Instituto
Mexicano |,

R PR P de 1a Propiedad | P
rommependiusmsuen Nt Industrial

TITULO DE PATENTE NO. 314698
Titular(es): UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO

Domicilio: Lascurain de Retana No. 5, 36000, Guanajuato, Guanajuato, MEXICO

Denominacion: EQUIPO AUTOMATIZADO PARA LA OPTIMIZACION DE SINTESIS DE
PEPTIDOS EN FASE SOLIDA.

Clasificacion: INnt.CIl.8: A61K38/00

Inventor(es): LUIS MANUEL DE LEON HODRIGUEZ HUMBERTO JOR DAN HERNANDEZ
A H TI N EZ . L S . - ” o

Nu me ro ' F ec h a d e presentacion:

MX/ af 2007/ 002499 28 de febrero de 2007

PRIORIDAD

Vlgencla. Velnte anos

Fecha de Venclmuenta. 28 de febrero de 2027

La patente de referencia se otorga con fundamento en"hllts artifculﬁ;'%'='1:?;“:' 2° fracclon V, 6° fraccion I}, y 59 de la Ley de Ia PrOptedad industrial.

De conformidad con el artlaulo 23 de la Ley de la Propiedad Industnal la presente patente tnene una vlgencsa de.veinte anos improrrogables,
contada a partir de la fecha de presentacion de la solicitud y estara su;eta al pago de la tarifa para mantener v:gentes los derechos.

del Inshtuto Mexicano de la Propiedad Industrial (D O.F. 27/12/1999 reformado el 10/1 0/2002 29/07/2004, 04/08/2004 y 13/09/2007); 1°, 3°
y 5° inciso a) del Acuerdo que delega facultades en los Directores Generales Adjuntos, Coordinador, Directores Divisionales, Titulares de las
Oficinas Regionales, Subdirectores Divisionales, Coordinadores Departamentales y otros subalternos del Instituto Mexicano de |la Propiedad
Industrial. (D.O.F. 15/12/1999, reformado el 04/02/2000, 29/07/2004, 04/08/2004 y 13/09/2007).

Fecha de expedicion: 10 de octubre de 2013

LA DIRECTORA DIVISIONAL DE PATENTES

M ey Gl

NAHANNY CANAL REYES

Arengt Ng. 550G, Biso 1, l I | II
Col. Pueblo Santa Maria Tepepan,
Dﬁiéﬁgii{l‘ifﬁﬂ Xorhimieo, _ .
LR 1s020, Moo, 3 -
Tal iC}J 3 34 G700 wWwW.impi gol.mx | ll | !
i

MX/2014/4820




o7/ S

1

*
'“'u-
\’

1.

EQUIPO AUTOMATIZADO PARA LA OPTIMIZACION DE SINTESIS DE.
PEPTIDOS EN FASE SOLIDA TR

bt '-‘"¢ | 3 .‘.; L N .

DESCRIPCION

CAMPO DE LA INVENCION
5 La presente invencidn se relaciona en general a un método y un aparato que permite llevar a
cabo y optimizar reacciones organicas consecutivas de forma automatizada. En particular la

invencion muestra especial aplicacion en la optimizacion de sintesis de péptidos en tfase

solida.

10 ANTECEDENTES

Los péptidos son cadenas pequefias de hasta 20 aminodcidos que en la actualidad han
recibido especial atencion dado que prometen ser los farmacos del futuro para el
tratamiento y diagndstico de enfermedades prevalentes asi como futuras. Lo anterior se
debe al desarrollo de metodologias que permiten generar extensas bibliotecas peptidicas y
15 asi mismo monitorear y descubrir péptidos con una actividad especifica (Smith, G. P.
Science, Filamentous fusion phage: novel expression vectors that display cloned antigens
on the virion surface 1985, 228(4705), 1315-1317). Sin embargo, una limitante para que

estos candidatos peptidicos lleguen a ser desarrollados y comercializados ha sido su

produccion a gran escala. En la actualidad existen diversas metodologias para la
20 preparacion de péptidos tales como la sintesis quimica, transgénica y recombinante

(Latham, Peter W. Nature Biotechnology, Therapeutic peptides revisited 1999, 17(8), 755-
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757). De estos la sintesis quimica es la mas prometedora cuando se trata de péptidos cortos

entre 15-20 aminoacidos y mas importante cuando se trata de péptidos que contiend¥ -

i hl#-_.l‘.i. '..'i'r_
. '- ‘_.t' .i_._h I.* 1: _Il‘ ek '

aminoacidos no naturales o péptidos post-modificados. En la sintesis quimica existen™ "

variantes tales como sintesis en fase liquida y en fase sélida y en ambas se requiere utilizar -

aminodcidos protegidos en los grupos amino alfa o carboxilico asi como grupos funcionales

de cadenas laterales (Greene, T.W.; Wuts P.G.M.; Protecting Groups in Organic Synthesis,
3ra Edicion, John Wiley & Sons, 1999). Sin embargo, desde su descubrimiento (Merrifield,

R.B. J. Am. Chem. Soc., Solid Phase Peptide Synthesis. I. The Synthesis of a Tetrapeptide
1963, 85(14), 2149-2154) la sintesis de péptidos en fase solida (SPFS) ha sido la
10  metodologia mas ampliamente utilizada dado que simplifica los pasos de purificacion y se
puede automatizar facilmente. Asi la SPFS implica la adicion sucesiva de aminoacidos

protegidos a una cadena que esta unida a un soporte sélido a través del grupo carboxilico

final del péptido. SPFS comienza por la unidn covalente del grupo carboxilico del primer
aminoacido del péptido a un soporte solido insoluble (Wang, S. J. Am. Chem. Soc., p-
15  Alkoxybenzyl Alcohol Resin and p-Alkoxybenzyloxycarbonylhydrazide Resin for Solid
Phase Synthesis of Protected Peptide Fragments 1973, 95(4), 1328-1333) constituido por
una matriz polimeérica (pol1 estireno, etilen glicol, etc.) en forma de perlas de tamaiio lo
suficientemente grande para ser separadas de la fase liquida mediante filtracion. Una

condicion en SPFS es que los aminoacidos empleados tengan el grupo amino alfa

bloqueado con un grupo protector dentro de los cuales el mas comun es el 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc), el cual se puede remover mediante bases organicas

nucleofilicas tales como piperidina. Adicionalmente para minimizar reacciones no deseadas
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alcoholes, tioles, acidos carboxilicos, etc. deben ser bloqueados en estos mediante - grapos’ -
protectores que sean estables a las condiciones de acoplamiento de aminoacidos y a las.de

remocion de Fmoc (Greene, T.W.; Wuts P.G.M.; Protecting Groups 1n Orgaﬁlié' Synthe'siié,g:-_; |

