ES 2438216 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacion: 2 438 216
Gint. cl.;

A61K 47/48 (2006.01)
AG61P 35/02 (2006.01)
A61P 37/06 (2006.01)
A61P 7/02 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud europea:  11.03.2005 E 05715994 (9)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 23.10.2013  EP 1799267

Tl'tulo: Conjugados de hidroxialquilalmidon y una proteina

Prioridad: @ Titular/es:
11.03.2004 EP 04005849 FRESENIUS KABI DEUTSCHLAND GMBH
11.03.2004 US 552174 P (100.0%)
06.08.2004 WO PCT/EP2004/008821 ELSE-KRONER-STRASSE 1
09.08.2004 AR P040102853 61352 BAD HOMBURG, DE
@ Inventor/es:
Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la EICHNER. WOLERAM:
traduccioén de la patente: ! L
16.01.2014 SCHIMMEL, MARTIN;

HACKET, FRANK;
KRAUS, ELMAR,;
ZANDER, NORBERT;
FRANK, RONALD;
CONRADT, HARALD;
LANGER, KLAUS;
ORLANDO, MICHELE y
SOMMERMEYER, KLAUS

Agente/Representante:
ZUAZO ARALUZE, Alexander

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2438216713

DESCRIPCION
Conjugados de hidroxialquilalmidén y una proteina

La presente invencion se refiere a conjugados de hidroxialguilalmidén y una proteina estando formados estos
conjugados por un enlace covalente entre el hidroxialquilalmidén o un derivado del hidroxialquilalmidén y la proteina.
La presente invencion también se refiere al método de produccion de estos conjugados y al uso de estos
conjugados.

Se acepta generalmente que la estabilidad de proteinas puede mejorarse y la respuesta inmunitaria contra estas
proteinas se reduce cuando estas proteinas se acoplan a moléculas poliméricas. El documento WO 94/28024 da a
conocer que proteinas fisiolégicamente activas modificadas con polietilenglicol (PEG) presentan inmunogenicidad y
antigenicidad reducidas y circulan en el torrente sanguineo considerablemente mas tiempo que proteinas no
conjugadas, es decir, tienen una tasa de aclaramiento reducida.

El documento WO 02/09766 da a conocer, entre otros, compuestos de proteina-polimero biocompatibles que se
producen mediante conjugacion de una proteina biolégicamente activa con un derivado de polimero biocompatible.
Los polimeros biocompatibles usados son polimeros ramificados altamente reactivos, y los conjugados resultantes
contienen un ligador largo entre el derivado de polimero y la proteina. Como polimeros biocompatibles, se describen
polimeros de formula (P-OCH,CO-NH-CHR-CO-),-L-Qk-A, en la que P y Q son residuos poliméricos y k puede ser 1
6 0. Para P y Q, se mencionan polietilenglicol, polipropilenglicol, polioxietileno, politrimetilenglicol, poli(acido lactico) y
sus derivados, poli(acido acrilico) y sus derivados, poliaminoécido, poli(alcohol vinilico), poliuretano, polifosfazeno,
poli(L-lisina), poli(6xido de alquileno), poliacrilamida y polimeros solubles en agua tales como dextrano o
polisacarido. Como proteinas, entre otras, se mencionan interferones alfa, beta y gamma, factores sanguineos,
citocinas tales como interleucinas, G-CSF, GM-CSF. En los ejemplos del documento WO 02/09766, sélo se dan a
conocer derivados de mono-, di- y tri-polietilenglicol que estan acoplados exclusivamente a interfer6n y factor de
crecimiento epidérmico, y hormona de crecimiento humana.

El documento WO 94/01483 da a conocer conjugados de polimeros biocompatibles que se forman uniendo
covalentemente un polimero biolégicamente inactivo o derivado de polimero con un polimero hidréfilo sintético,
farmacéuticamente puro por medio de tipos especificos de enlaces quimicos. Como polimeros que se producen de
manera natural y derivados de los mismos, se dan a conocer polisacaridos tales como acido hialurénico,
proteoglucanos tales como sulfatos de condroitina A, B y C, quitina, heparina, sulfato de heparina, dextranos tales
como ciclodextrano, hidroxietilcelulosa, éter de celulosa y almidén, lipidos tales como triglicéridos y fosfolipidos.
Como polimeros sintéticos, entre otros, se describe que el polietileno y los derivados del mismo tienen un peso
molecular promedio de desde aproximadamente 100 hasta aproximadamente 100.000. Como proteinas unidas al
polimero o el derivado de polimero, se describen citocinas y factores de crecimiento, incluyendo interferones,
factores de necrosis tumoral, interleucinas, factores estimulantes de colonias, factores de crecimiento tales como
extracto de factor osteogénico, factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento transformante, factor de
crecimiento derivado de las plaquetas, factor de crecimiento de fibroblastos &cido y otros se dan a conocer. En todos
los ejemplos de trabajo del documento WO 94/01483, se usan derivados de polietilenglicoles como polimero.

El documento WO 96/11953 da a conocer compuestos proteicos modificados quimicamente en el extremo N-
terminal y métodos de su produccion. Especificamente, se describen composiciones de G-CSF que resultan del
acoplamiento de un polimero soluble en agua con el extremo N-terminal de G-CSF. En el contexto del documento
WO 96/11953, también se da a conocer interferones consenso acoplados en el extremo N-terminal a polimeros
solubles en agua. Aunque se enumera una amplia variedad de polimeros solubles en agua en el documento WO
96/11953 (por ejemplo copolimeros de etilenglicol y propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, poli(alcohol
vinilico), polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido maleico,
poliaminoacidos (o bien homopolimeros o bien copolimeros al azar), poli(n-vinilpirrolidona)polietilenglicol,
homopolimeros de polipropilenglicol, copolimeros de poli(6xido de propileno)/oxido de etileno o polioles
polioxietilados), sélo se describen composiciones de IFN consenso o G-CSF pegilado en los ejemplos de trabajo del
documento WO 96/11953.

El documento WO 97/30148 se refiere a conjugados de polipéptido con alergenicidad reducida que comprenden una
molécula portadora polimérica que tiene dos o mas moléculas de polipéptido acopladas a la misma. Estos
conjugados son preferiblemente parte de composiciones usadas en el mercado del cuidado personal. Dichos
conjugados se producen activando una molécula portadora polimérica, haciendo reaccionar dos 0 mas moléculas de
polipéptido con la molécula portadora polimérica activada y bloqueando grupos activos residuales en el conjugado.
Como molécula portadora polimérica, se enumera una gran variedad en el documento WO 97/30148, incluyendo
diferentes grupos de compuestos tales como homopolimeros naturales o sintéticos tales como polioles, poliaminas,
poli(acidos carboxilicos) y heteropolimeros que comprenden al menos dos grupos de unién diferentes. Se
proporcionan ejemplos que comprenden PEG en estrella, PEG ramificados, poli(alcoholes vinilicos), policarboxilatos,
polivinilpirrolidonas y poli-D,L-aminoacidos. Entre otros, se dan a conocer también dextranos tales como
carboximetildextrano, celulosas tales como hidroxietilcelulosa o hidroxipropilcelulosa, hidrolizados de quitosano,
almidones tales como hidroxietilalmidones o hidroxipropilalmidones, glucégeno, agarosa, goma guar, inulina,
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pululano, goma xantana, carragenanos, pectina, acido alginico. Como polipéptidos, sélo se dan a conocer algunas
enzimas explicitamente.

Baldwin, J.E. et al., Tetrahedron, vol. 27 (1981), pags. 1723-1726 describen la modificacion quimica de dextrano e
hidroxietilalmidén para dar polimeros sustituidos con aldehido que se dejan reaccionar con hemoglobina para dar
hemoglobinas unidas a polimeros solubles. Se mostr6 que éstas podian unirse a oxigeno, pero experimentos de
perfusién cardiaca indicaron claramente que las hemoglobinas unidas a polimeros no eran adecuadas para su uso
como sustitutos sanguineos.

El documento WO 99/49897 describe conjugados de hemoglobina formados haciendo reaccionar polisacaridos tales
como dextrano o hidroxietilalmidén con grupos amino de la hemoglobina. Como grupos funcionales del polisacarido,
se usan grupos aldehido producidos mediante apertura oxidativa del anillo de sacarido. Como agente reductor
preferido usado, se da a conocer borano-dimetilamina. Ademas, el documento WO 99/49897 se limita
exclusivamente a hemoglobina.

El documento WO 03/074087 se refiere a un método de acoplamiento de proteinas a un polisacéarido modificado
derivado de almiddn. La accidon de union entre la proteina y el polisacarido, hidroxialquilalmidén, es un enlace
covalente que se forma entre el grupo aldehido terminal o un grupo funcional que resulta de la modificacién quimica
de dicho grupo aldehido terminal de la molécula de hidroxialquilalmidon, y un grupo funcional de la proteina. Como
grupo reactivo de la proteina, se dan a conocer grupos amino, grupos tio y grupos carboxilo, y no se mencionan
grupos aldehido de la proteina. Ademas, aunque se proporciona una gran variedad de posibilidades de diferentes
enlaces en forma de muchas listas, incluyendo diferentes grupos funcionales, diferentes moléculas de ligador
tedricamente adecuadas y diferentes procedimientos quimicos, los ejemplos de trabajo describen sélo dos
alternativas: en primer lugar, se usa un hidroxietilalmidon oxidado y se acopla directamente a proteinas usando
activacion con etildimetilaminopropilcarbodiimida (EDC), o se usa un hidroxietilalmidon no oxidado y se acopla
directamente a una proteina que forma una base de Schiff que posteriormente se reduce para dar la amina
respectiva. Por tanto, los ejemplos de trabajo del documento WO 03/074087 no dan a conocer un Unico conjugado
acoplado mediante un grupo tio o un grupo carboxilo a la proteina, ni describen un conjugado que comprende
hidroxietilalmidén, la proteina, y una o0 mas moléculas de ligador.

