonizacién por Electronebulizacién positivo, voltaje del cono 30 V, analizador cuadrupolar.

La figura 13 corresponde al cromatograma de la solucion después de un tiempo de reaccion t de 24 h. El pico que
corresponde al péptido 16 esta presente e indica que la reaccion de intercambio ha terminado.

Las figuras 14a y 14b corresponden respectivamente al cromatograma y al espectro de masas del péptido 16
después de purificacion.

Ejemplo 3: Ligacién negativa con compuestos a base de selenio de acuerdo con la invencién o a base de azufre de
acuerdo con la técnica anterior

Sintesis del péptido 3, SEQ ID NO: 1 Ac-GFGQGFGG-OH

El método de sintesis de este péptido se describe en el documento Ollivier, N.; Dheur, J.; Mhidia, R.; Blanpain, A;
Melnyk, O. Organic letters 2010, 12, 5238-41.

Sintesis del péptido 4: Ac-GFGQGFGG-SeEA

SN

A S-S: . PyBOP, DIEA .
A¢-GFGQGFGG-OH - —»  Ac-GFGQGFGG—N  Se
, DMF, TA s \___Se

El péptido 3 (50 mg, 0,07 mmol) y la molécula 1 (30 mg, 0,13 mmol, 2 eq) se disuelven en un V = 3,5 ml de DMF
(N,N-dimetilformamida) seguido por la adicién de hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi-tripirrolidinofosfonio
(PyBOP) (68 mg, 0,14 mmol, 2 eq). A continuacién, se afiade N,N-diisopropiletilamina (DIEA) (45 ul, 0,28 mmaol,
4 eq). El medio de reaccion se agita 1,5 horas a temperatura ambiente y a continuacién se precipita en una mezcla
fria de éter dietilico/heptano (75 ml, 1:1 en v/v), se centrifuga, a continuacion se disuelve en una cantidad minima de
agua y se liofiliza.

El péptido 4 en bruto se purifica directamente mediante cromatografia liquida de alto rendimiento en fase inversa
(RP-HPLC) (Columna C18 Nucleosil (d = 1 cm, L =20 cm, 120 A, 5 ym), deteccion de UV (A = 215 nm), tampon A:
H,O/TFA (1:0,05 % en v/v), tampdn B: CH3CN/H,O/TFA (4:1:0,05 % en v/v/v), gradiente : tampén B (de un 0 % a un
20 % en 5 min a continuacion de un 20 % a un 42 % en 60 min, 6 ml/min)). Se obtienen 15 mg de péptido 4
(Rendimiento de un 24 %).

Analisis de LC-MS Cromatograma de RP-HPLC del péptido 4

LC-MS: Tampdn A: H,O/TFA (1/0,1 % en v/v), Tampén B: CH3CN/H,O/TFA (4/1:0,1 % en v/iviv).

RP-HPLC sobre una columna C18 Xbridge BEH (300 A, 3,5 pm, 4,6 x 150 mm) usando un gradiente lineal de un 0-
100 % de B en 30 min, caudal 1 ml/min, deteccién de UV (A = 215 nm).

MS: Modo de lonizacién por Electronebulizacion positivo, voltaje del cono 30 V, analizador cuadrupolar.
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Las figuras 5a y 5b representan respectivamente el cromatograma y el espectro de masas del péptido 4 después de
purificacién.

Sintesis del péptido 5: Ac-GFGQGFGG-SEA

El método de sintesis de este péptido se describe en el documento Ollivier, N.; Dheur, J.; Mhidia, R.; Blanpain, A.;
Melnyk, O. Organic letters 2010, 12, 5238-41.

Sintesis del péptido 6, SEQ ID NO: 2 H-CILKEP VHGA -NH>

El método de sintesis de este péptido se describe en el documento Ollivier, N.; Dheur, J.; Mhidia, R.; Blanpain, A.;
Melnyk, O. Organic letters 2010, 12, 5238-41.