3ra Edicidn, John Wiley & Sons, 1999). Lo anterior se realiza generalmente con grupos

protectores labiles a condiciones acidas. La union del primer aminoacido al soporte solido
se realiza activando el 4cido carboxilico de este en fase liquida mediante metodologias
reportadas en el estado de arte de la técnica (Chan, W.C: Fmoc Solid Phase Peptide
Synthesis A practical approach. Oxford University Press, 2000) seguido por la adicion de la
fase liquida conteniendo el aminoacido activado al soporte sélido. Completada la reaccion
la fase liquida se separa del soporte sélido mediante filtracién seguido por lavados con fase
liquida limpia. A continuacion se realiza la remocion del grupo protector Fmoc del grupo
amino alfa del aminoacido unido a la fase solida agregando una solucidon de piperidina en
dimetilformamida. La remocion de Fmoc es necesaria para tener el grupo amino alfa del
aminoacido libre y disponible para la unidén del siguiente aminoéacido. Ya completada la
reaccion se procede a la limpieza del soporte solido de la forma indicada anteriormente. A
continuacion se procede al acoplamiento del siguiente aminoéacido seguido por la remocion
del grupo protector Fmoc y asi consecutivamente hasta completar el péptido deseado.
Alternativamente después de cada acoplamiento y antes de la remocion del grupo Fmoc se
puede llevar una etapa de capado de grupos amino que no hayan reaccionado, lo cual
generalmente se realiza poniendo al soporte sélido en contacto con una solucion de

anhidrido acético. Después de completar la secuencia, el péptido se remueve del soporte

¥

aminoacidos cuyas cadenas laterales contengan grupos funcionales reactivos como amino, *
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solido al mismo tiempo que grupos protectores de grupos funcionales de cadenas laterales
en medio acido, seguido de su purificacion y caracterizacion.

Sin embargo, aunque el procedimiento de SPFS en si parece simple, existen varmds,

- I 1 1 - % - = W .o
. EE e

dificultades que complican la sintesis. Entre las mas importantes a considerar se basa-enmel~: -

£ -
a= "k

hecho de que cada aminoacido a acoplar al soporte solido presenta una cinética Optima de
reaccion especifica, la cual ademas se ve atectada dependiendo del ambiente en el que se
encuentre el grupo amino alta del aminoacido terminal anclado al soporte solido al cual se
hara el acoplamiento. Este ambiente esta definido no sélo por el aminoacido terminal por si
mismo, sino también por los otros aminoacidos presentes en la cadena peptidica sintetizada
10 vy por lo tanto es dependiente de las interacciones entre estos la fase solida y liquida. En
forma especifica las diversas configuraciones de los diferentes aminoacidos en la cadena

peptidica anclada a la fase sélida pueden provocar que el péptido presente diversos arreglos

tridimensionales que pueden provocar que el grupo amino alfa terminal se encuentre
bloqueado estéricamente en diferentes grados lo cual impediria o minimizaria el
15  acoplamiento del aminoacido subsiguiente. Adicionalmente, los diferentes aminoacidos
presentes en el péptido unido al soporte sdlido confieren diferentes efectos
hidrofébicos/hidrofilicos alrededor del amino alfa terminal y particularmente influyen en la
solvatacion del soporte solido lo cual afectard directamente en la accesibilidad de los
reactivos liquidos al grupo amino alfa terminal en la resina. En base a lo anterior se

concluye que las condiciones Optimas de reaccion en la SPFS son dificiles de predecir y

determinar dado que la secuencia de aminoacidos que constituyen a un péptido a sintetizar

es diferente en cada caso.
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Por lo tanto, la reaccion en cada paso de adicion de un aminoécido dificilmente llega a

completarse totalmente, es decir los rendimientos son menores de 100% por paso. ‘Asi por -

ejemplo suponiendo un rendimiento del 95% por paso, entonces el rendimiento global @& .~

" . 11""”:*" - .

. r '
o W oy !

SPFS de un péptido de 15 aminoécidos seria del 46.3% y esto aun sin considerar perdidas "

después de la purificacion del mismo. Por otro lado un incremento de tan solo 1% en el
rendimiento (96% por paso) daria un rendimiento global del 54% es decir cast 10% mas
alto. Un rendimiento alto en la SPFS de un péptido representa la obtencion de una cantidad
total mayor del mismo asi como la obtencién de un producto mas puro. La pureza del
péptido es importante puesto que es dificil y costoso el purificar el péptido deseado de
10  péptidos no deseados obtenidos de reacciones incompletas y que se diferencian el peptido
deseado por unos cuantos aminoacidos. Asi mismo el obtener una cantidad alta total final

de péptido es importante dado que si los rendimientos son bajos entonces se requiere €l

utilizar mas cantidad de reactivos de partida los cuales son de costo elevado.

Un sistema automatizado para la sintesis de péptidos mediante SPFS debe acomodar un
15  namero grande de pasos diferentes asi como de condiciones de reaccion. Tambien debe ser

construido de tal forma que se minimicen contaminaciones cruzadas entre los diferentes

reactivos y solventes. Y aun mas deseable es que el sistema contenga un meétodo para

monitorear el grado de termino de cada reaccion de tal forma que este permita optimizar un

proceso especifico para obtener el péptido en el rendimiento global mas alto posible.