El documento WO 02/080979 se refiere a conjugados de hidroxialquilalmidén y un agente activo, estando el
hidroxialquilalmidén o bien directamente unido covalentemente al agente activo o bien opcionalmente por medio de
un ligador. Antes del acoplamiento, el hidroxialquilalmidén se oxida selectivamente en el extremo reductor. El
documento WO 02/080979 se refiere ademas a métodos para la produccién de un conjugado de HAS-agente activo
covalente, mediante los cuales se hacen reaccionar HAS y un agente activo en un medio de reaccion, caracterizado
porgue el medio de reaccién es agua 0 una mezcla de agua y un disolvente organico, que comprende al menos el
10% en peso de agua.

Casi toda la bibliografia referente a técnicas de acoplamiento de un polimero a una proteina describe métodos de
pegilacion y proteinas pegiladas (por ejemplo interferones alfa, interferones beta). A pesar del progreso de los
métodos de acoplamiento y el uso de moléculas de PEG monofuncionales, una desventaja general de los farmacos
pegilados es que la ruta de metabolizacién de PEG como polimero no natural no se conoce en detalle.

Algunas de las patentes describen la modificacion de interferon mediante sustitucién de aminoacidos, aumento de la
glicosilacion o formacién de multimeros. Estos métodos requieren altos esfuerzos tecnoldgicos (técnicas
recombinantes) y podrian dar como resultado nuevas entidades que son notablemente diferentes de las proteinas
naturales (por ejemplo interferdn) y podrian presentar propiedades diferentes.

Ademas, se ensefia en la técnica descrita la formacién, por ejemplo, de complejos entre IFN-beta y polisacaridos
mediante complejacién con metales. Sin embargo, los complejos no son tan estables como los conjugados
covalentes y contienen iones metdlicos (por ejemplo Zn2+), lo que podria tener efectos secundarios no deseados.

Por tanto, era un objeto de la presente invencién superar las desventajas mencionadas anteriormente de estas
técnicas de conjugacién y proporcionar conjugados de interferon beta basados en un polimero bien definido,
biodegradable, soluble en agua, que se acopla covalentemente a la proteina.

Era otro objeto de la presente invencion superar las desventajas mencionadas anteriormente de estas técnicas de
conjugacion y proporcionar conjugados de interferén alfa basados en un polimero bien definido, biodegradable,
soluble en agua, que se acopla covalentemente a la proteina.

Era aun otro objeto de la presente invencion superar las desventajas mencionadas anteriormente de estas técnicas
de conjugacion y proporcionar conjugados de AT Ill basados en un polimero bien definido, biodegradable, soluble en
agua, que se acopla covalentemente a la proteina.

Era todavia otro objeto de la presente invencién superar las desventajas mencionadas anteriormente de estas
técnicas de conjugacién y proporcionar conjugados de GM-CSF basados en un polimero bien definido,
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biodegradable, soluble en agua, que se acopla covalentemente a la proteina.

Era aln un objeto adicional de la presente invencion superar las desventajas mencionadas anteriormente de estas
técnicas de conjugacion y proporcionar conjugados de A1AT y/o tPA y/o APC ylo factor VIl y/o factor VIII y/o factor
IX basados en un polimero bien definido, biodegradable, soluble en agua, que se acopla covalentemente a la
proteina.

Es un objeto adicional de la presente invencion proporcionar métodos de produccién de estos conjugados.

Por tanto, la presente invencion se refiere a un método para preparar un conjugado que comprende una proteina y
un polimero, en el que el polimero es un hidroxialquilalmidon (HAS), comprendiendo el método introducir al menos
un grupo funcional A, en el que A es un grupo carboxilo reactivo, en el polimero para dar un derivado de polimero
haciendo reaccionar al menos un grupo hidroxilo del polimero cuyo extremo reductor no esta oxidado, con un diéster
carbonico para dar el grupo carboxilo reactivo A, y hacer reaccionar al menos un grupo funcional A del derivado de
polimero con al menos un grupo funcional Z de la proteina y formar de ese modo un enlace covalente, en el que Z
es un grupo amino, y en el que la proteina se selecciona del grupo que consiste en IFN alfa, IFN beta, GM-CSF,
APC, tPA, A1AT, AT lll, factor VII, factor VIl y factor IX.

Por consiguiente, la presente invencion también se refiere a un conjugado tal como puede obtenerse segun el
método descrito anteriormente.

Las proteinas que pueden conjugarse segun la invencidon pueden caracterizarse tal como sigue:

Los interferones son citocinas que median en actividades antivirales, antiproliferativas e inmunomoduladoras en
respuesta a infeccion viral y otros inductores biolégicos. En contraposicion a IFN alfa, IFN beta es altamente
especifico de especie. Hay dos subtipos de IFN beta, IFN beta 1a e IFN beta 1b. Cuando se lleva a produccién
industrial, entonces la principal diferencia entre IFN beta 1a e IFN beta 1b son los sistemas celulares respectivos
utilizados para su produccién con consecuencias para la glicosilacién y el nimero de amino&cidos. IFN beta l1a se
produce por células de mamifero y recibe la designacién 1a porque su secuencia de aminoacidos es idéntica a la del
interferon beta que se produce de manera natural. IFN beta 1b se produce por bacterias. Los interferones, como la
mayoria de las otras proteinas de mamiferos, se modifican postraduccionalmente mediante glicosilacién. Sin
embargo, las bacterias carecen de la capacidad para glicosilar proteinas y por tanto 1FN beta 1b no incluye las
cadenas laterales de hidratos de carbono encontradas en el material natural. IFN beta la tiene 166 aminoacidos y
un peso molecular de aproximadamente 22.500 D, IFN beta 1b tiene 165 aminoacidos y un peso molecular de
aproximadamente 18.500 D, debido a que la metionina N-terminal falta en IFN beta 1b asi como la glicosilacién
debido al método de produccion bacteriano. La secuencia de aminoécidos de interferon beta humano se facilita, por
ejemplo, en el documento EP 0 218 825 Al. La estructura cristalina de interferén beta se notificé en: Proc. Natl.
Acad Sci. USA 94 (1997) pags. 11813-11818, Biochemistry, Karpusas M, Nolte M, Benton CB, Meier W, Lipscomb
WN, Goelz S. Preparaciones comerciales de interferon beta son Betaseron (IFN beta 1b), Avonex y Rebif (IFN beta
la). El interferédn beta 1b se fabrica mediante fermentacion bacteriana de una cepa de E. coli que lleva un plasmido
modificado por ingenieria genética que contiene el gen para interferon betaseR17 humano. El gen nativo se obtuvo de
fibroblastos humanos y se alter6 de un modo que sustituye el residuo de cisteina encontrado en la posicién 17 por
serina. El interferén beta la se produce mediante tecnologia de ADN recombinante usando células de ovario de
hamster chino (CHO) modificadas por ingenieria genética en las que se ha introducido el gen de interferén beta
humano. La secuencia de aminoacidos de IFN beta l1a es idéntica a la de interferon beta humano derivado de
fibroblastos naturales. El interferén beta y interferén beta 1a naturales estan glicosilados conteniendo cada uno un
Unico resto de hidrato de carbono complejo unido a N en la Asn80. Los farmacos de interferén beta estan indicados
para el tratamiento de esclerosis multiple remitente recidivante. Sin embargo, hay muchos efectos secundarios
graves relacionados con la administraciéon de los productos farmacolégicos de interferon beta. Ademas, se
administran mediante inyeccion (intramuscular o por via subcutanea), conduciendo a riesgos adicionales. La
reduccion de los efectos secundarios y una administracion mas facil (por ejemplo menos frecuente) son el motivo por
el que se realiza mucho trabajo de desarrollo para mejorar las propiedades de IFN beta. La modificacion de
proteinas con polimero es una técnica que se aplica para mejorar las propiedades de las proteinas. La técnica usada
principalmente es la modificacién de interferén con polietilenglicol, conocida como pegilacion.

