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ES 2321800 T5

DESCRIPCION
Procedimiento de preparacion de ésteres de 1-benzotriazolil carbonato de polimeros solubles en agua

La presente invencién versa acerca de un procedimiento para la preparacion de un derivado de aminoacido de
ciertos polimeros no peptidicos solubles en agua.

La fijacién covalente del polimero hidréfilo de poli(etilenglicol), abreviado como PEG, también conocido como
poli(6xido de etileno), abreviado como PEO, a moléculas y superficies es de una utilidad considerable en la
biotecnologia y la medicina. En su forma mas comun, PEG es un polimero lineal terminado en cada extremo con
grupos hidroxilo:

HO-CHzCHzO-(CH2CHzo)n-CH2CH2-OH

El anterior polimero, alfa-, omega-dihidroxilpoli(etilenglicol), puede estar representado de forma abreviada como HO-
PEG-OH en la que se comprende que el simbolo -PEG- representa la siguiente unidad estructural:

-CH,CH20-(CH2CH20),-CH2CH-
en la que n varia normalmente desde aproximadamente 3 hasta aproximadamente 4000.

El PEG se utiliza normalmente como metoxi-PEG-OH, o abreviado a mPEG, en el que un término es el grupo metoxi
relativamente inerte, mientras que el otro término es un grupo hidroxilo que esta sometido a una modificacion
quimica preparada. A continuacion se muestra la estructura de mPEG:

CH30-(CH2CH;0)y-CH,CH,-OH

Los copolimeros aleatorios o en bloque de 6xido de etileno y de 6xido de propileno, mostrados a continuacion, estan
relacionados estrechamente al PEG en su quimica, y pueden ser sustituidos por PEG en muchas de sus
aplicaciones.

HO-CH,CHRO(CH,CHRO),CH,CHR-OH
en el que cada R es H o CHs, independientemente.

El PEG es un polimero que tiene las propiedades de solubilidad en agua y en muchos disolventes organicos, carece
de toxicidad, y carece de inmunogenicidad. Un uso del PEG es para fijar de manera covalente el polimero a
moléculas insolubles para hacer que la molécula resultante de PEG soluble en “conjugado”. Por ejemplo, se ha
mostrado que el farmaco paclitaxel insoluble en agua, cuando esta acoplado a PEG, se vuelve soluble en agua.
Greenwald, et al., J. Org. Chem., 60:331-336 (1995).

Para acoplar PEG a una molécula, tal como una proteina, es a menudo necesario “activar’ el PEG al preparar un
derivado del PEG que tiene un grupo funcional en un término del mismo. El grupo funcional puede reaccionar con
ciertas porciones en la proteina, tal como un grupo amino, formando de esta manera un conjugado de PEG-proteina.

En la patente U.S. n° 5.650.234, que se incorpora por referencia en el presente documento en su totalidad, esta
descrito un éster de 1-benzotriazolilcarbonato de polietilenglicol. El proceso de multiples etapas descrito en la
patente 5.650.234 para formar el éster de 1-benzotrazolilcarbonato de PEG incluye la reaccion de una molécula de
PEG con el compuesto volatil y peligroso, fosgeno, para asi formar un producto intermedio de PEG cloroformiato. El
uso de fosgeno en el proceso resulta en la formacion de HCI, que puede causar la degradacion de la cadena
principal de PEG. Debido a la naturaleza volatil del fosgeno, y los problemas de seguridad y de calidad asociados
con su uso, hay una necesidad en la técnica para un procedimiento para preparar ésteres de 1-
benzotriazolilcarbonato de PEG sin utilizar fosgeno.

La invencién proporciona un procedimiento para la preparacion de un derivado de aminoacido de un polimero no
peptidico soluble en agua, segun se define en las reivindicaciones. Utilizando la invencion, el éster de 1-
benzotriazolilcarbonato puede estar formado en una Unica etapa y sin utilizar fosgeno, evitando de ese modo los
problemas de seguridad y calidad asociados con ese compuesto.

