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DESCRIPCION
Conjugado de péptido-resina y su utilizacion
La presente invencion se refiere a conjugados de péptido-resina adecuados para su utilizacion en la sintesis de
péptidos. Mas especificamente, la invencién se refiere a péptidos cortos que contienen diaminoacidos en su secuencia
y a su utilizacién en la sintesis de amidas de péptidos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La utilizacién de resinas de tipo tritilo acido-labil en la sintesis de fase sélida de péptidos y péptidos protegidos se
conoce bien en la técnica (véase, por ejemplo, Barlos K, Chatzi O, Gatos D, Stavropoulos G., Int J Pept Protein Res.
junio de 1991;37(6):513-20). Los conjugados de péptido-resina se enlazan, por lo general, a la resina por medio de un
enlace éster conjugado con carboxilo terminal (véase, por ejemplo, el documento de EE. UU. 7.939.629). Los
conjugados de péptido-resina enlazados a la resina por medio de la cadena lateral de un residuo de aminoacido de
lisina terminal también son conocidos (véase, por ejemplo, el documento de EE. UU. 2009/0292106).

Las resinas de Rinck-amida comunmente utilizadas resultan en amidas de péptidos que contienen, en muchos casos,
varios subproductos, que pueden tener su origen en la escision parcial del enlazante.

Giraud y col. en el documento de EE. UU. 2010/0197891 describen un procedimiento para anclar una cadena de
péptidos creciente durante la sintesis quimica a un soporte de fase soélida por medio del grupo amino de una cadena
lateral de aminoacidos. Sin embargo, el documento de EE. UU. 2010/0197891 no describe la unién de una amida de
péptido a la resina.

La presente invencion busca proporcionar nuevos conjugados de péptido-resina para su utilizacion en la sintesis de
péptidos. Mas particularmente, en una realizacion, la invenciéon busca proporcionar nuevos conjugados de péptido-
resina y procedimientos relacionados con los mismos para permitir la preparacion de péptidos que exhiben uno o mas
de los siguientes: rendimientos mejorados, una pureza mas alta, menos reacciones secundarias y condiciones de
reaccion mas leve.

Los aspectos de la invencion se establecen en las reivindicaciones adjuntas y se describen con mas detalles a
continuacion.

DECLARACION DE LA INVENCION

Un primer aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento para preparar un péptido, o una sal del mismo, de un
conjugado de péptido-resina de las Férmulas (2b), (2c), (2d), (2e) o (2f),

Resina
Pri—Orn—Gly—NH,
(2b)

Resina
Pr—Orn—Pro—NH,
(2c)

Resina
Pr—n—Pra—NHE!
(2d)

Resina

H H
Pry—0Orm—Pro—N-—N—CO—NH,
(2e)
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Resina
Pri—Orn—Tyr(tBu)~NH,

(27)

en el que la resina es una resina polimérica escindible de TFA seleccionada de entre resinas de tritilo, 2-cloro-tritlo, 4-
metil-tritilo y 4-metoxi-tritilo; y

Pr1 es un grupo protector seleccionado de entre el grupo que consiste en: Fmoc, Boc, Cbz, Npys y Alloc; dicho
procedimiento comprendiendo las etapas de:

(a) desproteger la funciéon a-amino del extremo N-terminal de dicho conjugado de péptido-resina de las Férmulas
(2b), (2c), (2d), (2e) o (2f) para eliminar el grupo protector Pry;

(b) acoplar al menos un aminoacido o péptido protegido en el extremo N-terminal que presente una funcion de
acido carboxilico activado o libre con la funciéon a-amino desprotegida de la etapa (a), alargando asi el compuesto
de las formulas (2b), (2c), (2d), (2e) o (2f),

(c) repetir, opcionalmente, las etapas (a) y (b) una o mas veces, en las que el al menos un aminoacido o péptido
protegido en el extremo N-terminal es idéntico o diferente de aquel de la etapa anterior (b);

(d) escindir el péptido resultante de la resina;

(e) guanilar el péptido obtenido en la etapa (d);

(f) eliminar, opcionalmente, todos los grupos protectores que queden después de la etapa (d);

(g) aislar y opcionalmente purificar el péptido asi obtenido.

De manera ventajosa, la utilizacion de los conjugados de amida de péptidos reivindicados en este documento permite
la preparacion de péptidos en mejores rendimientos y/o una pureza mas alta y/o con menos reacciones secundarias.
Ademas, las condiciones de reaccion leve requeridas para eliminar las amidas de péptidos de la resina permiten que
las amidas de péptidos se obtengan de manera protegida o parcialmente protegida, es decir, que el procedimiento
permite la escision de la resina de amidas de péptidos parcialmente protegidos. Esto permite que los péptidos
obtenidos se conviertan selectivamente en los péptidos guanilados correspondientes. Los conjugados reivindicados
en este documento son particularmente Utiles en la preparacién de un nimero de péptidos especificos descritos en
esta invencion.

DESCRIPCION DETALLADA

Como se utiliza en esta invencién, el término «alquilo» incluye grupos alquilo de cadena ramificada y recta saturada
que pueden sustituirse (mono o poli) o no. Preferentemente, el grupo alquilo es un grupo alquilo C120, mas
preferentemente un C1.15, incluso mas preferentemente un grupo alquilo C1-12, incluso mas preferentemente un grupo
alquilo C16, y mas preferentemente un grupo alquilo C1-3. En particular, los grupos alquilo preferidos incluyen, por
ejemplo, metil, etil, propil, isopropil, butil, isobutil, tert-butil, pentil y hexil. Los sustituyentes incluyen, por ejemplo, uno
0 mas grupos seleccionados de entre OH, O-alquilo, haldgeno, NH2, NH-alquilo, N-(alquilo)2, CF3, NO2, CN, COO-
alquilo, COOH, CONHz, CO-NH-alquilo, CO-N(alquilo)z2, SO2z-alquilo, SO2NH2 y SO2-NH-alquilo.

Como se utiliza en esta invencion, el término «arilo» se refiere a un grupo aromatico Cs-12 que puede sustituirse (mono
o poli) o no. Los ejemplos tipicos incluyen fenil y naftenil, etc. Los sustituyentes incluyen, por ejemplo, uno o mas
grupos seleccionados de entre OH, O-alquilo, halégeno, NH2, NH-alquilo, N-(alquilo)2, CF3, NO2, CN, COO-alquilo,
COOH, CONHz, CO-NH-alquilo, CO-N(alquilo)z2, SO2-alquilo, SO2NH2 y SO2-NH-alquilo.

El término «aralquilo» se utiliza como una conjuncién de los términos alquilo y arilo, como se indicé anteriormente.
Como se utiliza en esta invencion, el término «aroil» se refiere a un «Ar-CO» radical, donde Ar es un grupo arilo, como
se definid anteriormente. Los ejemplos de los grupos aroil incluyen benzoil y naftoil.