Se producen de manera natural formas de IFN alfa por monocitos/macrofagos, células linfoblastoides, fibroblastos y
varios tipos de células diferentes tras induccién por virus, acidos nucleicos, hormonas glucocorticoides y otros
inductores. Se conocen al menos 23 variantes diferentes de IFN alfa. Las proteinas individuales tienen masas
moleculares de entre 19-26 kD y consisten en proteinas con longitudes de 156-166 6 172 aminoacidos. Todos los
subtipos de IFN alfa presentan una regién de secuencia conservada comun entre las posiciones de aminoacido 115-
151 mientras que los extremos amino-terminales son variables. Muchos subtipos de IFN alfa difieren en sus
secuencias s6lo en una o dos posiciones. Se forman enlaces disulfuro entre cisteinas en las posiciones 1/98 y
29/138. El enlace disulfuro 29/138 es esencial para la actividad bioldgica mientras que el enlace 1/98 puede
reducirse sin afectar a la actividad biolégica. Todas las formas de IFN alfa contienen un posible sitio de glicosilacion
pero la mayoria de los subtipos no estan glicosilados. En contraposicion a IFN gamma, las proteinas de IFN alfa son
estables a un pH de 2. La produccion industrial de IFN alfa se realiza usando E. coli modificada por ingenieria
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genética. Debido a que las bacterias carecen de la capacidad para glicosilar proteinas, las dos variantes de IFN alfa
(IFN alfa 2a e IFN alfa 2b), que se usan en productos farmacol6gicos aprobados, estdn ambas no glicosiladas. Una
desventaja principal de IFN alfa convencional son los efectos secundarios. Se ha realizado mucho trabajo en la
mejora de farmacos de interferén alfa, que estan indicados para el tratamiento de hepatitis C. La modificacion de
proteinas con polimero es una técnica que se aplica para mejorar las propiedades de las proteinas. La técnica usada
principalmente es la modificacion de interferén con polietilenglicol, conocida como pegilacion. Dos variantes
pegiladas disponibles comercialmente de IFN-alfa son PEGIntron (SP) y Pegasys (Roche).

La antitrombina Il (AT Ill) es un inhibidor de serina proteasa que inhibe trombina y factor Xa (Travis, Annu. Rev.
Biochem. 52: 655, 1983). En un menor grado, también se inhiben factor IXa, Xla, Xlla, tPA, urocinasa, tripsina,
plasmina y calicreina (Menache, Semin. Hematol. 28:; 1, 1991; Menache, Transfusion 32: 580, 1992; Lahiri, Arch.
Biochem. Biophys. 175: 737, 1976). Se sintetiza AT Ill humana en el higado como una glicoproteina de una Unica
cadena de 432 aminoacidos con un peso molecular (PM) de aproximadamente 58.000 D. Su concentracién
plasmatica normal esta dentro del intervalo de 14-20 mg/dl (Rosenberg, Rev. Hematol. 2: 351, 1986; Murano,
Thromb. Res. 18: 259, 1980). La proteina lleva tres puentes disulfuro (Cys 8-128, Cys 21-95, Cys 247-430) y cuatro
cadenas de hidrato de carbono unidas a N (Asn 96, -135, -155, -192) que representan el 15% de la masa total
(Franzen, J. Biol. Chem. 255: 5090, 1980; Peterson, The Physiological Inhibitions of Blood Coagulation and
Fibrinolysis, Elsevier/North-Holland Biomedical Press 1979, p. 43). La antitrombina es un inhibidor de serina
proteinasa del tipo serpina que es de importancia principal en el control de la coagulacion sanguinea. AT Il es el
anticoagulante endégeno méas abundante que circula en el plasma humano y participa en la regulacién de la
coagulaciéon en estados tanto fisiolégicos como patolégicos (Opal, Crit. Care Med. 2002, 30: 325). Circula en dos
formas con baja capacidad inhibidora de trombina (Pike, J. Biol. Chem. 272: 19562, 1997; Ersdal-Badju, Fed. Proc.
44: 404, 1985) (el 85-95% de la isoforma alfa con cadenas de oligosacéaridos biantenarias, mono- y di-sialiladas, el 5-
15% es la isoforma beta de alta afinidad por heparina que carece de glicosilacion en Asn 135, enlace acido sidlico
2-6 terminal). Una pequefia fraccion de la AT Il circulante esta unida normalmente a proteoglicanos en la superficie
de células endoteliales vasculares. Estos proteoglicanos son predominantemente heparan sulfato, una molécula
similar estructuralmente a la heparina, que puede catalizar la inhibicion de la trombina del mismo modo que la
heparina. La unién de AT Il a unidades pentasacaridicas bien definidas de la heparina provoca un cambio
conformacional de la proteina (Choay, Ann. NY Acad. Sci. 370: 644, 1981; Choay, Biochem. Biophys. Res. Commun.
116: 492, 1983; Olson, J. Biol. Chem. 266: 6353, 1991; Bauer, Semin. Hematol. 28: 10, 1991; Carell, Thromb.
Haemost. 78: 516, 1997). Esta unidn cataliza un aumento de 1000 veces de la actividad inhibidora de AT Il hacia
trombina y factor Xa (Rosenberg, Fed. Proc. 44: 404, 1985; Bjork, Antithrombin and related inhibitors of coagulation
proteinases en Barett, Salvesen (eds.): Proteinase Inhibitors, vol. 17, Amsterdam, Paises Bajos Elsevier Science
Publishers (Biomedical Devision) 1986 p. 489; Olson, J. Biol. Chem. 267: 12528, 1992). Esta localizacién de una
fraccion de la AT en la superficie endotelial, en la que se generan comUnmente enzimas de la cascada de
coagulacion intrinseca, permite que AT Il neutralice rapidamente estas enzimas hemostaticas y proteja superficies
naturales de la formacion de trombos. Por tanto, la propiedades clave de AT Il en la prevencién de acontecimientos
trombdticos son su capacidad para unirse al catalizador heparina, experimentar el cambio conformacional que altera
sus propiedades inhibidoras y unirse irreversiblemente a trombina o factor Xa inhibiendo de ese modo sus
actividades. AT Il también tiene propiedades antiinflamatorias, varias de las cuales resultan de sus acciones en la
cascada de coagulacion (Roemisch, Blood Coagul Fibrinolysis. 2002, 13: 657). Proteasas de coagulacion activadas
como trombina y factor X activados contribuyen a la inflamacion, por ejemplo mediante la liberacion de mediadores
proinflamatorios. La inhibicion de estas proteasas por AT IIl impide su interaccion especifica con células y
reacciones posteriores (Roemisch, Blood Coagul Fibrinolysis. 2002, 13: 657). Las propiedades antiinflamatorias de
AT Ill independientes de coagulacion implican interacciones directas con células que conducen a la liberacién de,
por ejemplo, prostaciclina. La unién de AT Il a un receptor celular recientemente identificado, sindecano-4, conduce
a la interferencia con la sefial intracelular inducida por mediadores como lipopolisacaridos y, de ese modo, a una
modulacién por disminucion de la respuesta inflamatoria (Roemisch, Blood Coagul Fibrinolysis. 2002, 13: 657).
Ademas del andlisis de la estructura de AT lIlI libre, se han realizado muchos estudios que evalGan los sitios de
complejacion para unidades oligosacaridicas de la heparina debido a la importancia del complejo heparina-AT lI
para la funcion fisiolégica de AT IlIl (Choay, Ann. NY Acad. Sci. 370: 644, 1981; Choay, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 116: 492, 1983; Olson, J. Biol. Chem. 266: 6353, 1991; Bauer, Semin. Hematol. 28: 10, 1991; Carell,
Thromb. Haemost. 78: 516, 1997). Puede producirse AT Ill siguiendo técnicas de fraccionamiento de plasma
humano clasicas. Se usa cromatografia de afinidad (heparina-sepharose) usando la alta afinidad de la heparina por
AT Il seguido por tratamiento térmico para la inactivacion de virus para la separacion del plasma. Alternativas méas
recientes disponibles para la produccion de AT Il son técnicas de produccion recombinantes que proporcionan un
acceso MAas seguro a esta proteina terapéutica (Levi, Semin Thromb Hemost 27: 405, 2001). ATryn™ es una AT Il
humana recombinante (rh AT lIl) producida por Genzyme Transgenics Corp. (GTC) en cabras transgénicas. Se han
realizado investigaciones detalladas que comparan las propiedades estructurales y funcionales de tanto AT IlI
derivada de plasma (ph AT IIl) como rh AT IIl (Edmunds, Blood, 91: 4561, 1998). Basandose en estos experimentos,
rh AT Il es idéntica estructuralmente a ph AT Il con la excepcién de la glicosilacion. Se encontraron estructuras de
oligomanosa en Asn 155 del material producido de manera transgénica mientras que se detectan estructuras
complejas en el caso de la proteina derivada de plasma. Algunas de las unidades de galactosa de la pd AT Il se
sustituyen por unidades de GalNac en la rh AT lll. Otra diferencia es un grado de fucosilacién superior en rh AT Il
Finalmente, el patron de sialilacion de ambas proteinas difiere de dos modos: la rh AT IIl esta menos sialilada y
contiene acidos N-acetil- asi como N-glicolilneuraminicos. Esta diferencia estructural entre las dos partes de hidrato
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de carbono de ambas moléculas también da como resultado propiedades bioquimicas diferentes. Estan disponibles
los siguientes farmacos de AT Il en el mercado hospitalario europeo. (Fuente: IMS-ATC group 2001): Kybernin
(Aventis Behring), AT Il (Baxter, Grifols), Atenativ (Pharmacia), Aclotine (LFB), Grifols (Anbin).

