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DESCRIPCION
Derivados tiol-selectivos de un polimero soluble en agua.
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método para preparar derivados tiol-selectivos de un polimero
soluble en agua que es polietilén glicol.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Debido a los avances recientes en biotecnologia, proteinas terapéuticas y otras biomoléculas, por ejemplo
anticuerpos y fragmentos de anticuerpos, pueden ser preparadas actualmente a gran escala haciendo que
tales biomoléculas estén disponibles mas facilmente. Desgraciadamente, la utilidad clinica de
biomoléculas terapéuticas potenciales estd a menudo impedida por su rapida degradacion proteolitica, su
inestabilidad tras la produccién, el almacenamiento o la administracion o por su inmunogenicidad. Debido
al interés continuo en la administracion de proteinas y otras biomoléculas para uso terapéutico, se han
explorado varios procedimientos para superar estas deficiencias.

Uno de tales procedimientos que ha sido ampliamente explorado es la modificacion de proteinas y otras
biomoléculas potencialmente terapéuticas mediante la union covalente de un polimero soluble en agua tal
como polietilén glicol o "PEG" (Abuchowski, A. y col., J. Biol. Chem., 252 (11), 3579 (1977); Davis, S. y
col., Clin. Exp. Immunol., 46, 649-652 (1981)). Se ha demostrado que las propiedades biol6gicas de las
proteinas modificadas con PEG, referidas también como conjugados de PEG o proteinas pegiladas, estan
en muchos casos considerablemente mejoradas respecto a las de sus equivalentes no pegilados (Herman
y col., Macromol. Chem. Phys., 195, 203-209 (1994)). Se ha demostrado que las proteinas modificadas
con polietilén glicol poseen tiempos mayores en la circulacion del organismo debido a una resistencia in-
crementada a la degradacion proteolitica y que poseen también una termoestabilidad incrementada
(Abuchowski, A. y col., J. Biol. Chem., 252, 3582-3586 (1977)). Un incremento similar de la bioeficacia se
ha observado con otras biomoléculas, por ejemplo anticuerpos y fragmentos de anticuerpos (Chapman,
A., Adv. Drug Del. Rev., 54, 531-545 (2002)).

Tipicamente, la unién de polietilén glicol a un farmaco o a otra superficie se lleva a cabo utilizando un
derivado de PEG activado, es decir, un PEG que tiene al menos un extremo activado adecuado para
reaccionar con un centro nucleofilico de una biomolécula (por ejemplo, lisina, cisteina y residuos similares
de las proteinas). Los métodos utilizados mas habitualmente estan basados en la reaccidon de un PEG
activado con los grupos amino de las proteinas, tales como los presentes en las cadenas laterales de
lisina de las proteinas. Polietilén glicoles con grupos terminales activados adecuados para la reaccion con
los grupos amino de las proteinas incluyen PEG-aldehidos (Harris, J.M., Herati, R.S., Polym. Prep. (Am.
Chem. Soc., Div. Polym. Chem.), 32(1), 154-155 (1991), anhidridos mixtos, ésteres de N-hidroxisuccini-
mida, carbonilimidazélidos y clorocianuratos (Herman, S., y col., Macromol. Chem. Phys., 195, 203-209
(1994)). Aunque se ha demostrado que muchas proteinas retienen su actividad durante la modificacion
con PEG, en algunos casos la unidn de polimeros a través de los grupos amino de la proteina puede ser
indeseable, tal como cuando la derivatizacion de residuos de lisina especificos inactiva la proteina
(Suzuki, T. y col., Biochimica at Biophysica Acta, 788, 248-255 (1984)). Por tanto, seria ventajoso disponer
de métodos adicionales para la modificacion de una proteina con PEG utilizando otro aminoéacido diana
para la unién, tal como cisteina. La union a los grupos tiol de la cisteina de la proteina puede ofrecer una
ventaja en cuanto a que las cisteinas son tipicamente menos abundantes en las proteinas que las lisinas,
reduciendo asi la probabilidad de la desactivacion de la proteina tras la conjugacion a estos aminoacidos
que contienen tiol.

Derivados de polietilén glicol que tienen un grupo terminal reactivo tiol-selectivo incluyen maleimidas, vinil
sulfonas, yodoacetamidas, tioles y disulfuros. Estos derivados han sido utilizados todos ellos para el
acoplamiento a las cadenas laterales de cisteina de las proteinas (Zalipsky, S., Bioconjug. Chem., 6, 150-
165 (1995); Greenwald, R.B. y col., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst., 17, 101-161 (2000); Herman, S. y
col., Macromol. Chem. Phys., 195, 203-209 (1994)). Sin embargo, muchos de estos reactivos no han sido
explotados extensamente debido a la dificultad de su sintesis y purificacion. Por ejemplo, el método de
Woghiren y col. (Woghiren, C. y col., Bioconjugate Chem., 4, 314-318 (1993)) requiere una serie de
etapas sintéticas de transformacion y purificacion para formar un reactivo PEG-tiol protegido particular. En
primer lugar, metoxi-PEG se hace reaccionar con cloruro de tosilo seguido por la purificacién del producto
de reaccion para recuperar el tosil-PEG correspondiente. El tosil-PEG es posteriormente convertido en el
PEG-tioacetato correspondiente mediante la reaccién con una sal tioacetato, seguido por otra etapa de
purificacion. Posteriormente se lleva a cabo una alcoholisis con metanol del PEG-tioacetato, seguido por
cromatografia en columna para dar lugar a la sal tiolato purificada, que es posteriormente reducida con
ditiotreitol para formar el PEG-tiol correspondiente. El PEG-tiol resultante es posteriormente purificado
mediante cromatografia en columna. A continuacion se prepara una forma protegida del tiol mediante la
reaccion del PEG-tiol con disulfuro de 4,4'-dipiridilo, seguido por purificacion mediante cromatografia en
columna. En suma, la metodologia de Woghiren para transformar PEG en su forma tiol-protegida requiere
cinco etapas de reaccion diferentes y cinco etapas separadas adicionales de purificacion, haciendo que
este procedimiento sintético y otros procedimientos similares sean indeseables y extremadamente largos.
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Otra deficiencia significativa de muchas de las vias existentes para producir derivados de PEG mono-
funcionales tiol especificos, es la incapacidad, a pesar de las mltiples etapas de purificacion, de eliminar
el PEG difuncionalizado que se produce a partir del diol que esta presente en la materia prima de PEG
monofuncional.

Por tanto, existe la necesidad de un método para preparar PEG-tioles activados de alta pureza y otros
derivados de PEG tiol-selectivos que sea rapido y sencillo, esto es que requiera un nimero minimo de
etapas de reaccion y purificacion, a la vez que mantenga la integridad del segmento de PEG (esto es, que
sea llevado a cabo bajo condiciones de reaccion suaves), y que pueda proporcionar ademas derivados de
PEG tiol-selectivos de alta pureza con un rendimiento elevado. Tal método ha sido desarrollado por los
solicitantes y sera descrito con mayor detalle a continuacion.

RESUMEN DE LA INVENCION

En un aspecto, segun la reivindicacién 1, la presente invencién proporciona un método para preparar un
derivado tiol-selectivo de un polimero soluble en agua (esto es, un polimero que tenga al menos un
extremo que sea un grupo tiol-selectivo, es decir, un grupo que reaccione preferencialmente con tioles
tales como un tiol, un tiolato o un tiol protegido). Mas particularmente, el método incluye las etapas de (i)
la provisién de un polimero soluble en agua que contenga un segmento polimérico soluble en agua de-
nominado en la presente "POLI", con un extremo activado por un electréfilo (-E), denominado
generalmente en la presente "POLI-E", seguido por (ii) la reaccion de tal polimero con una molécula
reactiva que contenga un nucledfilo (-NU) y un resto tiol-selectivo bajo condiciones eficaces para estimular
la reaccion entre el electrdfilo y el nucledfilo con el fin de formar un polimero soluble en agua que tenga un
extremo tiol-selectivo, denominado en la presente "POLI-S", donde "S" en esta utilizacién indica un resto
tiol-selectivo.

El resto tiol-selectivo es disulfuro.

El método comprende-adicionalmente la etapa de reduccion del enlace disulfuro de POLI-S para formar un
polimero soluble en agua con un grupo tiol terminal (denominado en la presente "POLI-SH").

En una realizacion, por ejemplo cuando el polimero proporcionado en la etapa (i) es un polimero lineal con
extremos protegidos ("capped") o un polimero activado monofuncionalmente que tiene Gnicamente un ex-
tremo electrofilico reactivo, la composicion del producto POLI-S de la etapa (ii) contiene mas de un 95%
aproximadamente en moles del POLI-S sustituido monofuncionalmente deseado.

En otra realizacién relacionada mas, por ejemplo cuando el polimero de partida es un polimero activado
monofuncionalmente o con extremos protegidos que tiene Unicamente un extremo electrofilico reactivo, el
producto POLI-S de la etapa (ii) contiene menos de un 5% aproximadamente de POLI-S sustituido
difuncionalmente.

En una realizacion adicional, el polimero de la etapa (i) contiene un electréfilo (-E) que es un &cido
carboxilico o un derivado de &cido carboxilico activado. Tales electrofilos incluyen acido carboxilico,
amida, éster de acido carboxilico, éster carbonato, acido carboénico, haluro de &cido y anhidrido. En una
realizacién especifica, el polimero de la etapa (i) es un derivado N-hidroxisuccinimidil propionato o N-
hidroxisuccinimidil butanoato de polietilén glicol.

En otra realizacion mas, el electréfilo E es un &cido carboxilico o un derivado de 4cido carboxilico activado
y POLI-E, o un precursor del mismo, es purificado antes de la etapa de reaccion. Los métodos de puri-
ficacion preferidos incluyen métodos quimicos y cromatogréaficos. En una realizacion preferida del método,
el POLI-E es purificado mediante cromatografia en columna antes de la etapa de reaccion. En una
realizacién mas especifica todavia, el POLI-E es purificado mediante cromatografia de intercambio iénico
o IEC.

La molécula reactiva incluye un nucledfilo (-NU). Nucledfilos adecuados incluyen grupos amino primarios,
grupos amino secundarios, hidroxi, imino, tiol, tioéster y sus equivalentes aniénicos, donde sea aplicable.
En una realizacién particular, la molécula reactiva contiene un nucledfilo que es un grupo amino primario o
secundario.

La molécula reactiva es un reactivo disulfuro simétrico que contiene nucledfilos (-NU) idénticos,
generalmente como grupos terminales, donde la etapa de reaccion tiene como resultado la formacion de
un polimero simétrico con un enlace disulfuro central. En una realizacion especifica, la molécula para la
reaccion con el polimero electrofilicamente activado es cistamina o cisteamina. Alternativamente, la
molécula reactiva es N-(2-amino-etil)3-maleimido-propionamida, opcionalmente protegida como una sal de
amina.

Se describe un conjugado polimero-proteina unido por disulfuro producido mediante tal método.

Un polimero soluble en agua que tiene un extremo tiol-selectivo producido mediante el método anterior,
denominado generalmente en la presente POLI-S. Grupos tiol-selectivos ilustrativos incluyen tiol, tiol
protegido, disulfuro, maleimida, vinil sulfona, compuestos a-haloacetilo tales como yodoacetamida y
yodoacetato, mercuriales, haluros de arilo, diazoacetatos y disulfuro de ortopiridilo.

Segmentos poliméricos solubles en agua incluyen polivinilpirrolidona, alcohol polivinilico, poliacriloil-
morfolina, polioxazolina y polioles polioxietilados.

El polimero es polietilén glicol (PEG).

Un polimero de la invencién puede contener ademas un grupo protector terminal tal como alcoxi C1-Cao,
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preferiblemente metoxi, etoxi o benciloxi.
El polimero, por ejemplo un polimero polietilén glicol, tiene un peso molecular medio nominal seleccionado
del grupo que consta de desde 200 aproximadamente hasta 100.000 daltons aproximadamente, o desde
200 aproximadamente a 60.000 daltons aproximadamente, o desde 500 aproximadamente a 40.000
daltons aproximadamente. En una realizacion preferida, el polimero tiene un peso molecular que varia de
20.000 aproximadamente a 40.000 daltons aproximadamente. Un polimero polietilén glicol preferido tiene
un peso molecular de 20.000 daltons aproximadamente.
Los polimeros adecuados para ser utilizados en los métodos y composiciones de la invencién pueden te-
ner varias geometrias diferentes incluyendo una geometria lineal, ramificada, bifurcada y con mudiltiples
brazos. Los polimeros que tienen una estructura lineal incluyen polimeros monofuncionales,
homodifuncionales y heterobifuncionales.
En otra realizacion mas, un segmento polimérico para ser utilizado en la invenciéon puede contener un
enlace hidrolizable.
La invencion proporciona un método para preparar un derivado tiélico de un polimero soluble en agua que
incluye las etapas siguientes. La etapa (i) comprende la provision de un polimero activado
electrofilicamente, denominado especificamente en la presente POLI-Lo 1-E (I). En la estructura
precedente, POLI es un segmento polimérico soluble en agua, L es un adaptador opcional, donde Lo
indica la ausencia de adaptador y L; indica que tal adaptador esta presente, y E es un electrdéfilo. La etapa
(ii) comprende la reaccion de POLI-Lg, 1-E con un reactivo disulfuro simétrico, denominado mas especifica
en la presente (NU-Y-S),, donde NU es un nucledfilo, Y es un grupo interpuesto entre "NU" y el grupo tiol-
selectivo, en este caso un disulfuro, y S es un atomo de azufre, bajo condiciones eficaces para estimular
la reaccién entre E y NU para formar mediante la misma POLI-Lg, 1-X-Y-S-S-Y-X-Lo, 1-POLI ((POLI-Lo, 1-X-
Y-S-)2), (), donde X es un grupo resultante de la reaccion entre E y NU. Los grupos Y preferidos son
seleccionados del grupo que consta de alquileno, alquileno sustituido, cicloalquileno, cicloalquileno
sustituido, arilo y arilo sustituido, conteniendo de 2 aproximadamente a 10 atomos de carbono
aproximadamente.
El método incluye ademas la etapa de (iii) reduccién del enlace disulfuro presente en (POLI-Lg, 1-X-Y-S-),
para formar POLI-Lg, 1-X-Y-SH, (Ill), donde "-SH" es un tiol.
Adaptadores L particulares contenidos en el polimero incluyen alquilo C1-C1o y alquilo C1-Cyo sustituido.
En una realizacion, el adaptador es seleccionado del grupo que consta de (CH2)1, 2,3, 4ys.
Electréfilos E representativos incluyen acidos carboxilicos o derivados de acidos carboxilicos activados
tales como &cido carboxilico, éster de &cido carboxilico, amida, éster carbonato, &cido carbdnico, haluro
de &cido y anhidrido. En una realizacion particular, E es un succinimidil éster.
Los NUs del reactivo disulfuro simétrico incluyen amino, hidroxi, imino y tiol. En una realizacion especifica,
NU es -NH..
Los grupos X resultantes contenidos en POLI-Lg, 1-X-Y-S-S-Y-X-Lo, 1-POLI ((POLI-Lo, 1-X-Y-S-)2) incluyen
amida, carbamato, éster carbonato, éter y tioéster.
POLI comprende la estructura -(CH>.CH;0),CH>CH>- en la cual n varia de 10 a 4.000 aproximadamente,
preferiblemente de 20 aproximadamente a 1.000 aproximadamente.
En otra realizacion méas, POLI es con el extremo protegido polietilén glicol, L es Lo 0 -CH»- y E es N-
hidroxisuccinimidil éster.
En otra realizacién més, el reactivo disulfuro simétrico es cistamina, donde NU es un amino primario e Y
es -(CHz)z-.
En otro aspecto mas, la invencién proporciona un método para preparar un conjugado polimero-proteina,
comprendiendo dicho método las etapas de: (i) la provision de un polimero activado electrofilicamente,
POLI-Lo, 1-E, donde POLI, L y E son segin se definieron previamente, (ii) la reaccion de POLI-Lo, 1-E con
un reactivo disulfuro simétrico, (NU-Y-S-),, dondeNU, Y y S son segln se definieron previamente, bajo
condiciones eficaces para estimular la reaccion entre E y NU para formar POLI-Lg, 1-X-Y-S-S-Y-X-Lg, 1-
POLI ((POLI-Lg, 1-X-Y-S-)2), donde X es un grupo resultante de la reaccién entre E y NU, (iii) la reduccion
del enlace disulfuro de (POLI-Lg, 1-X-Y-S-), para formar POLI-Lg, 1-X-Y-SH, y (iv) la reaccion de POLI-Lo, ;-
X-Y-SH con un grupo tiol o con un grupo tiol protegido de una proteina para formar un conjugado con la
proteina, POLI-Lg, 1-X-Y-S-S-proteina, (V).
En una realizacién del método anterior, la proteina es una proteina terapéutica.
Se describe un polimero activado que comprende la estructura:

POLI-Lg, 1-C(O)G-Y-S-W, (V)

En la estructura VI, G es un heteroatomo seleccionado del grupo que consta de O, -NH, -NR? donde R” es
un alquilo inferior y S, y W es H o un grupo protector. Las variables restantes son segun se definieron pre-
viamente. En la estructura VI, -C(O)G- es una realizacion particular de "X".

Los adaptadores L1 para ser utilizados en el polimero activado incluyen adaptadores alifaticos de uno a
diez atomos de carbono. Adaptadores particulares incluyen (CH)1, 2, 3,4ys.

En una realizaciéon particular de este aspecto de la invencién, POLI es un polietilén glicol protegido
terminalmente, L esta ausente o es -CH;-, G es -NH e Y es (CH>)a.

Se describen también en la presente composiciones que contienen los polimeros anteriormente descritos
y sus conjugados.

En otro aspecto mas, la invencién proporciona un conjugado polimérico que comprende la estructura:
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POLI-Lo, 1-C(0)G-Y-S-S-A(VII)

en la que "A" indica un agente activo y "S-A" indica el residuo de un agente activo que tiene un grupo tiol.
El agente activo es una proteina.

Estos y otros objetos y caracteristicas de la invencién seran mucho mas obvios cuando sean leidos junto
con la descripcion detallada siguiente.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
DEFINICIONES

Los términos siguientes, segln son utilizados en la presente, tienen los significados indicados. Segun son
utilizadas en la especificacion y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un”, "una", "el",
"la", incluyen los referentes en plural a no ser que el contexto lo indique claramente de otro modo.

Un "derivado tiol-selectiva”, en el contexto de un polimero de la invencion, significa un polimero que tiene
al menos un extremo que es un grupo reactivo con tiol. De manera preferente, un grupo tiol-selectivo es
uno que reacciona preferentemente con grupos tiol. Un polimero tiol-selectivo de la invenciéon sera
preferiblemente bastante selectivo para los grupos tiol bajo ciertas condiciones de reaccion.

"Acido carboxilico activado" o "derivado de acido carboxilico activado” significa un derivado funcional de
un &cido carboxilico que es mas reactivo que el acido carboxilico parental, en particular con respecto a la
sustitucion de acilos nucleofilicos. Los acidos carboxilicos activados incluyen, pero no se limitan a, haluros
de &cido (tales como cloruros de acido), anhidridos, amidas y ésteres.