Sintesis del péptido 7, SEQ ID NO: 3 Ac-GFGQGFGGCILKEPVHGA-NH; por ligacion de SeEA. Comparacion de la
reactividad del péptido 4 Ac-GFGQGFGG-SeEA y del péptido 5 Ac-GFGQGFGG-SEA

Sy MPAA 100 mmol/1, TCEP 100 mmol/l
AG-GEGQ[EI’GG—HLJE + H-CILKEPVHGA-NH, = Ac-GFGOGFGGCILKEPVHGA-NH,
M ;{;: ge ; Hy0, guanidina 3M, pH=72, T=37°C

EX=

7

a- Cinética y rendimiento de ligacién del péptido 4 Ac-GFGQGFGG-SeEA con el péptido 6 H-CILKEPVHGA-NH>

La ligacién de SeEA del péptido 4 con el péptido 6 se realizan una caja de guantes (concentracion de dioxigeno
inferior a 50 ppm) en atmosfera de nitrégeno. Una solucién de guanidina 3 M se prepara en un tampén fosfato 0,2 M
a pH=7,3. A continuacion, se afaden tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP, 28,6 mg, 0,1 mmol) y &cido 3-
mercaptofenilacético (MPAA, 16,8 mg, 0,1 mmol). El pH de la solucién de TCEP/MPAA/Guanidina obtenida se ajusta
apH=7,2.

Los péptidos 4 (4,9 mg, 5umol) y 6 (10,6 mg, 7,6 umol, 1,5 eq) se disuelven en la solucion precedente de
TCEP/MPAA/Guanidina (1,5 ml). El medio de reaccion se agita 24 h a 37 °C.

Con la reaccion de ligaciéon terminada, el medio de reaccion se diluye con agua a V=3 ml y a continuaciéon se
acidifica con una solucién de TFA (10 %) a V = 1 ml y a continuacion el MPAA se extrae con éter durante 3 veces
con 6,5 ml.

El producto de de ligacion 7 en fase acuosa se purifica directamente mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento en fase inversa (RP-HPLC) (Columna C18 Nucleosil (d =1 cm, L =20 cm, 120 A, 5 um), deteccion de
UV (A = 215 nm), tampon A: HO/TFA (1:0,05 % en v/v), tampon B: CH3CN/H2O/TFA (4:1:0,05 % en v/viv), gradiente
: tampoén B (de un 0 % a un 20 % en 5 min a continuacién de un 20 % a un 42 % en 60 min, 6 ml/min). Se obtienen
5,6 mg de péptido 7 (Rendimiento de un 54 %).

Andlisis de LC-MS Cromatograma de RP-HPLC del péptido 7

LC-MS: Tampdn A: H,O/TFA (1/0,1 % en v/v), Tampén B: CH3CN/H2O/TFA (4/1:0,1 % en viviv).

RP-HPLC sobre una columna C18 Xbridge BEH (300 A, 3,5 um, 4,6 x 150 mm) usando un gradiente lineal de un 0-
100 % de B en 30 min, caudal 1 ml/min, deteccién de UV (A = 215 nm).

MS: Modo de lonizacién por Electronebulizacion positivo, voltaje del cono 30 V, analizador cuadrupolar.

Las figuras 6a y 6b representan respectivamente el cromatograma y el espectro de masas del péptido 7 después de
purificacion.

b- Cinética de ligacién del péptido 5 Ac-GFGQGFGG-SEA con el péptido 6 H-CILKEPVHGA-NH;

La reaccidn de ligacion SEA del péptido 5 con el péptido 6 se realiza estrictamente en las mismas condiciones.
Comparacion de las cinéticas

La figura 7 representa una comparacion de las cinéticas de reaccion de ligacion para la formacién del péptido 7, con
un compuesto a base de selenio (péptido 4) de acuerdo con la invencién, curva representada con el simbolo ¢ 0 con

un compuesto a base de azufre (péptido 5) de acuerdo con el estado de la técnica, curva representada con el
simbolo A.
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La figura 7 muestra una velocidad de reaccidon mayor para la reaccion de ligacion de acuerdo con la invencioén, curva
representada con el simbolo .

Ejemplo 4: Comparacién de las cinéticas de ligaciones para los métodos de SeEA. SEA y NCL (quimica de los

tioésteres)

Sintesis del péptido 15a: H-ILKEPVHGV-SEA

El método de sintesis de este péptido se describe en el documento Ollivier, N.; Dheur, J.; Mhidia, R.; Blanpain, A;
Melnyk, O. Organic letters 2010, 12, 5238-41.

Sintesis del péptido 15b: H-ILKEPVHGV-SeEA

A partir del péptido 15a, el método de sintesis del péptido 15b es estrictamente idéntico al usado para la sintesis del
péptido 9.