El factor VIl participa en la cascada de coagulacion sanguinea intrinseca de proteinasas y promueve la hemostasia
activando la ruta extrinseca de la cascada de coagulacion. F VII se convierte en el factor Vlla mediante el factor Xa,
factor Xlla, factor IXa o trombina mediante protedlisis menor. En presencia de factor tisular e iones calcio, el factor
Vlla convierte entonces el factor X en el factor Xa mediante protedlisis limitada. El factor Vlla también convertira el
factor IX en el factor IXa en presencia de factor tisular y calcio. El factor VII es una glicoproteina dependiente de
vitamina K que consiste en 406 residuos de aminoéacido (PM 50 kDalton). El factor VIl se produce o bien mediante
extraccién convencional a partir de plasma humano donado o bien, mas recientemente, usando sistemas
recombinantes. Novo Nordisk usa células de rifion de cria de hamster (BHK) para la produccién de NovoSeven®. Se
expresa como proteina monocatenaria de 406 aminoacidos con un peso molecular nominal de 55 kDa (Thim, L. et
al., Biochemistry 27: 7785-7793 (1988). La molécula lleva cuatro cadenas laterales de hidrato de carbono. Dos
cadenas laterales de hidrato de carbono unidas a O en Ser 52, 60 y dos cadenas laterales de hidrato de carbono
unidas a N en Asn 145, 322 (Thim, L. et al., Biochemistry 27: 7785-7793 (1988).

El factor VIII participa en la cascada de coagulacion sanguinea intrinseca de proteinasas y sirve como cofactor en la
reaccion del factor 1Xa que convierte el factor X en la forma activa, factor Xa, que en ultima instancia conduce a la
formacion de un coagulo de fibrina. Una carencia o la inestabilidad del factor VIII conduce a hemofilia A, un trastorno
de la coagulacion ligado al cromosoma x recesivo comun. La frecuencia de la hemofilia A es de 1-2 en 10.000
nacimientos de varones en todos los grupos étnicos. Los pacientes o bien expresan niveles de factor VIII muy por
debajo de los normales o bien pertenecen al denominado grupo de pacientes positivos para mrc (material de
reaccion cruzada) (aproximadamente el 5% de los pacientes) que tienen una cantidad considerable de factor VIII en
su plasma (al menos el 30% de la normal), pero la proteina no es funcional. Aproximadamente el 50% de todos los
pacientes tienen hemofilia A grave con una actividad del factor VIII de menos del 1% de la normal; tienen
hemorragias espontaneas frecuentes en articulaciones, musculos y 6érganos internos.

La hemofilia A leve, que se produce en el 30-40% de los pacientes, esta asociada con una actividad del 5-30% de la
normal. La hemorragia se produce solo tras una cirugia o un traumatismo significativos. La hemofilia A
moderadamente grave se produce en aproximadamente el 10% de los pacientes; en este caso, la actividad del
factor VIII es del 2-5% de la normal, y la hemorragia se produce tras un traumatismo menor. La semivida in vivo
humana de factor VIIl es de habitualmente 10-15 horas pero no se ha indicado que la cinética de liberacion,
estabilidad y degradacion esté también influenciada por otro factor, el factor de van Willebrand.

El factor VIl se produce o bien mediante extraccion convencional a partir de plasma humano donado o bien, méas
recientemente, usando sistemas recombinantes. Bayer usa células de rifibn de cria de hadmster (BHK) para la
produccién de Kogenate, mientras que Baxter usa células de ovario de hamster chino (CHO) para su producto
Recombinate, como proteina monocatenaria completa de 2351 aminoacidos con un peso molecular nominal de
267 kDa (Toole et al., 1984, Nature 312: 342) o en diferente versiones, en la que el dominio B completo o partes del
mismo se delecionan con el fin de tener un producto que es mas estable y proporciona un rendimiento superior en
produccién (Bhattacharyya et al. 2003, CRIPS 4/3: 2-8). El producto de precursor se procesa para dar dos cadenas
polipeptidicas de 200 y 80 kDa en el aparato de Golgi y las dos cadenas que se mantienen juntas mediante ién/iones
metalico(s) se expresan en la sangre (Kaufman et al., 1988, J. Biol. Chem., 263: 6352).

La actividad procoagulante requiere escision por trombina adicional para producir fragmentos de 54 kDa y 44 kDa de
la cadena pesada mas un fragmento de cadena ligera de 72 kDa (Aly et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA: 4933).
En concentrados de factor VIII derivados de plasma humano, se han descrito por tanto varias formas de factor VIl
completamente activas fragmentadas (Anderson et al., 1986, Proc. Natl. Acad, Sci. 83: 2979).

Un efecto secundario comin de la administracion de factor VIII plasmatico o recombinante son reacciones
inmunolégicas en un nimero bastante grande de pacientes (hasta el 30%), que disminuyen el valor terapéutico. En
el pasado, se iniciaron varios intentos de producir tolerancia en los pacientes mediante induccion de tolerancia oral
pero los resultados no fueron demasiado esperanzadores. Se han propuesto nuevos medios genéticos de induccion
de tolerancia pero aun no han encontrado una aplicacion extendida. Se espera que una proteina hesilada tenga un
grado inferior de inmunogenicidad y por tanto pueda reducir esta complicacién.

El factor VIII es muy rico en residuos de lisina (mas de 220 de los 2350 aminoacidos en total; véase el anexo 1), que
podrian usarse para el enfoque de aminacién reductora.

El factor IX es una proteina plasmatica dependiente de vitamina K que participa en la ruta intrinseca de la
coagulaciéon sanguinea convirtiendo el factor X en su forma activa en presencia de iones Ca (2+), fosfolipidos y
factor Vllla. El factor IX es una glicoproteina con una masa molecular aproximada de 55.000 Da que consiste en 415
aminoacidos en una Unica cadena (Yoshitake S. et al., Biochemistry 24: 3736-3750 (1985)). El factor IX se produce o
bien mediante extraccion convencional a partir de plasma humano donado o bien, mas recientemente, usando
sistemas recombinantes. Wyeth usa células de ovario de hamster chino (CHO) para la produccion de BeneFIX°®.
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Tiene una secuencia de aminoacidos primaria que es idéntica a la forma alélica Ala 148 del factor IX derivado del
plasma, y tiene caracteristicas estructurales y funcionales similares a las del factor IX enddgeno. La proteina lleva
ocho cadenas laterales de hidrato de carbono. Seis cadenas laterales de hidrato de carbono unidas a O en Ser 53,
61 y en treonina 159, 169, 172, 179 y dos cadenas laterales de hidrato de carbono unidas a N en Asn 157, 167
(Yoshitake S. et al., Biochemistry 24: 3736-3750 (1985); Balland A. et al., Eur J Biochem. 1988; 172 (3): 565-72).