El procedimiento de la invencion incluye proporcionar un polimero no peptidico soluble en agua que tiene al menos
un grupo hidroxilo terminal y reaccionando el grupo hidroxilo terminal del polimero no peptidico soluble en agua con
di(1-benzotriazolil)carbonato para formar el éster de 1-benzotriazolilcarbonato del polimero no peptidico soluble en
agua. El polimero no peptidico soluble en agua esta seleccionado de entre poli(alquilenglicol), poli(poliol oxietilado),
poli(alcohol olefinico), poli(vinilpirrolidona), poli(acido hidroxi-,), polifosfaceno, polioxazolina, poli(N-acriloilmorfolina),
y copolimeros, terpolimeros, y mezclas de los mismos. En una realizacion, el polimero es poli(etilenglicol) que tiene
un peso molecular medio desde aproximadamente 200 Da hasta aproximadamente 100.000 Da.

La etapa de la reaccion puede ser llevada a cabo en la presencia de un disolvente organico y una base. Ejemplos de
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disolventes organicos incluyen cloruro de metileno, cloroformo, acetonitrilo, tetrahidrofurano, dimetilformamida,
dimetil sulféxido, y mezclas de los mismos. La base puede ser, por ejemplo, piridina, dimetilaminopiridina, quinolina,
trialquilaminas, y mezclas de las mismas.

El éster de 1-benzotriazolilcarbonato puede ser reaccionado con un aminoacido, tal como lisina, para formar un
derivado de aminoacido polimérico.

Los términos “grupo funcional”, “porcion activa”’, “grupo activador”, “emplazamiento reactivo”, “grupo reactivo
quimicamente” y “porcidn reactiva quimicamente” son utilizados en la técnica y en el presente documento para hacer
referencia a porciones o unidades definibles precisas de una molécula. Los términos son un tanto sinénimos en las
técnicas quimicas y son utilizados en el presente documento para indicar las porciones de las moléculas que
realizan alguna funcién o actividad y son reactivas con otras moléculas. El término “activo”, cuando es utilizado en
conjunto con grupos funcionales, se pretende que incluya aquellos grupos funcionales que reaccionan facilmente
con grupos electrofilicos o nucleofilicos en otras moléculas, en contraste con aquellos grupos que requieren
catalizadores fuertes o condiciones de reaccidon muy poco viables para reaccionar. Por ejemplo, segun se entenderia
en la técnica, el término “éster activo” incluiria aquellos ésteres que reaccionan facilimente con grupos nucleofilicos
tales como aminas. Normalmente, un éster activo reaccionara con una amina en un medio acuoso en cuestion de
minutos, mientras que ciertos ésteres, tal como ésteres de metilo o etilo, requieren un catalizador fuerte para
reaccionar con un grupo nucleofilico.

El término “enlace” o “enlazante” se utilizan en el presente documento para hacer referencia a grupos o enlaces que
estan formados normalmente como el resultado de una reaccién quimica y normalmente son enlaces covalentes.
Enlaces hidroliticamente estables significa que los enlaces son sustancialmente estables en agua y no reaccionan
con agua a pH utiles, por ejemplo, bajo condiciones fisioldgicas durante un periodo de tiempo extendido, quizas
incluso indefinidamente. Enlaces hidroliticamente inestables o degradables significa que los enlaces son
degradables en agua o en disoluciones acuosas, incluyendo, por ejemplo, sangre. Enlaces enzimaticamente
inestables o degradables significa que el enlace puede ser degradado por una o mas enzimas. Segun se entiende
en la técnica, el PEG y polimeros relacionados pueden incluir enlaces degradables en la cadena principal del
polimero o en el grupo enlazante entre la cadena principal del polimero y uno o mas de los grupos funcionales
terminales de la molécula polimérica.

El término “molécula activa biolégicamente”, “porcidon activa bioldgicamente” o “agente activo biolégicamente”
cuando se utilizan en el presente documento significan cualquier sustancia que pueda afectar cualquier propiedad
fisica o bioquimica de un organismo bioldgico, incluyendo pero sin estar limitada a virus, bacterias, hongos, plantas,
animales y humanos. En particular, segun se utiliza en el presente documento, las moléculas activas biolégicamente
incluyen cualquier sustancia prevista para un diagnéstico, la mitigacion de la cura, el tratamiento, o la prevencién de
enfermedad en humanos u otros animales, o para mejorar de otra manera el bienestar fisico o mental de humanos o
animales. Ejemplos de moléculas activas bioldgicamente incluyen, pero no estan limitadas a, péptidos, proteinas,
enzimas, farmacos de moléculas pequefas, colorantes, lipidos, nucledsidos, oligonucledtidos, células, virus,
liposomas, microparticulas y micelas. Las clases de agentes activos bioldgicamente que son adecuadas para su uso
con la invencion incluyen, pero no estan limitadas a, antibidticos, fungicidas, agentes antiviricos, agentes
antiinflamatorio, agentes antitumorales, agentes cardiovasculares, agentes antiansiedad, hormonas, factores de
crecimiento, agentes esteroideos, y similares.