"PEG" o "poli(etilén glicol)", segun se utiliza en la presente, tiene la intencién de incluir cualquier poli(éxido
de etileno) soluble en agua. Tipicamente, los PEGs para ser utilizados en la presente invencion
comprenderan una de las dos estructuras siguientes: "-(CH,CH,0)n-" 0 "-(CH2CH>0)n.1CH2CH2-", depen-
diendo de si el(los) oxigeno(s) terminal(es) ha(n) sido o no desplazado(s), por ejemplo, durante una
transformacion sintética. La variable (n) varia de 3 a 4000 y los grupos terminales y la arquitectura del
PEG global pueden variar. Cuando el PEG contiene ademas un resto adaptador (que sera descrito con
mayor detalle posteriormente), los atomos que contiene el adaptador, cuando esta covalentemente unido
a un segmento del PEG, no tienen como resultado la formacion de (i) un enlace oxigeno-oxigeno (-O-O-,
un enlace peroxido) ni de (ii) un enlace nitrégeno-oxigeno (N-O, O-N). "PEG" significa un polimero que
contiene una mayoria, es decir mas de un 50%, de subunidades que son -CH»-CH,O-. Los PEGs para ser
utilizados en la invencion incluyen PEGs con una variedad de pesos moleculares, estructuras o
geometrias (por ejemplo, PEGs ramificados, lineales, bifurcados, dendriticos, etcétera) que seran
descritos con mayor detalle posteriormente.

"PEG-diol", conocido también como alfa-,omega-dihidroxilpoli(etilén glicol), puede ser representado en
forma abreviada como HO-PEG-OH, donde PEG es segun se definid anteriormente.

"Soluble en agua”, en el contexto de un polimero de la invencién, o un "segmento polimérico soluble en
agua" es cualquier segmento o polimero que sea soluble en agua a temperatura ambiente. Tipicamente,
un polimero o un segmento soluble en agua transmitira al menos un 75% aproximadamente, mas
preferiblemente al menos un 95% aproximadamente de luz, transmitida por la misma solucion después de
filtrar. En términos de peso, un polimero o un segmento del mismo soluble en agua sera preferiblemente
al menos un 35% (en peso) soluble en agua aproximadamente, mas preferiblemente al menos un 50% (en
peso) aproximadamente soluble en agua, aiin mas preferiblemente al menos un 70% (en peso) soluble en
agua aproximadamente y todavia mas preferiblemente un 85% (en peso) soluble en agua
aproximadamente. Lo mas preferido es, sin embargo, que el polimero o el segmento soluble en agua sea
un 95% (en peso) aproximadamente soluble en agua o completamente soluble en agua.

Un grupo "protector de los extremos" o "protegido terminalmente” es un grupo inerte 0 no reactivo
presente en un extremo de un polimero tal como PEG. Un grupo protector terminal es uno que no
experimenta facilmente transformacion quimica bajo las condiciones tipicas de las reacciones de sintesis.
Un grupo protector terminal es generalmente un grupo alcoxi, -OR, donde R es un radical organico
compuesto por 1-20 carbonos y es preferiblemente un alquilo inferior (por ejemplo, metilo, etilo) o bencilo.
"R" puede ser saturado o no saturado e incluye arilo, heteroarilo, ciclo, heterociclo y formas sustituidas de
cualquiera de los anteriores. Por ejemplo, un PEG protegido terminalmente comprendera tipicamente la
estructura "RO-(CH,CH20),CH>CH>-", donde R es segun se definié anteriormente. Alternativamente, el
grupo protector terminal puede contener también de forma ventajosa una marca detectable. Cuando el
polimero tiene un grupo protector terminal que contiene una marca detectable, puede determinarse la
cantidad o la posicién del polimero y/o del resto (por ejemplo, el agente activo) al cual esta acoplado el
polimero, mediante la utilizacion de un detector adecuado. Tales marcas incluyen, sin limitacion, restos
fluorescentes, quimioluminiscentes, restos utilizados en el marcaje de enzimas, restos colorimétricos (por
ejemplo, colorantes), iones metdlicos, restos radiactivos, etcétera. El grupo protector terminal puede
comprender también de manera ventajosa un fosfolipido. Cuando el polimero tiene un grupo protector
terminal tal como un fosfolipido, se imparten al polimero propiedades Unicas (tales como la capacidad
para formar estructuras organizadas con polimeros protegidos terminalmente de manera similar).
Ejemplos de fosfolipidos incluyen, sin limitacién, aquellos seleccionados de la clase de fosfolipidos
denominados fosfatidilcolinas. Fosfolipidos especificos incluyen, sin limitacion, aquéllos seleccionados del
grupo que consta de dilauroilfosfatidilcolina, dioleilfosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina, dieste-
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roilfosfatidilcolina, behenoilfosfatidilcolina, araquidoilfosfatidilcolina y lecitina.

"No existente de forma natural”, con respecto a un polimero, significa un polimero que no se encuentra en
la naturaleza en su totalidad. Un polimero no existente de forma natural puede contener sin embargo una
0 mas subunidades o segmentos de subunidades existentes en la naturaleza, siempre que la estructura
global del polimero no se encuentre en la naturaleza.

"Masa molecular”, en el contexto de un polimero soluble en agua, se refiere a la masa molecular media
nominal del polimero, determinada tipicamente mediante cromatografia de exclusion de tamafios,
mediante técnicas de dispersion de la luz o mediante la determinacién de la velocidad intrinseca en 1,2,4-
triclorobenceno. Los polimeros son tipicamente polidispersos, poseyendo valores bajos de po-
lidispersidad, menores de 1,20 aproximadamente, y mas preferiblemente menores de 1,10.

El término "reactivo” o "activado" se refiere a un grupo funcional que reacciona facilmente o a una ve-
locidad practica bajo las condiciones convencionales de la sintesis organica. Esto contrasta con aquellos
grupos que no reaccionan o que requieren catalizadores potentes o condiciones de reaccién poco
practicas para reaccionar (esto es, un grupo "no reactivo" o "inerte").

"No facilmente reactivo" o "inerte", con referencia a un grupo funcional presente en una molécula de una
mezcla de reaccion, indica que el grupo permanece en gran parte intacto bajo las condiciones eficaces
para producir una reaccion deseada en la mezcla de reaccion.

Un "grupo protector” es un resto que impide o bloquea la reaccion de un grupo funcional particular de una
molécula reactivo quimicamente bajo ciertas condiciones de reaccion. El grupo protector variard depen-
diendo del tipo de grupo reactivo quimicamente que esté siendo protegido asi como de las condiciones de
reaccion que van a ser empleadas y de la presencia de grupos reactivos o protectores adicionales en la
molécula. Grupos funcionales que pueden ser protegidos incluyen, a manera de ejemplo, grupos acido
carboxilico, grupos amino, grupos hidroxilo, grupos tiol, grupos carbonilo, etcétera. Grupos protectores de
acidos carboxilicos representativos incluyen ésteres (tal como un p-metoxibencil éster), amidas e
hidracidas; de grupos amino, carbamatos (tal como ter-butoxicarbonilo) y amidas; de grupos hidroxilo, éte-
res y ésteres; de grupos tiol, tioéteres y tioésteres; de grupos carbonilo, acetales y cetales; etcétera. Tales
grupos protectores son bien conocidos por los expertos en la técnica y estan descritos en, por ejemplo,
T.W. Greene y G.M. Wuts, Protecting Groups in Organic Synthesis, Tercera Edicion, Wiley, New York,
1999 y las referencias citadas en el mismo.

Un grupo funcional en "forma protegida" se refiere a un grupo funcional portador de un grupo protector.
Segun se utiliza en la presente, el término "grupo funcional" o cualquier sindnimo del mismo tiene la inten-
cion de incluir las formas protegidas del mismo.

El término "adaptador" es utilizado en la presente para referirse a un &tomo o a una coleccién de atomos
utilizados opcionalmente para unir restos que se interconectan, tales como un segmento polimérico y un
electrdfilo. Los adaptadores de la invencion son generalmente hidroliticamente estables.

Un enlace "susceptible de ser cortado fisiolégicamente” o "hidrolizable" o "degradable" es un enlace
relativamente débil que reacciona con agua (esto es, es hidrolizado) bajo condiciones fisiologicas. La
tendencia de un enlace a ser hidrolizado en agua dependerd no sélo del tipo general de enlace que
conecta dos 4tomos centrales, sino también de los sustituyentes unidos a estos atomos centrales. Enlaces
hidroliticamente inestables o débiles apropiados incluyen pero no se limitan a, éster carboxilato, éster
fosfato, anhidridos, acetales, cetales, aciloxialquil éter, iminas, ortoésteres, péptidos y oligonucleétidos,
tioésteres, tiolésteres y carbonatos.

Un "enlace degradable enzimaticamente" significa un enlace que esté sujeto a degradacion por uno o mas
enzimas.

Un enlace o adaptador "hidroliticamente estable", para los fines de la presente invencion y en particular
con referencia a los polimeros, se refiere a un atomo o a una coleccion de atomos que son
hidroliticamente estables bajo condiciones fisiolégicas normales. Es decir, un enlace hidroliticamente
estable no experimenta hidrélisis bajo condiciones fisiolégicas en un grado apreciable durante un extenso
periodo de tiempo. Ejemplos de enlaces hidroliticamente estables incluyen, pero no se limitan a, los
siguientes: enlaces carbono-carbono (por ejemplo en cadenas alifaticas), éteres, amidas, uretanos,
aminas, etcétera. Las tasas de hidrélisis de enlaces quimicos representativos pueden encontrarse en la
mayoria de libros de texto estandar de quimica.

"Ramificada", con referencia a la geometria o a la estructura global del polimero, se refiere a un polimero
gue tiene dos 0 mas "brazos" poliméricos. Un polimero ramificado puede tener 2 brazos poliméricos, 3
brazos poliméricos, 4 brazos poliméricos, 6 brazos poliméricos, 8 brazos poliméricos o mas. Un tipo
particular de polimero muy ramificado es un polimero dendritico o dendrimero, el cual se considera para
los fines de la presente invencidn que posee una estructura distinta de la de un polimero ramificado.
"Punto de ramificacion" se refiere a un punto de bifurcacion que contiene uno o0 mas atomos en el cual el
polimero de divide o se ramifica a partir de una estructura lineal en uno o mas brazos poliméricos
adicionales.

Un "dendrimero” es un polimero globular de tamafio monodisperso en el cual todos los enlaces emergen
radialmente desde un punto focal central o ndcleo central con un patrén de ramificacion regular y con
unidades repetidas que contribuyen cada una de ellas a un punto de ramificacion. Los dendrimeros
muestran ciertas propiedades del estado dendritico tales como la encapsulacion del grupo central,
haciendo que sean distintos de los demas tipos de polimeros.

"Sustancialmente” o "esencialmente” significa casi totalmente o completamente. Por ejemplo, un 95% o
mas de alguna cantidad dada.
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Un grupo "alquilo” o "alquileno”, dependiendo de su posicion en una molécula y del nimero de puntos de
unién del grupo a atomos distintos de hidrégeno, se refiere a una cadena o resto hidrocarbonado,
variando tipicamente de 1 a 20 atomos de longitud aproximadamente. Tales cadenas hidrocarbonadas
son preferiblemente, pero no necesariamente, saturadas a no ser que se indique de otro modo y pueden
ser una cadena ramificada o una cadena lineal, aunque tipicamente se prefiere una cadena lineal.
Ejemplos de grupos alquilo incluyen metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, 1-metilbutilo, 2-etilpropilo, 3-
metilpentilo, etcétera.

"Alquilo inferior" o "alquileno inferior" se refiere a un grupo alquilo o alquileno segin se definid
anteriormente que contiene de 1 a 6 atomos de carbono y puede ser una cadena lineal o ramificada,
segun esta ejemplificado por metilo, etilo, n-butilo, i-butilo, t-butilo.

"Cicloalquilo” o "cicloalquileno”, dependiendo de su posiciéon en una molécula y del nimero de puntos de
unién a atomos distintos de hidrégeno, se refiere a una cadena hidrocarbonada ciclica saturada o in-
saturada, incluyendo compuestos policiclicos tales como compuestos ciclicos de puente, fusionados o
espirociclicos, que tienen preferiblemente de 3 a 12 atomos de carbono aproximadamente, mas
preferiblemente de 3 a 8 aproximadamente.

"Cicloalquilo inferior" o “cicloalquileno inferior" se refiere a un grupo cicloalquilo que contiene de 1 a 6
atomos de carbono.

"Aliciclico" se refiere a un compuesto alifatico que contiene un anillo de atomos de carbono. Un grupo
aliciclico es uno que contiene un grupo "cicloalquilo" o "cicloalquileno”, segin se definié anteriormente,
gue esta sustituido con uno o mas alquilos o alquilenos.

"Sustituyentes no interferentes" son aquellos grupos que, cuando estan presentes en una molécula, son
tipicamente no reactivos con otros grupos funcionales contenidos en la molécula.

El término "sustituido" como en el caso de, por ejemplo, "alquilo sustituido”, se refiere a un resto (por
ejemplo, un grupo alquilo), sustituido con uno o mas sustituyentes no interferentes tales como, pero sin
limitarse a: cicloalquilo C3-Cs, por ejemplo ciclopropilo, ciclobutilo, etcétera; halo, por ejemplo, fltor, cloro,
bromo y yodo; ciano; alcoxi, fenilo inferior; fenilo sustituido, etcétera. En cuanto a las sustituciones en un
anillo de fenilo, los sustituyentes pueden estar en cualquier orientacion (esto es, orto, meta o para).
"Alcoxi" se refiere a un grupo -O-R, dondeR es un alquilo o un alquilo sustituido, preferiblemente un alquilo
C1-Cyo (por ejemplo, metoxi, etoxi, propiloxi, bencilo, etc.), preferiblemente C;-C-.

Segun se utiliza en la presente, "alquenilo" se refiere a un grupo hidrocarbonado ramificado o no ra-
mificado de 1 a 15 atomos de longitud, que contiene al menos un doble enlace, tal como etenilo, n-
propenilo, isopropenilo, n-butenilo, isobutenilo, octenilo, decenilo, tetradecenilo, etcétera.

El término "alquinilo”, segun se utiliza en la presente, se refiere a un grupo hidrocarbonado ramificado o
no ramificado de 2 a 15 atomos de longitud, que contiene al menos un triple enlace, etinilo, n-propinilo,
isopropinilo, n-butinilo, isobutinilo, octinilo, decinilo, etcétera.

"Arilo" significa uno o mas anillos aromaticos, cada uno con 5 6 6 atomos de carbono en el nacleo central.
El término arilo incluye mdltiples anillos de arilo que pueden estar fusionados, como en el caso de naftilo,
o no fusionados, como en el bifenilo. Los anillos de arilo pueden estar también fusionados o no fusionados
con uno o mas hidrocarburos ciclicos, heteroarilos o anillos heterociclicos. Segun se utiliza en la presente,
"arilo" incluye heteroarilo.

"Heteroarilo" es un grupo arilo que contiene de uno a cuatro heterodtomos, preferiblemente N, O 0 S, o
una combinacién de los mismos. Los anillos de heteroarilo pueden estar también fusionados con uno o
mas hidrocarburos ciclicos, heterociclicos, arilo o anillos de heteroarilo.

"Heterociclo" o "heterociclico” indica uno o més anillos de 5-12 4tomos, preferiblemente 5-7 &tomos, con o
sin insaturacion o caracter aromatico y que tienen al menos un atomo del anillo que no es carbono. Los
heteroatomos preferidos incluyen azufre, oxigeno y nitrégeno.

"Heteroarilo sustituido" es un heteroarilo que tiene uno o0 mas grupos no interferentes como sustituyentes.
"Heterociclo sustituido" es un heterociclo que tiene una o mas cadenas laterales formadas a partir de
sustituyentes no interferentes.

"Electréfilo” se refiere a un i6n, atomo o coleccién de atomos que pueden ser iGnicos, con un centro
electrofilico, esto es un centro que es buscador de electrones, capaz de reaccionar con un nucledfilo.
"Nucledfilo" se refiere a un ié6n o a un atomo o a una coleccion de atomos que pueden ser idnicos, con un
centro nucleofilico, esto es un centro buscador de un centro electrofilico, y que es capaz de reaccionar
con un electrofilo.

"Agente activo", seguln se utiliza en la presente, incluye cualquier agente, farmaco, compuesto, com-
posicion de materia 0 mezcla que proporcione algun efecto farmacoldgico, a menudo beneficioso, que
pueda ser demostrado in vivo o in vitro. Este incluye alimentos, suplementos alimenticios, nutrientes,
nutracéuticos, farmacos, vacunas, anticuerpos, vitaminas y otros agente beneficiosos. Segun se utiliza en
la presente, estos términos incluyen ademas cualquier sustancia fisiologicamente o farmacoldgicamente
activa que produzca un efecto localizado o sistémico en un paciente.

"Excipiente farmacéuticamente aceptable"” o "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un
excipiente que puede ser incluido en las composiciones de la invencién y que no produce efectos
toxicolégicos adversos significativos en el paciente.

"Cantidad farmacoldgicamente eficaz", "cantidad fisiolégicamente eficaz" y "cantidad terapéuticamente
eficaz" son términos utilizados indistintamente en la presente para indicar la cantidad de conjugado PEG-
agente activo presente en una preparacion farmacéutica que es necesaria para proporcionar un nivel
deseado de agente activo y/o conjugado en el torrente sanguineo o en el tejido diana. La cantidad precisa
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dependera de numerosos factores, por ejemplo del agente activo particular, de los componentes y las
caracteristicas fisicas de la preparacion farmacéutica, de la poblacion de pacientes deseada, de las
consideraciones del paciente, etcétera, y puede ser determinada facilmente por una persona experta en la
técnica sobre la base de la informacién aqui proporcionada y disponible en la literatura relevante.
"Multifuncional”, en el contexto de un polimero, indica un esqueleto polimérico que tiene tres 0 mas grupos
funcionales contenidos en el mismo, donde los grupos funcionales pueden ser iguales o diferentes, y
estan presentes tipicamente en los extremos del polimero. Los polimeros multifuncionales de la invencion
contendran tipicamente 3-100 grupos funcionales aproximadamente, o 3-50 grupos funcionales, o 3-25
grupos funcionales, o 3-15 grupos funcionales o de 3 a 10 grupos funcionales, o contendran 3, 4, 5, 6, 7
,8, 9 6 10 grupos funcionales en el esqueleto del polimero.

Un polimero "difuncional” significa un polimero que tiene dos grupos funcionales contenidos en el mismo,
tipicamente en los extremos del polimero. Cuando los grupos funcionales son iguales, se dice que el poli-
mero es homodifuncional. Cuando los grupos funcionales son diferentes, se dice que el polimero es
heterobifuncional.

Un reactivo basico o acido descrito en la presente incluye cualquier forma neutra, cargada y cualquier
forma de sal correspondiente del mismo.

"Alcohol poliolefinico" se refiere a un polimero que contiene un esqueleto polimérico de olefina, tal como
polietileno, con miltiples grupos hidroxilo colgantes unidos al esqueleto del polimero. Un ejemplo de alco-
hol poliolefinico es alcohol polivinilico.

Segun se utiliza en la presente, "no peptidico” se refiere a un esqueleto polimérico sustancialmente libre
de enlaces peptidicos. Sin embargo, el polimero puede incluir un pequefio nimero de enlaces peptidicos
separados a lo largo de las subunidades monomeéricas repetidas tal como, por ejemplo, no méas de 1 en-
lace peptidico aproximadamente por 50 unidades monoméricas aproximadamente.