El factor estimulante de las colonias de granulocitos y macréfagos humano (hGM-CSF) es un factor de actuacion
temprana esencial para la regulacién y diferenciacion de células progenitoras hematopoyéticas asi como para la
estimulacion de la activacion funcional de poblaciones de células maduras. Se ha clonado y expresado en células de
levaduras, bacterias, insectos, vegetales y de mamiferos, dando como resultado una proteina que varia en
estructura, composicion, semivida sérica y funciones in vivo (Donahue, R. E.; Wang, E. A.; Kaufman, R. J.; Foutch,
L.; Leary, A. C.; Witek-Giannetti, J. S.; Metzeger, M.; Hewick, R. M.; Steinbrink, D. R.; Shaw, G.; Kamen, R.; Clark, S.
C. Effects of N-linked carbohydrates on the in vivo properties of human GM-CSF. Cold Spring Harbor Sump. Quant.
Biol. 1986, 51, pags. 685-692). hGM-CSF natural y derivado de células de mamifero es una proteina de 127
aminoéacidos y contiene tanto N- como O-glicanos. Es altamente heterogénea debido a los diferentes estados de
ocupacioén de uno o dos sitios de N-glicosilacién y el/los sitio(s) de O-glicosilacion (Cebon, J.; Nicola, N.; Ward, M.;
Gardner, |.; Dempsey, P.; Layton, J.; Durhrsen, U.; Burgess, A.; Nice, E.; Morstyn, G. Granulocyte-macrophage
colony stimulating factor from human lymphocytes. The effect of glycosylation on receptor binding and biological
activity. J Biol. Chem. 1990, 265, 4483-4491; Kaushansky, K.; O’'Hara, P. J.; Hart, C. E.; Forstran, J. W.; Hagen, F. S.
Role of carbohydrate in the function of human Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor. Biochemishy
1987, 26, pags. 4861-4867; Armitage, J. O.; Emerging applications of recombinant human granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor. Blood 1998, 92, pags. 4491-4508). Esta linfocina es de interés clinico debido a su potencial
en el tratamiento de leucemia mieloide y su capacidad para estimular la produccién de granulocitos y macréfagos en
pacientes que padecen inmunodeficiencia o que se suprimen por enfermedad o radiacién y/o quimioterapia (revisado
por Moonen, P.; Mermod, J.J.; Ernst, J.F.; Hirschi, M.; DeLamarter, J.F. Increased biological activity of deglycosilated
recombinant human granulocyte-macrophage colony-stimulating factor produced by yeast or animal cells. Proc. Natl.
Acad. Sci. US. 1987, 84, pags. 4428-4431). Varios estudios han sugerido que hGM-CSF que carece de hidrato de
carbono unido a N tiene una actividad especifica significativamente superior in vitro en comparacion con la citocina
recombinante nativa (Armitage, J. O.; Emerging applications of recombinant human granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor. Blood 1998, 92, pags. 4491-4508; Okamoto, M.; Nakai, M.; Nakayama, C.; Yanagi, H.; Matsui, H.;
Noguchi, H.; Namiki, M.; Sakai, J.; Kadota, K.; Fukui, M.; Hara, H. Purification and characterization of three forms of
diferentely glycosilated recombinant human Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor. Arch. Biochem.
Biophys. 1991, 286, pags. 562-568; Hovgaard, D.; Mortensen, B. T.; Schifter, S.; Nissen, N. I. Clinical
pharmacokinetic studies of a human haemopoietic growth factor, GM-CSF. Eur. J. Clin. Inv. 1992, 22, pags. 45-49).
Sin embargo, hay numerosas pruebas que apoyan el papel clave de las cadenas de hidrato de carbono en las
funciones de hGM-CSF, tales como farmacocinética (Cebon, J.; Nicola, N.; Ward, M.; Gardner, I.; Dempsey, P.;
Layton, J.; Durhrsen, U.; Burgess, A.; Nice, E.; Morstyn, G. Granulocyte-macrophage colony stimulating factor from
human lymphocytes. The effect of glicosilation on receptor binding and biological activity. J. Biol. Chem. 1990, 265,
pags. 4483-4491; Hovgaard, D.; Mortensen, B. T.; Schifter, S.; Nissen, N. I. Clinical pharmacokinetic studies of a
human haemopoietic growth factor, GM-CSF. Eur. J. Clin. Inv. 1992, 22, pags. 45-49; Denzlinger, C.; Tetzloff, W.;
Gerhartz, H. H., Pokorny, R.; Sagebiel, S.; Haberl, C.; Wilmanns, W. Diferenteial activation of the endogenous
leukotriene biosynthesis by two different preparations of Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor in
healthy volunteers. Blood 1993, 81, pags. 2007-2013), toxicidad (Denzlinger, C.; Tetzloff, W.; Gerhartz, H. H.,
Pokorny, R.; Sagebiel, S.; Haberl, C.; Wilmanns, W. Diferenteial activation of the endogenous leukotriene
biosynthesis by two different preparations of Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor in healthy
volunteers. Blood 1993, 81, pags. 2007-2013) e inmunogenicidad (Donahue, R. E.; Wang, E. A.; Kaufman, R. J,;
Foutch, L.; Leary, A. C.; Witek-Giannetti, J. S.; Metzeger, M.; Hewick, R. M.; Steinbrink, D. R.; Shaw, G.; Kamen, R.;
Clark, S. C. Effects de N-linked carbohydrates on the in vivo properties of human GM-CSF. Cold Spring Harbor
Symp. Quant. Biol. 1986, 51, pags. 685-692; Revoltella, R.; Laricchia-Robbio, L.; Moscato, S.; Genua, A.; Liberati, A
Natural and therapy-induced anti-GM-CSF and anti-G-CSF antibodies in human serum. Leukemia and Lymphoma
1997, 26, pags. 29-34; Ragnhammar, P.; Friesen, H-J.; Frodin, J-E.; Lefvert, A-K.; Hassan, M.; Osterborg, A.;
Mellstedt, H. Induction of anti-recombinant human Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (Escherichia
coli-derived) antibodies and clinical effects in nonimmunocompromised patients. Blood 1994, 84, pags. 4078-4087;
Wadhwa, M.; Hjelm Skog, A-L.; Bird, C.; Ragnhammar, P.; Lilliefors, M.; Gaines-Das, R.; Mellstedt, H.; Thorpe, R.
Immunogenicity of Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) products in patients undergoing
combination therapy with GM-CSF. Clinical Cancer Research 1999, 5, pags. 1351-1361; Gribben, J.G.; Devereix, S.;
Thomas, N. S. B.; Keim, M.; Jones, H. M.; Goldstone, A. H.; Linch, D. C. Development of antibodies to unprotected
glicosilation sites on recombinant GMCSF. Lancet 1990, 335, pags. 434-437). En vista de la antigenicidad que se ha
notificado frecuentemente para productos clinicos de GM-CSF a partir de E. coli y a partir de levaduras, se sugiere
gue la estrategia de modificacion quimica representa un enfoque prometedor para este producto incluyendo los
fabricados a partir de sistemas de expresion no mamiferos. Estan disponibles preparaciones de GM-CSF con los
nombres Leukine (Immunex) y Leucomax (Novartis). Se usa GM-CSF en reconstitucion mieloide tras trasplante de
médula 6sea, fallo o retraso del injerto de trasplante de médula 6sea, movilizacién y tras trasplante de células
progenitoras de sangre periférica autélogas, y tras quimioterapia de induccion en adultos mas ancianos con
leucemia mielégena aguda.
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Alfa I-antitripsina (A1AT, también denominada inhibidor de alfa I-proteinasa) es un inhibidor de proteinasa que se ha
mostrado que inhibe practicamente todas las serina proteinasas de mamiferos (Travis Ann. Rev. Biochem. 52 (1983)
p. 655) incluyendo neutréfilo elastasa, trombina, factores Xa y Xla. ALAT es una glicoproteina monocatenaria
sintetizada en el higado con 394 aminoacidos y un peso molecular de 53 kD. La concentraciéon plasmatica esta
dentro de un intervalo de 1-1,3 g/l. La presencia de s6lo una cisteina en toda la proteina no permite la formacion de
puentes disulfuro intramoleculares. La molécula lleva tres cadenas laterales de hidrato de carbono (Asn 46, 83, 247)
(Mega J. Biol. Chem. 255 (1980) p. 4057; Mega J. Biol. Chem. 255 (1980) p. 4053; Carell FEBS Letters 135 (1981)
p. 301; Hodges Biochemistry 21 (1982) p. 2805) que representan el 12% del peso molecular. Se descubrieron dos
tipos de cadenas de hidrato de carbono que tienen una estructura bi o triantenaria, respectivamente (Hodges J. Biol.
Chem. 254 (1979) p. 8208). A1AT humana se produce en al menos veinte formas diferentes en la poblacién general.
Esta microheterogenicidad es un resultado de cantidades variables de los dos tipos de cadenas de hidrato de
carbono. La funcién clave es el control de la actividad de neutréfilo elastasa (Travis Ann. Rev. Biochem. 52 (1983) p.
655). Una actividad no controlada de la elastasa conduce a un ataque sobre tejidos epiteliales con el resultado de
dafio irreparable. Durante el proceso de inactivacion, A1AT actla como sustrato para la elastasa uniéndose al centro
activo de la proteasa que posteriormente se inactiva mediante esta formacion de complejo. Una deficiencia de A1AT
provoca por ejemplo enfisema pulmonar que esta relacionado con un dafio en el epitelio pulmonar. La distribucion de
los dos tipos de cadenas laterales de hidrato de carbono de A1AT en los tres sitios de N-glicosilacion de A1AT es
diferente para cada isotipo de A1AT. La produccion clasica de AlAT se realiza en fraccionamiento de plasma
humano usando diferentes etapas de cromatografia de afinidad. Sin embargo, un modo mas reciente de produccion
de A | AT es el uso de técnicas recombinantes. PPL Therapeutics ha desarrollado un procedimiento que permite
recuperar A1AT humana recombinante (rHAL1AT) a partir de la leche de una oveja transgénica (Olman Biochem.
Soc. Symp. 63 (1998) p. 141; Tebbutt Curr. Opin. Mol. Ther. 2 (2000) p. 199; Carver Cytotechnology 9 (1992) p. 77;
Wright Biotechnology (NY) 9 (1991) p. 830). Con respecto a la parte de proteina de la molécula, la rhA1AT muestra
una estructura idéntica en comparacion con pdA1AT. Pero, como en el caso de otras proteinas humanas producidas
recombinantes, se producen diferencias en las cadenas laterales de hidrato de carbono, especialmente con respecto
a la cantidad de residuos de &cido sidlico.