Se describe un procedimiento para la preparacion de un éster de 1-benzotriazolilcarbonato (también llamado un
éster de BTC) de un polimero no peptidico soluble en agua, en el que un grupo hidroxilo terminal de un polimero no
peptidico soluble en agua reacciona con di(1-benzotriazolil)carbonato, cuya estructura se muestra a continuacion,
para formar el éster de 1-benzotriazolilcarbonato.

El di(1-benzotriazolil)carbonato, que no deberia plantear problemas significativos de seguridad ni de manipulacion
como un reactivo y que no deberia provocar la degradacion de la cadena principal del polimero, puede ser adquirido
como una mezcla del 70% (en peso) con 1,1,2-tricloroetano de Fluka Chemical Corporation de Milwaukee,
Wisconsin, EE. UU.
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di(1-benzotriazolil)carbonato (diBTC)

La cadena principal polimérica del polimero no peptidico soluble en agua puede ser poli(etilenglicol) (o sea, PEG).
Sin embargo, se deberia comprender que también son adecuados otros polimeros relacionados para su uso en la
practica de esta invencion y que se pretende que el uso del término PEG o poli(etilenglicol) sea inclusivo y no
exclusivo en este sentido. El término PEG incluye poli(etilenglicol) en cualquiera de sus formas, incluyendo PEG
alcoxi, PEG difuncional, PEG de brazos multiples, PEG bifurcado, PEG ramificado, PEG pendiente (o sea, PEG o
polimeros relacionados que tienen uno o mas grupos funcionales pendientes a la cadena principal del polimero), o
PEG con enlaces degradables en su interior.

El PEG es normalmente transparente, incoloro, inodoro, soluble en agua, estable al calor, inerte a muchos agentes
quimicos, no se hidroliza ni deteriora, y es normalmente no tdxico. Se considera que el poli(etilenglicol) es
biocompatible, lo que significa que el PEG es capaz de coexistir con tejidos vivos u organismos sin hacerles dafio.
Mas especificamente, el PEG es sustancialmente no inmunogénico, lo que significa que el PEG no tiende a producir
una respuesta inmune en el cuerpo. Cuando se fija a una molécula que tiene alguna funcién deseable en el cuerpo,
tal como un agente activo biolégicamente, el PEG tiende a enmascarar el agente y puede reducir o eliminar
cualquier respuesta inmune de forma que el organismo pueda tolerar la presencia del agente. Los conjugados de
PEG tienden a no producir una respuesta inmune sustancial ni provocar coagulacion u otros efectos no deseables.
Teniendo el PEG la férmula —CH2CH,0O-(CH2CH20),-CH2CH2-, en la que n es desde aproximadamente 3 hasta
aproximadamente 4000, normalmente desde aproximadamente 3 hasta aproximadamente 2000, es un polimero util
en la practica de la invenciéon. Los PEG que tienen un peso molecular de desde aproximadamente 200 Da hasta
aproximadamente 100.000 Da son particularmente Utiles como la cadena principal del polimero.

La cadena principal del polimero puede ser lineal o ramificada. Las cadenas principales ramificadas de los polimeros
son normalmente conocidas en la técnica. Normalmente, un polimero ramificado tiene una porcién del nucleo central
ramificado y una pluralidad de cadenas lineales de polimeros enlazadas al nicleo central ramificado. El PEG se
utiliza normalmente en formas ramificadas que pueden ser preparadas con la adicién de 6xido de etileno a diversos
polioles, como glicerol, pentaeritritol y sorbitol. La porcion central ramificada también puede estar derivada de
diversos aminoacidos, tal como lisina. El poli(etilenglicol) ramificado puede estar representado en forma general
como R(-PEG-OH)n, en la que R representa la porcion central, como el glicerol o el pentaeritritol, y m representa el
numero de brazos. Las moléculas de PEG de brazos multiples, como las descritas en la patente U.S. n°® 5.932.462,
que se incorpora en el presente documento a modo de referencia en su totalidad, también se pueden utilizar como la
cadena principal del polimero.