Sintesis del péptido 15c: H-ILKEPVHGV-MPA (MPA = 4cido 3-mercapto propidnico)

El método de sintesis de este péptido se describe en el documento Dheur, J.; Ollivier, N.; Vallin, A.; Melnyk, O.
Journal of Organic Chemistry 2010, 76, 3194-3202.

Comparacion de las cinéticas de ligacion del péptido 15a/15b/15¢ H-ILKEPVHGV-R con el péptido 6 H-CILK-
EPVHGA-NH; para los métodos de ligaciones de SeEA, SEA y NCL

TCEP 200 mmol.-l! MPAA 200 mimioll

HAALKEPVHGY—R +  H-CILKEPVHOANIL, » HILKEPVHGVCILKEPVHGANH,
5 . H0, pll=12, T-37°C
16

g Sa

= —'N\-‘Jé B= “CSI'U B ""E/\\":D;H

13a 15k 15

Las diferentes ligaciones del péptido 15a o 15b o 15c con el péptido 6 se realizan por separado en una caja de
guantes ([O2] < 50 ppm) en atmésfera de nitrégeno. Una solucion de TCEP de 200 mmol/l se prepara en un tampén
fosfato 0,1 M a pH = 7,2. A continuacion, se afiade el acido 3-mercaptofenilacético (MPAA 33 mg, 0,2 mmol). El pH
de la solucién de TCEP/MPAA obtenida se ajusta a pH = 7,2.

Los péptidos 15a o0 15b 0 15¢c y 6 (1,5 eq) se disuelven por separado en la solucién precedente de TCEP/MPAA a
una concentracion de 3 mmol/l. EI medio de reaccién se agita 24 h a 37 °C. La cinética de formacion del producto de
ligacion 16 va seguida por HPLC.

La figura 12 permite la comparacién de la cinética de reaccion de formacion del péptido 16 de acuerdo con el método
de ligacion de SeEA, SEA o NCL (quimica de los tioésteres).

En la figura 12, la curva simbolizada por « corresponde a la formacién del péptido 16 a partir del péptido 15b, la
curva simbolizada por m corresponde a la formacién del péptido 16 a partir del péptido 15a y la curva simbolizada por
+ corresponde la formacion del péptido 16 a partir del péptido 15c.

La figura 12 muestra una velocidad reaccién de ligacion de SeEA (curva simbolizada por ¢) superior a la del método
de NCL (curva simbolizada por m), esta misma bastante superior a la del método de SEA (curva simbolizada por ).

Ejemplo 5: Formacion de segmentos de SeEA in situ por intercambio y ligacion simultanea - Catalisis de la reaccion
de ligacion

11 - Sintesis del péptido 10: H-ILKEPVHGY-SEA

El método de sintesis de este péptido se describe en el documento Ollivier, N.; Dheur, J.; Mhidia, R.; Blanpain, A;
Melnyk, O. Organic letters 2010, 12, 5238-41.

a - Cinética de ligacion del péptido 10 H-ILKEPVHGY-SEA con el péptido 6 H-CILKEPVHGA-NH, en presencia del
conector 2 SezEA para conducir al péptido 11, SEQ ID NO: 4 H-ILKEPVHGYCILKEPVHGA-NH,
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HN Se
I
K_ e
g " g, TCEP 200 mmol/l
H-ILKEPVHGY —N é 4 H-CI[,KEP\-’!—[GNNI—IE .  HILKEPVHGYCILKEPYHGA-NH:
0 N . H,0, pH=72, T=37°C “

La ligacion de SEA del péptido 10 con el péptido 6 se realiza en una caja de guantes (concentracion de dioxigeno
inferior a 50 ppm) en atmosfera de nitrogeno. Una soluciéon de TCEP de 200 mmol/l se prepara en un tampon fosfato
0,1MapH7.2.