Como se utiliza en esta invencion, el término «acilo» se refiere a un «Alquil-CO» radical, donde alquilo es tal como se
definié anteriormente.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la invencioén incluyen la adiciéon de acidos adecuados
o sales basicas de los mismos. En Berge y col. J Pharm Sci, 66, 1-19 (1977) se puede encontrar una resefia de las
sales farmacéuticas adecuadas. Las sales se forman, por ejemplo, con acidos inorganicos fuertes, como acidos
minerales, por ejemplo, acido sulfurico, acido fosférico o acidos hidrogenados; con acidos carboxilicos organicos
fuertes, como los acidos alcanocarboxilicos de 1 a 4 atomos de carbono sustituidos o no (por ejemplo, por un
halégeno), como el acido acético; con acidos dicarboxilicos saturados o insaturados, por ejemplo los acidos oxalico,
maldnico, succinico, maleico, fumarico, ftalico o tetraftalico; con acidos hidroxicarboxilicos, por ejemplo, el acido
ascorbico, el acido glicdlico, el acido lactico, el acido tartarico o el acido citrico; con aminoacidos, por ejemplo, el acido
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aspartico o el acido glutamico; o con acidos sulfonicos organicos, como los acidos (C1-Ca)-alquil- o aril-sulfénicos,
sustituidos o no (por ejemplo, por un halégeno) como el acido metanosulfénico o p-toluenosulfénico. Particularmente,
se prefieren las sales de acetato.

En todos los aspectos de la presente invencion anteriormente analizada, la invencién incluye, donde corresponda,
todos los enantiémeros y tautdmeros de los compuestos de la invencion. El experto en la materia reconocera los
compuestos que poseen propiedades Opticas (uno o mas atomos de carbono quiral) o caracteristicas tautoméricas.
Los enantidmeros y/o tautdbmeros correspondientes pueden aislarse/prepararse mediante los procedimientos
conocidos en la técnica.

Algunos de los compuestos de la invencidn pueden existir como esterecisdmeros y/o isébmeros geométricos, por
ejemplo, pueden poseer uno o mas centros asimétricos y/o geométricos y, por tanto, pueden existir en dos o mas
formas estereoisoméricas y/o geométricas. La presente invencién contempla la utilizacion de todos los
estereoisémeros individuales e isomeros geométricos de esos compuestos, y sus mezclas. Los términos utilizados en
las reivindicaciones abarcan estas formas.

La presente invencién también incluye todas las variaciones isotdpicas de los compuestos o sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos. Una variacion isotdpica de un agente de la presente invencion o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo se define como uno en el que al menos un atomo se reemplaza con un atomo que presenta el
mismo numero atémico, pero una masa atémica diferente de la masa atdmica que se encuentra generalmente en la
naturaleza. Los ejemplos de isétopos que pueden incorporarse al agente y sus sales farmacéuticamente aceptables
incluyen los is6topos de hidrégeno, carbono, nitrégeno, oxigeno, fosforo, azufre, flior y cloro, como 2H, 2H, '3C, '“C,
BN, 170, 180, 3P, 2P, 33, '8F y 36C|, respectivamente. Ciertas variaciones isotopicas del agente y sus sales
farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, aquellas en las que se incorpora el isétopo radioactivo, como 3H o '4C,
son Utiles en los estudios de la distribucion de farmacos y/o sustratos en el tejido. Los isotopos tritiados, es decir, °H,
y carbono-14, es decir, *C, son particularmente preferidos por su facilidad de preparacion y detectabilidad. Ademas,
la sustitucion con isétopos tales como el deuterio, es decir, 2H, puede permitir ciertas ventajas terapéuticas que resultan
de una mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo, el aumento de la vida media in vivo o requerimientos de dosis
reducidos y, por tanto, puede preferirse en algunas circunstancias. Las variaciones isotopicas del agente de la presente
invencion y las sales farmacéuticamente aceptables del mismo de esta invencion, en general, se pueden preparar
mediante procedimientos convencionales utilizando variaciones isotdpicas de reactivos adecuados.

Los aminoacidos naturales incluyen alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptoéfano,
tirosina y valina.

Como se utiliza en esta invencion, el término «aminoacido no natural» incluye los aminoacidos alfa y alfa-disustituido,
los aminoacidos N-alquilo, el acido lactico, los derivados de haluro de aminoacidos naturales como la trifluorotirosina,
la p-Cl-fenilalanina, la p-F-fenilalanina, la p-Br-fenilalanina, la p-NO2-fenilalanina, la fenilglicina, la azaglicina, la
sarcosina, la penicilamina, el D-2-metil triptéfano, la fosfoserina, la fosfotreonina, la fosfotirosina, la p-I-fenilalanina, la
L-alil-glicina, la B-alanina, el acido B-aspartico, la B-ciclohexilalanina, la citrulina, la homoserina, la homocisteina, el
acido piroglutamico, el acido L-a-aminobutirico, el acido L-y-aminobutirico, el acido L-a-aminoisobutirico, la a-
ciclohexilglicina, el acido diaminobutirico, el acido diaminopimélico, la N-e-dinitrofenil-lisina, la L-1-naftilalanina, la L-2-
naftilalanina, la 3-(2-piridil)-L-alanina, la 3-(3-piridil)-L-alanina, la 3-(4-piridil)-L-alanina, la N-e-metil-lisina, la N,N-¢-
dimetil-lisina, la N,N,N-e-trimetil-lisina, el acido 3-mercaptopropionico, el acido L-g-aminocaproico, el acido 7-
aminoheptanoico, el acido 6-aminohexanoico la L-metionina sulfona, la ornitina, la L-norleucina, la L-norvalina, la p-
nitro-L-fenilalanina, la L-hidroxiprolina, el &cido y-glutamico, el acido y-aminobutirico, la L-tioprolina, los derivados de
metil de la fenilalanina (Fe) como la 4-metil-Fe, la pentametil-Fe, la (4-amino)L-Fe, la (metil)L-Tir, la (4-isopropil)L-Fe,
el L-Tic (1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxil acido), el acido L-diaminopropiénico y la (4-bencil)L-Fe.

El péptido de la presente invencion puede comprender aminoacidos en forma de L o D, es decir, uno o mas residuos,
preferentemente todos los residuos pueden estar en forma de L o D.

Como se utiliza en esta invencion, el término «péptido sintético» se refiere a un péptido que se sintetiza quimicamente.
Los péptidos sintéticos pueden prepararse a partir de aminoacidos naturales o no, o una combinacién de los mismos.

Como se utiliza en esta invencion, el término «péptido natural» se refiere a un péptido que se encuentra en la
naturaleza.

Los presentes inventores han demostrado que los diaminoacidos que contienen amidas de péptidos cortos unidos a
resinas sensibles altamente acidas adecuadas desde su cadena lateral pueden proporcionar amidas de péptidos y
amidas de péptidos parcialmente protegidos mas grandes con una funcién amino de cadena lateral de diaminoacido
selectivamente liberada. Estas pueden modificarse selectiva y adicionalmente en la cadena lateral de diaminoacido.
Una modificacién importante de la cadena lateral de diaminoacido es, por ejemplo, la guanidilacién selectiva de Orn a
Arg para dar péptidos que contengan Arg. Esto es ventajoso sobre la sintesis de péptidos que contienen Arg mediante
la utilizacion de derivados de Arg protegidos en su cadena lateral porque la desproteccion de la cadena lateral de Arg,
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utilizando los grupos protectores guanidino habituales generalmente da origen a la formacion de varios subproductos
y, ademas, en muchos casos, resulta incompleta.

También se forman varios productos secundarios durante la eliminacion de amidas de péptidos de resinas que
proporcionan amidas de péptidos como las resinas de Rink-amida.