Varios equipos automatizados han sido reportados previamente que mas sin embargo no
cumplen con una o varias de las caracteristicas mencionadas. Asi, por ejemplo, en la

patente de Merrifield de EE.UU. No. 3,531,258, se presentan problemas de contaminacion
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cruzada entre solventes y reactivos, dificultades en medicion de los volumenes de reactivos

j-" . -
II"

adicionados al reactor asi como el taponeo de los filtros usados en el reactori. . . .

oy ,_-..r_'h-:; .r',l"'. ..
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Adicionalmente el dispositivo presentado por Merrifield et al. no puede adecuarse a un:; - -

rango amplio de volimenes limitando su aplicacion a sistemas micro escala y no cuenta con - - : -

un método de monitoreo para las reacciones. La adicion de cantidades conocidas de
reactivos al reactor es importante dado que una adicion de exceso de reactivo incrementa el
costo de produccion y la adicion de una cantidad menor a la minima requerida repercute en
el rendimiento final del producto. Parte de estas problematicas fueron resueltas por
Kubodera et al. en la patente de EE.UU. No. 3,647,390 quienes describen un sistema que
10  evita el taponamiento de los filtros del reactor y adicionalmente resuelven el problema de
medicion de reactivos mediante el empleo de un sistema de transferencia basado en

generacion de vacio en un matraz de vacio lo cual transfiere liquido en un recipiente

intermedio de medicion hasta que la presion entre este y el matraz de vacio se equilibra. Asi
el liquido es transferido del recipiente intermedio de medicion al reactor. Sin embargo, el
15  sistema es problematico en la medicién la cual sélo puede ser variada cambiando el
recipiente intermedio de medicién. Asi mismo el sistema no presenta un metodo de
monitoreo, lo cual no permite conocer los rendimientos en cada paso de reaccion y
finalmente existe €l problema de contaminacién cruzada en el recipiente intermedio de

medicion. En la patente de EE.UU. No. 4,816,513 se describe un sistema que tiene la

caracteristica Gnica de permitir la optimizacion del paso de activacion del aminoacido a ser

acoplado a la resina, de esta forma acorde a los inventores se garantizan acoplamientos
individuales de aminodcidos de mas del 99%. Sin embargo, la eficiencia en el acoplamiento

de un aminoécido no depende tnicamente de la completa pre-activacién del mismo sino de
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la secuencia de aminoacidos ya presente en la resina, factores estericos, " 'etqf. CoOmo sé
menciono anteriormente. De tal forma que existe la necesidad de contar con unls:i%s;‘t_?rr_.l*a;de
monitoreo que permita determinar el grado de avance de cada reaccion, sin embafgo en:;«ta
' B EE
patente no se utiliza un sistema de monitoreo. Adicionalmente la existencia de un sGle -
recipiente de activacion en el sistema descrito incrementa el riesgo de contaminac-iéri“
cruzada. Otros sistemas reportados son los de la patente de EE.UU. No. 5,453,487 y la No.
5,240,680. En el primer caso se describe un equipo que permite la inversion total del
reactor 1o cual permite un mejor contacto entre la resina y la fase liquida sin pérdida de
ninguno de ellos. Sin embargo, el sistema tiene la problematica de contaminacion cruzada
dada la existencia de un solo recipiente de medicion, ademas de la ausencia de un metodo
de monitoreo. En el caso de la patente No. 5,240,680 se describe un sistema que permite
realizar la desproteccion, remocion y purificacion parcial del péptido de forma
automatizada independientemente de la pureza y el rendimiento del mismo. Respecto a los
métodos de monitoreo reportados estos se pueden clasificar en tres categorias: 1)
destructivos, 2) invasivos y 3) no-invasivos. En los destructivos se requiere tomar una
muestra de resina para hacer pruebas cualitativas o cuantitativas que permitan determinar el
grado de avance de la reaccion. En los invasivos se adicionan reactivos a la resina que
puedan ser detectados para seguir el avance de la reaccion. Y en los no-invasivos no existe
interaccion con el medio de reaccidon. De esta forma el método de monitoreo optimo debe
ser no-invasivo. En la patente de EE.UU. No. 4,701,304 se describe un sistema que
minimiza los problemas de contaminacion cruzada presente en los equipos previamente

reportados dado el uso de recipientes independientes para la transferencia de cada

aminoacido, sin embargo el sistema muestra deficiencias dado que no existe un paso previo
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de activacion del aminoacido puesto que este se transfiere directamente al reactor y después

" " .. -
v e Hq'r.‘:T.

son afiadidos a la mezcla del reactor las soluciones requeridas para la activacion-del .
REEA S EIN
aminoacido. Lo anterior puede hacer que la cinética de acoplamiento del aminoacido a“fa ;-

S _
Soa - -
i T
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fase solida sea lenta dada la presencia del grupo amino libre en el aminoacido unido a la -

resina es suficientemente basico para remover el proton del acido carboxilico del
aminoacido entrante. Adicionalmente en el sistema descrito existe una linea comfm por
donde se realiza la adicion de todos los reactivos al reactor y aunque se cuenta con un
sistema para vaciar todos los contenidos de esta linea al reactor aplicando alta presion a
dicha linea no existe evidencia del vaciado completo de la misma. Aunado a lo anterior se
10  cuenta con la complejidad del reactor que requiere de pasos de inversion total donde deben
coincidir entradas de forma exacta para poder liberar la presion interna del mismo. Por otro

lado en esta patente se establece un sistema de monitoreo del tipo invasivo que permite

monitorear el grado de avance en los pasos de acoplamientos de los aminoacidos a la fase
solida. Este monitoreo consiste en la adicion de cloruro de tritilo ( o derivado similar) a la
15 resina de forma que este reaccione con los grupos aminos libres que no han reaccionado
con el aminoacido a acoplar, seguido de lavados y remocion de los grupo tritilo que han
reaccionado con la resina y que por tanto indicarian el grado de avance de la reaccion.
Finalmente el liquido que contiene los grupos tritilos removidos de la resina se transfiere a
un sistema de medicion espectrofotométrico para determinar la cantidad de grupos tritilo

dada su absorbancia a 259 nanOmetros. Este sistema de monitoreo presenta varias

desventajas: primero sélo permite el monitoreo de la reaccion de acoplamiento del
aminoacido; segundo requiere la adicion de reactivos exdgenos al sistema lo cual

incrementa el tiempo de sintesis y el riesgo de contaminacién; tercero la remocion de los
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grupos tritilos se lleva a cabo en medio relativamente acido lo cual puede provocar la
remocion parcial de grupos protectores de cadenas laterales de aminoacidos en la resmayla

remocion parcial del péptido de la resina, disminuyendo el rendimiento final y limitando el "