También son adecuados para la invencion muchos otros polimeros seleccionados de entre los mencionados
anteriormente. Las cadenas principales de los polimeros que son no peptidicos y solubles en agua, con desde 2
hasta aproximadamente 300 terminaciones, son particularmente Utiles en la invencién. Los polimeros adecuados
son oftros poli(alquilenglicoles), como el poli(propilenglicol) (“PPG”), copolimeros de etilenglicol y propilenglicol y
similares, poli(poliol oxietilado), poli(alcohol olefinico), poli(vinilpirrolidona), poli(acido hidroxi-,), polifosfaceno,
polioxazolina, poli(N-acriloilmorfolina), como se describe en la patente U.S. n° 5.629.384, y copolimeros,
terpolimeros, y mezclas de los mismos. Aunque el peso molecular de cada cadena de la cadena principal del
polimero puede variar, se encuentra normalmente en el rango de desde aproximadamente 100 Da hasta
aproximadamente 100.000 Da, a menudo desde aproximadamente 6.000 Da hasta aproximadamente 80.000 Da.

Para fines ilustrativos, a continuacion se muestra un esquema simplificado de reaccion.

base amina ﬁ

PEG—OH + diBTC ————» G 0 C OBT + BT——OH
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enla que BT es

siendo L el punto de la union del atomo de oxigeno.

En una realizacion, la reaccion entre el polimero y diBTC tiene lugar en un disolvente organico y en la presencia de
una base. Ejemplos de disolventes organicos adecuados incluyen cloruro de metileno, cloroformo, acetonitrilo,
tetrahidrofurano, dimetilformamida, dimetil sulféxido, y mezclas de los mismos. Las bases amina, como piridina,
dimetilaminopiridina, quinolina, trialquilaminas, incluyendo trietilamina, y mezclas de las mismas, son ejemplos de
bases adecuadas. En un aspecto de la invencion, la relacion molar de di(1-benzotriazolil)carbonato a polimero no
peptidico soluble en agua es de aproximadamente 30:1 o menos.

En una realizacion, el polimero no peptidico soluble en agua tiene la estructura R-POLI-OH y el éster de 1-
benzotriazolilcarbonato del polimero no peptidico soluble en agua tiene la estructura

N
4
o \
Va
R'— POLI 0 C O

en la que POLI es una cadena principal del polimero no peptidico soluble en agua, tal como PEG, y R’ es un grupo
terminal. R’ puede ser cualquier grupo terminal adecuado conocido en la técnica para polimeros de este tipo. Por
ejemplo, R’ puede ser un grupo terminal relativamente inerte, tal como un grupo alcoxi (por ejemplo, metoxi). De
manera alternativa, R’ puede ser un grupo funcional. Ejemplos de grupos funcionales incluyen hidroxilo, hidroxilo
protegido, éster activo, tal como ésteres de N-hidroxisuccinimidilo y ésteres de 1-benzotriazolilo, carbonato activo, tal
como carbonatos de N-hidroxisuccinimidilo y carbonatos de 1-benzotriazolilo, acetal, aldehido, hidratos de aldehido,
alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, sulfona activa, amina protegida, hidrazida protegida, tiol, tiol protegido,
acido carboxilico, acido carboxilico protegido, isocianato, isotiocianato, maleimida, vinilsulfona, ditiopiridina,
vinilpiridina, yodoacetamida, epoxido, glioxales, dionas, mesilatos, tosilatos y tresilato. El grupo funcional esta
escogido normalmente para su fijacion a un grupo funcional en un agente activo biolégicamente.

Como se entenderia en la técnica, el término “protegido” se refiere a la presencia de un grupo o porcion protector
que previene la reaccion del grupo funcional reactivo quimicamente bajo ciertas condiciones de reaccion. El grupo
protector variara dependiendo del tipo de grupo reactivo quimicamente que esté siendo protegido. Por ejemplo, si el
grupo reactivo quimicamente es una amina o una hidrazida, el grupo protector puede estar seleccionado de entre el
grupo de tert-butiloxicarbonilo (t-Boc) y 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc). Si el grupo reactivo quimicamente es un
tiol, el grupo protector puede ser ortopiridildisulfuro. Si el grupo reactivo quimicamente es un acido carboxilico, tal
como acido butanoico o propidnico, o un grupo hidroxilo, el grupo protector puede ser un bencilo o un grupo alquilo
tal como metilo o etilo. También se pueden utilizar en la invencién otros grupos protectores conocidos en la técnica.