El término "paciente” se refiere a un organismo vivo que padezca o que sea susceptible de padecer una
condicion que pueda ser prevenida o tratada por la administracién de un polimero, tipicamente, pero no
necesariamente, en forma de un conjugado polimero-agente activo, e incluye humanos y animales.
"Opcional" u "opcionalmente” significa que la circunstancia descrita a continuacién puede tener lugar o no,
de tal manera que la descripcion incluye casos en los que la circunstancia tiene lugar y casos en los que
la circunstancia no tiene lugar.

Por "residuo” se indica la porcidon de una molécula que permanece después de la reaccidon con una o mas
moléculas. Por ejemplo, el residuo de una molécula biolégicamente activa de un conjugado polimérico
corresponde tipicamente a la porcién de la molécula biol6gicamente activa hasta el enlace covalente, pero
excluyendo el mismo, resultante de la reaccion de un grupo reactivo de la molécula biolégicamente activa
con un grupo reactivo de un reactivo polimérico. El término "conjugado” tiene la intencién de referirse a la
entidad formada como resultado de la unién covalente de una molécula, por ejemplo una molécula
bioldgicamente activa o cualquier superficie reactiva, a una molécula de polimero reactivo, preferiblemente
un poli(etilén glicol) reactivo.

"Cisteamina" se refiere a 2-aminoetanotiol o HoN-(CH2)»-SH.

"Cistamina" se refiere a 2,2'-ditiobis(etilamina) o (H2N-(CH2)2-S-)a.

METODO PARA PREPARAR DERIVADOS TIOL-SELECTIVOS DE POLIMEROS SOLUBLES EN
AGUA

VISION GENERAL DEL METODO

La presente invencion proporciona un método para preparar derivados poliméricos solubles en agua ade-
cuados para reaccionar con los grupos tiol de las proteinas o de otros agentes activos. En el método, un
segmento polimérico soluble en agua que tiene al menos un extremo electrofilico reactivo se hace
reaccionar con una molécula reactiva bifuncional (es decir, una molécula reactiva que tiene al menos dos
grupos funcionales segun se describe mas adelante) que contiene un resto nucledfilo (para reaccionar con
el extremo electrofilico del polimero) y un resto tiol-selectivo. El resto tiol-selectivo es disulfuro. La
reaccion se lleva a cabo bajo condiciones eficaces para promover la reaccién entre el extremo electrofilico
del polimero y el nucleo nucleofilico de la molécula reactiva, para formar una union covalente entre el
polimero y la molécula reactiva. La reaccion tiene como resultado la formacion de un polimero activado
que tiene un extremo que es selectivo para reaccionar con un tiol (por ejemplo, un tiol, un tiol protegido,
disulfuro, maleimida, vinil sulfona, yodoacetamida o disulfuro de ortopiridilo), dependiendo de la molécula
reactiva particular empleada. A continuacién se presenta un esquema generalizado de la reaccién.

1.Esquema Generalizado de la Reaccién:

POLI-Ly 1-E + NU-Y-S > POLI-Lg, 1-X-Y-S
"POLI-E" reactivo molecular "POLI-S"
donde"S" es un grupo tiol-selectivo

2.Realizacion Especifica Ejemplar
POLI-Lg, 1-E + (NU-Y-S-); === POLI-Lg ;-X-Y-S-S-Y-X-L,, 1-POLI
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(POLI-Lo, 1-X-Y-S-),
Q) (1m

AR.
POLI-Lo, 1-X-Y-S-S-Y-Lg, 1-POLI =P POLI-Ly 1-X-Y-SH
) ()

donde A.R. es un agente reductor y Z, POLI, L, Y, X, NU son segln se definen en la presente.

POLI-Lo 1-X-Y-SH + HS-A =P POLI-Ly ;-X-Y-S-S-A
(I (V)

donde A es un agente activo.

En su forma mas simplificada, el método puede proporcionar derivados activados de polietilén glicol con
un extremo tiol-selectivo en una etapa de reaccién. En los casos en los que la molécula reactiva posee un
nucledfilo que compite con el resto tiol-selectivo por la reaccidn con el extremo electrofilico del polimero,
por ejemplo cuando el nucledfilo es un grupo amino y el resto que contiene azufre es un tiol o un tiolato,
como en el caso del reactivo ejemplar, cisteamina, puede ser necesaria la proteccion del grupo tiol de la
molécula reactiva para impedir la reaccion del polimero en el centro tiol del reactivo. Alternativamente, si
las velocidades de reaccion de los dos restos competidores son significativamente diferentes, la reaccion
puede ser llevada a cabo bajo condiciones en las que el centro nucleofilico de la molécula reactiva
reaccione selectivamente o preferencialmente con el electréfilo del polimero. Los productos de reaccién
no deseados resultantes de la reaccion entre el tiol o el tiolato y el electr6filo dado pueden ser
posteriormente eliminados mediante etapas adicionales de purificacion/separacion.

En las secciones siguientes se proporciona una descripcion detallada concerniente a los polimeros
activados electrofilicamente y a los reactivos moleculares adecuados.

La molécula reactiva es un disulfuro simétrico que tiene dos grupos nucleofilicos idénticos para reaccionar
con el grupo electrofilico del polimero. Este procedimiento es ventajoso porque no existe competicion
entre nucledfilos potencialmente diferentes de la molécula reactiva. Asi, bajo condiciones de reaccion
adecuadas (por ejemplo, cuando se emplea al menos un exceso molar de dos veces de polimero
electrofilicamente activado - suficiente para reaccionar con todos los grupos nucleéfilos del disulfuro
simétrico), se forma un sélo producto polimérico activado.

Las moléculas reactivas simétricas ejemplares poseeran un enlace disulfuro (-S-S-) central dondelos
atomos de azufre estan conectados cada uno de ellos a grupos Y idénticos tales como un grupo alquileno,
alquileno sustituido, cicloalquileno, cicloalquileno sustituido, arilo o arilo sustituido que poseen un
nucledfilo (NU) tal como un amino, hidroxi, tiol, imino, tioéster, etcétera, unido covalentemente a los
mismos, "(NU-Y-S),". Una de tales moléculas reactivas simétricas preferidas es cistamina. La reaccion de
un polimero activado electrofilicamente con un reactivo disulfuro simétrico tal como cistamina, tiene como
resultado la formacion de un polimero disulfuro simétrico con segmentos poliméricos idénticos que se
extienden desde cada uno de los atomos de azufre del enlace disulfuro central. En los Ejemplos (Ejemplos
1-3) se proporcionan reacciones ilustrativas llevadas a cabo con diferentes polimeros activados elec-
trofilicamente y el reactivo cistamina. El polimero activado electrofilicamente se hace reaccionar
tipicamente con una molécula reactiva bifuncional bajo condiciones de reaccion muy suaves (por ejemplo,
a temperatura ambiente), lo cual ofrece otra ventaja de este procedimiento. Ademas, los rendimientos
tipicos son mayores del 70%, preferiblemente mayores del 80%, mas preferiblemente mayores del 90% y
a menudo incluso mayores del 95%.

Debido a la simetria del polimero disulfuro resultante, el corte por la acciéon de un agente reductor tal como
ditiotreitol, tiene como resultado la formacién de dos moles del derivado polimérico tiol-selectivo co-
rrespondiente ("POLI-S").

Los polimeros preferidos (POLI-Es) para ser utilizados en la presente invencion incluyen acido metoxi-
PEG propanoico y acido metoxi-PEG butanoico y las formas activadas de los mismos. En las estructuras
(11), (13) y (18) descritas en la presente se proporcionan derivados poliméricos particularmente preferidos
que tienen un extremo tiol-selectivo.

En otra realizacion preferida, los derivados poliméricos de la invencidn son preparados a partir de un acido
polimérico o de materiales de partida equivalentes a un acido polimérico, donde el acido polimérico es
purificado antes de la reaccién con el nucledfilo. Un &cido polimérico o un equivalente de un acido
polimérico es un polimero soluble en agua de la invencién con al menos un grupo funcional o un extremo
gue es un acido carboxilico o un equivalente de un acido carboxilico tal como un derivado activado de un
acido carboxilico. La utilizacion o la preparacion de un acido polimérico proporciona una ventaja adicional
en cuanto a que permite una facil eliminacién de las impurezas PEG-diol o derivadas de PEG-diol que
pueden estar presentes en el material de partida polimérico, dependiendo de su origen.

A menudo, los polietilén glicoles de partida, tales como PEG activado electrofilicamente, segun son
utilizados en muchas realizaciones de la invencion, contienen cantidades detectables de la impureza
PEG-diol, que varian a menudo desde un 0,5% hasta mas de un 30% en peso. Cualquier cantidad de
impureza diol puede ser un problema, ya que el diol (y sus productos de reaccion) puede ser
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extremadamente dificil de eliminar/separar. Adicionalmente, debido a su reactividad, el PEG-diol (y mas
particularmente sus productos de conversion) puede reaccionar con el agente bioactivo durante la
reaccion de acoplamiento, teniendo como resultado la formacién de una mezcla de productos conjugados.
La mezcla de conjugados resultante puede ser dificil de analizar, esto es, de determinar el grado de
impurezas derivadas del diol presentes. Ademas, la separacion del producto conjugado deseado de los
productos conjugados derivados del diol puede ser extremadamente dificil y, en algunos casos, puede ser
imposible de conseguir. En particular, polimeros solubles en agua de alto peso molecular tales como
metoxi-PEG-OH (por ejemplo, con un peso molecular mayor de 30.000 daltons aproximadamente) pueden
contener hasta un 30 por ciento en peso o mas de diol, dependiendo del origen y/o del método para
producir el PEG de partida. Segun se discutié anteriormente, tales impurezas de diol y derivadas de diol
pueden ser especialmente problematicas cuando se arrastran a través de una serie de transformaciones
sintéticas y/o de una reaccion de conjugacion. La utilizacion de un acido polimérico, tal como en el método
de la invencion, permite la purificacion, por ejemplo mediante cromatografia, del material de partida POLI-
E (o de su precursor equivalente) y la formacion final de la formulacién del polimero tiol-selectivo que esta
esencialmente libre de impurezas de PEG-diol reactivo o de derivados de PEG-diol reactivos.

Los solicitantes han reconocido que la separacion de impurezas relacionadas con PEG-diol al principio de
una reaccién o de una serie de reacciones que dan lugar a la formacion de un derivado polimérico reactivo
o finalmente a la formacion de un conjugado polimérico, es ventajosa, ya que la separacion/purificacion en
esta etapa se lleva a cabo mas facilmente cuando se compara con la separacion de diferentes especies
de conjugados poliméricos.

Alternativamente, como procedimiento para eliminar o convertir en inertes las impurezas derivadas de
mPEG-diol, el polimero soluble en agua proporcionado en la etapa (i), POLI-E, puede ser preparado a
partir de un PEG-OH libre de dioles preparado a partir de benciloxi-PEG segun se describe en la Patente
de EE.UU. copropiedad N° 6.448.639. En este procedimiento, el material de partida benciloxi-PEG-OH es
preparado preferencialmente mediante polimerizacion de 6xido de etileno en el i6n benciléxido, Bz-O,
teniendo como resultado benciloxi PEGs monofuncionales de alta pureza que contienen PEG-diol.
Después de convertir todos los grupos PEG-OH en éteres de metilo inertes y de eliminar los grupos benci-
loxi en etapas posteriores, el método proporciona metoxi-PEG-OH puro libre de dioles. Al utilizar este
método, el PEG-diol es convertido en su forma éter no reactiva, convirtiéndolo en un componente inerte
de la composicion resultante.

En suma, el método proporcionado en la presente (i) evita multiples etapas de reaccion tediosas, (ii) no
requiere necesariamente mdltiples etapas de proteccidon/desproteccion, (iii) se lleva a cabo bajo condi-
ciones suaves de tal manera que el segmento polimérico no es particularmente susceptible a ser dafiado,
(iv) tiene como resultado rendimientos elevados del producto, tipicamente mayores del 90%, y (v)
proporciona una nueva clase de derivados poliméricos que tienen un extremo tiol-selectivo. La
metodologia sintética global, los reactivos, los derivados poliméricos, las composiciones y los conjugados
de la invencion seran descritos en mayor profundidad a continuacion.

REACTIVOS POLIMERICOS, POLI-Lo, 1-E

El Segmento Polimérico, POLI

Lo siguiente describe el segmento polimérico denominado en la presente POLI, aplicable a los polimeros
activados electrofilicamente del método. Los derivados poliméricos activados electrofilicamente tiles en
la presente invencion contienen en general al menos un electrofilo acoplado a un segmento polimérico
soluble en agua. El electréfilo puede estar unido covalentemente de manera directa al segmento
polimérico o, alternativamente, puede estar acoplado al esqueleto del polimero a través de un grupo
adaptador L.

POLIs representativos de el método de la reivindicacién 14 incluyen poli(alquilén glicoles) tales como
poli(etilén glicol), poli(propilén glicol) ("PPG"), copolimeros de etilén glicol y propilén glicol, poli(alcohol
olefinico), poli(vinilpirrolidona), poli(hidroxialquilmetacrilamida), poli(hidroxialquilmeta-crilato),
poli(sacaridos), poli(a-hidroxiacido), poli(alcohol vinilico), polifosfaceno, polioxazolina y poli(N-
acriloilmorfolina). POLI puede ser un homopolimero, un copolimero alternante, un copolimero aleatorio, un
copolimero de bloque, un tripolimero alternante, un tripolimero aleatorio o un tripolimero de bloque de
cualquiera de los anteriores. El segmento polimérico soluble en agua es preferiblemente, aunque no nece-
sariamente, un poli(etilén glicol) "PEG" o un derivado del mismo.

El segmento polimérico puede tener cualquiera de varias geometrias diferentes, por ejemplo POLI puede
ser lineal, ramificado o bifurcado. Muy tipicamente, POLI es lineal o ramificado, teniendo por ejemplo 2
brazos poliméricos.

Cualquier polimero soluble en agua que tenga al menos un extremo activado electrofilicamente puede ser
utilizado para preparar un polimero tiol-selectivo de acuerdo con el método de la invencion. Aunque en la
presente se utilizan y se ilustran tipicamente polimeros solubles en agua portadores Unicamente de un
solo extremo reactivo activado electrofilicamente, pueden utilizarse polimeros portadores de dos, tres,
cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce 0 mas extremos reactivos adecuados para la
conversién en un polimero tiol-selectivo seguin se muestra en la presente. De manera ventajosa, a medida
que aumenta el nimero de hidroxilos o de otros restos reactivos en el segmento polimérico soluble en
agua, aumenta el nimero de lugares disponibles para introducir un grupo electrofilico. Ejemplos no
limitantes del limite superior del nimero de restos hidroxilo y/o electrofilicos asociados con el segmento
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polimérico soluble en agua incluyen de 1 aproximadamente a 500 aproximadamente, de 1
aproximadamente a 100 aproximadamente, de 1 aproximadamente a 80 aproximadamente, de 1
aproximadamente a 40 aproximadamente, de 1 aproximadamente a 20 aproximadamente y de 1
aproximadamente a 10 aproximadamente.

Volviendo ahora al POLI preferido, PEG incluye poli(etilén glicol) en cualquiera de sus formas lineal,
ramificada o de multiples brazos, incluyendo PEG de extremos protegidos ("capped"), PEG bifurcado,
PEG ramificado, PEG colgante y PEG conteniendo uno mas enlaces degradables que separan las
subunidades monomeéricas, los cuales seran descritos con mas detalle a continuacion.

POLI puede tener los extremos protegidos, donde PEG esta protegido terminalmente con un grupo inerte
protector de los extremos. Los PEGs protegidos terminalmente preferidos son aquellos que tienen un
resto protector terminal tal como alcoxi, alcoxi sustituido, alqueniloxi, alqueniloxi sustituido, alquiniloxi,
alquiniloxi sustituido, ariloxi, ariloxi sustituido. Los grupos protectores terminales preferidos son alcoxi C;.
Cyo tal como metoxi, etoxi y benciloxi. El grupo protector terminal puede contener también de manera
ventajosa un fosfolipido. Fosfolipidos ejemplares incluyen fosfatidil colinas, tales como
dilauroilfosfatidilcolina, dioleilfosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina, diesteroilfosfatidilcolina,
behenoilfosfatidilcolina, araquidoilfosfatidilcolina y lecitina.

Haciendo referencia ahora a cualquiera de las estructuras que comprenden un segmento polimérico POLI,
POLI puede corresponder a, o comprender, lo siguiente:

"Z-(CH2CH20)," 0 "Z-(CH2CH20)n-CH2CH>-",

donde n varia de 3 aproximadamente a 4.000 aproximadamente, o de 10 aproximadamente a 4.000
aproximadamente, y Z es o incluye un grupo funcional que puede ser un grupo reactivo 0 un grupo
protector terminal. Ejemplos de Z incluyen hidroxi, amino, éster, carbonato, aldehido, acetal, aldehido
hidrato, cetona, cetal, cetona hidrato, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, sulfona, tiol, acido
carboxilico, isocianato, isotiocianato, hidrazida, urea, maleimida, vinilsulfona, ditiopiridina, vinilpiridina,
yodoacetamida, alcoxi, benciloxi, silano, lipido, fosfolipido, biotina y fluoresceina, incluyendo formas
activadas y protegidas de los mismos cuando sea aplicable. Los preferidos son grupos funcionales tales
N-hidroxisuccinimidil éster, 1-hidroxibenzotriazolil carbonato, amina, vinilsulfona, maleimida, N-succinimidil
carbonato, hidrazida, succinimidil propionato, succinimidil butanoato, succinimidil succinato, succinimidil
éster, glicidil éter, oxicarbonilimidazol, p-nitrofenil carbonato, aldehido, ortopiridil-disulfuro y acrilol.

El reactivo polimérico (y el producto correspondiente) pueden poseer una estructura lineal similar a una
pesa o bifuncional, por ejemplo, en la cual dos electréfilos estan interconectados por un POLI central, por
ejemplo, PEG. Mas especificamente, tal POLI puede ser representado por la estructura E1-PEG-E2,
donde E1 y E2 son electréfilos seleccionados independientemente segin se describe en la presente.
Preferiblemente, E1 y E2 son iguales. En el Ejemplo 3 se proporcionan PEGs ejemplares que entran
dentro de esta clasificacion, por ejemplo (15) y (16). Ejemplos adicionales estan proporcionados en la
Patente de EE.UU. N° 5.900.461. En una realizacion preferida, particularmente en lo referente a los
polimeros tiol-selectivos de la invencién, o a sus precursores, el grupo funcional Z puede corresponder a
"Lo, 1-X-Y-S" para proporcionar un polimero tiol-selectivo homobifuncional que tiene grupos idénticos a
cada lado del segmento polimérico, por ejemplo, S-Y-X-Lo, 1-POLI-Lg, 1-X-Y-S, VIII.