T o

uso de otros soportes solidos labiles a las mismas condiciones de remocion del grupo tritilo; =

cuarto la medicion de los grupos tritilo tiene que ser por espectrofotometria por su
absorcion en la region ultravioleta, 1o cual dificulta la medicién directa en el reactor ademas
de que requiere de sistemas Opticos relativamente caros. Dado lo anterior se han utilizado
alternativas no-invasivas como la deteccion espectrofotomeétrica en el rango ultravioleta del
grupo Fmoc tanto en su remocion de la resina como de los aminoacidos a acoplarse que
10  contienen este grupo ( Dryland, A. Sheppard, R.C. J. Chem. Soc. Perk. Trans. 1 1986, 125-
137). Sin embargo, dado el exceso de reactivos comunmente utilizados en SPFS (hasta 10

equivalentes) la medicion es complicada € inexacta y por tanto la optimizacion de

rendimientos es muy complicada. Una alternativa de monitoreo util es la presentada en la
solicitud de patente WO 90/11291 que se basa en la medicion de conductividad electrica de
15 la fase liquida en ¢l reactor. La utilidad de esta técnica depende de que en solucion existan
iones o moléculas cargadas que modifican la conductividad de la misma. Asi en la patente
hacen referencia a la formacion de pares 10nicos entre algunos de los reactivos comunmente
utilizados para el acoplamiento de aminoacidos durante SPPS por ejemplo HOBt
(hidroxibenzotriazol) y DIPEA (diisopropiletilamina) dada la acidez del primero y

basicidad del segundo. Asi mismo los inventores sugieren que la etapa de remocion del

grupo Fmoc puede ser monitoreada mas exactamente s1 en la solucion de remocion que es
usualmente utilizada piperidina al 20% en dimethylformamida (DMF) se le adiciona 3-

hidroxi-4-oxodihidrobenzotriazol (Dhbt). Lo anterior es necesario dado la baja
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conductividad en la solucién de remociéon de Fmoc. De aqui que la problematica, principal

de este sistema de monitoreo es la sensibilidad del mismo y de esta forma estaria limitado.a-

% 1 v .
SVRTMAT W .

la deteccion de etapas con cambios de conductividad semejantes. Por otro lado laamapg

de reactivos exogenos para incrementar la sensibilidad no es deseable 0011{6 ' 1nd10$.210 _.
previamente. Asi mismo el sistema de deteccion no podria utilizarse satisfactoriamente para
la sintesis de péptidos donde la etapa de acoplamiento requiere la no utilizacion de DIPEA
(Ej. cuando se usan resinas basadas en tritilo) lo anterior dado la esperada baja
conductividad de la solucion. Por ultimo ninguno de los sistemas hasta ahora reportados ha

sido utilizado de forma especifica en la optimizacion de la sintesis de péptidos.

OBJETOS DE LA INVENCION

Dados los defectos de los estados de arte de la técnica anteriores resulta evidente la
necesidad de un equipo automatizado para SPFS-Fmoc que permita la sintesis y
optimizacidon de cada una de las etapas de la misma y que sea lo suficientemente versatil
para ser aplicada en todas las variantes de la SPFS-Fmoc.

Otro objeto de la presente invencion es desarrollar un sistema automatizado de SPFS donde
no exista contaminacion cruzada.

Es un objeto mas de la presente invencion el desarrollar un sistema de monitoreo simple
no-nvasivo basado en conductimetria aplicable a diferentes sensibilidades.

Otro objeto de la presente invencion es desarrollar un reactor simplificado que permita ser
integrado de forma simple al sistema de adicion de reactivos, agitacion y deteccion

simultanea.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS ok
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Los aspectos novedosos que se consideran caracteristicos de la presente invencidn, ‘sg~*-
Y PR

-

estableceran con particularidad en las reivindicaciones anexas. Sin embargo la invencion®«+ "

. ¥ . .l.f'* 1_1‘ L r
T By .q._.

misma, tanto por su organizacion como por su método de operacion, conjuntamente con- -

otros objetos y ventajas de la misma, se comprenderd mejor en la siguiente descripcion
detallada de los dibujos que se acompanan, de los cuales:

Figura 1, muestra el sistema automatizado para la optimizacion de la sintesis de péptidos o
compuestos organicos en fase solida.

Figura 2, muestra la vista superior del reactor.

10  Figura 3, muestra un corte transversal del reactor.

Figura 4, muestra la vista inferior del reactor.

Figura 5, muestra un corte frontal del sistema para sintesis de péptidos, con divisiones

horizontales cuadradas hechas de material plastico A, fijadas a cuatro columnas metalicas
C. Todo el sistema se encuentra cubierto por placas D y en divisiones horizontales
15  abarcadas por B se encuentran los componentes electronicos y electricos.

Figura 6, muestra la vista superior de las divisiones horizontales a, b y c.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION . ;

La invencion se refiere a la Figura 1 un sistema para sintetizar péptidos que consta de un-
sistema de recipientes 1a, 1b, ...1f, ...In (donde n indica que los recipientes o lo que se - -,

indique mas adelante puede ser mas y no esta limitado a 10 mostrado en la figura) cada uno-+ - -

conteniendo un reactivo Ra, Rb, ...Rf, ...Rn empleado en la sintesis de péptidos, estos
reactivos estan conectados a las microbombas 3a, 3b, ...3f, ..., 3n a través de las lineas 2a,
2b, ...2f, ...2n. Un grupo de reactivos Ra, Rb y Re¢ (como ejemplo en la figura aunque no
esta limitado a estos) se dirigen a través de lineas 4a, 4b y 4¢ pasando por los multiplexores
S5a y 5b a las valvulas 7a, 7b, ....7g, ....7n a través de las lineas 8a, 8b, ....8g, ....8n. Cada
una de estas lineas llega a los recipientes 10a, 10b, ...10g, ...10n que contienen a los
aminoacidos AAa, AAb, ...AAg, ....AAn asi como los reactivos de acoplamiento BBa,
BBb, ...BBg, ... BBn. Cada recipiente que contiene aminoacidos y reactivos de
acoplamiento tiene una barra magnética de agitacion que permite agitacion mecanica
mediante el motor 11 de forma tal que mediante agitacion se logre la activacion y/o
disolucién de los reactivos. Cada recipiente 10a, 10b, ...10g, ...10n esta conectado a las
microbombas 12a, 12b...12g,...12n a través de las lineas 9a, 9b, ...9g, ...9n. Todas estas
lineas se conectan por el multiplexor Sc y pasan a través de la linea 14a el cual se conecta
directamente al reactor 15. Por otro lado los reactivos Rd, Re y Rf (como ejemplo en la
figura aunque no esta limitado a estos) pasan directamente a traves de las lineas 14b, 14¢ y
14d al reactor 15. El reactor se encuentra conectado a la valvula 17 a través de la linea 16 la
valvula se conecta a un matraz quitazato 19 que es el receptor de los desechos a traves de la
linea 18. La salida del matraz quitazato se conecta a la bomba de vacio 20. Por otro lado al

reactor entran dos electrodos 21 que estan conectados al detector conductimetrico 22.