En otra realizacion, el polimero no peptidico soluble en agua tiene la estructura HO-POLIa-R(POLIb-X)q y el éster de
1-benzotriazolilcarbonato del polimero no peptidico soluble en agua tiene la estructura
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N

Il
O—C—0— POLIa—R( POLIb-X)q

en la que POLIa y POLIb son cadenas principales de polimeros no peptidicos solubles en agua, tal como PEG, que
pueden ser los mismos o distintos;

R es una molécula de nucleo central, tal como glicerol o pentaeritritol;
g es un numero entero desde 2 hasta aproximadamente 300; y
siendo cada X un grupo terminal.

Los grupos terminales X pueden ser los mismos que se mencionaron anteriormente para R’.

La invencion supone la reaccion de ésteres de BTC de polimeros no peptidicos solubles en agua con aminoacidos
para formar derivados de aminoacidos. En una realizacion, los ésteres de PEG-BTC reaccionan con lisina para
formar un derivado polimérico de lisina. Por ejemplo, dicho derivado de lisina es una lisina doblemente PEGada, en
el que dos PEG estan enlazados a las aminas de lisina por medio de enlaces de carbamato, como se muestra a

continuacion.
Cc

PEG 0 NH ——(CH,), CH C o) z
|
NH
|
=0

|
Lo}
|

PEG

en la que PEG es poli(etilenglicol) y Z esta seleccionado de entre el grupo que consiste en H, N-succinimidilo o 1-
benzotriazolilo.

Dichos derivados de PEG de lisina son utiles como reactivos para la preparacion de derivados PEG de proteinas.
Estos derivados PEG ofrecen a menudo ventajas sobre las proteinas no PEGadas, tal como duraciones de vida in
vivo de mayor circulacion, tasas reducidas de protedlisis, y menor inmunogenicidad. En otro aspecto, los derivados
PEG BTC se utilizan directamente para fijar PEG a proteinas por medio de enlaces de carbamato y pueden ofrecer
ventajas similares a las descritas para los derivados PEG de lisina.

Los ésteres de BTC de polimeros no peptidicos solubles en agua también se pueden reaccionar con agentes activos
bioldgicamente para formar conjugados de polimeros activos biolégicamente. Ejemplos de agentes activos
bioldgicamente incluyen péptidos, proteinas, enzimas, farmacos de molécula pequefa, colorantes, lipidos,
nucledsidos, oligonucleodtidos, células, virus, liposomas, microparticulas y micelas.

Como se ha mencionado anteriormente, se cree que los derivados poliméricos preparados conforme a la invencién
exhiben una mayor calidad porque se evita la degradacién de la cadena principal del polimero causada por el
fosgeno. Ademas, dado que el procedimiento solamente requiere una etapa y menos reactantes, se aumenta el
rendimiento del proceso y se reduce el coste.

Se dan los siguientes ejemplos para ilustrar la invencién, pero no se deberian considerar como limitantes de la
invencion.

PARTE EXPERIMENTAL
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Ejemplo 1

Preparacién de mPEGs000BTC (ejemplo de referencia)

Se agitd durante la noche una disolucion de mMPEGsp00-OH (PM 5000, 15 g, 0,003 moles), di(1-
benzotriazolil)carbonato (4,0 g de una mezcla 70%, 0,000945 moles), y piridina (2,2 ml) en acetonitrilo (30 ml) a
temperatura ambiente bajo nitrogeno. Se eliminé el disolvente mediante destilacion, se disolvié el residuo en 80 ml
de cloruro de metileno, y la disolucién resultante se afiadio a 850 ml de etil éter. Se enfrid la mezcla a 0-5°C y se
recogio el precipitado mediante filtracion. Entonces, se repitid el proceso de precipitacion para obtener un sélido
blanco que fue secado al vacio a temperatura ambiente para producir 13,5 g de producto que fue mostrado mediante
"H nmr que va a ser 100% sustituido. "H nmr (dmso d-6): 3,23 ppm, CH30; 3,51 ppm, O-CH2CH>-O; 4,62 ppm, m,
mPEG-0O-CH,-OCO.-; 7,41-8,21, complejo mult., protones de benzotriazola.