Estos y otros grupos funcionales Z estan descritos en las referencias siguientes: N-succinimidil carbonato
(ver, por ejemplo, las Patentes de EE.UU. N* 5.281.698, 5.468.478), amina (ver, por ejemplo, Buckmann
y col., Makrolmol. Chem. 182:1379 (1981), Zalipsky y col., Eur. Polym. J. 19:1177 (1983)), hidrazida (ver,
por ejemplo, Andresz y col., Makromol. Chem. 179:301 (1978)), succinimidil propionato y succinimidil
butanoato (ver, por ejemplo, Olson y col. en Poly(ethylene glicol) Chemistry & Biological Applications, pp.
170-181, Harries & Zalipsky Eds., ACS, Washington, DC, 1997; ver también la Patente de EE.UU. N°
5.672.662)), succinimidil succinato (ver, por ejemplo, Abuchowski y col., Cancer Biochem. Biophys., 7:175
(1984) y Joppich y col., Makromol. Chem. 180:1381 (1979)), succinimidil éster (ver, por ejemplo, la
Patente de EE.UU. N° 4.670.417), benzotriazol carbonato (ver, por ejemplo, la Patente de EE.UU. N°
5.650.234), glicidil éter (ver, por ejemplo, Pitha y col., Eur. J. Biochem. 94:11 (1979), Elling y col., Biotech.
Appl. Biochem. 13:354 (1991)), oxicarbonilimidazol (ver, por ejemplo, Beauchamp y col., Anal. Biochem.
131:25 (1983), Tondelli y col., J. Controlled Release 1:251 (1985)), p-nitrofenil carbonato (ver, por ejemplo,
Veronese y col., Appl. Biochem. Biotech. 11:141 (1985) y Sartore y col., Appl. Biochem. Biotech. 27:45
(1991)), aldehido (ver, por ejemplo, Harris y col., J. Polym. Sci. Chem. Ed. 22:341 (1984), Patente de
EE.UU. N° 5.824.784, Patente de EE.UU. N° 5.252.714), maleimida (ver, por ejemplo, Goodson y col.,
Bio/Technology 8:343 (1990), Romani y col., en Chemistry of Peptides and Proteins 2:29 (1984) y Kogan,
Synthetic Comm. 22:2417 (1992)), ortopiridil-disulfuro (ver, por ejemplo, Woghiren y col., Bioconj. Chem.
4:314 (1993)), acrilol (ver, por ejemplo, Sawhney y col., Macromolecules 26:581 (1993)), vinilsulfona (ver,
por ejemplo, la Patente de EE.UU. N° 5.900.461).

De nuevo, los tipos de POLI descritos tienen la intencion de incluir segmentos poliméricos lineales y
también segmentos poliméricos ramificados o bifurcados. En un caso dondeel segmento polimérico sea
ramificado, la estructura de POLI puede corresponder, por ejemplo, a los brazos poliméricos que forman
parte de la estructura global de POLI. Alternativamente, en un caso dondePOLI posea una estructura
bifurcada, POLI puede corresponder, por ejemplo, a la porcion lineal del segmento polimérico anterior al
punto de ramificacion.

POLI incluye también moléculas de PEG ramificadas que tienen 2 brazos, 3 brazos, 4 brazos, 5 brazos, 6
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brazos, 7 brazos, 8 brazos 0 més. Los polimeros ramificados utilizados para preparar los polimeros tiol-
selectivos de la invencion pueden poseer de 2 a 300 extremos reactivos mas o menos. Los preferidos son
segmentos poliméricos ramificados con 2 ¢ 3 brazos poliméricos. Un POLI ramificado ilustrativo, segun se

describe en la Patente de EE.UU. N° 5.932.462, corresponde a la estructura:

En esta representacion, R" es un resto no reactivo, tal como H, metilo o un PEG, y P y Q son enlaces no
reactivos. En una realizacion preferida, el segmento polimérico de PEG ramificado es metoxi poli(etilén
glicol) disustituido con lisina.

En la configuracion ramificada particular anterior, el segmento polimérico ramificado posee un soélo sitio
reactivo que se extiende desde el punto de ramificacién "C" para posicionar el grupo electrofilico reactivo
del reactivo polimérico o el grupo X del producto polimérico tiol-selectivo. PEGs ramificados tales como
éstos para ser utilizados en la presente invencion tendran tipicamente menos de 4 brazos de PEG y, mas
preferiblemente, tendran 2 6 3 brazos de PEG. Tales PEGs ramificados ofrecen la ventaja de tener un
Unico sitio reactivo acoplado con una nube polimérica mayor, mas densa que sus PEG lineales
equivalentes. Polimeros ramificados ilustrativos portadores de grupos electrofilicos tales como éstos estan
disponibles comercialmente en Nektar (Huntsville, Alabama) e incluyen mPEG2-N-hidroxisuccinimida.

Un reactivo polimérico ramificado ilustrativo y el polimero tiol-selectivo de la invencion correspondiente
tienen, respectivamente, las estructuras mostradas a continuacion:

mPEG _D*C_NH mPEG, —D—llill-—-NH

(CHa)y
1 C—' O—N Yl —S

E b o926, —0—C—1H

I

IX-A IX-B

donde X, Y y S son segun se describen en la presente. En la estructura IX-B, X puede corresponder a
-C(0)-G, donde G es -NH.

Los polimeros ramificados para ser utilizados en la preparacion de un polimero incluyen adicionalmente
los representados de manera mas general por la formula R(POLI),, donde R es una molécula central o
nuclear a partir de la cual se extienden 2 o mas brazos de POLI tal como PEG. La variable n representa el
namero de brazos de POLI, donde cada uno de los brazos del polimero puede estar protegido
terminalmente de forma independiente o, alternativamente, poseer un grupo funcional reactivo en su
extremo. Tipicamente, al menos un brazo polimérico posee un grupo funcional terminal. En tales
realizaciones de la invencion de multiples brazos, cada brazo de PEG posee tipicamente un electréfilo en
su extremo (o el producto de reaccion correspondiente entre el electréfilo y el nucledfilo, segin se
describié previamente). PEGs ramificados tales como los representados de forma general por la formula
R(PEG), anterior poseen de 2 brazos poliméricos a 300 brazos poliméricos aproximadamente (esto es, n
varia de 2 a 300 aproximadamente). Preferiblemente, tales PEGs ramificados poseen de 2 a 25 brazos
poliméricos aproximadamente, mas preferiblemente de 2 a 20 brazos poliméricos aproximadamente e
incluso mas preferiblemente, de 2 a 15 brazos poliméricos aproximadamente o menos. Los mas preferidos
son los polimeros de multiples brazos que tienen 3, 4, 5, 6, 7 u 8 brazos.

Las moléculas del nacleo central preferidas de los PEG ramificados segin se describié anteriormente son
polioles. Tales polioles incluyen polioles alifaticos de 1 a 10 atomos de carbono y de 1 a 10 grupos
hidroxilo, incluyendo etilén glicol, alcano dioles, alquil glicoles, alquilidén alquil dioles, alquil cicloalcano
dioles, 1,5-decalindiol, 4,8-bis(hidroximetil)triciclodecano, cicloalquilidén dioles, dihidroxialcanos,
trihidroxialcanos, etcétera. Pueden emplearse también polioles cicloalifaticos, incluyendo azlcares de
cadena lineal o de anillo cerrado y alcoholes de azlcar tales como manitol, sorbitol, inositol, xilitol,
quebraquitol, treitol, arabitol, eritritol, adonitol, ducitol, facosa, ribosa, arabinosa, xilosa, lixosa, ramnosa,
galactosa, glucosa, fructosa, sorbosa, manosa, piranosa, altrosa, talosa, tagitosa, piranosidos, sacarosa,
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lactosa, maltosa, etcétera. Polioles alifaticos adicionales incluyen derivados de gliceraldehido, glucosa,
ribosa, manosa, galactosa y los estereoisémeros relacionados. Otros polioles centrales que pueden ser
utilizados incluyen éter corona, ciclodextrinas, dextrinas y otros carbohidratos tales como almidones y
amilosa. Los polioles preferidos incluyen glicerol, pentaeritritol, sorbitol y trimetilolpropano.

Una estructura de mudltiples brazos representativa correspondiente a un polimero tiol-selectivo de la
invencion esta mostrada a continuacion, donde n varia preferiblemente de 3 aproximadamente a 8 aproxi-
madamente.

R(POLI-Lo, 1-X-Y-S)nX

Polimeros de mudltiples brazos adicionales para ser utilizados en la preparacion de un polimero tiol-
selectivo incluyen PEGs de mudltiples brazos disponibles en Nektar (Huntsville, Alabama). Los polimeros
de mdltiples brazos activados electrofilicamente preferidos para ser utilizados en el método de la
invencion corresponden a la estructura siguiente, en la cual E representa un grupo electrofilico.

A
PEG PEG PEG

I
SN
Ol
E-PEG” “v’l““*‘@’o};’\’ PEG—E

XI-A
PEG es -(CH,CH,0),CH2CH2-, y m es seleccionado del grupo que consta de 3, 4, 5, 6, 7 y 8. Por
supuesto, el producto polimérico tiol-selectivo correspondiente posee la estructura mostrada anteriormente
con la excepcion de que el electréfilo E esta sustituido por "-X-Y-S" (XI-B).
Alternativamente, el segmento polimérico puede poseer una estructura global bifurcada. Un ejemplo de un
PEG bifurcado corresponde a la estructura generalizada siguiente, en la que la primera estructura repre-
senta un PEG bifurcado activado electrofilicamente y la segunda estructura representa un producto

F—E F—X-Y-S
/
PEG —A — CH{_ PEG —A— CH_
F—E F—X-Y-§
XIT-A XII-B

polimérico tiol-selectivo bifurcado:

donde PEG es cualquiera de las formas de PEG descritas en la presente, A es un grupo adaptador,
preferiblemente un enlace hidroliticamente estable tal como oxigeno, azufre o -C(O)-NH-, F y F' son
grupos separadores hidroliticamente estables que estan presentes de manera opcional y las demas
variables correspondientes a E, X, Y y S son segun se definieron anteriormente. Las descripciones ge-
nerales y especificas de los valores posibles para X, Y y S son ambas aplicables a la estructura anterior.
Adaptadores y grupos separadores ejemplares correspondientes a A, F y F' estan descritos en la Solicitud
Internacional N° PCT/US99/05333 y son Uutiles para formar segmentos poliméricos de este tipo para
utilizacién en la presente invencion. F y F' son grupos separadores que pueden ser iguales o diferentes.
En una realizacion particular de lo anterior, PEG es mPEG, A corresponde a -C(O)-NH- y F y F' son
ambos metileno o -CH,-. Este tipo de segmento polimérico es Util para reaccionar con dos agentes
activos, donde los dos agentes activos estan colocados separados a una distancia precisa o
predeterminada, dependiendo de la seleccién de Fy F'.

En cualquiera de las estructuras representativas proporcionadas en la presente, uno 0 mas enlaces
degradables pueden estar contenidos en el segmento polimérico para permitir la generacion in vivo de un
conjugado de PEG unido por disulfuro que tiene una cadena de PEG mas pequefia que en el conjugado
administrado inicialmente. Enlaces apropiados susceptibles de ser cortados fisiologicamente incluyen,
pero no se limitan a, éster, éster carbonato, carbamato, sulfato, fosfato, aciloxialquil éter, acetal y cetal.
Tales enlaces, cuando estan contenidos en un segmento polimérico dado, seran preferiblemente estables
tras su almacenaje y tras su administracion inicial. Mas particularmente, segun se describi6 de manera
general anteriormente, dos 0 mas segmentos poliméricos conectados por un enlace hidrolizable pueden
ser representados por la estructura siguiente: PEG1-W-PEG2 (donde PEG1 y PEG2 pueden ser iguales o
diferentes) y W representa un enlace débil, hidrolizable. Estas estructuras poliméricas contienen brazos de
PEG o porciones de brazos de PEG que son eliminables (esto es, susceptibles de ser cortados) in vivo.
PEGs representativos adicionales con estructuras lineales o ramificadas para ser utilizados en la
preparacion de los conjugados de la invencién pueden ser adquiridos a Nektar Therapeutics
(anteriormente Shearwater Corporation, Huntsville, Alabama). Estructuras ilustrativas estan descritas en el
catalogo de Shearwater 2001 titulado "Polyethylene Glycol and Derivatives for Biomedical Applications".

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2352337T5

En general, la masa molecular media nominal del segmento polimérico soluble en agua, POLI, variara. La
masa molecular media nominal de POLI entra tipicamente dentro de uno o mas de los rangos siguientes:
de 100 daltons aproximadamente a 100.000 daltons aproximadamente; de 500 daltons aproximadamente
a 80.000 daltons aproximadamente; de 1.000 daltons aproximadamente a 50.000 daltons
aproximadamente; de 2.000 daltons aproximadamente a 25.000 daltons aproximadamente; de 5.000
daltons aproximadamente a 20.000 daltons aproximadamente. Masas moleculares medias nominales
ejemplares para el segmento polimérico soluble en agua POLI incluyen 1.000 daltons aproximadamente,
5.000 daltons aproximadamente, 10.000 daltons aproximadamente, 15.000 daltons aproximadamente,
20.000 daltons aproximadamente, 25.000 daltons aproximadamente, 30.000 aproximadamente y 40.000
daltons aproximadamente. Los POLIs de bajo peso molecular poseen masas moleculares de 250, 500,
750, 1000, 2000 6 5000 daltons aproximadamente. Derivados tiol-selectivos ejemplares comprenden
PEGs con un peso molecular seleccionado del grupo que consta de 5.000 daltons, 20.000 daltons y
40.000 daltons, como los proporcionados en los Ejemplos 1-3.

En una realizacion particular de la invencién, un derivado tiol-selectivo activado segun se proporciona en
la presente posee un segmento de PEG que tiene una de las masas moleculares medias nominales si-
guientes: 500, 1000, 2000, 3000, 5000, 10.000, 15.000, 20.000, 30.000 y 40.000 daltons.

Por lo que respecta al nimero de subunidades, los PEGs para ser utilizados en la invencion contendran
un numero de subunidades (-OCH,CH>-) que estan dentro del rango siguiente: de 10 a 4000 subunidades

GRUPOS ELECTROFILICOS DEL POLIMERO ("E")

Un polimero para ser utilizado en el método contiene al menos un electréfilo o grupo electrofilico (-E)
adecuado para reaccionar con un nucledfilo tal como el contenido en la molécula reactiva tiol-selectiva.
Electréfilos ejemplares incluyen ésteres activados (por ejemplo, N-hidroxisuccinimidil (NHS) éster o 1-
hidroxibenzotriazolil éster), carbonatos activos (por ejemplo, N-hidroxisuccinimidil carbonato, para-
nitrofenilcarbonato y 1-hidroxibenzotriazolil carbonato), acetal, aldehido, aldehido hidrato, anhidridos
activos tales como anhidridos &cidos, haluro de &cido, haluro de arilo, cetona, acido carboxilico,
isocianato, isotiocianato, imidoéster, etcétera. Particularmente preferidos son los ésteres activados tales
como los NHS ésteres. En suma, un segmento polimérico que tiene la estructura generalizada POLI-Lo, ;-
E, puede poseer cualquier grupo electrofilico en al menos un extremo, donde los electréfilos ejemplares
incluyen los descritos anteriormente.

Adaptadores del Polimero, L

En la mayoria de los casos, el segmento polimérico estd unido directamente al electrofilo. Alter-
nativamente, el segmento polimérico esta unido al electréfilo a través de un adaptador intermedio, L.
Cuando se utiliza tal adaptador, el mismo es representado de manera general en la presente como Ly,
significando que tal adaptador esta presente. Cuando tal adaptador esta ausente, es representado de
manera general en la presente como Lo. Los adaptadores para ser utilizados en la presente invencion son
tipicamente alquilo C1-C1o 0 alquilo C1-C1p sustituido. Un adaptador particularmente preferido, es un grupo
metileno, -CH-, aungque puede emplearse de manera similar cualquier alquilo inferior lineal o cualquier
alquilo inferior ramificado o sus equivalentes sustituidos.

Polimeros Activados Electrofilicamente Purificados

Particularmente adecuados para ser utilizados en el presente método son los reactivos PEG activados
electrofilicamente tales como &cidos carboxilicos purificados cromatograficamente o sus equivalentes
funcionales, tales como mPEG-succinimidil propionato, mPEG-succinimidil butanoato, mPEG-CM-HBA-
NHS, mPEG2-NHS, etcétera, disponibles en Nektar, Huntsville, Alabama. En virtud de su grupo funcional
acido, tales PEGs activados electrofilicamente son més facilmente purificados antes que después de la
reaccion con una molécula reactiva bifuncional, NU-Y-S, para permitir la separacién de las impurezas de
PEG-diol o derivadas de diol. La purificacion de POLI-E puede ser llevada a cabo mediante cualquiera de
los varios métodos de purificacion cominmente empleados en la técnica, aunque se prefieren los métodos
de separacion basados en agentes quimicos y los métodos cromatograficos. Uno de tales métodos
cromatograficos preferidos es la cromatografia de intercambio iénico o IEC. La IEC es (til para la
separacion de cualquier molécula cargada, tal como PEG-acido. Las condiciones de la cromatografia de
intercambio idnico tipica pueden ser faciimente determinadas por una persona con experiencia en la
técnica, tales como la columna particular, el rango de pH empleado, la fuerza idnica, la eleccion del
tampon, el gradiente, etcétera.

En algunos casos se utiliza cromatografia de permeacion en gel o GPC para determinar la pureza de los
reactivos y derivados que contienen PEG. Asi, en un caso, puede utilizarse GPC para determinar el grado
de impurezas de PEG-diol o derivadas de diol en un material de partida de PEG dado o en un reactivo de
PEG dado. Una vez que se ha confirmado la presencia y la cantidad de PEG-diol mediante, por ejemplo,
GPC, el material de partida PEG o el derivado, tal como un PEG-acido, es posteriormente purificado
mediante cromatografia de intercambio idnico para eliminar las impurezas de PEG-diol o relacionadas con
PEG-diol, de tal manera que la composicion de PEG resultante esta sustancialmente libre de tales impu-
rezas de PEG bifuncional.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2352337T5

Tales reactivos de PEG activado electrofilicamente son preferiblemente sustancialmente puros, esto es,
carecen de impurezas de PEG-diol o derivadas de PEG-diol difuncional reactivo. Preferiblemente, el
material de partida, POLI-Lo,1-E, contendra menos de un 10% aproximadamente de tal impureza,
preferible menos del 5% aproximadamente de tal impureza y, mas preferiblemente, menos del 2%
aproximadamente o ninguna cantidad detectable de tal impureza. Por consiguiente, esto significa que el
polimero funcionalizado tiol-especifico resultante, POLI-S, contiene preferiblemente al menos un 90% o al
menos un 95% o al menos un 98% o mas del producto basado en el polimero deseado que carece de
cantidades significativas de impurezas de polietilén glicol difuncionalizado derivadas de PEG-diol. Ciertas
impurezas de polimero difuncionalizado de este tipo, particularmente los ditioles o los ditioles protegidos
correspondientes resultantes del arrastre de tales impurezas cuando se lleva a la practica el método de la
invencién, pueden ser muy dificiles de eliminar. Tales impurezas reactivas, si se arrastran a través del
esquema de reaccion hasta el derivado polimérico activado final, pueden reaccionar posteriormente con
los restos de acoplamiento diana tales como los grupos que contienen tiol de las proteinas o de otros
agentes activos, proporcionando conjugados poliméricos adicionales a los deseados.

MOLECULA REACTIVA TIOL-SELECTIVA

De acuerdo con el método de la invencion, POLI-Lo, 1-E se hace reaccionar con una molécula reactiva que
contiene un nucledfilo (-NU) para que reaccione con el grupo electrofilico del polimero activado y un grupo
tiol-selectivo tal como se describié anteriormente. En general, una molécula reactiva para ser utilizada en
la invencion poseera la estructura NU-Y-S en la que NU es un nucledfilo, Y es un grupo interpuesto entre
NUy S, y S es un grupo tiol-selectivo.