Los péptidos 10 (1 mg, 0,6 pmol) y 6 (1,4 mg, 1 umol, 1,5 eq) asi como el conector 2 SesEA (5,8 mg, 0,02 mmol, 28
eq) se disuelven en la solucion precedente de TCEP (94 ml). El medio de reaccion se agita 24 h a 37 °C. La cinética
de formacion del producto de ligacién 11 va seguida por HPLC.

b - Comparacion de la cinética de ligacion del péptido 10 H-ILKEPVHGY-SEA con el péptido 6 H-CILKEPVHGA-NH;
en presencia de MPAA

.y TCEP 200 mmol/l, MPAA 200 mmol/l

! 3 N
-ILKEWHG‘.’—Hwé + HCILKEPVHGANH, »  HLKEPVHGYCILKEPVHGANH,

0 : H,0, pH=1,2, TA7°C py

La ligacion de SEA del péptido 10 con el péptido 6 se realiza en una caja de guantes (concentracion de dioxigeno
inferior a 50 ppm) en atmosfera de nitrogeno. Una soluciéon de TCEP de 200 mmol/l se prepara en un tampon fosfato
0,1M a pH 7,2. A continuacién, se afiade acido 3-mercaptofenilacético (MPAA 33 mg, 0,2 mmol). El pH de la
solucién de TCEP/MPAA obtenida se ajusta a pH = 7,2.

Los péptidos 10 (1 mg, 5umol) y 6 (10,6 mg, 7,6 umol, 1,5 eq) se disuelven en la solucion precedente de
TCEP/MPAA (94 ul). El medio de reaccion se agita 24 h a 37 °C. La cinética de formacién del producto de ligacion
11 va seguida por HPLC.

La figura 8 permite la comparacién de la cinética de reaccion de formacion del péptido 11 en presencia o no del
compuesto 2 de acuerdo con la invencion.

En la figura 8, la curva simbolizada por « corresponde a la ligacién de acuerdo con la invencion del péptido 10 en
presencia del compuesto de selenio 2 y la curva simbolizada por A corresponde a la ligacion de acuerdo con la
técnica anterior del péptido 10 sin compuesto de selenio pero en presencia de MPAA.

La figura 8 muestra una velocidad de reaccion mas elevada cuando el compuesto 2 esta presente.

Ejemplo 6: Ligacién secuencial en una etapa de tres segmentos con la ayuda de las ligaciones de SeEA y SEA

Sintesis del péptido 12: H-C(StBu)HHLEPGG-SEA

El método de sintesis de este péptido se describe en el documento Ollivier, N.; Dheur, J.; Mhidia, R.; Blanpain, A;
Melnyk, O. Organic letters 2010, 12, 5238-41.

Sintesis del péptido 14, SEQ ID NO: 5 Ac-GFGQGFGG-CHHLEPGG-CILKEPIIHGA-NH;, por ligacién de los
segmentos 4 Ac-GFGQGFGG-SeEA, 12 H-C(StBu)HHLEPGG-SEA y 6 H-CILKEPVHGA-NH;
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/"""'\ ["‘\
ACc-GFGQGFGG—N 3¢  + H-C(SBUHHLEPGG—N I
Se S

4 12

Tampon fosfato
MPAA 200 mmol/l | Guanidina

TCEP 200 mmol/l | y=7.2
T=37°C

/~ SH
Ac-GFGQGFGGCHHLEPGG—N

13 \___/SH

H-CILKEPVHGA-NH;
6

Ac-GFGQGFGGCHHLEPGGCILKEPVHGA-NH,
14

- Etapa 1

El clorhidrato de guanidina (Gdn, HCI, 573,18 mg, 6 mmol) se disuelve en tampén fosfato 0,1 M pH = 7,3 (1 ml final,
6 M).

El acido 4-mercaptofenilacético (MPAA, 33,83 mg, 0,2 mmol) y el clorhidrato de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP, HCI,
57,37 mg, 0,2 mmol) se disuelven en esta solucion (1 ml). Se aflade NaOH 6 M para ajustar el pH de la solucién a
7,37.

Los péptidos 4 Ac-GFGQGFGG-SeEA (5,33 mg, 5,4 umol) y 12 H-C(StBu)HHLEPGG-SEA (7,59 mg, 5,4 umol) se
disuelven en conjunto en la solucion precedente (780 pl). El medio de reaccion se coloca en un bafio con termostato
a 37 °C en atmosfera inerte.

La ligacion va seguida por RP-HPLC sobre una columna C18 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 300 A, 5 um) (215 nm,
1 ml/min, 30 °C, tampdn A es agua que contiene TFA al 0,1 %, tampon B es CHzCN/agua a 4/1 que contiene TFA al
0,1 %, de un 0-100 % de B en 30 min). Para esto, una alicuota (2 pl) de medio de reaccién se acidifica con TFA al
10 % acuoso, se extrae con Et,0O para eliminar MPAA antes del analisis.

De este modo se obtiene el péptido 13 Ac-GFGQGFGG-CHHLEPGG-SEA en solucion.