" . Il .
o - .
L .-_l-" s
L
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También el reactor se fija al agitador vortex 23. El reactor también cuenta con un ori-'ﬁCio

de entrada 24 para la entrada de aire o en su caso de un gas inerte (ejemplo nitrégenq)f"**SEJ-_;-}.:;%I-E:_";_U _

para el control automatico de todos los procesos del sistema tales como activacién y -
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apagado de microbombas y valvulas, activacion y apagado de agitadores, activacion,
apagado y registro de conductimetro, activacion y apagado de bomba de vacio. Todo el
sistema esta montado en la caja gabinete mostrada en la figura 5. En la figura 2 se muestra
la vista superior del reactor donde se observan los orificios de entrada de las lineas 14a,
14b, 14¢ y 14d, ¢l orificio de entrada de los electrodos 21 y el orificio 24 expuesto al aire o
de ser necesario de entrada de un gas inerte como nitrégeno. En la figura 3 se muestra un
corte trasversal el reactor 15 donde este esta constituido de dos piezas 26 y 27 las dos
piezas se ensamblan por un sistema de rosca. Asi mismo en la figura se muestra que en el
fondo de la pieza 27 se coloca un filtro poroso 28 y en la misma pieza existe un orificio 29
por el cual se conecta la linea 16 que va al sistema de recoleccion de desechos. Por ultimo
la figura 4 muestra una vista de la parte inferior del reactor la cual ha sido disefiada para
encajar perfectamente a los sistemas de agitacion Vortex comerciales. Aqui cabe sefialar
que todos los materiales que estan en contacto con los reactivos de reaccion, aminoacidos y
resina son hechos de Teflon (bombas, valvulas, lineas, reactor, adaptadores), mientras que
los recipientes son hechos de vidrio.

La figura 5, muestra un corte frontal del sistema para sintesis de péptidos, con divisiones
horizontales cuadradas hechas de méterial plastico A, fijadas a cuatro columnas metalicas
C. Todo el sistema se encuentra cubierto por placas D y en divisiones horizontales

abarcadas por B se encuentran los componentes electronicos y electricos.

T W . .'H-t-i'#h
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sistema incluye un microcontrolador 25 controlado por una computadora personal (PC)" -
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La figura 6, muestra la vista superior de las divisiones horizontales a, b y c.

Las divisiones horizontales a, b y ¢ corresponden a divisiones donde se ubican. las =

microbombas 3a, 3b, ...3f, ..., 3n (12a, 12b...12g,...12n), las valvulas 7a, 7b, ... 7Pg;. -

-
— i . . .
- F T .

....7Tn y los recipientes 10a, 10b, ...10g, ...10n respectivamente. S e

El proceso para la optimizacion de sintesis de péptidos en fase so6lida comienza con la
calibracion de flujo de cada una de las bombas en el sistema asi como pruebas de fugas y
funcionamiento apropiado del sistema. La medida de flujo de las bombas se realiza
activando las bombas por un tiempo determinado y midiendo el volumen transferido. Los
valores de flujo determinados se toman como referencia para determinar los tiempos de
10  llenado y vaciado descritos en el proceso. Posteriormente se sigue con el llenado de las
lineas 2a, 2b, ...2f, ... 2n con los reactivos y disolventes Ra, Rb, ...Rf, ...Rn. En seguida

se pesa de la resina y se coloca en el reactor 15. La cantidad de resina pesada determina la

cantidad final de péptido \ a preparar y esta depende de 1as dimensiones del reactor. Asi por
ejemplo para un reactor de volumen interno de 10 mL se puede emplear una cantidad de
15  resina no mayor a la necesaria para sintetizar 0.3 mmol de péptido. Dependiendo de la
cantidad de resina pesada y de la carga de la misma se pesan por separado en cada uno de
los recipientes 10a, 10b, ...10g, ...10n los aminoacidos que conforman el peptido AAa,
AADb, ... AAg, ....AAn y los reactivos de activacion de los aminoacidos BBa, BBb, ...BBg,
... BBn y los reactivos quimicos necesarios. Respecto a los aminoacidos estos pueden

contener el acido carboxilico libre o estar en forma de ésteres de pentatluorofenol,

benzotriazol etc., mientras el grupo amino alfa debe estar protegido con Fmoc y los grupos
funcionales de cadenas laterales deben estar protegidos ortogonalmente respecto al Fmoc

de preferencia con grupos protectores labiles a condiciones acidas.
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La cantidad de cada aminoacido y de agentes de acoplamiento debe corresponder a‘; cuande

menos 2 equivalentes no mas de 3 equivalentes de la carga de la resina. Una pétte. - -
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importante para poder optimizar la sintesis es el no utilizar gran exceso de reactivos como. .
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es el caso de los estados de arte de la técnica reportados. Ya colocados los recipiehfes que

contienen los aminoacidos en el sistema se agrega al primer recipiente 10a un volumen
predeterminado que sera constante para todos los demas pasos del primer reactivo Ra
activando la microbomba 3a mientras se mantienen cerradas las microbombas 3b...3¢,...3n
y abriendo la valvula 7a manteniendo las otras valvulas cerradas 7b,..7c¢,...7n, para sintesis
de peptidos Ra en general sera una solucion de una amina terciaria como
10  dusopropiletilamina (DIPEA) en dimetilformamida (DMF), en seguida se adiciona al
mismo recipiente 10a un volumen predeterminado que sera constante para todos los demas

pasos del segundo reactivo Rb activando la microbomba 3b mientras se mantienen cerradas

las microbombas 3a,..3¢,...3n y abriendo la valvula 7a manteniendo las otras valvulas
cerradas 7b,..7¢,...7n. Los demas reactivos empleados son seleccionados en base al estado
15 de arte de la técnica. De ser necesaria la adicidn de reactivos adicionales esta se hace de
forma anadloga a la descrita. Cabe senalar que a este punto lineas 4b, 4¢,... 4n y 6b,
6¢c,...6g,...6n deben estar vacias dado que no se ha abierto el sistema entre ellas, sin
embargo de estar llenas seria con el primer reactivo Ra €l cual es afiadido a todos los demas
recipientes que contienen los aminoacidos. Despues de la adicion de los reactivos Ra, Rb,