Y es tipicamente, pero no necesariamente, lineal por naturaleza. La longitud total del grupo Y variard
tipicamente entre 1 y 20 4tomos aproximadamente, o de 2 a 15 4tomos aproximadamente, donde por
longitud se indica el numero de atomos de una cadena individual, sin contar los sustituyentes. Por
ejemplo, -CH.- cuenta como un 4tomo con respecto a la longitud total del adaptador, -CH,CH-O- cuenta
como 3 atomos de longitud. Preferiblemente, Y tiene una longitud de 1 aproximadamente a 20 atomos
aproximadamente, o de 2 aproximadamente a 15 atomos aproximadamente, o de 1 aproximadamente a 6
atomos aproximadamente, y es hidroliticamente estable.

Grupos Y representativos pueden ser cualquiera de los siguientes: -CHz-, -CH2-CHz-, -CH>-CH2-CH>-,
-CH2-CH2-CH»-CHy-, -O-CHp-, -CH,-O-, -O-CH-CH,-, -CH2-O-CHj-, -CH3-CH2-O-, -O-CH,-CHj-CH,-,
-CH2-O-CH3-CHa-, -CH2-CH3-O-CHp-, -CH2-CH,-CH2-O-, -O-CH3-CH2-CH3-CHa-, -CH2-O-CH,-CH2-CH-,
-CH2-CH,-O-CH,-CHy-, -CH,-CH32-CH,-O-CH3-, -CH,-CH,-CH2-CH,-O-, -C(O)-NH-CH,-, -C(O)-NH-CHa-
CHa-, -CH2-C(O)-NH-CHy-, -CH»-CHy-C(0O)-NH-, -C(O)-NH-CH-CH2-CHy-, -CH»-C(O)-NH-CH,-CH,-,
-CH3-CH3-C(0)-NH-CHy-, -CHz-CH2-CH»-C(0)-NH-, -C(O)-NH-CH;-CH-CHa-CHa-, -CHa-C(O)-NH-CH,-
CH,-CHy-, -CH»-CH2-C(O)-NH-CH,-CHz-, -CH»-CH,-CH»>-C(O)-NH-CH2-, -CH»-CH,-CH2-C(O)-NH-CHo-
CHz2-, -CH2-CH2-CH2-CH2-C(0)-NH-, -C(0O)-O-CH>-, -CH,-C(0)-0O-CH>-, -CH,-CH,-C(0)-O-CHz-, -C(0)-O-
CHa-CHa-, -NH-C(O)-CHa-, -CH2-NH-C(O)-CHa-, -CH2-CH2-NH-C(0)-CHa-, -NH-C(0)-CH,-CH-, -CH2-NH-
C(0O)-CH3-CHgz-, -CH5-CH2-NH-C(O)-CH-CHa-, -C(O)-NH-CH;-, -C(0O)-NH-CH2-CH,-, -O-C(O)-NH-CH-,
-O-C(0)-NH-CH2-CHz-, -NH-CHz2-, -NH-CH2-CH>-, -CH2-NH-CH>-, -CH,-CH2-NH-CH>-, -C(0O)-CH>-, -C(O)-
CHa-CHa-, -CH3-C(0)-CHa-, -CHa-CH2-C(0)-CHa-, -CH2-CH2-C(O)-CHz-CHy-, -CH2-CH2-C(O)-, -CH2-CHy-
CHa-C(0)-NH-CH2-CH2-NH-, -CH,-CHa-CH;-C(0)-NH-CHy-CH2-NH-C(O)-, -CHz-CHa-CHa-C(O)-NH-CHo-
CH2-NH-C(0O)-CHz-, un grupo cicloalquileno o un grupo cicloalquileno sustituido, -CH,-CH>-CH,-C(O)-NH-
CHaz-CH3-NH-C(0O)-CH,-CH»- y combinaciones de dos o mas de cualquiera de los anteriores.

Grupos Y preferidos para ser utilizados en la invencién incluyen, por ejemplo, alquileno, alquileno
sustituido, cicloalquileno, cicloalquileno sustituido, arilo y arilo sustituido. Y contiene tipicamente de 2
aproximadamente a 10 atomos de carbono aproximadamente y, opcionalmente, puede contener atomos

1-15
no interferentes adicionales. Los grupos Y ilustrativos poseen la estructura:
en la cual R y R’ en cada caso son cada uno de ellos independientemente H o un radical organico selec-
cionado del grupo que consta de alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, alquileno-
cicloalquilo, cicloalquileno, cicloalquileno sustituido y alquilenocicloalquilo sustituido. Preferiblemente, Y
contiene de dos a diez atomos de carbono aproximadamente. Grupos Y ejemplares incluyen metileno
(-CHa-), etileno (-CH,-CHy-), propileno (-CH2-CH»-CH>-), butileno (-CH,-CH-CH,-CHy-), pentileno (-CHa-
CH»,-CH»-CH2-CHs>-), 2-metilpropilo, equivalentes sustituidos, etcétera. En una realizacién particular de la
estructura anterior, R* y R? son ambos H.
Otro grupo Y preferido posee la estructura: -(CH2)1, 2, 3, 4, 5-NH-C(O)-CH2CH>-.
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Grupo Tiol-Selectivo, "S"

El grupo tiol-selectivo es tiol.

A continuacién se proporciona una estructuras correspondiente a este grupo "S" ejemplar, en las cuales
una linea discontinua indica un punto de unién a la porcion Y de la molécula. A-SH indica un agente activo
que posee un grupo tiol.

Grupo Tiol-selectivo Conjugados A-SH correspondiente
S —— S-S-A

El Nucleofilo

La porcion nucledfilo de la molécula reactiva es cualquier nucleéfilo cominmente conocido en la técnica.
Los nucledfilos preferidos incluyen grupos amino primarios, grupos amino secundarios, hidroxi, imino, tiol,
tioéster, etcétera. Los grupos amino secundarios poseeran tipicamente como sustituyente un grupo alquilo
inferior tal como metilo, etilo.

Por tanto, las moléculas reactivas moleculares para ser utilizadas en la invenciéon poseen cualquier
combinacion de grupos NU, Y y S proporcionados en la presente. Los reactivos moleculares preferidos
incluyen cistamina, un compuesto amino disulfuro simétrico ilustrativo. Reacciones llevadas a cabo con el
reactivo molecular ejemplar, cistamina, estan proporcionas en los Ejemplos 1-3

CONDICIONES DE REACCION

La reaccion entre el grupo electrofilico del polimero y el nucledfilo del reactivo molecular se lleva a cabo
tipicamente, aunque no necesariamente, bajo condiciones de reaccién suaves, dependiendo por supuesto
del electréfilo y del nucledfilo particulares que estén experimentando la reaccién. Tipicamente, tales
reacciones se llevan a cabo a temperaturas alrededor de 100°C o menos, 0 a 65°C o menos, 0 a 40°C o
menos, 0 a 25°C aproximadamente o menos. La etapa de reaccion se lleva a cabo tipicamente en un
solvente organico tal como acetona, acetonitrilo, hidrocarburos clorados tales como cloroformo y
diclorometano, hidrocarburos aromaticos tales como benceno, tolueno o xileno, tetrahidrofurano (THF),
dimetilformamida (DMF) o dimetilsulfoxido.

Las condiciones de reaccion particulares (solvente, relaciones molares de los reactivos, temperatura,
atmasfera, tiempos de reaccion), seran facilmente determinadas por las personas expertas en la técnica,
dependiendo de la eleccion de los reactivos particulares y de los productos deseados. El curso o el
progreso de la reaccion puede ser monitorizado mediante cualquiera de diferentes técnicas analiticas
comunes tales como cromatografia en capa fina o *H RMN.

Se emplea como reactivo molecular un reactivo disulfuro simétrico tal como cistamina, el producto
polimérico resultante es un polimero simétrico que tiene un enlace disulfuro central. Polimeros solubles en
agua simétricos representativos con un enlace disulfuro central estdn proporcionados como las
estructuras (10) y (12), aunque muchas estructuras alternativas con estas caracteristicas basicas pueden
preverse facilmente, sobre la base de las descripciones de la reaccion y de los grupos POLI, Ly, E, NU, Y
y S proporcionados en la presente. El disulfuro polimérico simétrico es posteriormente convertido en el
polimero terminado en tiol correspondiente, por ejemplo (11) y (13), etcétera, por reduccion con un agente
reductor adecuado tal como ditiotreitol, Sn/HCI, Na/xileno, amonio, hidruro de litio aluminio, borohidruro de
sodio o cualquier otro agente reductor conocido en la técnica.

POLIMEROS TIOL-SELECTIVOS

Se describen polimeros tiol-selectivos que tienen las caracteristicas y los componentes descritos
anteriormente. En general, un polimero tiol-selectivo de la invencion posee la estructura siguiente: POLI-
Lo, 1-X-Y-S, donde las variables L, X, Y y S han sido descritas previamente. Todos los POLIs, adaptadores,
grupos Y y grupos S ejemplares anteriores estan incluidos en la estructura generalizada de un polimero
tiol-selectivo de la invencion anterior. Preferiblemente, X, un grupo funcional resultante de la reaccion del
electrofilo del reactivo polimérico y el nucledfilo presente en el reactivo molecular, es una amida (-C(O)-
NH-) o un uretano (-O-C(O)-NH-). En algunos casos, el grupo funcional X es designado en la presente
como "-G;-C(0)-Gz-", donde G; y G, son cada uno de ellos independientemente un heterodtomo tal como
O, NH o S. En una realizacién, G; estd ausente e Y corresponde a C(O)-G. Preferiblemente, G, es -NH.
Los disulfuros poliméricos simétricos de la invencion poseen la estructura generalizada: (POLI-Lg, 1-X-Y-
S-)2, Il, que incluye todos los POLIs, adaptadores y grupos Y descritos en la presente.

ALMACENAMIENTO DE LOS REACTIVOS POLIMERICOS

Los tiol-selectivos puede ser almacenados bajo una atmoésfera inerte, tal como bajo argén o bajo
nitrégeno. Es también preferible minimizar los polimeros a la humedad. Por tanto, las condiciones de
almacenamiento preferidas son bajo argén seco o bajo otro gas inerte seco a temperaturas inferiores a
-15°C aproximadamente. Se prefiere el almacenamiento en condiciones de baja temperatura, ya que las
velocidades de las reacciones colaterales indeseables son mas lentas a temperaturas mas bajas. La
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porcién PEG puede reaccionar lentamente con oxigeno para formar peréxidos a lo largo de la porcién
PEG de la molécula. La formacién de perdxidos puede llevar finalmente al corte de la cadena, incre-
mentando asi la polidispersidad de los reactivos PEG proporcionados en la presente. En vista de lo
anterior, se prefiere adicionalmente almacenar los polimeros en oscuridad.

CONJUGADOS DEL POLIMERO ACTIVADO CON TIOL

Se describen conjugados formados por la reaccion de cualquiera de los polimeros tiol-selectivos aqui
descritos. En particular, los polimeros tiol-selectivos son Utiles para ser conjugados con agentes activos o
con superficies que tengan al menos un grupo tiol o amino disponible para reaccionar. Los conjugados
poseeran la estructura correspondiente a los grupos funcionales formados por la reaccion de cualquiera
de los grupos tiol-selectivos aqui descritos, con un tiol accesible contenido en el agente activo.

Por ejemplo, un conjugado puede poseer la estructura siguiente: POLI-Ly 1-X-Y-S-S-agente activo, IV,
donde S-S- es un enlace disulfuro.

En los casos en los que el agente activo es un agente biolégicamente activo o una molécula pequefia que
contiene solamente un grupo tiol reactivo, la composicién resultante puede contener de manera ventajosa
Unicamente una sola especie de conjugado polimérico, debido al nimero relativamente bajo de grupos
sulfhidrilo contenidos tipicamente en una proteina y accesibles para la conjugacion. En algunos casos,
una proteina o una molécula pequefia u otro agente activo es manipulado para que posea un grupo tiol en
una posicién conocida, y tendrd como resultado de forma similar una composicion conteniendo
Unicamente una sola especie de conjugado polimérico. Este procedimiento es referido de manera general
como modificacion especifica de sitio.

Un residuo de cisteina para el acoplamiento a un polimero activado puede existir de forma natural (esto
es, esta presente en la proteina en su forma nativa) o puede ser insertado en la secuencia nativa en lugar
de un aminoécido existente de forma natural utilizando técnicas estandar de ingenieria genética. Como los
grupos tiol son menos numerosos en las proteinas que otros sitios tipicos de union al polimero tales como
los grupos amino, la unién covalente de un derivado polimérico puede tener como resultado una
pegilacion mas selectiva de la proteina diana. Es decir, los derivados poliméricos pueden permitir un
mayor control del conjugado polimérico resultante - en cuanto al nimero de derivados poliméricos unidos
a la proteina parental (conjugados monosustituidos frente a di-sustituidos, frente a tri-sustituidos, etc.) y en
cuanto a la posicion de la union del polimero.

Las caracteristicas generalizadas de los conjugados han sido descritas con detalle anteriormente. Los
agente activos que son unidos covalentemente a un polimero tiol-selectivo incluyen cualquiera de varios
tipos de moléculas, entidades, superficies, etcétera, como sera obvio a partir de lo siguiente.

MOLECULAS Y SUPERFICIES DIANA

Los polimeros tiol-selectivos pueden ser unidos, covalentemente o no covalentemente, a varias entidades
incluyendo peliculas, superficies para la separacion y la purificacion quimica, soportes sélidos, superficies
de metal/éxido de metal tal como oro, titanio, tantalo, niobio, aluminio, acero y sus éxidos, 6xido de silicio,
macromoléculas y moléculas pequefias. Adicionalmente, los polimeros y métodos de la invencion pueden
ser también utilizados en sensores bioquimicos, conmutadores bioelectronicos y barreras. Los polimeros y
métodos de la invencion pueden ser también empleados en la preparacion de transportadores para la
sintesis de péptidos, para la preparacion de superficies revestidas con polimeros y de injertos poliméricos,
para preparar conjugados polimero-ligando para separacion por afinidad, para preparar hidrogeles
entrecruzados o0 no entrecruzados y para preparar aductos polimero-cofactor para biorreactores.

Un agente bioldgicamente activo para ser utilizado en la provision de un conjugado de la invencién puede
ser uno cualquiera 0 mas de los siguientes. Los agentes adecuados pueden ser seleccionados de, por
ejemplo, hipnéticos y sedantes, energizantes psiquicos, tranquilizantes, farmacos respiratorios,
anticonvulsivantes, relajantes musculares, agentes antipankinsonianos (antagonistas de dopamina),
analgésicos, antiinflamatorios, farmacos contra la ansiedad (ansioliticos), supresores del apetito, agentes
antimigrafiosos, contracturantes musculares, antiinfecciosos (antibioticos, antivirales, antifingicos,
vacunas), antiartriticos, agentes antimalaria, antieméticos, antiepilécticos, broncodilatadores, citoquinas,
factores de crecimiento, agentes anticancerosos, agentes antitrombdticos, antihipertensivos, farmacos
cardiovasculares, antiarritmicos, antioxidantes, agentes antiasmaticos, agentes hormonales incluyendo
anticonceptivos, simpatomiméticos, diuréticos, agentes reguladores de los lipidos, agentes
antiandrogénicos, antiparasitarios, anticoagulantes, neoplasicos, antineoplasicos, hipoglucemiantes,
agentes nutricionales y suplementos, suplementos para el crecimiento, agentes antienteritis, vacunas,
anticuerpos, agentes de diagnostico y agentes de contraste.

Mas particularmente, el agente activo puede entrar dentro de una de varias clases estructurales, inclu-
yendo, pero sin limitarse a, molécula pequefias (preferiblemente moléculas pequefias insolubles),
péptidos, polipéptidos, proteinas, anticuerpos, polisacaridos, esteroides, nucleotidos, oligonucledtidos,
polinucleétidos, grasas, electrolitos, etcétera. Preferiblemente, un agente activo para ser acoplado a un
polimero posee un grupo sulfhidrilo nativo o menos preferiblemente un grupo amino nativo o,
alternativamente, es modificado para que contenga al menos un grupo sulfhidrilo reactivo o un grupo
amino adecuado para el acoplamiento.
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Ejemplos especificos de agentes activos incluyen, pero no se limitan a, asparriginasa, amdoxovir (DAPD),
antida, becaplermina, calcitoninas, cianovirina, denileucina diftitox, eritropoyetina (EPQ), agonistas de
EPO (por ejemplo, péptidos de 10-40 aminoéacidos de longitud aproximadamente y que contienen una
secuencia central particular, segun esta descrito en WO 96/40749), dornasa alfa, proteina estimulante de
la eritropoyesis (NESP), factores de coagulacién tales como Factor V, Factor VII, Factor Vlla, Factor VIII,
Factor IX, Factor X, Factor Xll, Factor Xlll, Factor de von Willebrand; ceredasa, cerezima, alfa-
glucosidasa, colageno, ciclosporina, alfa defensinas, beta defensinas, exedina-4, factor estimulante de
colonias de granulocitos (GCSF), trombopoyetina (TPO), inhibidor de proteinasa alfa-1, elcatonina, factor
estimulante de colonias de graculocito-macréfagos (GMCSF), fibrindgeno, filgrastim, hormonas de creci-
miento, hormona de crecimiento humana (hGH), hormona liberadora de la hormona del crecimiento
(GHRH), GRO-beta, anticuerpo hacia GRO-beta, proteinas morfogénicas del hueso tales como la proteina
morfogénica del hueso 2, proteina morfogénica del hueso 6, OP-1; factor de crecimiento de fibroblastos
acido, factor de crecimiento de fibroblastos basico, ligando CD-40, heparina, seroalbumina humana,
heparina de bajo peso molecular (LMWH), interferones tales como interferon alfa, interferén beta,
interferon gamma, interferon omega, interferén tau, interferon de consenso; interleuquinas y receptores de
interleuquinas tales como el receptor de interleuquina-1, interleuquina-2, proteinas de fusién de
interlequina-2, antagonista del receptor de interleuquina-1, interleuquina-3, interleuquina-4, receptor de
interleuquina-4, interleuquina-6, interleuquina-8, interleuquina-12, receptor de interleuquina-13, receptor
de interleuquina-17; lactoferrina y fragmentos de lactoferrina, hormona liberadora de la hormona
luteinizante (LHRH), insulina, proinsulina, anédlogos de insulina (por ejemplo insulina monoacilada segin
estd descrito en la Patente de EE.UU. 5.922.765), amilina, péptido C, somatostatina, analogos de
somatostatina incluyendo octreétido, vasopresina, hormona estimulante del foliculo (FSH), vacuna de la
gripe, factor de crecimiento similar a insulina (IGF), insulinotropina, factor estimulante de colonias de
macréfagos (M-CSF), activadores del plasmindgeno tales como alteplasa, uroquinasa, reteplasa,
estreptoquinasa, pamiteplasa, lanoteplasa y teneteplasa; factor de crecimiento nervioso (NGF),
osteoprotegerina, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factores de crecimiento tisular, factor de
crecimiento transformante-1, factor de crecimiento endotelial vascular, factor inhibidor de leucemia, factor
de crecimiento de queratinocitos (KGF), factor de crecimiento glial (GGF), receptores de células T,
moléculas/antigenos CD, factor de necrosis tumoral (TNF), proteina quimioatrayente de monocitos-1,
factores de crecimiento endotelial, hormona paratiroidea (PTH), péptido similar al glucagoén,
somatotropina, timosina alfa 1, inhibidor de timosina alfa 1 llb/llla, timosina beta 10, timosina beta 9,
timosina beta 4, antitripsina alfa-1, compuestos de fosfodiesterasa (PDE), VLA-4 (antigeno-4 muy tardio),
inhibidores de VLA-4, bisfosfonatos, anticuerpo hacia el virus respiratorio sincitial, gen del regulador
transmembranal de la fibrosis quistica (CFTR), desoxirribonucleasa (ADNasa), proteina bacteri-
cida/incrementadora de la permeabilidad (BPI) y anticuerpo anti-CMV. Anticuerpos monoclonales
ejemplares incluyen etanercept (una proteina de fusién dimérica que consta de la porcién de union al
ligando extracelular del receptor de TNF humano de 75 kD unida a la porcién Fc de IgG1), abciximab,
afeliomomab, basiliximab, daclizumab, infliximab, ibritumomab tiuxetan, mitumomab, muromonab-CD3,
conjugado de tositumomab con yodo 131, olizumab, rituximab y trastuzumab (herceptina).