Los presentes inventores han descubierto que la unién de péptidos que contienen diaminoacidos cortos, en resinas
del tipo tritilo, procede con alto rendimiento y que los péptidos y amidas de péptidos parcialmente protegidos que se
obtienen son de alta pureza, mayor a la obtenida mediante la utilizaciéon del procedimiento de sintesis de amida de
péptido correspondiente, la cual utiliza una resina de amida. Las amidas de péptidos y amidas de péptidos
parcialmente protegidos escindidos de la resina pueden transformarse en un alto rendimiento para péptidos que
contienen aminoacidos guanilados en su secuencia, como Arg, D-Arg y homo-Arg. Las amidas de péptidos obtenidas
presentan una pureza mas alta que los péptidos que contienen Arg correspondientes, sintetizados utilizando derivados
de Arg protegidos con cadenas laterales, por ejemplo, Fmoc-Arg(Pbf)-OH.

Las amidas de péptidos cortos adecuadas requeridas (1) se obtienen mediante procedimientos conocidos en la
técnica, por ejemplo, mediante la desproteccion de la funcién amino de cadena lateral del péptido corto. Las amidas
de péptidos protegidos se conjugan posteriormente con resinas sensibles muy acidas del tipo tritilo a través de la
funcién amino de cadena lateral del diaminoacido contenido en la cadena peptidica, segun el esquema a continuacion.

Por ejemplo, el diaminoacido que esta contenido en la parte del extremo C-terminal de la amida de péptido se hace
reaccionar con un haluro de resina, A-Cl, en la presencia de una base para dar un conjugado de péptido-resina (2) en
alto rendimiento:

A
. A-Cl |
Pri-Y-Dia-X-NR{R;  —————»  Pry-Y-Dia-X-NR4R;
DIPEA
Formula (1) Formula (2)

en la que Pr1 se selecciona de entre H, alquilo, arilo, aralquilo, acilo, aroil y un grupo protector;

Y es un enlace directo; o un residuo de aminoacido natural o no natural opcionalmente protegido; o un péptido
natural o sintético que comprende de 2 a 200 residuos de aminoacidos naturales o no naturales, cada uno de los
cuales esta opcionalmente protegido;

Dia es un diaminoacido natural o no natural;

A es una resina polimérica conjugada para la funcion amino de cadena lateral del diaminoacido;

X es un residuo de aminoacido natural o no natural opcionalmente protegido; o un péptido que comprende de 2 a
15 residuos de aminoacidos naturales o no naturales, cada uno de los cuales esta opcionalmente protegido;

R1y Rz, cada uno, se seleccionan independientemente de H, alquilo, arilo, aralquilo, NH2, NH-CO-NH..

En una realizacién preferida, la base es una base de trialquilamina, mas preferentemente DIPEA.

En una realizacién preferida, A es una resina polimérica escindible de TFA conjugada en la funcion amino de cadena
lateral del Dia.

Mas preferentemente, A es una resina escindible de TFA del tipo tritilo.
Incluso mas preferentemente, A se selecciona de entre resinas de tritilo, de 2-cloro-tritilo, de 4-metil-tritilo y de 4-

metoxi-tritilo como se muestra a continuacion, en las que Q puede estar ausente o es un enlazador entre el grupo tritilo
y la matriz polimérica P, por ejemplo, un grupo carboxilo.
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cl O a—(P) c O o—(P)
9 e

resina de trt-cloruro resina de cloruro de 2-clorotritilo

C »
cl O Q—@ cl O Q—®
L] 4

CHj OCH,4
resina de cloruro de 4-metiltritilo resina de cloruro de 4-metiltritilo
resina de Mit-cloruro resina de Mit-cloruro

Las amidas de péptidos con uniones de resina también pueden obtenerse por medio de la unién del diaminoacido a
la resina a través de la funciéon amino de cadena lateral y el acoplamiento en la resina con la amida de aminoacido o
amida de péptido, como se muestra en el esquema a continuacion:

A A
Cl—A | H-X-NR1 R2
Fmoc-Dia-OH —— > Fmoc-Dia-OH *  Fmoc-Dia-X-NR4R,
DIPEA DIC/HOBt
©)

Las amidas de péptidos (3) también se pueden obtener mediante la amidacion de péptidos con unién de resina, como
se muestra a continuacion:

A A
Cl—A | H-NR4R;
Fmoc-Dia-X-OH Fmoc-Dia-X-OH ~ —————>  Fmoc-Dia-X-NR4R,
DIPEA DIC/HOBt
(3)

Los péptidos con unién de resina de las formulas (2) y (3) se pueden utilizar en la sintesis peptidica de fase solida.
Después de completar el ensamble de la cadena, las amidas de péptidos obtenidas de la férmula general (2) se pueden
escindir de las resinas extremadamente sensibles al acido en la forma de péptido parcialmente protegido de la formula
general (1) o en la forma completamente desprotegida, como se muestra en el esquema a continuacion con la féormula
general (4):
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A A

| SBS |,
Fmoc-Dia-X-NR; R, — = Pry-Y-DiaX-NRR,

(3) (2)

DespretEsaan desproteccion
parcial

Pr;-Y-Dia-X-NR;R,
(4) Q)

H-Y-Dia-X-NR;R

J guanidilacion

Desproteccion
H-Y-Gua-X-NR4R, i Pry-X-Gua-Y-NR/R;

(6) SBS = Procedimiento etapa por etapa
(SBS, del inglés step-by-step) {5)

Los péptidos desprotegidos selectivamente en la funciéon de cadena lateral de diaminoacido (1) pueden modificarse
adicionalmente en la cadena lateral del diaminoacido, como se muestra en el esquema anterior, mediante la
guanidilacion. La etapa de guanidilacién puede efectuarse mediante cualquier procedimiento conocido en la técnica
para, por ejemplo, utilizar los reactivos de guanidilacién, como la S-metiltiourea, la 1-H-1,2,4-triazol-carboxamidina,
etc.

En una realizacion preferida, el reactivo de guanlidilacién se selecciona de entre 1H-pirazol-1-carboxamidina 2, 1-H-
1,2,4-triazol-carboxamidinas, triflil guanidina y tosilato de benzotriazol-1-carboxamidinio.

Los péptidos parcialmente protegidos guanidilados obtenidos de la férmula general (5) entonces pueden
desprotegerse totalmente para dar la funcién de cadena lateral de guanidil que contiene péptidos de la formula general
(6), en el que Gua es un grupo guanidilo de cadena lateral que contiene aminoacidos como la Arg.

Los grupos protectores para los aminoacidos resultaran familiares para la persona experta en la técnica (véase, por
ejemplo, Chem. Rev. 2009, 109, 2455-2504). Estos grupos protectores pueden separarse en tres grupos, como se
indica a continuacion:

* grupos protectores del extremo N-terminal
* grupos protectores del extremo C-terminal
* grupos protectores de cadena lateral

Los ejemplos de grupos protectores de extremo N-terminal altamente preferidos para los aminoacidos incluyen, entre
otros, el t-Boc (ferf-butiloxicarbonil) y Fmoc (9-fluorenilmetiloxicarbonil). Su labilidad es causada por el grupo
carbamato que libera CO2 de inmediato para una etapa de desacoplamiento irreversible. Otro grupo adecuado basado
en carbamato es el grupo benciloxi-carbonilo (Z o Cbz); este se elimina en condiciones mas duras.

Otro ejemplo preferido es el grupo protector aliloxicarbonilo (alloc), que a menudo se utiliza para proteger un acido
carboxilico, un grupo hidroxilo o amino, cuando se requiere un esquema de desproteccion ortogonal.