Las figuras 9a y 9b representan respectivamente el cromatograma y el espectro de masas del péptido 13.

- Etapa 2

Después de 4 h 35 de reaccion, el péptido 6 H-CILKEPVHGA-NH; (11,06 mg, 8,1 umol) se afade sélido al medio de
reaccion. La reaccion se coloca a 37 °C en atmésfera inerte.

La ligacién mas seguida por RP-HPLC sobre una columna C18 Xbridge BEH (4,6 x 250 mm, 300 A, 5 um) (215 nm,
1 ml/min, 30 °C, tampén A de agua que contiene TFA al 0,1 %, tampon B de CH3CN/agua a 4/1 que contiene TFA al
0,1 %, de un 0-100 % de B en 30 min). Para esto, una alicuota (2 pl) de medio de reaccién se acidifica con TFA al
10 % acuoso, se extrae con Et,O para eliminar MPAA antes del analisis.

Cuando la reaccion es completa, el medio de reaccion se diluye con agua (4 ml) y se afiade TFA al 10 % acuoso
(1 ml). Después de 4 extracciones con Et;O (4 x 4 ml), la fase acuosa sé desgasifica durante 2 minutos mediante
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burbujeo de argén. Después de la purificacion por RP-HPLC sobre una columna C18 nuclenosil 120 A, 5 um
(215 nm, 6 mi/min, tampo6n A de agua que contiene TFA al 0,05 %, tampdn B de CHs;CN/agua a 4/1 que contiene
TFA al 0,05 %, un 0-10 % de B en 5 min, a continuacion un 10-100 % de B en 150 min), se obtienen 6 mg (36 %) del
péptido 14 Ac-GFGQGFGG-CHHLEPGG-CILKEPVHGA-NH,.

Las figuras 10a et 10b representan respectivamente el cromatograma y el espectro de masas del compuesto 14
antes de la purificacion.
Las figuras 11a y 11b representan respectivamente el cromatograma y el espectro de masas del compuesto 14
después de la purificacion.
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Gly Phe Gly GIn Gly Phe Gly Gly Cys Ile Leu Lys Glu Pro val His
1 5 10 i5
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REIVINDICACIONES
1. Péptido funcionalizado elegido entre:

a) el péptido de férmula (1): X1-N(CH2CH2SeH),; o
b) el péptido de féormula (I):

/""\
xi—N
\__Se

en las que X; representa un fragmento peptidico y el grupo -N(CH,CH2SeH); o

/’_’\%e
—N

forma un enlace amida con la terminacién C=0 del resto de aminoacido del fragmento peptidico X; que esta en
posicion C-terminal.

2. Péptido funcionalizado de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que X; comprende de 2 a 300 restos de
aminoacidos, preferentemente de 5 a 100 restos de aminoacidos, de manera mas particularmente preferente de 8 a
50 restos de aminoécidos.

3. Método de obtencién de un péptido funcionalizado de acuerdo con la reivindicacién 1 o de acuerdo con la
reivindicacion 2, que comprende las etapas al y bl siguientes:

al) sintesis peptidica para proporcionar un polipéptido de férmula (II):
m X1-OH
gue comprende preferentemente grupos protectores sobre sus funciones aminas y acidos carboxilicos, con la
excepcion de su funcién acido carboxilico C-terminal,
b1) funcionalizacion del polipéptido obtenido en la etapa a) que comprende:
- la reaccion del polipéptido de formula (II) con un compuesto de amina elegido entre:
(Ina) NH(CH,-CH,-Se-G1)»
ﬂ?e

(Iry HN
pSe

en la que G; representa un grupo protector del selenio o un atomo de hidrégeno, en fase liquida, para formar
el polipéptido de férmula (la) X1-N(CH2CH2-Se-G1)2, o (I') ;

- opcionalmente la desproteccion del polipéptido de formula (la) para producir el compuesto de formula (1),

o las etapas a2 y b2 que siguen a continuacion

a2) el uso

- del compuesto de formula (IV) o (IV"):

(|V) X - N(CHzCHz-S-H)z;
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/s

(IV*™") X,—N 1

.S

- de un péptido funcionalizado con un grupo portador de una funcién tioéster (IV’) = X1 -SR y R representa
un grupo alquilo o arilo opcionalmente sustituido, b2) la reaccion entre el compuesto de férmula (IV) o
(IV") o el compuesto de férmula (IV’) con el compuesto de amina de formula (I1I') o (111"):