Agentes adicionales adecuados para ser unidos covalentemente a un polimero incluyen, pero no se
limitan a, amifostina, amiodarona, acido aminocaproico, aminohipurato de sodio, aminoglutetimida, acido
aminolevulinico, acido aminosalicilico, amsacrina, anagrelida, anastrozol, asparraginasa, antraciclinas,
bexaroteno, bicalutamida, bleomicina, buserelina, busulfan, cabergolina, capecitabina, carboplatino,
carmustina, clorambucina, cilastatina de sodio, cisplatino, cladribina, clodronato, ciclofosfamida,
ciproterona, citarabina, camptotecinas, acido retinoico 13-cis, &cido retinoico todo trans, dacarbacina,
dactinomicina, daunorrubicina, deferoxamina, dexametasona, diclofenaco, dietilestilbestrol, docetaxel,
doxorrubicina, epirrubicina, estramustina, etopdsido, exemestano, fexofenadina, fludarabina,
fludrocortisona, fluorouracilo, fluoximesterona, flutamida, gemcitabina, epinefrina, L-Dopa, hidroxiurea,
idarrubicina, ifosfamida, imatinib, irinotecan, itraconazol, goserelina, letrozol, leucovorina, levamisol,
lisinoprilo, lovotiroxina de sodio, lomustina, mecloretamina, medroxiprogesterona, megestrol, melfalan,
mercaptopurina, metaraminol bitartrato, metotrexato, metoclopramida, mexiletina, mitomicina, mitotano,
mitoxantrona, naloxona, nicotina, nilutamida, octreétido, oxaliplatino, pamidronato, pentostatina,
pilcamicina, porfimero, prednisona, procarbazina, proclorperazina, ondansetrén, raltitrexed, sirolimus, es-
treptozotocina, tacrolimus, tamoxifeno, temozolomida, tenipdsido, testosterona, tetrahidrocannabinol,
talidomida, tioguanina, tiotepa, topotecan, tretinoina, valrrubicina, vinblastina, vincristina, vindesina, vino-
relbina, dolasetrdn, granisetrén; formoterol, fluticasona, leuprélido, midazolam, alprazolam, anfotericina B,
podofilotoxinas, antivirales nucledsidos, aroil hidrazonas, sumatriptan; macrolidos tales como eritromicina,
oleandomicina, troleandomicina, roxitromicina, claritromicina, davercina, azitromicina, fluritromicina, diritro-
micina, josamicina, espiromicina, midecamicina, leucomicina, miocamicina, roquitamicina, andacitromicina
y swindlido A; fluoroquinolonas tales como ciprofloxacino, ofloxacino, levofloxacino, trovafloxacino,
alatrofloxacino, moxifloxicina, norfloxacino, enoxacino, grepafloxacino, gatifloxacino, lomefloxacino,
esparfloxacino, temafloxacino, pefloxacino, amifloxacino, fleroxacino, tosufloxacino, prulifloxacino,
irloxacino, pazufloxacino, clinafloxacino y sitafloxacino; aminoglucésidos tales como gentamicina,
netilmicina, paramecina, tobramicina, amicacina, kanamicina, neomicina y estreptomicina, vancomicina,
teicoplanina, rampolanina, mideplanina, colistina, daptomicina, gramicidina, colistimetato; polimixinas tales
como polimixina B, capreomicina, bacitracina, penems; penicilinas incluyendo agentes sensibles a peni-
cilinasa como penicilina G, penicilina V; agentes resistentes a penicilinasa como meticilina, oxacilina,
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cloxacilina, dicloxacilina, floxacilina, nafcilina; agentes activos contra microorganismos gram negativos
como ampicilina, amoxicilina y hetacilina, cilina y galampicilina; penicilinas antipseudomonas como
carbenicilina, ticarcilina, azlocilina, mezlocilina y piperacilina; cefalosporinas como cefpodoxima,
cefprozilo, cefbuteno, ceftizoxima, ceftriaxona, cefalotina, cefapirina, cefalexina, cefradrina, cefoxitina, ce-
famandol, cefazolina, cefaloridina, cefaclor, cefadroxilo, cefaloglicina, cefuroxima, ceforanida, cefotaxima,
cefatricina, cefacetrilo, cefepima, cefixima, cefonicida, cefoperazona, cefotetan, cefmetazol, ceftazidima,
loracarbef y moxalactam, monobactamas como aztreonam; y carbapenems tales como imipenem,
meropenem, pentamidina, isetioato, albuterol sulfato, lidocaina, metaproterenol sulfato, beclometasona
diprepionato, triamcinolona acetamida, budesonida acetonido, fluticasona, bromuro de ipratropio,
flunisolida, cromolin sddico y ergotamina tartrato; taxanos tales como paclitaxel, SN-38 y tirfostinas.
Péptidos o proteinas preferidos para ser acoplados a un polimero tiol-selectivo incluyen EPO, IFN-a, IFN-
B, IFN-y, IFN de consenso, Factor VII, Factor VI, Factor IX, IL-2, Remicade (infliximab), Rituxan
(rituximab), Enbrel (etanercept), Synagis (palivizumab), Reopro (abciximab), Herceptina (trastuzimab),
tPA, Cerizima (imiglucerasa), vacuna contra la Hepatitis B, rADNasa, inhibidor de proteinasas alfa-1,
GCSF, GMCSF, hGH, insulina, FSH y PTH.

Los agentes biolégicamente activos ejemplares anteriores tienen la intencion de incluir, cuando sea
aplicable, analogos, agonistas, antagonistas, inhibidores, isémeros y sales de los mismos
farmacéuticamente aceptables. Con referencia a los péptidos y proteinas, la invencion tiene la intencion
de incluir formas sintéticas, recombinantes, nativas, glucosiladas y no glucosiladas, asi como fragmentos
de los mismos biolégicamente activos. Las proteinas bioldgicamente activas anteriores tienen la intencion
de incluir adicionalmente variantes que tengan uno o mas aminoacidos sustituidos (por ejemplo, cisteina),
eliminados o similares, siempre que la proteina variante resultante posea al menos un cierto grado de la
actividad de la proteina parental (nativa).

Los conjugados o los métodos descritos en la presente pueden extenderse también a formulaciones en
forma de hidrogel.

METODOS DE CONJUGACION

Las condiciones de conjugacion adecuadas son aquellas condiciones de tiempo, temperatura, pH,
concentracion de reactivos, solvente, etcétera, suficientes para llevar a cabo la conjugacion entre un
reactivo polimérico y un agente activo. Como se conoce en la técnica, las condiciones especificas
dependen de, entre otras cosas, el agente activo, el tipo de conjugacion deseado, la presencia de otros
materiales en la mezcla de reaccion, etcétera. Las condiciones suficientes para efectuar la conjugacién en
cualquier caso particular pueden ser determinadas por una persona con experiencia habitual en la técnica
tras la lectura de la descripcion de la presente, por referencia a la literatura relevante y/o mediante ex-
perimentacion rutinaria.

Condiciones de conjugacion ejemplares incluyen la realizacion de la reaccién de conjugacion a un pH de 6
aproximadamente a 10 aproximadamente y, por ejemplo, a un pH de 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0, 9,5 6
10 aproximadamente. La reaccion se deja proceder durante un tiempo de 5 minutos aproximadamente a
72 horas aproximadamente, preferiblemente de 30 minutos aproximadamente a 48 horas
aproximadamente, y més preferiblemente de 4 horas aproximadamente a 24 horas aproximadamente o
menos. Las temperaturas para las reacciones de conjugacion estan tipicamente, aunque no
necesariamente, en el rango de 0°C aproximadamente a 40°C aproximadamente; la conjugacion se lleva a
cabo a menudo a temperatura ambiente 0 a una temperatura inferior. Las reacciones de conjugacion se
llevan a cabo a menudo en un tampén tal como un tamp6n fosfato o acetato o en un sistema similar.

Con respecto a la concentracion de los reactivos, un exceso del reactivo polimérico es tipicamente
combinado con el agente activo. En algunos casos, sin embargo, se prefiere tener cantidades
estequiométricas del nimero de grupos reactivos del reactivo polimérico respecto a la cantidad de agente
activo. Proporciones ejemplares de reactivo polimérico respecto al agente activo incluyen relaciones
molares de 1:1 aproximadamente (reactivo polimérico:agente activo), 1,5:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 8:1 6
10:1. La reaccién de conjugacion se deja proceder hasta que sustancialmente no haya mas conjugacion,
lo cual puede ser generalmente determinado monitorizando el progreso de la reaccion a lo largo del
tiempo.

El progreso de la reaccion puede ser monitorizado recogiendo alicuotas de la mezcla de reaccién a varios
puntos de tiempo y analizando la mezcla de reaccion mediante SDS-PAGE o mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF o mediante cualquier otro método analitico adecuado. Una vez que se ha alcanzado
una meseta con respecto a la cantidad de conjugado formado o con respecto a la cantidad de polimero
restante no conjugado, se asume que la reaccion ha sido completa. Tipicamente, la reacciéon de
conjugacion dura desde minutos hasta varias horas (por ejemplo, desde 5 minutos hasta 24 horas o mas).
La mezcla de productos resultantes es preferiblemente, pero no necesariamente, purificada para separar
el exceso de reactivos, los reactivos no conjugados (por ejemplo, el agente activo), las especies
multiconjugadas no deseadas y el polimero libre 0 no reaccionado. Los conjugados resultantes pueden
ser luego caracterizados adicionalmente utilizando métodos analiticos tales como MALDI, electroforesis
capilar, electroforesis en gel y/o cromatografia.

Mas preferiblemente, un polimero tiol-selectivo de la invencién es conjugado tipicamente a un agente
activo que contiene sulfhidrilos a pHs que varian de 6-9 aproximadamente (por ejemplo, 6, 6,5, 7, 7,5, 8,
8,5 6 9), mas preferiblemente a pHs de 7-9 aproximadamente, e incluso mas preferiblemente a pHs de 7 a
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8 aproximadamente. En general, se emplea un ligero exceso molar de reactivo polimérico, por ejemplo un
exceso molar de 1,5 a 15 veces, preferiblemente un exceso molar de 2 veces a 10 veces. Los tiempos de
reaccion varian generalmente desde 15 minutos aproximadamente a varias horas, por ejemplo 8 horas o
mas, a temperatura ambiente. Para los grupos sulfhidrilo impedidos estéricamente, los tiempos de reac-
cion requeridos pueden ser significativamente mayores. Como los polimeros de la invencién son tiol-
selectivos, la conjugacion tiol-selectiva se lleva a cabo preferiblemente a pHs alrededor de 7.

SEPARACION

Opcionalmente, los conjugados producidos mediante la reaccién de un polimero tiol-selectivo con un
agente biolégicamente activo son purificados para obtener/aislar diferentes especies, por ejemplo
especies de PEG, o para eliminar los productos colaterales de la reaccién no deseables.

Si se desea, los conjugados de PEG con diferentes pesos moleculares pueden ser aislados utilizando
cromatografia de filtraciéon en gel. Aunque este procedimiento puede ser utilizado para separar conjugados
de PEG con diferentes pesos moleculares, este procedimiento es generalmente ineficaz para separar
isbmeros posicionales que tengan diferentes sitios de pegilacién dentro de la proteina. Por ejemplo, la
cromatografia de filtracion en gel puede ser utilizada para separar mezclas de 1-meros, 2-meros, 3-meros,
etc., de PEG, aunque cada una de las composiciones de PEG-meros recuperadas puede contener PEGs
unidos a diferentes grupos reactivos dentro de la proteina.

Las columnas de filtracion en gel adecuadas para llevar a cabo este tipo de separacion incluyen columnas
de Superdex™ y Sephadex™ disponibles en Amersham Biosciences. La seleccion de una columna
particular dependera del rango de fraccionamiento deseado. La elucién se lleva a cabo generalmente
utilizando un tampén no basado en aminas, tal como fosfato, acetato o similar. Las fracciones recogidas
pueden ser analizadas mediante varios métodos diferentes, por ejemplo, (i) DO a 280 nm para determinar
el contenido de proteinas, (ii) analisis de la proteina BSA, (iii) andlisis de yodo para determinar el
contenido de PEG (Sims, G.E.C. y col., Anal. Biochem. 107, 60-63, 1980) o alternativamente, (iv) proce-
sando un gel de SDS-PAGE seguido por tinciéon con yoduro de bario.

La separacion de los isdmeros posicionales puede ser realizada mediante cromatografia de fase reversa
utilizando, por ejemplo, una columna C18 para RP-HPLC (Amersham Biosciences o Vydac) o mediante
cromatografia de intercambio i6nico utilizando una columna de intercambio iénico, por ejemplo una
columna de intercambio iénico de Sepharose™ disponible en Amersham Biosciences. Cada uno de los
procedimientos puede ser utilizado para separar los isdbmeros de PEG-biomolécula que tengan el mismo
peso molecular (ismeros posicionales).

Dependiendo del uso deseado para los conjugados de PEG resultantes, después de la conjugacién y op-
cionalmente de las etapas de separacion adicionales, la mezcla de conjugados puede ser concentrada,
esterilizada por filtracion y almacenada a bajas temperaturas, de -20°C aproximadamente a -80°C
aproximadamente. Alternativamente, el conjugado puede ser liofilizado, con o sin tampén residual, y
almacenado como un polvo liofilizado. En algunos casos, es preferible cambiar el tamp6n utilizado para la
conjugacion, tal como acetato de sodio, por un tampén volatil tal como carbonato de amonio o acetato de
amonio, que puede ser eliminado facilmente durante la liofilizacion, de tal manera que la formulacion en
polvo del conjugado de proteina liofilizada carezca de tampdn residual. Alternativamente, puede utilizarse
una etapa de intercambio de tampones utilizando un tampén de formulacién, de tal manera que el
conjugado liofilizado esté en una forma adecuada para ser reconstituida en un tampén de formulacién y
finalmente administrada a un mamifero.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

Se describen preparaciones farmacéuticas que comprenden un conjugado como el proporcionado en la
presente en combinacion con un excipiente farmacéutico. Generalmente, el propio conjugado estara en
forma solida (por ejemplo, un precipitado) o en solucion, las cuales pueden ser combinadas con un
excipiente farmacéutico adecuado que puede estar en forma sélida o liquida.

Excipientes ejemplares incluyen, sin limitacion, los seleccionados del grupo que consta de carbohidratos,
sales inorganicas, agentes antimicrobianos, antioxidantes, surfactantes, tampones, acidos, bases y combi-
naciones de los mismos.

Un carbohidrato tal como un azdcar, un azucar derivatizado tal como un alditol, acido aldénico, un azucar
esterificado y/o un polimero de azlUcar pueden estar presentes como excipiente. Excipientes
carbohidratados especificos incluyen, por ejemplo: monosacaridos tales como fructosa, maltosa,
galactosa, glucosa, D-manosa, sorbosa, etcétera; disacaridos tales como lactosa, sacarosa, trehalosa,
celobiosa, etcétera; polisacéridos tales como rafinosa, melecitosa, maltodextrinas, dextranos, almidones,
etcétera; y alditoles tales como manitol, xilitol, maltitol, lactitol, xilitol, sorbitol (glucitol), piranosil sorbitol,
mioinositol, etcétera.

El excipiente puede incluir también una sal inorganica o un tampoén tal como acido citrico, cloruro de sodio,
cloruro de potasio, sulfato de sodio, nitrato de potasio, fosfato de sodio monobasico, fosfato de sodio
dibasico y combinaciones de los mismos.

La preparacion puede incluir también un agente antimicrobiano para prevenir o detener el crecimiento
microbiano. Ejemplos no limitantes de agentes antimicrobianos adecuados para la presente invencién
incluyen cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, alcohol bencilico, cloruro de cetilpiridinio,

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2352337T5

clorobutanol, fenol, alcohol feniletilico, nitrato fenilmercurico, timerosol y combinaciones de los mismos.

En la preparacion puede estar presente también un antioxidante. Los antioxidantes son utilizados para
prevenir la oxidacion, impidiendo de este modo el deterioro del conjugado o de los demas componentes
de la preparacién. Antioxidantes adecuados para ser utilizados en la presente invencion incluyen, por
ejemplo, ascorbil palmitato, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, acido hipofosforoso,
monotioglicerol, galato de propilo, bisulfito de sodio, formaldehido sulfoxilato de sodio, metabisulfito de
sodio y combinaciones de los mismos.

Puede estar presente un surfactante como excipiente. Surfactantes ejemplares incluyen: polisorbatos,
tales como "Tween 20" y "Tween 80" y pluronics tales como F68 y F88 (ambos estan disponibles en
BASF, Mount Olive, New Jersey); ésteres de sorbitan; lipidos tales como fosfolipidos tales como lecitina y
otras fosfatidilcolinas, fosfatidiletanolaminas (aunque preferiblemente no en forma liposémica), acidos
grasos y ésteres grasos; esteroides tales como colesterol y agentes quelantes tales como EDTA, zinc y
otros cationes adecuados similares.

En la preparacion pueden estar presentes acidos o bases como excipientes. Ejemplos no limitantes de
acidos que pueden ser utilizados incluyen aquellos acidos seleccionados del grupo que consta de acido
clorhidrico, &cido acético, &cido fosforico, acido citrico, acido malico, &cido lactico, &cido férmico, acido
tricloroacético, é&cido nitrico, &cido perclérico, acido fosférico, acido sulfarico, acido fumarico y
combinaciones de los mismos. Ejemplos de bases adecuadas incluyen, sin limitacion, bases
seleccionadas del grupo que consta de hidréxido de sodio, acetato de sodio, hidréxido de amonio,
hidroxido de potasio, acetato de amonio, acetato de potasio, fosfato de sodio, fosfato de potasio, citrato de
sodio, formato de sodio, sulfato de sodio, sulfato de potasio, fumarato de potasio y combinaciones de los
mismos.

Las preparaciones farmacéuticas incluyen todos los tipos de formulaciones y, en particular, aquellas que
son adecuadas para inyeccion, por ejemplo polvos que pueden ser reconstituidos asi como suspensiones
y soluciones. La cantidad de conjugado (esto es, el conjugado formado entre el agente activo y el
polimero descrito en la presente) en la composicion variara dependiendo de varios factores, pero
Optimamente serd una dosis terapéuticamente eficaz cuando la composicion esté almacenada en un
recipiente de dosis unidad (por ejemplo, un vial). Ademas, la preparacién farmacéutica puede ser
almacenada en una jeringa. La dosis terapéuticamente eficaz puede ser determinada experimentalmente
mediante la administracion repetida de cantidades crecientes del conjugado con el fin de determinar qué
cantidad produce un resultado final clinicamente deseado.