El activador de plasmindgeno de tipo tisular (tPA) es una serina proteasa de tipo tripsina importante en la lisis de
coagulos. En presencia de un coagulo de fibrina, tPA convierte el plasmindgeno en plasmina, que degrada la fibrina.
TPA presenta actividad potenciada en presencia de fibrina y, como resultado, provoca la activacion del
plasmindgeno especifica de fibrina (M. W. Spellman, L.J. Basa, C.K. Leonard, J.A. Chakel, J.V. O’'Connor, The
Journal of Biological Chemistry 264 (1989) p. 14100). La plasmina solubiliza la fibrina, produciendo productos de
degradacion de fibrina. A través de un mecanismo de retroalimentacion positiva, la fibrina potencia su propia
degradacion estimulando la activacién del plasminégeno mediada por tPA (R.J. Stewart et al. The Journal of
Biological Chemistry 275 (2000) pags. 10112-10120). htPA es un activador fisioldgico de la fibrinolisis, que esta
presente en diferentes tipos de tejidos. Es una glicoproteina con un peso molecular de aproximadamente 68 kD. En
forma nativa, tPA existe en una forma monocatenaria (activador de plasminégeno de tipo tisular monocatenario,
sctPA), que puede convertirse por escision de plasmina en el enlace peptidico Arg 275-lle 276 en una estructura
bicatenaria (activador de plasmindégeno de tipo tisular bicatenario, tctPA). Para la terapia de fibrinolisis se produce
recombinante como rtPA (activador de plasmindgeno de tipo tisular recombinante). Existen diferentes tipos de tPA
gue muestran diferencias estructurales en la estructura de hidratos de carbono. tPA de tipo | tiene oligosacaridos
unidos a N en los aminoacidos Asnl117, Asnl184 y Asn448. tPA de tipo Il esta glicosilado en Asnl11l7 y Asn448.
Ambos tipos contienen un residuo de fucosa unido a O en Thr61 (K. Mori et al. The Journal of Biological Chemistry
270 (1995) pags. 3261-3267). Se investigd la estructura de hidratos de carbono de tPA expresado en células CHO,
mostrando una gran variedad de estructuras di-, tri- y tetraantenarias de las cadenas de aztcar (M. W. Spellman,
L.J. Basa, C.K. Leonard, J.A. Chakel, J.V. O’Connor, The Journal of Biological Chemistry 264 (1989) p. 14100). La
estructura primaria de tPA contiene varias cisteinas, que se cree que estan reticuladas mas un residuo de cisteina
libre en el sitio 83, que puede interaccionar con otro tPA, formando un dimero. Varios resultados indican que el
aclaramiento in vivo de tPA se ve influenciado por la estructura de hidratos de carbono, particularmente por el
oligosacarido con alto contenido en manosa unido en el sitio Asn117. Otro mecanismo de aclaramiento propuesto
implica el reconocimiento del residuo de fucosa unido a O en Thr61 por un receptor de alta afinidad en hepatocitos.
Este residuo esta préoximo a Cys83. Se desarrolld un tPA modificado por ingenieria bioldgica (TNK-tPA) para
prolongar la semivida. El sitio de glicosilacion en la posicion 117 se cambié a la posicién 103 sustituyendo la
asparagina en el sitio 117 por glutamina y la treonina en el sitio 103 sustituida por asparagina. TNK-tPA es resistente
a la inactivacién por el inhibidor 1 de activador de plasminégeno debido a una sustitucién de tetra-alanina en el
dominio de proteasa (R.J. Stewart et al. The Journal of Biological Chemistry 275 (2000) pags. 10112-10120). TNK-
tpA esta en el mercado como Tenecteplase® (Boehringer Ingelheim) y puede administrarse como un Gnico bolo
intravenoso, mientras que tPA tiene que administrarse como un bolo seguido por una infusion.

La proteina C activada (APC) es un modulador de la coagulacion e inflamacion asociada con septicemia grave. La
proteina C activada se convierte a partir de su precursor inactivo (proteina C) por trombina acoplada a
trombomodulina. Este complejo escinde un péptido de activacion N-terminal corto de la cadena pesada de la
proteina C, dando como resultado la proteina C activada. La drotrecogina alfa (activada) es una proteina C activada
humana recombinante (rhAPC) con una secuencia de aminoacidos idéntica a la proteina C activada derivada del
plasma y con propiedades similares. La proteina C activada se comercializa por Eli Lilly como Xigris®. Se produce
en una linea celular humana (HEK293), en la que se introdujeron los vectores de expresion de proteina C. Se us6
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esta linea celular particular debido a su capacidad para realizar la serie correcta de modificaciones
postraduccionales complejas que se requieren para la actividad funcional. La proteina C activada humana
recombinante es una glicoproteina bicatenaria que contiene 4 sitios de N-glicosilacién y 12 enlaces disulfuro. La
cadena pesada contiene 250 aminoacidos, de los cuales siete residuos son cisteina y tiene tres sitios de
glicosilacion unidos a N (Asn-248, Asn-313 y Asn-329). Los siete residuos de cisteina forman tres enlaces disulfuro
dentro de la cadena pesada y un enlace disulfuro entre las cadenas. La cadena ligera contiene un sitio de
glicosilaciéon unido a N (Asn-97) y 17 residuos de cisteina, que forman ocho enlaces disulfuro dentro de la cadena
ligera y un enlace disulfuro con la cadena pesada. Los primeros nueve acidos glutamicos en la cadena ligera estan
gamma-carboxilados (Gla) y el acido aspartico 71 esta beta-hidroxilado. rhAPC tiene una secuencia de aminoacidos
idéntica a la proteina C activada derivada del plasma humana, pero difiere de esta Ultima en su patrén de
glicosilacion. La proteina C activada es una proteasa que pertenece a la familia de serina proteasa y desempefia un
papel principal en la regulacion de la coagulacion. Basica para la funcién antitrombdtica de la proteina C activada es
su capacidad para inhibir la funcién de la trombina. Ademas, la proteina C activada es un modulador importante de
la inflamacién asociada con septicemia grave. Inhibidores de serina proteasa endégenos son inhibidores naturales
para proteina C activada, provocando que la proteina C activada tenga una semivida de actividad circulatoria muy
corta (inferior a 30 min.) in vivo. El aclaramiento de la proteina C activada de la circulacién estd mediado por una
combinacion de al menos tres procesos incluyendo la inhibicién de la actividad enzimatica de la proteina C activada
por inhibidores de proteasa enddgenos, el aclaramiento de proteina C activada y/o complejos de proteina C
activada-inhibidor de serina proteasa por 6rganos tales como el higado y el rifién, y la degradacion de proteina C
activada y/o complejos de proteina C activada-inhibidor de serina proteasa por proteasas circulantes o tisulares.
Estudios clinicos de fase | con infusion de 24 h a 24 ug/kg/h dieron como resultado una concentracion plasmatica en
estado estacionario de 70 ng/ml. La semivida de rhAPC medida al final de una infusiéon era de 0,5-1,9 h. Las
concentraciones de rhAPC plasmaticas cayeron por debajo del limite de deteccién de 10 ng/ml en el plazo de 2 h
tras la terminacion de la infusion. Debido a su corta semivida fisiol6gica y farmacocinética, la proteina C activada se
infunde de manera continua a una determinada velocidad para mantener la concentracion plasmatica deseada en el
uso clinico en la terapia de septicemia. Se realiza algun esfuerzo para mejorar el perfil farmacocinético de la proteina
C activada. Por ejemplo D.T. Berg et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100 (2003) pags. 4423-4428, describen una
variante modificada por ingenieria genética de proteina C activada con una semivida plasméatica prolongada.

En el contexto de la presente invencion, el término “hidroxialquilalmidon” (HAS) se refiere a un derivado de almidon

que se ha sustituido con al menos un grupo hidroxialquilo. Un hidroxialquilalmidén preferido de la presente invencién
tiene una constitucion segun la férmula (1)

(D

en la que el extremo reductor de la molécula de almidon se muestra en forma no oxidada y la unidad de sacarido
terminal se muestra en forma de acetal que, dependiendo de por ejemplo el disolvente, puede estar en equilibrio con
la forma de aldehido.

El término hidroxialquilalmidén tal como se usa en la presente invencién no se limita a compuestos en los que el
resto de hidrato de carbono terminal comprende grupos hidroxialquilo R1, Rz y/o R3 tal como se representa, por
motivos de brevedad, en la formula (1), sino que también se refiere a compuestos en los al menos un grupo hidroxilo
presente en cualquier lugar, o bien en el resto de hidrato de carbono terminal y/o bien en la parte restante de la
molécula de almidén, HAS’, esta sustituido por un grupo hidroxialquilo R1, R2 0 Rs.

También es posible hidroxialquilalmidén que comprende dos o mas grupos hidroxialquilo diferentes.

El al menos un grupo hidroxialquilo comprendido en HAS puede contener dos o mas grupo hidroxilos. Segun una
realizacién preferida, el al menos un grupo hidroxialquilo comprendido en HAS contiene un grupo hidroxilo.

La expresion “hidroxialquilalmidén” también incluye derivados en los que el grupo alquilo estd mono- o polisustituido.
En este contexto, se prefiere que el grupo alquilo esté sustituido con un halégeno, especialmente fltor, o con un
grupo arilo. Ademas, el grupo hidroxilo terminal de un grupo hidroxialquilo puede esterificarse o eterificarse.

Ademas, en lugar de alquilo, también pueden usarse grupos alqueno lineales o ramificados sustituidos o no
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sustituidos.

El hidroxialquilalmidén es un derivado de éter del almidén. Ademas de dichos derivados de éter, también pueden
usarse otros derivados de almidén en el contexto de la presente invencion. Por ejemplo, son Utiles derivados que
comprenden grupos hidroxilo esterificados. Estos derivados pueden ser por ejemplo derivados de acidos mono- o
dicarboxilicos no sustituidos con 2-12 atomos de carbono o de derivados sustituidos de los mismos. Especialmente
GUtiles son derivados de acidos monocarboxilicos no sustituidos con 2-6 atomos de carbono, especialmente derivados
de acido acético. En este contexto, se prefieren acetilalmidén, butirilalmidén y propinoilalmidon.