(I111°) H N/,—\ §e
\__Se
Se

HN Se
\/S/e

en fase liquida, para formar el péptido de formula (1) o (I").
4. Compuesto que puede usarse en el método de acuerdo con la reivindicacion 3 elegido entre:

a) el compuesto de formula (I1I'):

//\Se

HN |

\\/Se

b) el compuesto de formula (111"):

5. Método de preparacion de los compuestos de formulas (III') y (IlI") de acuerdo con la reivindicacion 4, que
comprende la siguiente reaccién de tratamiento con un hidruro metalico, NaBH, LiBH4, 0 LiAlHa:

o NaBH, f
Se metalico ——  Na,Se, + Na,Se, + H,Se

seguido de la reaccion:

H o Hwﬂse HNﬁ\S\:
N NastZ I + / e
CI/\/ \/\CI T \\/Se \/89

6. Método de obtencion de un péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que comprende las etapas siguientes:
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a) Proporcionar una resina de polimero funcionalizada que presenta la estructura (V):

Se
STrt
¥ N O
\x /Trt
Se
O la estructura (V'):
Se H
- T T—co—N
w P
Se H

en las que,
o representa un soporte solido,
Trt representa un grupo trifenilmetilo opcionalmente sustituido con uno o varios sustituyentes, elegido en
particular entre los sustituyentes cloro, metoxi, metilo, fliior y ciano.

b) Injertar un aminoéacido sobre la resina de polimero funcionalizada obtenida en la etapa a) para producir el
compuesto de estructura (VI):

T

W el
R

~Trt
Se

O de estructura (VI'):

Se H
~Trt—CO—N

(VD) f
GB—AA—k ):l

—~Trt—CO—N

Se H

en las que,
oy Trt tienen el mismo significado que en el compuesto (V) o (V'), AA representa un resto de aminoacido que
comprende opcionalmente uno o varios grupos protectores;

G3 representa un atomo de hidrégeno o un grupo protector de la funcién amina N-terminal de AA,

¢) Sintesis peptidica a partir del aminoacido AA para producir el compuesto (VII) o (VII'):
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(VIT) Xi—N

/
(VID) X;—N )1
N ;

en las que,
o representa un soporte solido,
Trt representa un grupo trifenilmetilo opcionalmente sustituido con uno o varios sustituyentes, elegido en
particular entre los sustituyentes cloro, metoxi, metilo, flGor y ciano,
X1 representa un fragmento peptidico,
d) Cortar el enlace entre Trt y Se para producir el compuesto (1) o (I').
7. Método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el injerto de un aminoacido sobre la resina de polimero
comprende la puesta en presencia de la resina funcionalizada (V) o (V') con un halogenuro de aminoacido o con un
aminoéacido y un agente de activacion, elegido preferentemente entre HATU, PyBOP, BOP, PyBROP, de manera
mas particularmente preferente HATU.

8. Resina de polimero funcionalizada que puede usarse en el método de acuerdo con la reivindicaciéon 6 o 7, que

presenta la estructura (V):
Se
.
Trt
w o :
) NH

& —~Trt

Se

O la estructura (V'):

Se H
~Trt—CO—N

y Pm
. k
Se H

en las que,
o representa un soporte solido,

Trt representa un grupo trifenilmetilo opcionalmente sustituido con uno o varios sustituyentes, elegido en
particular entre los sustituyentes cloro, metoxi, metilo, flGor y ciano.
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9. Resina de polimero que comprende un fragmento peptidico que responde a la formula (VII) o (VII'):

Se
™STr

VI x—N O
& —~Trt
Se

(VID")

en las que,

o representa un soporte solido,

Trt representa un grupo trifenilmetilo opcionalmente sustituido con uno o varios sustituyentes, elegido en

particular entre los sustituyentes cloro, metoxi, metilo, fliior y ciano,

X1 representa un fragmento peptidico.
10. Resina de polimero de acuerdo con la reivindicacién 8 o 9, en la que el soporte sélido o se elige entre un
poliestireno, una poliacrilamida, un polietilenglicol, una celulosa, un polietileno, un poliéster, un latex, una poliamida,
un polidimetilacrilamida, un copolimero de polietilenglicol-poliestireno, un copolimero de polietilenglicol-poliacrilamida
y sus derivados.