Otro ejemplo preferido es el grupo nitro-2-piridinasulfenilo (Npys), que es util para la proteccion y activacion de grupos
amino y hidroxilo en la sintesis peptidica. El grupo Npys se introduce de inmediato mediante el tratamiento de
aminoacidos con cloruro de 3-nitro-2-piridinasulfenilo. El grupo Npys se elimina facilmente mediante el tratamiento con
HCI muy diluido, por ejemplo, 0,1-0,2 N HCI en dioxano, pero es resistente al acido trifluoroacético y 88 % acido
férmico. Npys también se elimina selectivamente bajo condiciones neutrales, utilizando trifenilfosfina o 2-piridinatiol 1-
o6xido sin afectar a los grupos protectores de benciloxicarbonilo (Z), tert-butiloxicarbonilo (Boc), 2-(4-
bifenilil)propil(2)oxicarbonilo (Bpoc), 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc), bencilo (Bzl) o tert-butilo (tBu).

Las cadenas laterales de aminoacidos representan una amplia gama de grupos funcionales y son sitios de reactividad

no especifica durante la sintesis peptidica. Debido a esto, se requieren muchos grupos protectores que, por lo general,
estan basados en el grupo bencilo (Bzl) o tert-butilo (tBu). Los grupos protectores especificos utilizados durante la
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sintesis de un cierto péptido varian segun la secuencia de péptidos y el tipo de proteccion de extremo N-terminal
utilizada. Generalmente, a los grupos protectores de cadena lateral se los conoce como grupos protectores
permanentes o semipermanentes, porque pueden resistir multiples ciclos de tratamiento quimico durante la sintesis y
solo se eliminan durante el tratamiento con acidos fuertes, después de completar la sintesis peptidica.

Los aminoacidos individuales y purificados se hacen reaccionar con esos grupos protectores antes de la sintesis y
después se eliminan selectivamente durante etapas especificas de la sintesis peptidica.

En una realizacién preferida, Pr1 es un grupo protector Fmoc.
Mas preferentemente, la resina es una resina de ftritilo o de 4-metoxitritilo.

Los conjugados de péptido-resina se pueden preparar mediante un proceso que comprende hacer reaccionar una
amida de péptido con un haluro de resina adecuado en un solvente adecuado, en la presencia de una base.

Preferentemente, el haluro se selecciona de entre cloruro, bromuro y yoduro.
Preferentemente, el solvente se selecciona de entre DCM, DCE, DMF, NMP, THF, DME y sus mezclas.
Preferentemente, la base se selecciona de entre DIPEA, NMM, DBU, piridina, DMAP y TEA.

En una realizacion preferida, los aminoacidos o péptidos protegidos en su extremo N-terminal de las etapas (b) y (c)
estan protegidos con Fmoc.

En una realizacién preferida, el al menos un aminoacido o péptido protegido en su extremo N-terminal de la etapa (c)
repetida en ultimo lugar esta protegido por un grupo protector que es ortogonal respecto de Fmoc.

En una realizacion preferida, el grupo protector ortogonal es Boc.

En una realizacion preferida, el paso (d) comprende escindir el péptido de la resina mediante el tratamiento con un
acido.
En una realizacién preferida, la etapa (e) comprende tratar el péptido con un reactivo de guanilado seleccionado de

entre 1H-pirazol-1-carboxamidina 2, 1-H-1,2,4-triazol-carboxamidina, triflii guanidina y tosilato de benzotriazol-1-
carboxamidinio.

En una realizacion preferida, el conjugado de péptido-resina se selecciona de entre los siguientes:

Resina
Fmoc—Orn—Gly—NH,

(29)

Resina

Fmoc—Orn—Pro—NH,

(2h)

Resina

Fmoc—Orn—Pro—NHEt
(2i)
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Resina

Fmoc—Ormn—Pro—N—N—CQO—NH
H H
(2))
Resina

I
Fmoc—Orn—Tyr{tBu)—NH

2

(2k)

en el que la resina es una resina de tritilo o una resina de 4-metoxitritilo.

En una realizacion preferida, el procedimiento de la invencién se utiliza para preparar un péptido seleccionado de entre

los siguientes:

[2] Arg8-Cis-Tir-Fe-GIn-Asn-Cis-Pro-Arg-Gli-NHz;

[5] 3-Mercaptopropionil-Tir-Fe-GIn-Asn-Cis-Pro-D-Arg-Gli-NHz;

[8] Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Ser(tBu)-Leu-Arg-Pro-Azagli-NHz;

[9] Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Ser(tBu)-Leu-Arg-Pro-NHEt sal de acetato;
[10] Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Leu-Leu-Arg-Pro-NHEt;

[11] Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-His(Bzl)-Leu-Arg-Pro-NHEt sal de acetato;
[12] Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Trp-Leu-Arg-Pro-NHEt sal de acetato;

[20]

H-Tir-Pro-Ser-Lis-Pro-Asp-Asn-Pro-Gli-Glu-Asp-Ala-Pro-Ala-Glu-Asp-Met- Ala-Arg-Tir-Tir-Ser-Ala-Leu-Arg-

His-Tir-lle-Asn-Leu-lle-Tr-Arg-GIn-Arg-Tir- NHz; y

(21]

H-Tir-Pro-lle-Lis-Pro-Glu-Ala-Pro-Gli-Glu-Asp-Ala-Ser-Pro-Glu-Glu-Leu-Asn-Arg-Tir-Tir-Ala-Ser-Leu-Arg-

His-Tir-Leu-Asn-Leu-Val-Tr-Arg-GIn-Arg-Tir-NHz.

Los péptidos especificos preparados mediante el procedimiento de la invencion incluyen los siguientes:

* denota que esta fuera del alcance de la invencion

*Acetato de atosiban,
3-Mercaptopropionil-D-Tir(Et)-lle-Tr-Asn-Cis-Pro-Orn-Gli-NH: sal de acetato

Acetato de vasopresina,
Arg-Cis-Tir-Fe-GIn-Asn-Cis-Pro-Arg-Gli-NH2 sal de acetato

*Acetato de ornipresina,
H-Cis-Tir-Fe-GIn-Asn-Cis-Pro-Orn-Gli-NH: sal de acetato

*Acetato de terlipresina,
H-Gli-Gli-Gli-Cis-Tir-Fe-GIn-Asn-Cis-Pro-Lis-Gli-NH2 sal de acetato

Acetato de desmopresina,
3-Mercaptopropionil-Tir-Fe-Gln-Asn-Cis-Pro-D-Arg-Gli-NH2 sal de acetato

*Acetato de triptorelina,
Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Trp-Leu-Arg-Pro-Gli-NH2 sal de acetato

*Acetato de nafarelina
Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-2-Nal-Leu-Arg-Pro-Gli-NH: sal de acetato

Goserelina
Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Ser(tBu)-Leu-Arg-Pro-Azagli-NH2
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Acetato de buserelina
Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Ser(tBu)-Leu-Arg-Pro-NHEt sal de acetato

Leuprolida (Leuprolin)
Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Leu-Leu-Arg-Pro-NHEt

Acetato de histrelina
Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-His(Bzl)-Leu-Arg-Pro-NHEt sal de acetato

Acetato de deslorelina alto
Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Trp-Leu-Arg-Pro-NHEt sal de acetato

*Cetrorelix

Ac-D-2-Nal-4-cloro-D-Fe-3-(3-piridil)-D-Ala-Ser-Tir-D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH: sal de acetato
*Ozarelix

Ac-D-2-Nal-D-4-Cpa-D-3-Pal-Ser-N-Me-Tir-D-Hci-Nle-Arg-Pro-D-Ala-NH: sal de acetato
*Acetato de ziconotida

H-Cis-Lis-Gli-Lis-Gli-Ala-Lis-Cis-Ser-Arg-Leu-Met-Tir-Asp-Cis-Cis-Tr-Gli-Ser-  Cis-Arg-Ser-Gli-Lis-Cis-NHz sal de
acetato