...Rn a un volumen total predeterminado al recipiente 10a se prende el agitador 11 y la

mezcla en 10a se deja agitando por un tiempo predeterminado por el operador de tal forma
de que la activacion del aminodcido sea completa segin lo conocido en el estado de arte de

la técnica, este tiempo en general no debe ser mayor a 5 minutos. Una vez completado el
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ciclo de agitacion se apaga el agitador 11 y se realiza la transferencia del liquido en 1Ga al

reactor 15 prendiendo la microbomba 12a mientras al mismo tiempo se mantienen cerradas. ...

todas las bombas y valvulas adicionales del sistema. Esta adicién se realiza hasta vaciar - j, -

toda la lineca 9a, 13a y 14a. Cabe seiialar que el tiempo de vacio y transferencia de liquidos-;'.- . .

esta determinado por los flujos permitidos por las bombas respectivas determinado en la
calibracion 1nicial de las mismas. Inmediatamente después de la transferencia del liquido se
activa el conductimetro 22 y se toman 5 mediciones en intervalos de 1 a 5 segundos para
tener una medicion de referencia inicial de conductividad en el reactor, la cual es registrada
en la PC. Para limpiar las lineas y determinar la concentracion inicial de reactivos en el
reactor se llena nuevamente el recipiente 10a con reactivo Ra considerado de limpieza
siguiendo la secuencia de apertura de bombas y valvulas ya sefialado y este se transfiere
inmediatamente a traves de las lineas 9a, 13a y 14a al reactor 15. Es importante sefialar que
el volumen total adicionado al reactor 15 del recipiente 10a incluyendo lavados debe no ser
mayor a un 60% del volumen total del reactor. Inmediatamente después de la transferencia
del liquido se activa el conductimetro 22 y se toman 5 mediciones en intervalos de 1 a 5
segundos para tener una nueva medicion de referencia inicial de conductividad Ca en el
reactor, la cual es registrada en la PC. En seguida se prende al agitador vortex 23 a la

velocidad predeterminada por el operador. El progreso de la reaccion es monitoreado

tomando mediciones de conductividad en intervalos de tiempo establecidos por €l operador
que pueden ser de 5 a 30 segundos siempre apagando el agitador vortex. Adicionalmente el
sistema de monitoreo permite manejar dos escalas de medicion de la conductividad uno
bajo y otro alto, para alta y baja sensibilidad. El final de la reaccion se toma cuando la

conductividad no varia o se mantiene constante dentro de un porcentaje predeterminado de
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no variacion usualmente no mayor al 2-5% una vez que haya cambiado el valor de

conductividad Ca o cuando el cambio de la conductividad respecto al tiempo no sea mayor: .

del 2 al 5% por un periodo de al menos 5 minutos. La respuesta de la primera reacciéon de 558>

acoplamiento o cambio de conductividad respecto a Ca del primer aminoacido AAa a la /="

resina es la que se toma como referencia para determinar los porcentajes de rendimientos de
acoplamientos subsecuentes. Es decir el cambio de conductividad durante acoplamientos
subsecuentes se toma en base a los resultados arrojados para el primer acoplamiento al cual
se le asigna un porcentaje de rendimiento del 100%. Esta aproximacion es practica puesto
que el acoplamiento del primer aminoacido a la resina no se ve afectado por el efecto de
otros aminoacidos y por tanto lo unico que prevalece en este caso son los factores
energeticos y cineticos de la reaccion de acoplamiento. Al mantenerse la conductividad
constante para €l primer acoplamiento se da por terminada la reaccion, asi que se para la
agitacion y se activa la bomba de vacio 20 para remover la solucion del reactor 15 y
colectarla en el matraz de residuos 19, esto se hace manteniendo todas las bombas y
valvulas cerradas lo cual también garantiza la remocion de liquido de las lineas para evitar
contaminacion cruzada, por otro lado la remocion total de liquido del reactor se monitorea
por €l cambio en conductividad y se compara al valor de conductividad de aire o de la
resina seca antes de la adicion de reactivos, por lo tanto no existe un tiempo constante de
vaciado. Posteriormente se lava la resina agregando liquido limpio Rd sin reactivos de
recipiente 1d prendiendo la microbomba 3d, con un volumen total no mayor al 60% del
volumen del reactor. Al agregar el volumen de Rd predeterminado se cierra 3d y se prende
el agitador vortex 23 y posteriormente se apaga para medir la conductividad de la solucion,

haciendo 5 mediciones continuas en intervalos de 1 a 5 segundos que se registran en la PC,
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Posteriormente se activa la bomba de vacio 20 para remover el liquido del reactor si g_ui@ndo

el protocolo descrito. Los lavados se repiten siguiendo el procedimiento descrito hasta que .