11. Método de preparacion de la resina de polimero de acuerdo con una de las reivindicaciones 8 a 10, que
comprende:

a) proporcionar un soporte soélido funcionalizado con grupos -Trt 0 -NH-CO-Trt;
b) reaccion de la funcién Trt del soporte sélido con el compuesto de amina de formula (I11): NH(CHz2-CH2-Se-H),

teniendo Trt la misma definicion que en las reivindicaciones 8 a 10.
12. Método de preparacion de un polipéptido de formula (VI11):
(v X1-C1-Xo-Cp-...-Ci.1-Xi-...-Cn-1-Xn
en la que,
Xi, Xa2,..., Xi,..., Xn SON fragmentos peptidicos,
Ci, Cy, ..., Cig, ..., Cn.1 SON restos de aminoacidos que portan una funcién tiol o selenol,
n es un nimero entero superior o igual a 2,
i es un namero entero cualquiera que varia de 1 a n,
comprendiendo este método una o varias etapas de reaccion entre un compuesto de formula (1X):
(1Xi) X'i - N(CH2CH2-Se-H),

en la que,

X'y representa X;
X'i representa Ci.1-Xj parai > 1

y un compuesto de féormula (Xi+1):

(Xi+1) Ci-Xis1-...-Cn-1-Xn
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para formar un compuesto de formula (X):

(X9)

13. Método de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el compuesto (1X;) se forma a partir del compuesto (IX’}):

mediante la puesta en presencia de al menos un compuesto reductor de los enlaces diselenio.

14. Método de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el compuesto (IX)) se obtiene por reaccién entre un

compuesto de formula (XI;), (XI') o (XI

X'i-Ci-Xis1-...-Cn.1-Xn

/""\
xy= X,—N 1°

pSe

"):

(XI) Xi-S-R;

(XI)

en las que X'i es un fragmento peptidico de la forma Ci.1-X;; para i > 1 y X'i representa Xi, R representa un grupo

/" s
xry X, —N 1

.S

X'i - N(CH2-CHa-S-H),

alquilo o un grupo arilo opcionalmente sustituido,
y un compuesto de férmula (11I') o de formula (11") de acuerdo con la reivindicacién 4.

15. Método de acuerdo con la reivindicacién 13 o 14, para la preparacién de un polipéptido representado con la

férmula (XI1):
(X1

gque comprende las etapas siguientes:

X1- C1- Xo- Co- X3

a) reaccion entre un compuesto de formula (XI1) o (XIII'):

(X1

R, - X1 - N(CHz-CHz-Se-H)z

X1y  R;—X:N

y un compuesto de formula (XIV) o (XIV’):

(XIV)

H - Cy - X2 - N(CHo-CHa-S-H),

/" s
(X1v’) H—CX;N I

\__S

para formar el compuesto de férmula (XV) o (XV'):

Xv)

Ry - X1 - C1 - X2 - N(CH2-CH2-S-H),
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XV Ry—X;7Ci XN ?
S

b) reaccion entre un compuesto de férmula (XV) o (XV’) y un polipéptido de formula (XVI):
(XVI1) H-Cs-Xs
para formar el compuesto de férmula (XII),
en las que R: representa H o un grupo protector de la funcidon N-terminal de Xi; Xi, Xz, X3 representan,
independientemente entre si, fragmentos peptidicos; Ci y C; representan, independientemente el uno del otro,

restos de aminodcidos portadores de una funcién tiol o selenol.

16. Método de preparacion de un polipéptido ciclico de formula (XVII):

XVID [ Ci-Xz ]

Xz representando un fragmento peptidico, y C; representando un resto de aminoéacido que comprende una funcion

tiol o selenol,

comprendiendo dicho método al menos una etapa de reaccion de ligacion de un polipéptido de formula (XVIII):
(XvIry H - C1 - X2 - N(CH2-CHy-Se-H),

consigo mismo.

17. Método de acuerdo con la reivindicacién 16, en el que la reaccidn de ligacion se realiza poniendo en contacto un
polipéptido de férmula (XVIII'):

XVII') H-C— —N/#\|Se

con al menos un compuesto reductor de los enlaces diselenio.

18. Kit de sintesis de polipéptidos que comprende uno o varios péptidos de férmulas (IXi) o (IX')) que pueden usarse
en el método de acuerdo con la reivindicacion 12 o 13, o al menos un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 4.
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