La cantidad de cualquier excipiente individual de la composicion variara dependiendo de la actividad del
excipiente y de las necesidades particulares de la composicién. Tipicamente, la cantidad dptima de cual-
quier excipiente individual es determinada mediante experimentacion rutinaria, esto es preparando
composiciones que contengan cantidades variables del excipiente (que varien desde una cantidad baja
hasta una cantidad elevada), examinando la estabilidad y otros parametros y determinando
posteriormente el rango en el cual se consigue un funcionamiento 6ptimo sin efectos adversos significa-
tivos.

En general, sin embargo, el excipiente estara presente en la composicion en una cantidad que varia
desde el 1% aproximadamente al 99% en peso aproximadamente, preferiblemente del 5% al 98% en peso
aproximadamente, mas preferiblemente del 15% al 95% en peso aproximadamente del excipiente, siendo
las concentraciones inferiores al 30% en peso las més preferidas.

Estos excipientes farmacéuticos anteriores junto con otros excipientes estan descritos en "Remington: The
Science & Practice of Pharmacy”, 192 ed., Williams & Williams (1995), en "Physician's Desk Reference",
522 ed., Medical Economics, Montvale, NJ (1998), y en Kibbe, A.H., Handbook of Pharmaceutical
Excipients, 32 Edicién, American Pharmaceutical Association, Washington, D.C., 2000.

Las preparaciones farmacéuticas son tipicamente, aunque no necesariamente, administradas mediante
inyeccion y son por tanto generalmente soluciones o suspensiones liquidas inmediatamente antes de la
administracion. La preparacion farmacéutica puede estar también en otras formas tales como jarabes,
cremas, unglentos, tabletas, polvos, etcétera. Otros modos de administracion estdn también incluidos,
tales como la administracién pulmonar, rectal, transdérmica, transmucosal, oral, intratecal, subcutanea, in-
traarterial, etcétera.

Segun se describié previamente, los conjugados pueden ser administrados inyectados parenteralmente
mediante inyeccidn intravenosa o, menos preferiblemente, mediante inyeccion intramuscular o
subcutanea. Los tipos de formulacion adecuados para administracion parenteral incluyen soluciones listas
para inyeccion, polvos secos para ser combinados con un solvente antes de su utilizacion, suspensiones
listas para inyeccion, composiciones insolubles deshidratadas para ser combinadas con un vehiculo antes
de su utilizacién y emulsiones y concentrados liquidos para ser diluidos antes de la administracion, entre
otros.

METODOS DE ADMINISTRACION

Se describe un método para administrar un conjugado como el proporcionado en la presente a un
paciente que padezca una condicién que sea sensible al tratamiento con el conjugado. El método com-
prende la administracion, generalmente mediante inyeccién, de una cantidad terapéuticamente eficaz del
conjugado (proporcionado preferiblemente como parte de una preparacion farmacéutica). EI método de
administracion puede ser utilizado para tratar cualquier condicién que pueda ser remediada o prevenida
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por la administracion del conjugado particular. Las personas con experiencia habitual en la técnica
apreciaran qué condiciones puede tratar eficazmente un conjugado especifico. La dosis real para ser
administrada variara dependiendo de la edad, el peso y la condicion general del sujeto, asi como de la
gravedad de la condicion que vaya a ser tratada, de la opinion del profesional sanitario y del conjugado
que esté siendo administrado. Las cantidades terapéuticas eficaces son conocidas por los expertos en la
técnica y/o estan descritas en los textos de referencia y en la literatura pertinente. En general, una
cantidad terapéuticamente eficaz variard de 0,001 mg a 100 mg aproximadamente, preferiblemente en
dosis de 0,01 mg/dia a 75 mg/dia y, mas preferiblemente, en dosis de 0,10 mg/dia a 50 mg/dia.

La dosificacion unidad de cualquier conjugado dado (de nuevo suministrado preferiblemente como parte
de una preparacion farmacéutica) puede ser administrada en una variedad de pautas de dosificacién
dependiendo de la opinién del médico, de las necesidades del paciente, etcétera. La pauta de dosificacion
especifica sera conocida por las personas con experiencia habitual en la técnica o podra ser determinada
experimentalmente utilizando métodos de rutina. Pautas de dosificacion ejemplares incluyen, sin
limitacién, la administracion cinco veces al dia, cuatro veces al dia, tres veces al dia, dos veces al dia, una
vez al dia, tres veces a la semana, dos veces a la semana, una vez a la semana, dos veces al mes, una
vez al mes y cualquier combinacién de las mismas. Una vez que se ha conseguido el resultado clinico
final, se interrumpe la dosificacién de la composicion.

Una ventaja de la administracion de los conjugados es que porciones individuales del polimero soluble en
agua pueden ser cortadas. Tal resultado es ventajoso cuando la eliminacion del organismo es
potencialmente un problema debido al tamafio del polimero. Optimamente, el corte de cada porcion del
polimero soluble en agua es facilitado por la utilizaciéon de enlaces susceptibles de ser cortados
fisiologicamente y/o degradables enziméticamente tales como enlaces que contengan uretano, amida,
carbonato o éster. De esta forma, la eliminacion del conjugado (mediante el corte de porciones individua-
les del polimero soluble en agua) puede ser modulada seleccionando el tamafio molecular del polimero y
el tipo de grupo funcional que proporcionarian las propiedades de eliminacién deseadas. Una persona con
experiencia habitual en la técnica puede determinar el tamafio molecular apropiado del polimero asi como
el grupo funcional susceptible de ser cortado. Por ejemplo, una persona con experiencia habitual en la
técnica, utilizando experimentacion de rutina, puede determinar el tamafio molecular apropiado y el grupo
funcional susceptible de ser cortado, preparando en primer lugar una variedad de derivados poliméricos
con diferentes pesos del polimero y diferentes grupos funcionales susceptibles de ser cortados, y
obteniendo luego el perfil de eliminacién (por ejemplo mediante la toma de muestras de sangre o de orina
periédicamente) administrando el derivado polimérico a un paciente y recogiendo periddicamente
muestras de sangre y/u orina. Una vez que se ha obtenido una serie de perfiles de eliminacion para cada
conjugado analizado, puede identificarse un conjugado adecuado.

Los ejemplos siguientes ilustran, pero no tienen la intencion de limitar de ninguna manera, el ambito de la
presente invencion.

EJEMPLOS

Materiales y Métodos

Los datos de "H RMN fueron obtenidos utilizando un espectrémetro de 400 MHz fabricado por Bruker.

Los reactivos PEG referidos en los ejemplos adjuntos estan disponibles en Nektar Therapeutics, Hunts-

ville, AL.

1.Preparacion de mPEG-5K acido propidénico, éster de N-hidroxisuccinimida (NHS).

El reactivo de PEG, mPEG-5K &acido propidnico, éster de N-hidroxisuccinimida (NHS), fue sintetizado se-
gun sigue.

A.M-PEG(5.000)-Nitrilo (1)

M-PEG-OH (metoxi-PEG, PM = 5.000 daltons, 50 g, conteniendo un 4% en peso de PEG-diol de alto peso
molecular, segun se determiné mediante cromatografia de permeacién en gel (GPC)) fue disuelto en agua
destilada (50,0 ml), a lo que se afiadid hidréxido de potasio (1,0 g). La solucion fue enfriada a 0-5°C en un
bafio de hielo. Se afiadi6 lentamente acrilonitrilo (6,8 g) y la solucién se agit6é durante 2,5 horas a 0-5°C. El
pH de la solucion fue ajustado a 7 mediante la adicion de dihidrégeno fosfato de sodio. El producto fue
extraido tres veces con diclorometano (250, 100 y 50 ml). Las capas organicas combinadas fueron
secadas sobre sulfato de magnesio, filtradas, concentradas y el producto fue precipitado por la adicion a
éter etilico a 0-5°C. El precipitado fue extraido por filtraciéon y secado bajo vacio.

Rendimiento 47,0 g. RMN (de-DMSO): 2,74 ppm (t, 2H, -CH>-CN); 3,21 ppm (s, 3H, -OCHz), 3,51 ppm (s,
esqueleto de PEG).

B.M-PEG(5.000)-Amida (2)

Una mezcla de M-PEG(5.000)-nitrilo, (1), (47,0 g) y acido clorhidrico concentrado (235 g) fue agitada a
temperatura ambiente durante 48 horas. La solucién fue diluida con dos litros de agua y extraida con
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diclorometano (300, 200 y 100 ml). Los extractos organicos combinados fueron lavados dos veces con
agua, secados sobre sulfato de sodio, filtrados y concentrados hasta sequedad mediante evaporacion
rotatoria.

Rendimiento 43,0 g. RMN (de-DMSO): 2,26 ppm (t, 2H, -CH>-CONHz); 2,43 ppm (t, 2H, -CH,-COOH); 3,21
ppm (s, 3H, -OCHj3); 3,51 ppm (s, esqueleto de PEG).

C. M-PEG(5.000)-Acido Propiénico, (alfa-metoxi, omega- &cido propiénico de PEG) (3)

Se disolvi6 M-PEG(5.000)-amida, (2), (32,0 g) en 2300 ml de agua destilada, a lo que se afiadieron 200 g
de hidréxido de potasio y la solucién fue agitada durante 22 horas a temperatura ambiente. Se afiadié
cloruro de sodio (300 g), y la solucién fue extraida tres veces cada una de ellas con 300 ml de
diclorometano. Los extractos organicos combinados fueron lavados con acido oxalico al 5%, agua (dos
veces) y secados sobre sulfato de sodio. La solucion fue concentrada y el producto precipitado por la
adicion a éter etilico. El producto M-PEG(5.000)-acido propidnico, (3), fue recogido por filtracion y secado
bajo vacio.

Rendimiento 28,0 g. RMN (de-DMSO): 2,43 ppm (t, 2H, -CH>-COOQOH); 3,21 ppm (s, 3H, -OCHzs); 3,51 ppm
(s, esqueleto de PEG).

Eliminacion de Impurezas Difuncionales: Se disolvi6é el M-PEG(5.000)-acido propidnico, (3), conteniendo
un 4% en peso de PEG(10.000)-acido dipropionico (22 g) (derivado de la reaccion de la impureza de
PEG-diol contenida en el material de partida) en 2200 ml de agua desionizada y la solucion resultante fue
aplicada a una columna de cromatografia de DEAE Sephadex A-25 en forma de tetraborato. Se aplic6 un
gradiente i6nico gradual de cloruro de sodio (a incrementos desde 2 a 14 mM) y comenz0 la recogida de
las fracciones (60 ml de cada una aproximadamente). Las fracciones 4-25 contenian M-PEG(5.000)-acido
propionico puro. La dos fracciones siguientes no contenian PEG, mientras que las fracciones 28-36
contenian PEG(10.000)-acido dipropionico puro. Las fracciones que contenian M-PEG(5.000)-4cido
propionico puro fueron combinadas y concentradas (hasta 100 ml aproximadamente). Se afiadié cloruro
de sodio (10 g), se ajustd el pH a 3 y se extrajo el producto con diclorometano. La capa organica fue
secada sobre MgSO, y el solvente fue eliminado por destilacion bajo presién reducida para dar 18,4 g de
producto.

El analisis mediante HPLC mostré que el producto era M-PEG(5.000)-4cido propiénico 100% puro (ca-
rente de cualquier otra impureza).

D. M-PEG(5.000)-Acido Propi6nico, éster NHS, (alfa-metoxi, omega-acido propiénico succinimidil éster de
PEG ("metoxi-PEG-SPA"), (4)

M-PEG(5.000)-acido propidnico (14,4 g), (3), fue disuelto en diclorometano (60 ml) para formar una so-
lucién a la que se afadié N-hidroxisuccinimida (0,36 g). La solucion fue enfriada a 0°C y se afiadio a la
misma gota a gota una solucién de diciclohexilcarbodiimida (0,72 g) en 10 ml de diclorometano. La
solucion fue agitada durante una noche a temperatura ambiente bajo una atmésfera de argon. La mezcla
de reaccion fue filtrada, concentrada, y el producto fue precipitado por la adicién a éter etilico.

Rendimiento de producto final (4): 14,0 g. RMN (de-DMSO): 2,81 ppm (s, 4H, NHS); 2,92 ppm (t, 2H, -CHa-
COOH-); 3,21 ppm (s, 3H, -OCHzs), 3,51 ppm (s, esqueleto de PEG).

2. Preparacion de mPEG-20K acido butanoico, éster de N-hidroxisuccinimida (NHS)

El reactivo de PEG, mPEG-20K acido butanoico, éster de N-hidroxisuccinimida (NHS), fue sintetizado se-
gun sigue.
A. M-PEG(20K)-Metanosulfonato (5)

M-PEG-OH (PM = 20.000 daltons, 60 g, conteniendo un 6% en peso de PEG-diol de alto peso molecular
(determinado mediante cromatografia de permeacion en gel (GPC))) fue disuelto en 300 ml de tolueno y
destilado azeotrépicamente durante 1 hora bajo una atmosfera de argon. A continuacion la solucion fue
enfriada hasta temperatura ambiente. Se afiadieron a la solucion 24 ml de diclorometano anhidro y 0,62
ml de trietilamina (0,0044 moles). Se afiadieron gota a gota 0,28 ml de cloruro de metanosulfonilo (0,0036
moles). La solucion fue agitada a temperatura ambiente bajo una atmosfera de nitrégeno durante una
noche. Posteriormente se afiadié carbonato de sodio (30 g) y la mezcla se agité durante 1 hora. La so-
lucion fue filtrada y los solventes fueron eliminados por destilacion bajo presién reducida. Rendimiento
27,5 g.

'H RMN (de-DMSO): 3,17 ppm (s, 3H, CHsz-metanosulfonato), 3,24 ppm (s, 3H, -OCHjs), 3,51 ppm (s,
esqueleto de PEG), 4,30 ppm (m, -CH»>-metanosulfonato).

B. M-PEG(20.000)-Acido Butanoico (8)

Malonato de etilo (3,4 ml, 0,022 equivalentes) disuelto en 200 ml de dioxano fue afiadido gota a gota a
hidruro de sodio (0,536 g, 0,022 equivalentes) y tolueno (100 ml) en un matraz de fondo redondo bajo ni-
trogeno. A la mezcla anterior se afiadié M-PEG(20K)-metanosulfonato (5) (40 g, 0,0020 moles) disuelto en
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100 ml de tolueno. La mezcla resultante fue sometida a reflujo durante una noche. La mezcla de reaccion
fue luego concentrada hasta la mitad de su volumen original, extraida con 50 ml de una solucién acuosa
de NaCl al 10%, extraida con 50 ml de acido clorhidrico acuoso al 1% y se combinaron los extractos
acuosos. Las capas acuosas recogidas fueron extraidas con diclorometano (150 ml x 3) y la capa
organica fue secada sobre sulfato de magnesio durante 3 horas, filtrada y evaporada hasta sequedad.
Rendimiento: 36 g de M-PEG-acido maldnico, éster dietilico, (6). RMN (ds-DMSO): 1,17 ppm (t, 6H, -CHs3);
1,99 ppm (cuarteto, 2H, -CH>-CH); 3,21 ppm (s, 3H, -OCHza); 3,51 ppm (s, esqueleto de PEG); 4,10 ppm
(quinteto, 4H, -OCH>-CHs3).

El M-PEG-acido maldnico, éster dietilico (6) (36 g) fue disuelto en 480 ml de hidréxido de sodio 1 N que
contenia 24 g de cloruro de sodio y la mezcla fue agitada durante una hora. El pH de la mezcla fue
ajustado a 3,0 mediante la adicion de acido clorhidrico 6 N, y la mezcla fue extraida con diclorometano
(300 ml y 200 ml). La capa organica fue secada sobre sulfato de magnesio, filtrada, concentrada y vertida
en éter etilico frio. El producto M-PEG(20.000)-acido malénico (7) fue extraido por filtraciéon y secado bajo
vacio.

Rendimiento: 32 g. RMN (de-DMSO); 1,0 ppm (g, 2H, -CH>CH»-CH-); 2,90 ppm (t, 2H, -CH>CH-); 3,21 ppm
(s, 3H, -OCHz3); 3,51 ppm (s, esqueleto de PEG); 12,1 ppm (s, 2H, -COOH).

El M-PEG-é&cido maldnico, (7), (30 g) fue disuelto en 240 ml de dioxano y sometido a reflujo durante 8
horas, posteriormente fue concentrado hasta sequedad. El residuo fue disuelto en 200 ml de agua,
extraido con diclorometano (140 ml y 100 ml), secado sobre sulfato de magnesio y la solucion fue
concentrada mediante evaporacion rotatoria. El residuo fue precipitado por la adicién a éter etilico frio.
Rendimiento: 22 g de M-PEG(20.000)-4cido butanoico (8). *H RMN (ds-DMSO): 1,72 ppm (quinteto, 2H,
-CH>CH>CH>-COOH); 2,40 ppm (t, 4H, -CH.CH,CH>-COOH); 3,21 ppm (s, 3H, -OCHa); 3,51 ppm (s,
esqueleto de PEG). El analisis mediante HPLC mostr6 que el producto contenia un 94% en peso de M-
PEG(20.000)-acido butanoico y un 6% en peso de PEG-4cido dibutanoico derivado del PEG-diol de peso
molecular mas elevado contenido en el material de partida.

Para eliminar la especie de PEG reactiva de peso molecular mas elevado, el M-PEG(20K)-acido
butanoido que contenia un 6% en peso de PEG-4cido dibutanoico (22 g) fue disuelto en 2200 ml de agua
desionizada y aplicado a una columna de DEAE Sephadex A-50 en forma de tetraborato. Se aplicé un
gradiente ionico gradual de cloruro de sodio (a incrementos desde 1 a 4 mM) y se recogieron las
fracciones. Las fracciones, que contenian M-PEG(20.000)-acido butanoico puro, fueron combinadas y
recogidas. Las fracciones que eluyeron posteriormente y que contenian PEG-&cido dibutanoico puro
fueron desechadas. Las fracciones combinadas que contenian M-PEG(20.000)-4cido butanoico puro
fueron concentradas (hasta 200 ml aproximadamente). Se afiadi6 cloruro de sodio (20 g), se ajusto el pH
a 3y se extrajo el producto con diclorometano. El extracto fue secado (MgSQa) y el solvente fue eliminado
por destilacion bajo presion reducida para dar lugar a 13,6 g de producto.

El andlisis mediante HPLC mostro que el producto era M-PEG(20.000)-acido butanoico (8) 100% puro li-
bre de especies de PEG de peso molecular més elevado.

C. M-PEG(20.000)-Acido Butanoico, NHS éster (9)

El M-PEG(20.000)-4cido butanoico (8) (13,6 g), fue disuelto en diclorometano (40 ml) y se afiadi6 N-
hidroxisuccinimida (0,094 g) a la solucion. La solucién fue enfriada a 0°C y se afiadidé gota a gota a la
misma una solucion de diciclohexilcarbodiimida, DCC, (0,196 g) en 10 ml de diclorometano. La solucion
fue agitada a temperatura ambiente durante una noche. La mezcla de reaccion fue filtrada, concentrada y
precipitada por la adicion a éter dietilico.