*Afamelanotida
Ac-Ser-Tir-Ser-Nle-Glu-His-D-Fe-Arg-Trp-Gli-Lis-Pro-Val-NH2 sal de acetato

*Acetato de GRF (humana)

H-Tir-Ala-Asp-Ala-lle-Fe-Tr-Asn-Ser-Tir-Arg-Lis-Val-Leu-Gli-GIn-Leu-Ser-Ala-Arg-  Lis-Leu-Leu-GIn-Asp-lle-Met-Ser-
Arg-GIn-GIn-Gli-Glu-Ser-Asn-GIn-Glu-Arg-Gli-Ala- Arg-Ala-Arg-Leu-NH: sal de acetato

*Amida de GRF (1-29) (humana)

H-Tir-Ala-Asp-Ala-lle-Fe-Tr-Asn-Ser-Ti-Arg-Lis-Val-Leu-Gli-GIn-Leu-Ser-Ala-Arg-Lis-Leu-Leu-GIn-Asp-lle-Met-Ser-
Arg-NH>

*Acetato de a-melanotropina (humana)
Ac-Ser-Tir-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Trp-Gli-Lis-Pro-Val-NHz sal de acetato

Acetato de neuropéptido Y (humano, rata)

H-Tir-Pro-Ser-Lis-Pro-Asp-Asn-Pro-Gli-Glu-Asp-Ala-Pro-Ala-Glu-Asp-Met-Ala-Arg-Tir-Tir-Ser-Ala-Leu-Arg-His-Tir-lle-
Asn-Leu-lle-Tr-Arg-GIn-Arg-Tir-NH: sal de acetato

Acetato del péptido YY (humano)

H-Tir-Pro-lle-Lis-Pro-Glu-Ala-Pro-Gli-Glu-Asp-Ala-Ser-Pro-Glu-Glu-Leu-Asn-Arg-Tir- Tir-Ala-Ser-Leu-Arg-His-Tir-Leu-
Asn-Leu-Val-Tr-Arg-GIn-Arg-Tir-NH: sal de acetato

El procedimiento de la invencién es adecuado para preparar una variedad de diferentes péptidos, incluyendo, entre
otros, los siguientes:

[2] Arg-Cis-Tir-Fe-GIn-Asn-Cis-Pro-Arg-Gli-NHz;

[5] 3-Mercaptopropionil-Tir-Fe-GIn-Asn-Cis-Pro-D-Arg-Gli-NH2 sal de acetato;
[8] Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Ser(tBu)-Leu-Arg-Pro-Azagli-NHz;

[9] Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Ser(tBu)-Leu-Arg-Pro-NHEt sal de acetato;

[10] Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Leu-Leu-Arg-Pro-NHEt;

[11] Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-His(Bzl)-Leu-Arg-Pro-NHEt sal de acetato;

[12] Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Trp-Leu-Arg-Pro-NHEt sal de acetato;

[20]

H-Tir-Pro-Ser-Lis-Pro-Asp-Asn-Pro-Gli-Glu-Asp-Ala-Pro-Ala-Glu-Asp-Met- Ala-Arg-Tir-Tir-Ser-Ala-Leu-Arg-
His-Tir-lle-Asn-Leu-lle-Tr-Arg-GIn-Arg-Tir- NH2 sal de acetato; y
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[21]

H-Tir-Pro-lle-Lis-Pro-Glu-Ala-Pro-Gli-Glu-Asp-Ala-Ser-Pro-Glu-Glu-Leu-Asn-  Arg-Tir-Tir-Ala-Ser-Leu-Arg-
His-Tir-Leu-Asn-Leu-Val-Tr-Arg-GIn-Arg-Tir- NHz sal de acetato.

De manera ventajosa, el procedimiento reivindicado en este documento permite amidas de péptidos y amidas de
péptidos parcialmente protegidos escindidos de la resina para transformarse en un alto rendimiento para péptidos que
contienen aminoacidos guanilados en su secuencia, como Arg, D-Arg y homo-Arg. Las amidas de péptidos obtenidas
presentan una pureza mas alta que los péptidos que contienen Arg correspondientes, sintetizados utilizando derivados
de Arg protegidos con cadenas laterales, por ejemplo, Fmoc-Arg(Pbf)-OH.

La presente invencion se describe adicionalmente por medio de los siguientes ejemplos no limitantes.
EJEMPLOS

Sintesis de fase sélida de péptidos y sus segmentos protegidos.

Procedimiento general.

Preparacion de resinas de tritilo cargadas con péptidos unidos a través de la cadena lateral de un
diaminoacido, procedimiento general.

La resina de cloruro de tritilo (100 g; carga de 0,9-1,6 mmol/g) de CBL-Patras se colocé en un reactor de sintesis
peptidica de 2 L y se hinch6 con 700 ml de diclorometano (DCM) durante 30 min a 25 °C. La resina se filtré y una
solucion de 100 mmol de

Acido de péptido Fmoc y diisopropiletilamina (DIEA) en DCM se adiciond, de modo tal que la proporcién de mmol del
péptido Fmoc/DIPEA se volvié de 0,80. La mezcla se agitd bajo nitrégeno durante 4 horas a 25 °C. Después, los sitios
activos restantes de la resina se neutralizaron mediante la adicion de 10 ml de metanol (MeOH) y se procedi6 a la
reaccion durante 1 hora a temperatura ambiente. La resina se filtré y se lavo 4X con 400 ml de DMF, y se deshincho
con 3 lavados de 500 ml de isopropanol (IPA) y 4X con 400 ml de DEE. La resina se sec6 a un peso constante. Del
60 al 80 % del mmol del péptido utilizado se unié a la resina.

Todas las resinas del tipo tritilo en el paciente se encuentran comercialmente disponibles (CBL-Patras y otros).

A3. Amidacién de acidos peptidicos unidos en una fase sélida a través de una cadena lateral de aminoacido
de un diaminoacido, procedimiento general.

Un péptido con unién de resina (5,0 g = 0,2-1,2 mmol/g) se colocé en el reactor de fase sdlida y se traté con 0,25-
1,4 mmol de HOBt y DIC. La mezcla se agité durante 1 hora a temperatura ambiente y después se adicion6 una
solucidon de amoniaco o alquilamina en DMF o HOBt.sal de NH3 o una amida de péptido en DMF en un exceso molar
de 1,00-1,5. A continuacidn, la mezcla se agité durante 2 horas a temperatura ambiente y el procedimiento se repitid
una vez. Después, la resina se filtré y se lavo 5X con DMF, 3X con IPA y 3X con DEE, y se secé al vacio a un peso
constante.

B. Sintesis de fase sélida, un protocolo general

B1. Hinchamiento de la resina

La resina se colocd en un reactor de 15 ml y se traté dos veces con 7 ml de NMP, y después se filtro.

B2. Activacion del aminoacido

El aminoacido (equiv. a 3,0) y 1-hidroxibenzotriazol (equiv. a 4,0) se peso y se disolvid en un reactor con 2,5 de su
volumen en NMP. Después se enfrié a hasta 0 °C. A continuacion, se afiadio DIC (equiv. a 3,0) y la mezcla se agité
durante 15 min.