Tardat
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el valor de conductividad este dentro de un 2 a 5% o menos de variacién respecto al valori:z-'?t;: D
predeterminado de la solucion limpia. En seguida se lleva a cabo la reaccion de ~c>apado;}-“;';..":,.~ L
acorde al estado de arte de la técnica agregando solucion Re constituida generalmente de
anhidrido acético y hidroxibenzotriazol o dihidrobenzotriazol en 1-metil-2-pirrolidinona
(NMP) prendiendo microbomba 3e, inmediatamente después de la adicion del volumen
predeterminado que debe ser no mayor al 60% del volumen del reactor se cierra la bomba y
se activa el agitador vortex 23. Para determinar el término de la reaccion se monitorea el
cambio de conductividad en la reaccion considerandose terminada cuando la variacion en
conductividad es menor del 2 al 5% o cuando el cambio de la conductividad respecto al
tiempo no sea mayor del 2 al 5% por un periodo de al menos 5 minutos. En este paso el
cambio de conductividad se hace tomando como referencia la conductividad del reactivo
Re fuera del reactor y que ya esta registrado en el sistema como predeterminado. La etapa
de capado es importante para determinar el rendimiento de etapas sucesivas ya que tiene la
funcion de bloquear grupos amino libres que no hayan reaccionado con el aminoacido a
acoplar. El que estos estuvieran libres causaria una interpretacion incorrecta respecto al
acoplamiento de los siguientes aminoacidos asi como de la etapa de remocion de Fmoc. Lo
anterior se debe a que el acoplamiento de los siguientes aminoacidos se podria dar tanto en
los grupos amino de la creciente cadena del péptido como en aquellos grupos amino que
son cadenas incompletas, lo cual podria representar altos rendimientos que mas sin

embargo no serian los rendimientos reales del péptido de interés, si 0 mas bien seria la

suma de rendimientos de acoplamiento. Sin embargo, el tiempo de capado debe no ser
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mayor a 30 minutos tiempo en el cual se para la etapa y se procede al siguiente paso d@@o

.
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que puede no haber cambio en conductividad suponiendo la no existencia de grupos amino

libres. Terminada la reaccion se para el agitador 23 y se prende la bomba de vacio 20 para "

remover la solucion del reactor y cualquier liquido remanente en las lineas. En seguida se
repite el proceso de lavado de la resina como ya se describidé anteriormente utilizando
liquido Rd. A continuacion se procede a la etapa de remocion del grupo Fmoc agregando
un volumen predeterminado de solucion Rf constituida generalmente de piperidina al 20%
e hidroxibenzotriaol o dihidrobenzotriazol en dimetilformamida (DMF) prendiendo la
microbomba 3f. Después de que se agrega el volumen determinado no mayor al 60% del
volumen del reactor se cierra 3f y se enciente el agitador vortex 23. El término de la
reaccion se monitorea midiendo la conductividad con 22 a diferentes intervalos de tiempo
siempre apagando el agitador vortex. La reaccion se da por terminada cuando la
conductividad se mantiene constante dentro de una variacion no mayor al 2 a 5% o cuando
el cambio de la conductividad respecto al tiempo no sea mayor del 2 al 5% por un periodo
de al menos 5 minutos. En este paso el cambio de conductividad se hace tomando como
referencia la conductividad del reactivo Rf fuera del reactor y que ya esta registrado en el
sistema como predeterminado. El cambio de conductividad para la primera reaccion de
remocion de Fmoc es el que se toma como referencia para reacciones posteriores
asignandosele un rendimiento del 100%. Ya terminada la reaccion se procede a la etapa de
lavados como ya se describid. Alternativamente se pueden incluir etapas adicionales
incluyendo reactivos, recipientes, bombas y lineas adicionales 1g,...1n, 2g, ...2n, 3g, ...3n,
14e, ...14n como ya se indicod previamente. El siguiente paso es la adicion del siguiente

aminoacido AAb siguiendo el protocolo indicado anteriormente con la diferencia es que

-

.....
'''''''
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ahora se utilizan véalvula 7b y microbomba 12b. En resumen los pasos son adicién de

ik ..
[

reactivos al recipiente que contiene el aminodcido, mezclado de la solucién resultante con =i

L .'lr"il'.-'.‘..-;l'_ "'_r;r L

agitador 11 para lograr activacion del aminoacido o la disolucidon del mismo, transferencia ..
de solucion de aminodcido activado a reactor 15, medicion de conductividad coﬁ22.l,;
agitacion con 23, monitoreo de reaccion por conductimetria, remocion de liquido del
reactor usando bomba de vacio 20, lavados, adicion de soluciones para reaccion de capado,
monitoreo de capado por conductimetria, lavados, adicion de reactivos para la remocién de
Fmoc, monitoreo de reaccidon por conductimetria, lavados y asi consecutivamente hasta
pegar el ultimo aminoécido. En este ultimo paso al final del dltimo lavado se deja un
tiempo de secado de la resina activando la bomba de vacio 20 por un tiempo determinado.

En el caso de que en algun paso de reaccion no se llegue a los cambios de conductimetria
determinados por un maximo de tiempo predeterminado por el operador pero de preferencia
no mayor de 3 horas para acoplamiento de aminoacidos, 30 minutos para desproteccion y
capado, entonces el proceso se detiene y el operador tendra que seleccionar si repite dicho
paso o s1 toma los valores del paso detenido como nuevas referencias para seguir con la
secuencia establecida. De seleccionar repetir el paso y de tratarse del acoplamiento de un
aminoacido entonces el operador tendra que pesar nuevamente el aminoacido AA y los
reactivos de acoplamiento BB en el recipiente 10 que corresponde al aminoacido cuyo
acoplamiento se va a repetir. La cantidad de aminoacido y de reactivo de acoplamiento
debe ser no mayor de 2 a 3 equivalentes respecto a la carga inicial de la resina y no menor a

dos veces la cantidad minima no acoplada calculada en base a la medicion de conductividad

final del paso a repetir. Asi mismo el cambio de conductividad esperado para el nuevo

acoplamiento es proporcional a la cantidad de aminoacido no acoplado en el acoplamiento
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previo, lo cual se considera como nuevo criterio de término de la reaccion. Es decir sijen el
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acoplamiento de un aminoacido hubo una disminuciéon de conductividad del 50% respecto=iix . .
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al determinado como estandar del primer aminoacido acoplado a la resina y ya ha pasadoel :ics

- -
! .-;*— L I VY I

! . _ ’ 't;r I" -
* T o i v

tiempo predeterminado, si el operador selecciona repetir el paso se considera que en el

siguiente solo falta por acoplarse un 50% del aminoacido y por tanto las referencias
esperadas en cambio de conductividad se hacen en referencia a este. Por otro lado si el
operador decide no repetir ¢l paso entonces el proceso continiia, simplemente reajustando
los parametros 1niciales establecidos para cambios de conductividad, en base al grado de
término del ultimo paso.