Rendimiento de producto final: 13,1 g. RMN (de-DMSO): 1,83 ppm (quinteto, 2H, -CH,CH>CH,-COO-);
2,70 ppm (t, 2H, -CH>-COO-); 2,81 ppm (4H, NHS); 3,21 ppm (s, 3H, -OCHsa); 3,51 ppm (s, esqueleto de
pEG).

EJEMPLO 1

Preparacion de mPEG(5K)-Tiol, M-PEG(5K)-CH,CH,CONHCH,CH,SH (11)

Se prepar6 metoxi-PEG-5K-tiol con una elevada pureza y con un alto rendimiento a partir de un PEG acti-
vado electrofilicamente ejemplar, mPEG-5K &cido propiénico, éster de N-hidroxisuccinimida (NHS)
(referido también como mPEG-5K succinimidil propionato), disponible comercialmente en Shearwater
Corporation, actualmente Nektar Therapeutics (Catalogo 2001 de Shearwater, Polyethylene Glycol and
Derivatives for Biomedical Applications), Huntsville, Alabama.

La preparacion de mPEG-5K succinimidil propionato esta descrita de forma general en la Patente de
EE.UU. N° 5.672.662 (Shearwater Polymers) y en las secciones de "Materiales y Métodos" anteriores.

Sintesis de M-PEG(5.000)-Tiol (11)

Esquema de Reaccion:

CH30-[CH,CH,0],-CH,CH,COO-NHS (4) + HCI-H,;NCH,CH,S-SCH,CH,NH,-HCl

TEA (trietilamina)
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CH30-[CH,CH,0],-CH,CH,COHNCH,CH,S-SCH,CH,NHCOCH,CH,[OCH,CH,],-OCHs
(10)

DTT (ditiotreitol)

CH30-[CH,CH,0],-CH,CH,COHNCH,CH,SH (11)

Se disolvi6 M-PEG-acido propiénico, NHS éster, (4), (PM = 5.268, 10,0 g, 1,898 mmoles) en dicloro-
metano (100 ml), a lo que se afadié dihidroclorato de cistamina (0,2278 g, 1,012 mmoles) y trietilamina
(0,66 ml). La solucién fue agitada durante una noche a temperatura ambiente bajo una atmoésfera de
argoén. El andlisis mediante cromatografia de permeacién en gel (GPC) mostré que la mezcla de reaccion
contenia el producto deseado (10) (disulfuro simétrico que tenia un peso molecular de 10.000
aproximadamente) con un 97,53% de rendimiento y M-PEG(5.000)-4cido propidnico con un rendimiento
del 2,14%.

Posteriormente se afiadieron ditiotreitol (DTT) (0,88 g, 0,005705 moles) y trietilamina (0,5 ml) y se agité la
mezcla de reaccion durante 3 horas a temperatura ambiente bajo argén. A continuacion se afiadio 2,6-di-
ter-butil-4-metilfenol (BHT) (0,05 g) y el solvente fue eliminado por destilacién bajo presién reducida. El
producto tiol bruto (11) fue disuelto en diclorometano (20 ml) y precipitado con alcohol isopropilico a 0-
5°C. El rendimiento después de desecar fue de 8,80 g.

Andlisis mediante GPC: Producto deseado: M-PEG(5.000)-tiol, (11), 96,05% de rendimiento; M-
PEG(5.000)-acido propionico, 0,57% de rendimiento; dimero no reducido, (10), 3,07%. RMN (ds-DMSO):
1,52 ppm (t, 1H, -SH); 2,31 ppm (t, 2H, -CH»-CO-); 2,66 ppm (dt, 2H, -CH»-S-); 3,21 ppm (s, 3H, -OCHg);
3,51 ppm (s, esqueleto de PEG); 8,05 ppm (t, 1H, -NH-).

El producto intermedio disulfuro ejemplar, (10), y el producto PEG-tiol reducido, (11), fueron ambos
preparados con un elevado rendimiento y con una pureza elevada utilizando un esquema de reaccion
sencillo que requeria Unicamente dos etapas. El reactivo ejemplar, cistamina, esta4 disponible
comercialmente y el grupo amino de la misma es facilmente sustituido por el grupo succinimidil del
producto carbonilo. La utilizacion ejemplar de una cantidad estequiométrica del reactivo simétrico con dos
grupos amino reactivos terminales, hace que la reaccion sea "mas limpia" debido a la formacion de
Unicamente un producto de sustitucion no contaminado por un exceso de reactivo. El producto PEG-tiol
resultante es adecuado para acoplarse a un grupo tiol reactivo, por ejemplo uno contenido en un farmaco
0 en un residuo de cisteina de una proteina, para formar el conjugado de PEG correspondiente. Los
enlaces de PEG (esto es, la porcion adaptadora de la molécula que conecta la cadena o el esqueleto de
PEG con un grupo tiol reactivo de un farmaco o de otra especie) descritos en la presente son estables y
proporcionan una clase nueva de polimeros solubles en agua no existentes en la naturaleza adecuados
que pueden ser facilmente sintetizados y que pueden ser utlizados para modificar o pegilar
selectivamente proteinas u otras moléculas reactivas sin necesidad de mdltiples etapas sintéticas, de
etapas de proteccion-desproteccion y de multiples purificaciones.

EJEMPLO 2
Preparacion de m-PEG(20K)-Tiol, CH3O(CH,CH20)n(20K)-CH,CHoCH,CONHCH2CH,SH (13)

Se prepard metoxi-PEG-20K-tiol con una pureza elevada y con un alto rendimiento a partir de otro PEG
activado electrofilicamente ejemplar, mPEG-20K-acido butanoico, éster de N-hidroxisuccinimida (NHS)
(referido también como MPEG-20K succinimidil butanoato), disponible comercialmente en Shearwater
Corporation, actualmente Nektar Therapeutics (Catalogo 2001 de Shearwater, Polyethylene Glycol and
Derivatives for Biomedical Applications), Huntsville, Alabama.

La preparacion de mPEG-5K succinimidil butanoato esta descrita de forma general en la Patente de
EE.UU. N° 5.672.662 (Shearwater Polymers) y en las secciones de "Materiales y Métodos" anteriores.

Sintesis de m-PEG(20.000)-Tiol (13)

Esquema de Reaccion:
CH30-[CH,CH0],-CH,CH,CH,COO-NHS (9) + HCI-H,NCH,CH,S-SCH,CH,;NH,-HCI

CH30-[CH,CH,0],-CH,CH,CH,COHNCH,CH,S-SCH,CH,NHCOCH,CH,CH,-
[OCH,CH,],-OCHj3 (12)

DTT
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CH30-[CH,CH,0],-CH,CH,CH,COHNCH,CH,SH (13)

Se disolvié M-PEG(20K)-4cido butanoico, NHS éster (9) (PM = 20.000 daltons, 10,0 g, 0,500 mmoles) en
diclorometano (100 ml) y se afadieron cistamina diclorhidrato (0,0564 g, 0,251 mmoles) y trietilamina
(0,167 ml). La solucién fue agitada durante una noche a temperatura ambiente bajo una atmésfera de
argon. El andlisis mediante GPC mostré que la mezcla de reaccion contenia el producto deseado (un
dimero con un peso molecular de 40.000 aproximadamente, (12)), con un 98,5% de pureza y un 1,5% de
M-PEG(20.000)-acido butanoico.

Se afiadieron ditiotreitol (DTT) (0,23 g, 1,500 mmoles) y trietilamina (0,5 ml) y la mezcla de reaccién se
agité durante 3 horas a temperatura ambiente bajo una atmésfera de argén. A continuaciéon se afadié
BHT (0,05 g) y se elimin6 el solvente por destilacién bajo presién reducida. El producto bruto fue disuelto
en diclorometano (20 ml) y precipitado con alcohol isopropilico a 0-5°C.

Rendimiento después de desecar 9,20 g. Andlisis mediante HPLC: M-PEG(20K)-Tiol (13) 96,0%, M-
PEG(20.000)-acido butanoico 1,5%, dimero no reducido 2,5%.

De manera similar al Ejemplo 1 anterior, este ejemplo demuestra la preparacion de otro PEG-tiol repre-
sentativo mas (asi como su precursor disulfuro correspondiente). La sintesis es sencilla, requiriendo
solamente dos etapas de reaccion: la sustitucion del grupo amino nucleofilico representativo de la
cistamina en el carbono del carbonilo electrofilico del reactivo de PEG ilustrativo, (9), seguido por la
reduccion del disulfuro para producir el PEG-tiol correspondiente. La utilizacion de un reactivo disulfuro
simétrico simplifica la sintesis, haciendo innecesaria la purificacion del producto PEG-tiol. EI PEG-tiol se
forma con un alto rendimiento (mayor del 90%, de hecho mayor del 95%) y es adecuado para el
acoplamiento con grupos tiol reactivos, por ejemplo contenidos en los residuos de cisteina de proteinas
terapéuticas o introducidos mediante medios quimicos en una proteina o polipéptido, o presentes en
moléculas pequefias o en otros agentes activos.

EJEMPLO 3
Preparacion de PEG(40K)-Di-Tiol, HSCH2CHzNH(O)CCH,0-PEG-40K-CH,C(O)BNCH,CH,SH (18)

El PEG-40K-di-tiol (18) fue preparado a partir de un reactivo de PEG bifuncional, PEG-40K-acido di-
carboxilico, seguin se muestra a continuacion.

A. PEG(40.000)-Acido Di-Carboxilico, Ester Etilico (14)

Se disolvio HO-PEG-OH (PM = 40.000 daltons, 50 g, 2,50 mequivalentes de hidroxi) en 750 ml de tolueno
y se destild azeotropicamente durante 1 hora bajo una atmdsfera de argon. Se destilaron 150 ml de
tolueno de la mezcla de reaccién. A continuacion la solucion fue enfriada a 40°C y se afiadio una solucion
1,0 M de ter-butdxido de potasio en ter-butanol (4,0 ml, 4 mmoles), seguido por la adicion de
bromoacetato de etilo (1,4 g, 8,4 mmoles). La mezcla de reaccién fue agitada durante una noche a
temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno. El solvente fue eliminado por destilacion bajo pre-
sion reducida y el producto bruto fue disuelto en diclorometano y afiadido a éter etilico. El producto
precipitado fue aislado por filtracién y secado bajo presion reducida. Rendimiento 42,3 g.

B. PEG(40.000)-Acido Di-Carboxilico (15)

Una solucién de 40,0 gramos (1,0 mmoles) de PEG(40.000)-acido di-carboxilico, éster etilico (14) en 400
ml de NaOH 1 M, fue agitada a temperatura ambiente durante 3 horas. A continuacion el pH de la mezcla
fue ajustado a 2 y el producto fue extraido con diclorometano. Los solventes fueron luego eliminados por
destilacion bajo presion reducida. El producto bruto fue disuelto en diclorometano (100 ml) y afiadido a
éter etilico (900 ml). El producto precipitado fue aislado por filtracién y secado bajo presion reducida.
Andlisis mediante HPLC: PEG(40.000)-Acido Di-Carboxilico 86,5%, PEG(40.000)-Acido Mono-Carboxilico
13,0%, HO-PEG(40.000)-OH 0,5%.

Rendimiento 33,1 g. 'H RMN (de-DMSO): 3,51 ppm (s, esqueleto de de PEG); 4,02 ppm (4H,
-OCH2COO0-).

El producto obtenido (30 g) fue disuelto en 3000 ml de agua desionizada y aplicado a una columna de
cromatografia de DEAE Sephadex A-50 en forma de tetraborato. Se aplicé un gradiente i6nico gradual de
cloruro de sodio (a incrementos desde 2 a 10 mM) y se recogieron las fracciones. Las fracciones positivas
para el test de PAA, esto es, que contenian PEG(40.000)-acido di-carboxilico, fueron combinadas y
concentradas (hasta 300 ml aproximadamente). Se afiadio cloruro de sodio (30 g), se ajustd el pHa 3y se
extrajo el producto con diclorometano. El extracto fue secado (MgSQOa) y el solvente fue eliminado por
destilacion bajo presién reducida para dar 21,6 g de producto, (15). El producto (15) demostré ser un
diacido puro, esto es, un 100% de PEG(40.000)-acido di-carboxilico, mediante HPLC.

C. PEG(40.000)-Acido Di-Carboxilico, NHS éster, (16)
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El PEG(40.000)-acido di-carboxilico (15) (20 g) fue disuelto en diclorometano (200 ml), a lo que se afiadié
N-hidroxisuccinimida (0,138 g). La solucién fue enfriada a 0°C, se afadié a la misma gota a gota una so-
lucion de diciclohexilcarbodiimida (0,290 g) en 5 ml de diclorometano y se agit6 la solucién a temperatura
ambiente durante una noche. La mezcla de reaccion fue filtrada, concentrada y precipitada por la adiciéon a
éter etilico. Rendimiento del producto final, (16): 18,3 g.

'H RMN (de-DMSO): 2,83 ppm (8H, NHS); 3,51 ppm (s, esqueleto de PEG); 4,61 ppm (4H, -OCH,COO-).

D. PEG(40.000)-Di-Tiol (18)

Esquema de Reaccion:

NHS-OOCCH,0-[CH,CH,0],-CH,COO-NHS (16) + HCI-H,NCH,CH,S-
SCH,CH,NH,-HCl

H,NCH,CH,S-SCH,CH,NHOCCH,O-[CH,CH,0],-CH,COHNCH,CH,S-SCH,CH,NH,
(17)

HSCH,CH,NHOCCH,0O-[CH,CH,0],-CH,COHNCH,CH,SH (18)

Se disolvi6 PEG(40.000)-acido di-carboxilico, NHS éster (16) (PM = 40.000, 18,0 g, 0,900 mequivalentes)
en diclorometano (150 ml) y se afiadieron cistamina diclorhidrato (1,01 g, 4,5 mmoles) y trietilamina (1,70
ml). La solucién fue agitada durante una noche a temperatura ambiente bajo una atmdésfera de argén. La
solucion fue concentrada y afiadida a 900 ml de alcohol isopropilico a temperatura ambiente. El producto
precipitado fue extraido por filtracién y secado bajo presion reducida.

El analisis mediante RMN mostré que se habia consumido todo el NHS éster y que se habia formado el
producto disulfuro deseado (17). El producto fue disuelto en diclorometano (150 ml), se afadieron
ditiotreitol (DTT) (0,84 g, 5,446 mmoles) y trietilamina (2,0 ml) y se agit6 la mezcla de reaccién durante 3
horas a temperatura ambiente bajo una atmésfera de argon. A continuacion se afiadié BHT (0,09 g) y se
elimino el solvente por destilacion bajo presion reducida. El residuo - un producto ditiol bruto (18) - fue
disuelto en diclorometano (40 ml) y precipitado con alcohol isopropilico a temperatura ambiente.
Rendimiento después de desecar 14,3 g.

'H RMN (ds-DMSO0): 1,07 ppm (t, 2H, -SH); 2,66 ppm (dt, 4H, -CH»-S-); 3,51 ppm (s, esqueleto de PEG);
3,90 ppm (s, 4H, -OCH»CO-); 8,05 ppm (t, 2H, -NH-).
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REIVINDICACIONES
1.- Un método para preparar un derivado tiol-selectivo de un polimero soluble en agua, donde dicho
método comprende las etapas de:

(i) provisién de un polimero activado electrofilicamente, POLI-Lo, 1-E, donde:
POLI es polietilen glicol que comprende de 10 a 4000 subunidades de la formula (-OCH,CH,-
)i
L es un adaptador opcional,
E es un electrdfilo, y

(ii) reaccioén de dicho POLI-Lo, 1-E con un reactivo disulfuro simétrico, (NU-Y-S-),, donde:
NU es un nucledfilo,
Y es seleccionado del grupo que consiste en alquileno, alquileno sustituido, cicloalquileno, ci-
cloalquileno sustituido, arilo y arilo sustituido, conteniendo de 2 aproximadamente a 10 ato-
mos de carbono aproximadamente, y
S es un &tomo de azufre,
bajo condiciones eficaces para promover la reaccién entre E y NU para formar asi POLI-Lo, 1-
X-Y-S-S-Y-X-Lo, 1-POLI((POLI-Lo, 1-X-Y-S-)2), donde X es un grupo resultante de la reaccion
entre EyUNy

(iii) reduccién del enlace disulfuro de (POLI-Lo, 1-X-Y-S-), para formar POLI-Lg, 1-X-Y-SH.

2.- El método de la reivindicaciéon 1, donde L; es un adaptador seleccionado del grupo que consiste en
alquilo C1-Cyp y alquilo C1-Csp sustituido.

3.- El método de la reivindicacion 2, donde L; es un adaptador seleccionado del grupo que consiste en
(CH2)1,2,3,4y5.

4.- El método de la reivindicacion 1, donde E es un acido carboxilico o un derivado de acido carboxilico
activado.

5.- El método de la reivindicacién 1, donde E es seleccionado del grupo que consiste en &cido carboxilico,
éster de acido carboxilico activado, haluro de acido y anhidrido activo.

6.- El método de la reivindicacion 5, donde E es un N-hidroxisuccinimidil éster.

7.- El método de la reivindicacion 1, donde NU es seleccionado del grupo que consiste en amino, hidroxi,
imino y tiol.

8.- El método de la reivindicacion 1, donde NU es -NH..

9.- El método de la reivindicacion 1, donde X es seleccionado del grupo que consiste en amida, car-
bamato, éster carbonato, éter y tioéster.

10.- El método de la reivindicacion 1, donde POLI es un polietilén glicol que tiene la estructura H3CQ-
(CH1CH>0),CH2CH>- donde n varia de 10 a 4.000 aproximadamente.

11.- El método de la reivindicacién 1, donde POLI estéa protegido ("capped") terminalmente.

12.- El método de la reivindicacion 10, donde L esta ausente (Lo) 0 es -CHa-, y E es N-hidroxisuccinimidil
éster o 1-hidroxibenzotriazolil carbonato.

13.- El método de la reivindicacién 12, donde dicho reactivo disulfuro simétrico es cistamina, donde NU es
un amino primario e Y es -(CHy)»-.

14.- Un método para preparar un conjugado polimero-proteina, comprendiendo dicho método las etapas
de:
(i) la provisién de un polimero activado electrofilicamente, POLI-Lg, 1-E, donde:
POLI es un segmento polimérico soluble en agua,
L es un adaptador opcional,
E es un electrofilo,
(ii) la reaccioén de dicho POLI-Lg, 1-E con un reactivo disulfuro simétrico, (NU-Y-S-),, donde:
NU es un nucledfilo,
Y es seleccionado del grupo que consiste enalquilo C2-Cio, alquilo C2-C1p sustituido, arilo y
arilo sustituido, y
S es un &tomo de azufre,
bajo condiciones eficaces para promover la reaccion entre E y NU para formar asi POLI-Lo, 1-
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X-Y-S-S-Y-X-Lo, 1-POLI((POLI-Lg, 1-X-Y-S-)2), donde X es un grupo resultante de la reaccion
entre Ey NU,
(iii) la reduccion del enlace disulfuro de (POLI-Lo, 1-X-Y-S-), para formar POLI-Lo, 1-X-Y-SH y
(iv) la reaccion de POLI-Lg 1-X-Y-SH con un grupo tiol o con grupo tiol protegido de una proteina
para formar un conjugado de la proteina, POLI-Lo, 1-X-Y-S-S-proteina.

15.- El método de la reivindicacion 14, donde dicha proteina es una proteina terapéutica.
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