B3. Acoplamiento

La solucién que se prepard en B2 después se adicioné al reactor B1. El reactor se lavd una vez con un volumen de
DCM y se adiciono al reactor que se agité por 1-3 h a 25 a 30 °C. En una muestra, se efectud la prueba de Kaiser para
determinar si la reaccién se habia completado. Si no se habia completado la reaccién de acoplamiento al cabo de 3
horas (prueba de Kaiser positiva), la mezcla de reaccion se filtraba y reacoplaba con una solucion fresca de aminoacido

activado. Después de completar la reacciéon de acoplamiento, la mezcla de reaccion se filtré y se lavé 4 veces con
NMP (5 volumenes por lavado).
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B4. Eliminacién del grupo Fmoc

La resina resultante en B3 se filtrd y después se tratdé durante 30 min con 5 ml de una solucién que contenia el 25 %
del volumen de piperidina. Después, se lavé la resina tres veces con 5 ml de NMP.

B5. Alargamiento de la cadena de péptidos

Después de la incorporacion de cada aminoacido, las etapas B1-B5 se repitieron hasta completar la cadena de
péptidos.

Para la introduccion de cada aminoacido individual, se utilizaron los siguientes aminoacidos Fmoc: Fmoc-Gli-OH,
Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Fe-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-
Asp(tBu)-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Lis(Boc)-OH, Fmoc-Orn(Mtt)-OH, Fmoc-Orn(Mmt)-OH, Fmoc-Orn(Boc)-OH,
Fmoc-Lis(Mmt)-OH, Fmoc-Lis(Mtt)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Ser(Trt)-OH, Fmoc-Tr(tBu)-OH, Fmoc- Tr(Trt)-OH,
Fmoc-Tir(tBu)-OH, Fmoc-Tir(Clt)-OH, Fmoc-Asn-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-GIn-OH, Fmoc- GIn(Trt)-OH, Fmoc-
Arg(Pbf)-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Cis(Trt)-OH, Fmoc-Cis(Mmt)-OH and Fmoc-Cis(Acm)-OH y los siguientes
aminoacidos Boc: Boc-Fe-OH y Boc-Gli-OH.

C. Procedimiento general para la escision de resinas del tipo tritilo de péptidos parcialmente protegidos y de
sus segmentos protegidos que contienen grupos Fmoc o Boc u otro grupo protector adecuado en sus
extremos N-terminales y que se desprotegen selectivamente a una ornitina, una lisina individual o cualquier
otra cadena lateral de diaminoacido.

El péptido o segmento de péptido con union de resina que se produjo como se describié anteriormente en B1-B5 y se
unié a una Lis, Orn o cualquier otra cadena lateral de diaminoacido especifica con una resina de 2-clorotritilo (Clt), de
Trt-Mmt o de Mit se lavd 4 veces con 5 ml de NMP, 3 veces con 5 ml de IPA y finalmente 5 veces con 7 ml de DCM
para eliminar completamente cualquier NMP residual u otros componentes basicos. A continuacion, la resina se enfrio
a 0 °C, se filtr6 de DCM vy se trat6 seis veces con una solucion de 10 ml del 1,0-1,5 % de TFA en DCM/TES(95:5) a
5 °C. La resina se filtr6 y se lavo tres veces con 10 ml de DCM. Después se adicioné piridina a los filtrados (equiv. a
1,3 en relacion con el TFA) para neutralizar el TFA. La solucién de escision en DCM después se mezclé con un
volumen igual de agua.

La mezcla resultante se destilo a presion reducida, a fin de eliminar el DCM (350 torr a 28 °C). El péptido o segmento
de péptido se precipité después de la eliminacion del DCM. El péptido resultante se lavé con agua y éter y se secé a
30-35 °C bajo 15 Torr de vacio. De manera alternativa, el DCM puede eliminarse al vacio y el péptido parcialmente
protegido se puede precipitar mediante la adicion de DEE o éter de diisopropilo (DIE).

D. Procedimiento general para la guanilacion del péptido parcialmente protegido que se desprotege
selectivamente en la cadena lateral de uno o mas diaminoacidos.

El péptido parcialmente desprotegido en la cadena lateral de diaminoacido (1,0 mmol) se disuelve en 10-15 ml de DMF
0 en una mezcla adecuada de DMF/agua y después se neutraliza la solucién mediante la adicion de DIPEA o 1N-
NaOH. A continuacion, se adiciona un exceso molar de 1,0-1,5 del reactivo de guanilacion, por ejemplo, 1-H-1,2,4-
triazol-carboxamidina hidrocloruro, y la mezcla se agita hasta determinar que la guanilacién ha sido completada
mediante HPLC, TLC o la prueba de Kaiser. Después, se diluye la mezcla con salmuera y el producto se extrae en la
fase organica con EtAc o DCM, lo cual es seguido de una extraccion de acido-base estandar. La solucién obtenida del
péptido guanilado posteriormente se concentra en el precipitado de RE con la adicion de DEE o DIE y se desprotege
segun nuestro procedimiento general que se indica a continuacion.

E. Desproteccion del péptido - Procedimiento general.

El péptido parcialmente protegido, como se describié anteriormente (0,01-0,005 mmol) se traté con 10 ml de TFA/TES
o TIPS/tioanisol/agua (85:5:5:5) o TFA/DTT/agua (90:5:5) durante 3 horas a 5 °C y durante 1 hora a 15 °C. La solucién
resultante se concentro al vacio y, después, el péptido desprotegido se precipitdé mediante la adicién de DEE o DIE y
se lavé tres veces con 10 ml de DEE o DIE. El sélido resultante se secé al vacio (25 °C, 1-10 Torr) hasta alcanzar un
peso constante.

Ejemplo 1. Sintesis de Atosiban a partir de un Fmoc-Orn-Gli-NH2 unido a través de la cadena lateral de ornitina
en la resina de tritilo.
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Fmoc-Orn-Gly-NH, + resina de cloruro de tritilo

DIPEA

resina de cloruro de tritilo

Fmoc-Orn-Gly-NH,

sintesis de fase sélida

S—Trt
D-Tyr(Et)-lle-Thr{tBu}-Asn(Trt}-Cys(Trt)-Pro-Orn-Gly-NH,

9) 1, I/4%-TFA
2. Desproteccion

S

-

(9

R
D-Tyr(Et)-lle-Thr-Asn-Cys-Pro-Orn-Gly-NH,

La resina de cloruro de tritilo (20,0 g; carga de 24,4 mmol) de la resina de cloruro de tritilo se colocé en un reactor de
sintesis peptidica y se hinché con 200 ml de DCM/DMF (1:1) durante 30 min a 25 °C. A continuacion, se adicionaron
4,63 g (10 mmol) de Fmoc-Orn-Gli-NH2.HCI, producido mediante procedimientos conocidos en la técnica de Fmoc-
Orn(Boc)-Gli-NHz y HCI en dioxano. La mezcla se agité durante la noche a temperatura ambiente. Después, los sitios
activos restantes de la resina se neutralizaron mediante la adicion de 10 ml de metanol (MeOH) y se hicieron
reaccionar durante 2 horas adicionales a temperatura ambiente. Después, la resina se filtr6 y se lavo 4X con 400 ml
de DMF, y se deshincho con 3 lavados de 500 ml de isopropanol (IPA) y 4X con 400 ml de DEE. Posteriormente, se
hinché nuevamente en DMF. A continuacion, se efectud el alargamiento de la cadena peptidica segun los
procedimientos estandares, utilizando Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Cis(Trt)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Tr(Trt)-OH, Fmoc-
lle-OH y Fmoc-D-Tir(Et)-OH. Finalmente, se introdujo el acido S-Trt-mercaptopropionico de extremo N-terminal
mediante un procedimiento similar utilizado para la introduccion de los aminoacidos Fmoc. Después, la resina se lavo
6X con DMF y 6X con DCM. A continuacion, la resina se traté 6X con 100 ml del 1 % de TFA en DCM y, a los filtrados
combinados, se adicionaron 2,54 g (100 mmol) de iodo. La solucién se agitdé hasta completar la reaccion de oxidacion
(20 min). Después, el exceso de iodo se neutralizé por extraccion con una solucion del 3 % de Na2S203 y se elimind
el DCM en el RE y se precipité con DEE. A continuacion, el péptido obtenido se desprotegid utilizando procedimientos
estandares, se lo purificé mediante HPLC y se procedio a su liofilizacion. Rendimiento: 7,14 g de sal de TFA, 78 % del
contenido del péptido (44,8 %).