Ejemplo 2

Preparacién de mPEG20.000BTC (ejemplo de referencia)

Se agitd durante la noche una disolucion de mMPEG2000-OH (PM 20.000, 20 g, 0,001 moles), di(1-
benzotriazolil)carbonato (3,4 g de mezcla 70%, 0,00803 moles), y piridina (3,0 ml) en acetonitrilo (40 ml) a
temperatura ambiente bajo nitrégeno. Se elimind el disolvente mediante destilacion y se disolvioé el residuo en 80 ml
de cloruro de metileno, y la disolucion resultante se afiadio a 800 ml de etil éter. Se recogio el precipitado mediante
filtracion y fue secado al vacio a temperatura ambiente para producir 16,8 g de producto que fue mostrado mediante
"H nmr que va a ser 100% sustituido. "H nmr (dmso d-6): 3,23 ppm, CH30; 3,51 ppm, O-CH2CH>-O; 4,62 ppm, m,
mPEG-0O-CH,-OCO.-; 7,41-8,21, complejo mult., protones de benzotriazola.

Ejemplo 3

Derivacién de lisina con mPEG20.000BTC

Se disolvi¢ lisina.HCI (0,0275 g, 0,000151 moles) en 26 ml de tampdn borato de 0,1 M y se ajusté el pH a 8,0 con
0,1 M de NaOH. A la disolucién resultante se le afiadi6 mMPEG20.000BTC (7,0 g, 0,00350 moles) a lo largo de 15
minutos y se mantuvo el pH en 8 con la adiciéon de 0,1 M de NaOH. Después de agitar la disolucion resultante
durante 3 h, se afiadieron 15 g de H,O y 4 g de NaCl y se ajust6 el pH a 3,0 con un 10% de acido fosférico. Se
extrajo el producto con cloruro de metilenoy el extracto se seco sobre MgSO,4. Después de concentrar la disolucién a
30 ml, se verti6 la disolucién en 300 ml de etil éter y se recogio el producto mediante filtracion y se sec6 al vacio a
temperatura ambiente para producir 5,9 g de producto como un sdlido blanco. El analisis mediante cromatografia de
impregnacion de gel (Ultrahydrogel 250, temperatura de la columna de 75°C, tampdn acuoso de pH 7,2) mostré que
el producto era una mezcla de di-N- PEGada lisina (PM - 40 KDa, 63,05%), mono-N- PEGada lisina (PM-20 KDa,
36,95%) Yy mPEGzo,ooo.

Ejemplo 4 (no dentro de las reivindicaciones)

Derivacién de lisozima con mPEGs000BTC

Se afadieron 20,3 mg de mMPEGs5000BTC (exceso quintuple de mPEGsgy BTC) a 4 ml de disolucion de lisozima (3
mg/ml en 50 mM de tampdn de fosfato sédico, pH 7,2) y se mezcld continuamente la mezcla a temperatura
ambiente. El analisis mediante electroforesis capilar (columna de 57 cm x 76 um; 30 mM tampon fosfato; voltaje de
funcionamiento de 25 kV) después de 4 horas mostré que permanecia un 6,94% de lisozima sin reaccionar, mientras
que se habia formado un 33,99% de mono- PEGada lisozima, un 43,11% de di- PEGada lisozima, un 13,03% de tri-
PEGada lisozima y un 2,92% de tetra- PEGada lisozima.

Ejemplo 5 (no dentro de las reivindicaciones)

Ester bencilico de acido PEGakpa-o-hidroxi-m-propidnico

Se afiadieron 1-hidroxibenzotriazola (0,30 g), 4-(dimetilamino)piridina (1,0 g), alcohol bencilico (10,8 g, 0,100 moles)
y 1,3-diciclohexilcarbodiimida (1,0 M de disolucién en cloruro de metileno, 7,5 ml, 0,0075 moles) a una disolucién de
acido PEG2kpa-a-hidroxi-e-propionico (10 g, 0,0050 moles) (Shearwater Corp.) en cloruro de metileno anhidro (100
ml). Se agité durante la noche la mezcla de reaccion a temperatura ambiente bajo argon. Entonces, se concentro la
mezcla a aproximadamente 50 ml, fue filtrada y afadida a 800 ml de dietil éter frio. El producto precipitado fue
filtrado y secado a una presion reducida. Produccion 8,2 g. NMR (d6-DMSO): 2,60 ppm (t, -CH2 — COO-), 3,51 ppm
(s, cadena principal de PEG), 4,57 ppm (t, -OH-), 5,11 ppm (s, -CHz- (bencilo)), 7,36 ppm (m, -CgHs (bencilo)).