Ademas, se prefieren derivados de acidos dicarboxilicos no sustituidos con 2-6 atomos de carbono.

En el caso de derivados de acidos dicarboxilicos, es Util que el segundo grupo carboxilo del acido dicarboxilico esté
también esterificado. Ademas, derivados de ésteres monoalquilicos de acidos dicarboxilicos son también adecuados
en el contexto de la presente invencion.

Para los acidos mono- o dicarboxilicos sustituidos, los grupos sustitutos pueden ser preferiblemente los mismos que
se mencionaron anteriormente para residuos de alquilo sustituidos.

Se conocen en la técnica técnicas para la esterificacion de almidon (véase por ejemplo Klemm D. et al,
Comprehensive Cellulose Chemistry vol. 2, 1998, Whiley-VCH, Weinheim, Nueva York, especialmente el capitulo
4.4, Esterification of Cellulose (ISBN 3-527-29489-9).

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, se emplea hidroxialquilalmidén segun la formula (1).

En la férmula (1), el anillo de sacérido descrito explicitamente y el residuo indicado como HAS’ representan juntos la
molécula de hidroxialquilalmidon preferida. Las otras estructuras de anillos de sacaridos comprendidas en HAS’
puede ser iguales que o diferentes del anillo de sacarido descrito explicitamente.

En lo que respecta a los residuos Ri1, R2 y Rs segun la formula (I), no hay limitaciones especificas. Segin una
realizacién preferida, Ri1, Rz y Rs son independientemente hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, un grupo hidroxiarilo,
un grupo hidroxiaralquilo o a un grupo hidroxialcarilo que tiene de desde 2 hasta 10 atomos de carbono en el residuo
de alquilo respectivo o un grupo (CH>CH20),-H, en el que n es un nimero entero, preferiblemente 1, 2, 3, 4,5 6 6.
Se prefieren grupos hidrogeno e hidroxialquilo que tienen de desde 2 hasta 10. Méas preferiblemente, el grupo
hidroxialquilo tiene desde 2 hasta 6 &tomos de carbono, mas preferiblemente desde 2 hasta 4 atomos de carbono, e
incluso mas preferiblemente desde 2 hasta 4 atomos de carbono. “Hidroxialquilalmidon” comprende por tanto
preferiblemente hidroxietilalmidén, hidroxipropilalmidon e hidroxibutilalmidén, prefiriéndose particularmente
hidroxietilalmidén e hidroxipropilalmidon y siendo el hidroxietilalmidén el mas preferido.

El grupo alquilo, arilo, aralquilo y/o alcarilo puede ser lineal o ramificado y opcionalmente puede estar
adecuadamente sustituido.

Por tanto, la presente invencion también se refiere a un método tal como se describi6é anteriormente en el que R1, R2
y Rs son independientemente hidrégeno o un grupo hidroxialquilo lineal o ramificado con desde 1 hasta 6 atomos de
carbono.

Por tanto, R1, R2 y R3 pueden ser preferiblemente hidroxihexilo, hidroxipentilo, hidroxibutilo, hidroxipropilo tal como 2-
hidroxipropilo, 3-hidroxipropilo, 2-hidroxiisopropilo, hidroxietilo tal como 2-hidroxietilo, hidrégeno y siendo el grupo 2-
hidroxietilo especialmente preferido.

Por tanto, la presente invencién también se refiere a un método y un conjugado tal como se describié anteriormente
en el que Rj, Rz y R3 son independientemente hidrégeno o un grupo 2-hidroxietilo, siendo especialmente preferida
una realizacién en la que al menos un residuo Ri, Rz y Rz es 2-hidroxietilo.

El hidroxietilalmidon (HES) es el mas preferido para todas las realizaciones de la presente invencion.

Por tanto, la presente invencion se refiere al método y el conjugado tal como se describié anteriormente, en el que el
polimero es hidroxietilalmidon y el derivado de polimero es un derivado de hidroxietilalmidén.

El hidroxietilalmidén (HES) es un derivado de amilopectina que se produce de manera natural y se degrada por alfa-
amilasa en el cuerpo. HES es un derivado sustituido del polimero de hidrato de carbono amilopectina, que esta
presente en el almidén de maiz a una concentracidn de hasta el 95% en peso. HES presenta propiedades bioldgicas
ventajosas y se usa como agente de reemplazo del volumen sanguineo y en terapia de hemodilucién en la practica
clinica (Sommermeyer et al., 1987, Krankenhauspharmazie, 8(8), 271-278; y Weidler et al., 1991, Arzneim.-
Forschung/Drug Res., 41, 494-498).

La amilopectina consiste en restos de glucosa, en la que en la cadena principal estan presentes enlaces glicosidicos
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alfa-1,4 y en los sitios de ramificacion se encuentran enlaces glicosidicos alfa-1,6. Las propiedades fisicoquimicas de
esta molécula se determinan principalmente por el tipo de enlaces glicosidicos. Debido al enlace glicosidico alfa-1,4
mellado, se producen estructuras helicoidales con aproximadamente seis monémeros de glucosa por vuelta. Las
propiedades fisicoquimicas asi como bioguimicas del polimero pueden modificarse mediante sustitucién. La
introduccion de un grupo hidroxietilo puede lograrse mediante hidroxietilacion alcalina. Adaptando las condiciones de
reaccion, es posible aprovechar la diferente reactividad del grupo hidroxilo respectivo en el monémero de glucosa no
sustituido con respecto a una hidroxietilacién. Debido a este hecho, el experto puede influir en el patron de
sustitucién en un grado limitado.

HES se caracteriza principalmente por la distribucién de peso molecular y el grado de sustitucion. Hay dos
posibilidades de descripcion del grado de sustitucién:

1. El grado de sustitucién puede describirse en relacion con la parte de monémeros de glucosa sustituidos con
respecto a todos los restos de glucosa.

2. El grado de sustitucion puede describirse como la sustitucién molar, en la que se describe el nimero de grupos
hidroxietilo por resto de glucosa.

En el contexto de la presente invencion, el grado de sustitucion, indicado como DS (“degree of substitution”), se
refiere a la sustituciéon molar, tal como se describié anteriormente (véase también Sommermeyer et al., 1987,
Krankenhauspharmazie, 8(8), 271-278, tal como se menciond anteriormente, en particular la p. 273).

Se presentan disoluciones de HES como composiciones polidispersas, en las que cada molécula difiere de la otra
con respecto al grado de polimerizacion, el niumero y el patron de sitios de ramificacion y el patron de sustitucion.
HES es, por tanto, una mezcla de compuestos con diferente peso molecular. En consecuencia, una disolucion de
HES particular se determina mediante el peso molecular promedio con la ayuda de medios estadisticos. En este
contexto, My se calcula como la media aritmética dependiendo del nimero de moléculas. Alternativamente, My, (0
PM), la media de peso, representa una unidad que depende de la masa del HES.

En el contexto de la presente invencion, el hidroxietilalmidén puede tener preferiblemente un peso molecular medio
(media de peso) de desde 1 hasta 300 kD. El hidroxietilalmidon puede presentar ademéas un grado de sustitucion
molar preferido de desde 0,1 hasta 3, preferiblemente de 0,1 a 2, mas preferido, de 0,1 a 0,9, preferiblemente de 0,1
a 0,8, y una razon preferida entre sustitucién C2:Cs en el intervalo de desde 2 hasta 20 con respecto a grupos
hidroxietilo.

El término “peso molecular medio” tal como se usa en el contexto de la presente invencion se refiere al peso tal
como se determina segun el método de LALLS-(dispersion de luz laser de angulo bajo, “low angle laser light
scattering”)-GPC tal como se describe en Sommermeyer et al.,, 1987, Krankenhauspharmazie, 8(8), 271-278; y
Weidler et al., 1991, Arzneim.-Forschung/Drug Res., 41, 494-498. Para pesos moleculares medios de 10 kD y mas
pequefios, adicionalmente, la calibracion se llevd a cabo con un patron que se habia cualificado previamente
mediante LALLS-GPC.

Segun una realizacién preferida de la presente invencion, el peso molecular medio del hidroxietilaimidon empleado
es de desde 1 hasta 300 kD, preferiblemente desde 2 hasta 200 kD, mas preferiblemente de desde 3 hasta 100 kD,
mas preferiblemente de desde 4 hasta 70 kD.

Un ejemplo de HES que presenta un peso molecular medio de aproximadamente 130 kD es un HES con un grado
de sustitucién de 0,2 a 0,8 tal como 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7 6 0,8, preferiblemente de 0,4 a 0,7 tal como 0,4, 0,5,
0,6 60,7.

Un ejemplo para HES con un peso molecular medio de aproximadamente 130 kD es Voluven® de Fresenius.
Voluven® es un coloide artificial, empleado, por ejemplo, para el reemplazo del volumen usado en la indicacién
terapéutica para terapia y profilaxis de hipovolemia. Las caracteristicas de Voluven® son un peso molecular medio
de 130.000 +/- 20.000 D, una sustitucién molar de 0,4 y una razén C,:Cgs de aproximadamente 9:1.

Por tanto, la presente invencién también se refiere a un método y a conjugados tal como se describié anteriormente
en los que el hidroxialquilalmidéon es hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de desde 4 hasta 100 kD,
preferiblemente de 4 a 70 kD.