Ejemplo 2. Sintesis de Atosiban a partir de un Fmoc-Orn-OH unido a través de la cadena lateral de ornitina en
la resina de 4-metoxi.

Se disolvié 1 mmol de Fmoc-Orn-OH en 15 ml de DCM. A continuacién, se adicionaron 1,5 mmol de DIPEA y 1 g de
resina de 4-metoxitritilo (1,2 mmol/g) y la mezcla se agitdé durante la noche. Se adiciond 1 ml de metanol y la mezcla
se agitd durante 4 horas adicionales a temperatura ambiente. Después, la resina se filtro, se lavé 3X con DCM, 3X con
DMF, 3X con iPrOH y 3X con hexano, y se secé al vacio a un peso constante para dar el Fmoc-Orn(resina de 4-
metoxitritilo)-OH.

Se suspendieron 2,0 g (1,0 mmol) de Fmoc-Orn(resina de 4-metoxitritilo)-OH en 10,0 ml de DMF, se enfriaron a 5 °C
y se hicieron reaccionar con 0,18 g (1,3 mmol) de HOBt y 0,13 g (1,0 mmol) de DIC. La mezcla se agit6 durante 5
minutos a 5 °C y después se calenté hasta alcanzar 15 °C. A continuacién, se adicionaron 0,22 g (2 mmol) de
hidrocloruro de amida de glicina y 0,39 g (3,0 mmol) de DIPEA y la mezcla se agité durante 90 min a temperatura
ambiente. El procedimiento se repitid y el Fmoc-Orn(resina de 4-metoxitritilo)-Gli-NH2 obtenido se utilizé para la
sintesis de Atosiban, como se describié anteriormente. Rendimiento: 0,79 g de sal de TFA, 76 % del contenido del
péptido (48,6 %).
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Ejemplo 3. Sintesis de Fmoc-Orn-Pro-NHz, Fmoc-Orn-Pro-NHEt y Fmoc-Orn-Pro-NH-NH-CO- NHz con union de
resina, procedimiento general.

El Fmoc-Orn(Boc)-OH, el Fmoc-Orn(Mtt)-OH o el Fmoc-Orn(Mmt)-OH se acoplé mediante procedimientos conocidos
en la técnica con H-Pro-NHz, H-Pro-NHEt o H-Pro-NH-NH-CO-NH2. Después, se desprotegioé la cadena lateral del
producto obtenido con TFA en DCM. El dipéptido de ornitina obtenido bien secado de 10,0 mmol después se disolvio
en 100 ml de DCM/DMF (1:1). A continuacion, esta solucion se adicioné a 10,0 g de resina de cloruro de 2-clorotritilo
o tritilo, de 4-metiltritilo o de 4-metoxitritilo (carga = 0,9-1,6 mmol/g) y, a la mezcla obtenida, se adicionaron 30,0 mmol
de DIPEA. Después, la mezcla se agité durante 12 horas a temperatura ambiente. A continuacion, se adicionaron
5,0 ml de MeOH y la mezcla se agitd durante 2 horas adicionales a temperatura ambiente. Después, la resina se filtré
y se lavé 6X con DMF, 3X con IPA y 3X con DEE, y se secé al vacio a un peso constante. Rendimiento de 12,5-14,5¢g
con una carga total de 7,9-8,7 mmol.

Ejemplo 4. Sintesis de Fmoc-Orn(resina de 4-metoxitritilo)-Tir(tBu)-NH2

El Fmoc-Orn(Mtt)-OH o el Fmoc-Orn(Mmt)-OH se acoplé mediante procedimientos conocidos en la técnica con H-
Tir(tBu)-NH2. Después, se desprotegio la cadena lateral del producto obtenido con un 1 % de TFA en DCM/TES (97:3)
durante 2 h a temperatura ambiente. El dipéptido de ornitina obtenido bien secado de 1,0 mmol después se disolvid
en 10 ml de DCM/DMF (1:1). A continuacion, esta solucion se adicioné a 2,0 g de resina de cloruro de 4-metoxitritilo
(carga = 1,42 mmol/g) y, a la mezcla obtenida, se adicionaron 3,0 mmol de DIPEA. Después, la mezcla se agité durante
12 horas a temperatura ambiente. A continuacion, se adicionaron 0,5 ml de MeOH y la mezcla se agité durante 2 horas
adicionales a temperatura ambiente. Después, la resina se filtré y se lavé 6X con DMF, 3X con IPA y 3X con hexano,
y se secé al vacio a un peso constante. Rendimiento de 3,02 g con una carga total de 0,86 mmol (0,28 mmol de
dipéptido/g).

Ejemplo 5. Sintesis de Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Ser(tBu)-Leu-Arg-Pro-Azagli-NH2 (Goserelina).

1,0 g (0,64 mmol) de Fmoc-Orn(resina de 4-metoxitritilo)-Pro-NH-NH-CO-NH2 se acoplaron secuencialmente con
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-D-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Tir(Clt)-OH, Fmoc-Ser(Trt)-OH, Fmoc-Trp-OH, Fmoc-His(Mmt)-OH y
acido piroglutdmico. La resina obtenida después se lavo 6X con DMF, 3X con IPA y 3X con DEE, y se sec6 al vacio.
A continuacién, se adicionaron 20 ml de 1 % de TFA en DCM/TES (97:3) y la resina se filtr6 y se lavé con un 1 % de
TFA en DCM/TES (97:3). Los filtrados combinados se concentraron al vacio, se precipitaron mediante la adicion de
DEE y se secaron al aire. Después, la resina restante se lavé 3X con DMF y 4X con DMF/agua (1:1). A los filtrados
combinados se adiciond el sdlido obtenido mediante el tratamiento de la resina con TFA y la solucidon se neutralizd
mediante la adicién de 1N-NaOH. A continuacion, se adicionaron 145,5 mg (1,0 mmol) 1-H-1,2,4-triazol-carboxamida
hidrocloruro y 258 mg (2,0 mmol) de DIPEA y la mezcla se agité durante la noche. Después, la mezcla se acidifico
hasta alcanzar un pH=2,5, se concentro y se purificé mediante RP-HPLC y se liofiliz6. Rendimiento: 555,3 mg (67,6 %).

Ejemplo 6. Sintesis de Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Ser(tBu)-Leu-Arg-Pro-NHEt (Buserelina)

1,0 g (0,55 mmol) de Fmoc-Orn-Pro-NHEt se acoplaron secuencialmente con Fmoc-Leu-OH, Fmoc-D-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-Tir(ClIt)-OH, Fmoc-Ser(Trt)-OH, Fmoc-Trp-OH, Fmoc-His(Mmt)-OH vy 4&cido piroglutamico. Segun el
procedimiento descrito anteriormente, obtuvimos 477,0 mg de péptido (61,8 %).