Ejemplo 6 (no dentro de las reivindicaciones)

Ester bencilico de acido PEGa«pa-o-benzotriazola carbonato-o-propidnico

Se afiadieron piridina (0,98 ml) y di(1-benzotriazolil)carbonato (1,48 g) a una disolucion de éster bencilico de acido
7
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PEG2kpa-o-hidroxi-m-propiénico (8,2 g, 0,0025 moles) en acetonitrilo (82 ml), y se agité durante la noche la mezcla
de reaccidon a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de argon. Luego, se filtrd la mezcla y se evapor6 el
disolvente hasta conseguir la sequedad. El producto crudo fue disuelto en cloruro de metileno y fue precipitado con
alcohol isopropilo. El producto mojado fue secado a una presién reducida. Produccion 6,8 g. NMR (d6-DMSO): 2,60
ppm (t, -CH>-COO-), 3,51 ppm (s, cadena principal de PEG), 4,62 ppm (m, -CH2-O(C=0)-), 5,11 ppm (s, -CHz-
(bencilo)), 7,36 ppm (m, -CsHs (bencilo)), 7,60 ppm — 8,50 ppm (4 m, protones aromaticos de benzotriazola).
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento de preparacion de un derivado de aminoacido de un polimero no peptidico soluble en agua,
que comprende:

proporcionar un polimero no peptidico soluble en agua que tiene al menos un grupo hidroxilo terminal
seleccionado de entre el grupo que consiste en poli(alquilenglicol), poli(poliol oxietilado), poli(alcohol
olefinico), poli(vinilpirrolidona), poli(acido hidroxi-a), polifosfaceno, polioxazolina, poli(N-acriloilmorfolina) y
copolimeros, terpolimeros y mezclas de los mismos, y

hacer reaccionar el grupo hidroxilo terminal del polimero no peptidico soluble en agua con di(1-
benzotriazolil)carbonato para formar un éster de 1-benzotriazolilcarbonato del polimero no peptidico soluble
en agua, que comprende, ademas, la etapa de hacer reaccionar el éster de 1-benzotriazolilcarbonato del
polimero no peptidico soluble en agua con un aminoacido para formar un derivado de aminoacido.

El procedimiento de la Reivindicacion 1, en el que el polimero no peptidico soluble en agua es poli(etilenglicol).

El procedimiento de la Reivindicacion 2, en el que el poli(etilenglicol) tiene un peso molecular medio desde
aproximadamente 200 Da hasta aproximadamente 100.000 Da.

El procedimiento de la Reivindicacion 2, en el que el poli(etilenglicol) tiene un nimero de subunidades de 3-
4.000.

El procedimiento de la Reivindicacion 2, en el que el poli(etilenglicol) tiene un nimero de subunidades de 3-
2.000.

El procedimiento de la Reivindicacion 1, en el que el polimero no peptidico soluble en agua tiene desde
aproximadamente 2 hasta aproximadamente 300 terminaciones.

El procedimiento de la Reivindicacion 1, en el que el polimero no peptidico soluble en agua tiene la estructura
R-POLI-OH y el éster de 1-benzotriazoliicarbonato del polimero no peptidico soluble en agua tiene la
estructura

N
7
0 \
|/
R'— POLI o) C 0

en la que POLI es una cadena principal del polimero no peptidico soluble en agua y R’ es un grupo terminal o
un grupo funcional.

El procedimiento de la Reivindicacién 7, en el que POLI es poli(etilenglicol).

El procedimiento de la Reivindicacion 8, en el que el poli(etilenglicol) tiene un peso molecular medio desde
aproximadamente 200 Da hasta aproximadamente 100.000 Da.

El procedimiento de una cualquiera de las Reivindicaciones 7 a 9, en el que R’ es metoxi.

El procedimiento de una cualquiera de las Reivindicaciones 7 a 9, en el que R’ es un grupo funcional
seleccionado de entre el grupo que consiste en hidroxilo, hidroxilo protegido, éster activo, carbonato activo,
acetal, aldehido, hidratos de aldehido, alquenilo, acrilato, metacrilato acrilamida, sulfona activa, amina
protegida, hidrazida protegida, tiol, tiol protegido, acido carboxilico, acido carboxilico protegido, isocianato,
isotiocianato, maleimida, vinilsulfona, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, epéxido, glioxales, dionas,
mesilatos, tosilatos y tresilato.