10  Los rendimientos de cada paso son automaticamente calculados en base a los cambios de
conductividad de los pasos en referencia a los pasos respectivos iniciales. Pasos que

requieren de repeticion o que tienen un bajo rendimiento global son optimizados

individualmente. Todos los pasos descritos se llevan a cabo a temperatura ambiente o dada
una modificacion del reactor se pueden llevar a cabo a cualquier otra temperatura.

15

20
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REIVINDICACIONES E

PR
Habiendo descrito suficiente mi invencion, considero como una novedad y por lo tanto.. .

S
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reclamo como de mi exclusiva propiedad, lo contenido en las siguientes clausulas: | s*': :.": {
1. Un sistema para la sintesis de péptidos caracterizado por contar con recipientes (14, |

5 1b, 1¢) donde cada uno contienen soluciones empleadas en la sintesis de péptidos de
acuerdo a lo descrito por el estado de arte de la técnica. El sistema cuenta con
microbombas (3a, 3b, 3¢) que se conectan a los recipientes (1a, 1b, 1¢) a través de

las lineas (2a, 2b, 2¢). Las microbombas (3a, 3b, 3¢) cuentan con las lineas de

salida (4a, 4b y 4¢) que se interconectan al multiplexor (5a), la salida de este

10 multiplexor se conecta al divisor de flujo (Sb). El sistema cuenta con las valvulas
(7a, 7b, ....7g) que se conectan a (Sb) a través de las lineas (6a, 6b, ....6g). El

sistema cuenta con los recipientes (10a, 10b, ...10g) los que contienen los
aminoacidos y reactivos de acoplamiento necesarios para la sintesis de péptidos en

tase solida de acuerdo a lo descrito por el estado de arte de la técnica. Las salidas de

15 las valvulas (7a, 7b, ....7g) se conectan a los recipientes (10a, 10b, ...10g) por las
lineas (8a, 8b, ....8g). El sistema cuenta con barras magnéticas en cada uno de los

recipientes (10a, 10b, ...10g) lo que permite agitacion mecanica mediante el motor

(11). El sistema cuenta con las microbombas (12a, 12b...12g) cuyas entradas se

conectan a los recipientes (10a, 10b, ...10g) a través de las lineas (9a, 9b, ...9g).

20 LLas bombas (12a, 12b...12g) cuentan con lineas de salida (13a, 13b...13g) que se
conectan por el multiplexor (5¢) y pasan a través de la linea (14a). El sistema cuenta

con un reactor (15) al cual se conecta la linea (14a). El sistema también cuenta con

recipientes (1d, 1e, 1f) donde cada uno contienen liquidos empleadas en la sintesis
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de péptidos de acuerdo a lo descrito por el estado de arte de la técnica. El sm’&ema

K"

cuenta con las bombas (3d, 3e, 3f) las cuales se conectan a los recipientes (1d, 1€;:55. .. .

1f) por las lineas (2d, 2e, 2f). Las bombas (3d, 3e, 3f) cuentan con lineas de salida -

(14b, 14¢ y 14d) que alimentan al reactor (15). El sistema cuenta con la valvula 17~ -~ -

que se conecta a la salida del reactor a través de la linea (16) la valvula se conecta a
un recipiente (19) que es el receptor de los desechos a través de la linea (18). El
sistema cuenta con una bomba de vacio (20) que se conecta a la salida del recipiente
(19). Por otro lado el sistema cuenta con un detector conductimétrico (22) que
consta de dos electrodos (21) que entran al reactor. También el sistema cuenta con
un agitador vortex (23) al cual se fija el reactor. El sistema incluye un

microcontrolador (25) controlado por una computadora personal (PC).

2. Un sistema para la sintesis de péptidos como se reivindica en 1, que se caracteriza

porque incluye un procesador controlado por un sistema de computo para el control
automatico de todos los procesos del sistema tales como activacién y apagado de
microbombas y valvulas, activacion y apagado de agitadores, activacidn, apagado y
registro de conductimetro, activacion y apagado de bomba de vacio.

Un sistema para la sintesis de péptidos como se reivindica en 1 cuyo reactor esta
hecho de teflon y que se caracteriza porque incluye dos partes que se interconectan
por medio de un sistema de rosca, y consta de:

La parte superior que contiene una serie de orificios que se conectan con tuberias
para la adicion de reactivos, asi como de un orificio para la entrada de los electrodos
del sistema de medicion conductimétrica y un orificio adicional para la entrada de

gas.
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7
L)

b) La parte inferior que por dentro contiene un disco poroso de vidrio insertado el ¢ual .+ . <

.......
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estd conectado a un sistema de tuberias que permite la remocién de liquidos del:ysgiz. ;v

.
' e T ST TR TS
e L L. a > it
y ﬂtr‘*ﬂyjf-f

reactor por un sistema de vacio mientras que mantiene el soporte sélido en el i cy7s;

reactor.

3

c) La parte inferior que por la seccidn externa inferior tiene una muesca que permite su

pertfecta colocacidn en sistemas de agitacion tipo vortex.

*.
-"'T-ﬂ-l'. -!..- '
S T



25

:
RESUMEN o
L T
. ] ._l._‘ k.1_+ ) '

PR - .
'H'-._..

En la presente invencion se presenta un equipo automatizado para la optimizacion de
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sintesis de péptidos en fase sdlida que se llevan a cabo en un soporte solido e impﬁl_icfaﬁ’_' R

3 AL

-r H e I.-'-Ir'
4T T s

- L T

una serie de pasos secuenciales. Fl sistema consta de una serie de recipientes,

microbombas y valvulas interconectadas por tuberias, conectores y multiplexores, asi
mismo tiene un reactor, conductimetro, agitadores, bomba de vacio, sistema electronico
y software de control y computadora personal. Los componentes estan integrados en un
sistema de divisiones sujetos a un soporte de cuatro columnas metalicas y cubiertas. El

equipo integrado permite la preactivacion de los reactivos que se adicionan a la fase

4y,
L

10 solida en el reactor, minimiza las problematicas de contaminaciones cruzadas y permite
la optimizacion de cada uno de las reacciones involucradas en la sintesis y por lo tanto

minimiza el gasto de reactivos.

15
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