Ejemplo 7. Sintesis de Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Leu-Leu-Arg-Pro-NHEt (Leuprolida, Leuprolin)

1,0 g (0,55 mmol) de Fmoc-Orn-Pro-NHEt se acoplaron secuencialmente con Fmoc-Leu-OH, Fmoc-D-Leu-OH, Fmoc-
Tir(CIt)-OH, Fmoc-Ser(Trt)-OH, Fmoc-Trp-OH, Fmoc-His(Mmt)-OH y acido piroglutdmico. Segun el procedimiento
descrito anteriormente, obtuvimos 488,.1 mg (61,5 %).

Ejemplo 8. Sintesis de H-Tir-Pro-lle-Lis-Pro-Glu-Ala-Pro-Gli-Glu-Asp-Ala-Ser-Pro-Glu-Glu-Leu-Asn-Arg-Tir- Tir-
Ala-Ser-Leu-Arg-His-Tir-Leu-Asn-Leu-Val-Tr-Arg-GIn-Arg-Tir-NH2z (péptido YY).

1,0 g (0,28 mmol) de Fmoc-Orn(resina de 4-metoxitritilo)-Tir(tBu)-NH2 se acoplaron secuencialmente con Fmoc-
GIn(Trt)-OH, Fmoc-Orn(Mmt)-OH, Fmoc-Tr(tBu)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Leu-
OH, Fmoc-Tir(tBu)-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Orn(Mmt)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Ala-OH,
Fmoc-Tir(tBu)-OH, Fmoc-Tir(tBu)-OH, Fmoc-Orn(Mmt)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH,
Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Asp(tBu)-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-
Gli-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Lis(Boc)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-
Pro-OH y Fmoc-Tir(tBu)-OH. Después, el péptido se escindié de la resina y se desprotegioé parcialmente en la cadena
lateral de ornitina y se guanilé posteriormente con 442,5 mg (3 mmol) de 1-H-1,2,4-triazol-carboxamidina hidrocloruro
en DMF y DIPEA. A continuacion, el producto se precipité mediante la adiciéon de agua, se filtro, se lavo con agua y
DEE, se desprotegio, se purific6 mediante RP-HPLC y se liofilizé. Rendimiento 289,9 mg (24,4 %).

Varias modificaciones y variaciones de los aspectos descritos de la invencién se volveran evidentes para los expertos
en la materia. Si bien la invencion ha sido descrita en conexién con realizaciones preferidas especificas, debe
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entenderse que la invencién, como se la reivindica, no debe limitarse indebidamente a dichas realizaciones
especificas. En efecto, se pretende que varias modificaciones a los modos descritos de realizar la invencion, que

resultan obvias para los expertos en la materia en los campos relevantes, estén dentro del alcance de las siguientes
reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para preparar un péptido, o una sal del mismo, de un conjugado de péptido-resina de las
Férmulas (2b), (2c), (2d), (2e) o (2f),

Resina
Pr;—Orm—Gly—NH,

(2b)

Resina
Pre==Ort—Pr=<NH,
(2¢)

Resina
Pri—lam—Pro—NHEt

(2d)

Resina

l H M
Pry—0Om—Pro—N-—N—CO—NH,

(2e)

Resina
|
Pr—Ormn—Tyr(tBu)—NH,
(21)

en el que la resina es una resina polimérica escindible de TFA seleccionada de entre resinas de tritilo, 2-cloro-tritlo, 4-
metil-tritilo y 4-metoxi-tritilo; y

Pr1 es un grupo protector seleccionado de entre el grupo que consiste en: Fmoc, Boc, Cbz, Npys y Alloc; dicho
procedimiento comprendiendo las etapas de:

(a) desproteger la funcion a-amino del extremo N-terminal de dicho conjugado de péptido-resina de las Férmulas
(2b), (2c), (2d), (2e) o (2f) para eliminar el grupo protector Pry;

(b) acoplar al menos un aminoacido o péptido protegido en el extremo N-terminal que presente una funcién de
acido carboxilico activado o libre con la funciéon a-amino desprotegida de la etapa (a), alargando asi el compuesto
de las formulas (2b), (2c), (2d), (2e) o (2f),

(c) repetir, opcionalmente, las etapas (a) y (b) una o mas veces, en las que el al menos un aminoacido o péptido
protegido en el extremo N-terminal es idéntico o diferente de aquel de la etapa anterior (b);

(d) escindir el péptido resultante de la resina;

(e) guanilar el péptido obtenido en la etapa (d);

(f) eliminar, opcionalmente, todos los grupos protectores que queden después de la etapa (d);

(g) aislar y opcionalmente purificar el péptido asi obtenido.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que los aminoacidos o péptidos protegidos en su extremo N-
terminal de las etapas (b) y (c) estan protegidos con Fmoc.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que el al menos un aminoacido o péptido protegido en su extremo
N-terminal de la etapa (c) repetida en ultimo lugar esta protegido por un grupo protector que es ortogonal respecto de
Fmoc.

4. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la etapa (d) comprende la escisién del
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péptido de la resina mediante el tratamiento con un acido.

5.

El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la etapa (e) comprende tratar el péptido

con un reactivo de guanilado seleccionado de entre 1H-pirazol-1-carboxamida 2, 1-H-1,2,4-triazol-carboxamidina, triflil
guanidina y tosilato de benzotriazol-1-carboxamidinio.

6.

El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el conjugado de péptido-resina se

selecciona de entre los siguientes:

Resina
Fmoc—(l)rn—GIy—NH2
(29)

Resina
Fmoc:—(l)rn—Pro—NH2
(2h)

Resina

Fmoc—QOrn—Pro—NHEt
(2i)
Resina

Fmoc—Om—Pro—N-—N—CO—NH,
H H
(2j)

Resina

|
Fmoc—Orn— Tyr(tBu)—NH,

(2k)

en el que la resina es una resina de tritilo o una resina de 4-metoxitritilo.

7.

El procedimiento de la reivindicacion 1 para preparar un péptido seleccionado de entre los siguientes:

[2] Arg-Cis-Tir-Fe-GIn-Asn-Cis-Pro-Arg-Gli-NHz;

[5] 3-Mercaptopropionil-Tir-Fe-GlIn-Asn-Cis-Pro-D-Arg-Gli-NHz;

[8] Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Ser(tBu)-Leu-Arg-Pro-Azagli-NHz;

[9] Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Ser(tBu)-Leu-Arg-Pro-NHEt sal de acetato;
[10] Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Leu-Leu-Arg-Pro-NHEt;

[11] Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-His(Bzl)-Leu-Arg-Pro-NHEt sal de acetato;
[12] Pir-His-Trp-Ser-Tir-D-Trp-Leu-Arg-Pro-NHEt sal de acetato;

[20]

H-Tir-Pro-Ser-Lis-Pro-Asp-Asn-Pro-Gli-Glu-Asp-Ala-Pro-Ala-Glu-Asp-Met-Ala-Arg- Tir-Tir-Ser-Ala-Leu-Arg-
His-Tir-lle-Asn-Leu-lle-Tr-Arg-GIn-Arg-Tir-NHz; y

(21]

H-Tir-Pro-lle-Lis-Pro-Glu-Ala-Pro-Gli-Glu-Asp-Ala-Ser-Pro-Glu-Glu-Leu-Asn-Arg-Tir-Tir-Ala-Ser-Leu-Arg-

His-Tir-Leu-Asn-Leu-Val-Tr-Arg-GIn-Arg-Tir-NHz.7
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