El procedimiento de la Reivindicacion 1, en el que el polimero no peptidico soluble en agua tiene la estructura
HO-POLIa-R(POLIb-X)q y el éster de 1-benzotriazolilcarbonato del polimero no peptidico soluble en agua tiene
la estructura
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/
N o)
N

O0——C—0— POLlIa—R( POLIb-X)q

en la que POLIla y POLIb son cadenas principales de polimeros no peptidicos solubles en agua que pueden ser
los mismos o diferentes,

R es una molécula de nucleo central;
g es un numero entero desde 2 hasta aproximadamente 300; y
cada X es un grupo terminal o un grupo funcional.

El procedimiento de la Reivindicacion 12, en el que POLIa y POLIb son poli(etilenglicol).

El procedimiento de la Reivindicacion 13, en el que POLIa y POLIb tienen cada uno un peso molecular medio
desde aproximadamente 200 Da hasta aproximadamente 100.000 Da.

El procedimiento de una cualquiera de las Reivindicaciones 12 a 14, en el que cada X esta seleccionada de
manera independiente de entre el grupo que consiste en alcoxi, hidroxilo, hidroxilo protegido, éster activo,
carbonato activo, acetal, aldehido, hidratos de aldehido, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, sulfona
activa, amina protegida, hidrazida protegida, tiol, tiol protegido, acido carboxilico, acido carboxilico protegido,
isocianato, isotiocianato, maleimida, vinilsulfona, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, epoxido, glioxales,
dionas, mesilatos, tosilatos y tresilato.

El procedimiento de la Reivindicacion 13, en el que R esta derivado a partir de un poliol.

El procedimiento de la Reivindicacion 16, en el que el poliol esta seleccionado de entre el grupo que consiste
en glicerol, pentaeritritol y sorbitol.

El procedimiento de una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 17, en el que dicha etapa de reaccién se lleva a
cabo en un disolvente organico.

El procedimiento de la Reivindicacion 18, en el que el disolvente organico esta seleccionado de entre el grupo
que consiste en cloruro de metileno, cloroformo, acetonitrilo, tetrahidrofurano, dimetilformamida, dimetil
sulféxido, y mezclas de los mismos.

El procedimiento de una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 19, en el que dicha etapa de reaccién se lleva a
cabo en presencia de una base.

El procedimiento de la Reivindicacion 20, en el que la base esta seleccionada de entre el grupo que consiste
en piridina, dimetilaminopiridina, quinolina, trialquilaminas, y mezclas de las mismas.

El procedimiento de una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 21, en el que la relacién molar de di(1-
benzotriazolil)carbonato al polimero no peptidico soluble en agua es de aproximadamente 30:1 o menor.

El procedimiento de la Reivindicacién 1, en el que el aminoacido es lisina.

El procedimiento de la Reivindicacién 1, en el que el derivado del aminoacido tiene la estructura

10
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PEG o c NH ——(CH,), CH

NH

————e]

O

PEG

en la que PEG es poli(etilenglicol) y Z esta seleccionado de entre el grupo que consiste en H, N-succinimidilo o
1-benzotriazolilo.

El procedimiento de la Reivindicacion 24, que comprende ademas conjugar el derivado del aminoacido con una
proteina para formar un derivado polimérico de la proteina.

El procedimiento de la Reivindicacién 1, que comprende:

proporcionar una molécula de poli(etilenglicol) con un grupo hidroxilo terminal y un peso molecular medio
desde aproximadamente 200 Da hasta aproximadamente 100.000 Da y que tiene la estructura

R’-PEG-OH

en la que R’ es un grupo terminal o un grupo funcional; y hacer reaccionar el grupo hidroxilo terminal con di(1-
benzotriazolil)carbonato para formar un éster de 1-benzotriazolilcarbonato del poli(etilenglicol) que tiene la
estructura

N
4
0 \
|/
R'— PEG 0 C o)

en la que R’ es como se ha definido anteriormente.
El procedimiento de la Reivindicacion 26, en el que R’ es metoxi.

El procedimiento de la Reivindicacion 26, en el que R’ es un grupo funcional seleccionado de entre el grupo
que consiste en hidroxilo, hidroxilo protegido, éster activo, carbonato activo, acetal, aldehido, hidrato de
aldehido, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, sulfona activa, amina protegida, hidrazida protegida, tiol,
tiol protegido, acido carboxilico, acido carboxilico protegido, isocianato, isotiocianato, maleimida, vinilsulfona,
ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, epéxido, glioxal, diona, mesilato, tosilato y tresilato.
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