Intervalos preferidos del peso molecular medio son, por ejemplo, de 4 a 70 kD o de 10 a 70 kD o de 12 a 70 kD o de
18a70kD ode 50 a 70 kD o de 4 a50 kD o de 10 a 50 kD o de 12 a 50 kD o de 18 a 50 kD o de 4 a 18 kD o de 10
al8kDol2al8kDode4al2kDodel0al2kD ode4al0KkD.

Segun realizaciones particularmente preferidas de la presente invencion, el peso molecular medio del

hidroxietilalmidén empleado esta en el intervalo de desde mas de 4 kD y menos de 70 kD, tal como de
aproximadamente 10 kD, o en el intervalo de desde 9 hasta 10 kD o desde 10 hasta 11 kD o desde 9 hasta 11 kD, o

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2438216713

de aproximadamente 12 kD, o en el intervalo de desde 11 hasta 12 kD o desde 12 hasta 13 kD o desde 11 hasta
13 kD, o de aproximadamente 18 kD, o en el intervalo de desde 17 hasta 18 kD o desde 18 hasta 19 kD o desde 17
hasta 19 kD, o de aproximadamente 30 kD, o en el intervalo de desde 29 hasta 30, o desde 30 hasta 31 kD, o de
aproximadamente 50 kD, o en el intervalo de desde 49 hasta 50 kD o desde 50 hasta 51 kD o desde 49 hasta 51 kD.

Como limite superior del grado de sustitucién (DS) molar, son también posibles valores de hasta 3,0 tal como 0,9,
10,11,12,13,14,15,16,1,7,1,8, 1,9 6 2,0, prefiriéndose valores de menos de 2,0, prefiriéndose mas valores
de menos de 1,5, prefiriéndose todavia mas valores de menos de 1,0 tales como 0,7, 0,8 6 0,9.

Por tanto, intervalos preferidos del grado de sustitucion molar son de desde 0,1 hasta 2 o desde 0,1 hasta 1,5 o
desde 0,1 hasta 1,0 o desde 0,1 hasta 0,9 o desde 0,1 hasta 0,8. Intervalos mas preferidos del grado de sustitucion
molar son de desde 0,2 hasta 2 o desde 0,2 hasta 1,5 o desde 0,2 hasta 1,0 o desde 0,2 hasta 0,9 o desde 0,2 hasta
0,8. Intervalos todavia mas preferidos del grado de sustituciéon molar son de desde 0,3 hasta 2 o desde 0,3 hasta 1,5
o desde 0,3 hasta 1,0 o desde 0,3 hasta 0,9 o desde 0,3 hasta 0,8. Intervalos incluso mas preferidos del grado de
sustitucion molar son de desde 0,4 hasta 2 o desde 0,4 hasta 1,5 o desde 0,4 hasta 1,0 o desde 0,4 hasta 0,9 o
desde 0,4 hasta 0,8.

En lo que respecta al grado de sustituciéon (DS), el DS es preferiblemente de al menos 0,1, mas preferiblemente de
al menos 0,2, y més preferiblemente de al menos 0,4. Intervalos preferidos de DS son de desde 0,1 hasta 0,8, mas
preferiblemente desde 0,2 hasta 0,8, mas preferiblemente desde 0,3 hasta 0,8 e incluso mas preferiblemente desde
0,4 hasta 0,8, todavia méas preferiblemente desde 0,1 hasta 0,7, méas preferiblemente desde 0,2 hasta 0,7, mas
preferiblemente desde 0,3 hasta 0,7 y mas preferiblemente desde 0,4 hasta 0,7. Valores particularmente preferidos
de DS son, por ejemplo, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7 6 0,8, prefiriéndose méas 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7 6 0,8,
prefiriéndose incluso mas 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7 6 0,8, prefiriéndose todavia mas 0,4, 0,5, 0,6, 0,7 6 0,8 y, por
ejemplo, prefiriéndose particularmente 0,4y 0,7.

En el contexto de la presente invencion, un valor dado del grado de sustitucién molar tal como 0,8 puede ser el valor
exacto o puede entenderse que esta en un intervalo de desde 0,75 hasta 0,84. Por tanto, por ejemplo, un valor dado
de 0,1 puede ser el valor exacto de 0,1 o estar en el intervalo de desde 0,05 hasta 0,14, un valor dado de 0,4 puede
ser el valor exacto de 0,4 o estar en el intervalo de desde 0,35 hasta 0,44, o un valor dado de 0,7 puede ser el valor
exacto de 0,7 o estar en el intervalo de desde 0,65 hasta 0,74.

Combinaciones particularmente preferidas de peso molecular del hidroxialquilalmidén, preferiblemente
hidroxietilalmidén, y su grado de sustitucion DS son, por ejemplo, 10 kD y 0,46 10kDy 0,76 12kDy 0,46 12kD y
0,7618kDy0,4618kDy0,7630kDy0,4630kDy0,7650kDy0,4650kDy0,76100kDyO0,7.

En lo que respecta a la razon de sustitucion C,:Cs, dicha sustitucion esta preferiblemente en el intervalo de desde 2
hasta 20, més preferiblemente en el intervalo de desde 2 hasta 15 e incluso mas preferiblemente en el intervalo de
desde 3 hasta 12.

Segin una realizacion adicional de la presente invencion, también pueden emplearse mezclas de
hidroxietilalmidones que tienen diferentes pesos moleculares medios y/o diferentes grados de sustitucion y/o
diferentes razones de sustitucion C»:Ce. Por tanto, pueden emplearse mezclas de hidroxietilalmidones que tienen
diferentes pesos moleculares medios y diferentes grados de sustitucién y diferentes razones de sustitucién C,:Cs, 0
que tienen diferentes pesos moleculares medios y diferentes grados de sustitucion y la misma o aproximadamente la
misma razén de sustitucion C,:Cs, 0 que tienen diferentes pesos moleculares medios y el mismo o aproximadamente
el mismo grado de sustitucién y diferentes razones de sustitucion C,:Cs, 0 que tienen el mismo o aproximadamente
el mismo peso molecular medio y diferentes grados de sustitucién y diferentes razones de sustitucién C,:Cs, 0 que
tienen diferentes pesos moleculares medios y el mismo o aproximadamente el mismo grado de sustitucion y la
misma o aproximadamente la misma razén de sustitucion C»:Cg, 0 que tienen los mismos o aproximadamente los
mismos pesos moleculares medios y diferentes grados de sustituciéon y la misma o aproximadamente la misma razén
de sustitucion C2:Cs, 0 que tienen el mismo o aproximadamente el mismo peso molecular medio y el mismo o
aproximadamente el mismo grado de sustitucion y diferentes razones de sustituciéon C,:Cs, 0 que tienen
aproximadamente el mismo peso molecular medio y aproximadamente el mismo grado de sustitucion y
aproximadamente la misma razén de sustitucién C,:Ce.

En diferentes conjugados y/o diferentes métodos segun la presente invenciéon, pueden emplearse diferentes
hidroxialquilalmidones,  preferiblemente  diferente  hidroxietilaimidones  y/o  diferentes mezclas de
hidroxialquilalmidones, preferiblemente diferentes mezclas de hidroxietilalmidones.

Segun una realizacion descrita, el grupo funcional Z de la proteina es un grupo aldehido o un grupo ceto. Por tanto,
se describen un método y conjugados tal como se describié anteriormente, en los que el grupo funcional Z de la
proteina es un grupo aldehido o un grupo ceto.

Aunque no hay restricciones generales en cuanto a la ubicacion del grupo aldehido o ceto dentro de la proteina, el
grupo aldehido o ceto esta ubicado segln una realizacion descrita en una cadena lateral de hidrato de carbono de la
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proteina. Por tanto, en el contexto de esta realizacion, se emplea una proteina glicosilada.

Como proteina glicosilada, se prefieren formas glicosiladas de IFN beta tal como IFN beta o IFN beta 1a humano
natural, hGM-CSF derivado de células eucariotas o natural que contiene tanto N- como O-glicanos, proteina C
activada humana recombinante (rhAPC) que es una glicoproteina bicatenaria que contiene 4 sitios de N-
glicosilacion, tPA humano (htPA) o tPA humano recombinante (rhtPA) tal como tPA de tipo | que tiene oligosacaridos
unidos a N en los aminoacidos Asn117, Asn184 y Asn448 o tPA de tipo Il que esté glicosilado en Asn117 y Asn448,
A1AT derivada del plasma o A1AT humana recombinante (pdA1AT o rhAlAT), AT Ill humana recombinante
(rhAT 111), factor VII, factor VIl y factor IX.

Se prefieren especialmente formas glicosiladas de IFN beta, AT Il y GM-CSF.

En el contexto de la presente invencion, el término “proteina glicosilada”, es decir, una proteina que tiene una
“cadena lateral de hidrato de carbono” se refiere a proteinas que comprenden restos de hidrato de carbono tales
como hidroxialdehidos o hidroxicetonas asi como modificaciones quimicas de los mismos (véase ROmpp
Chemielexikon, Thieme Verlag Stuttgart, Alemania, 92 edicion 1990, volumen 9, paginas 2281-2285 y la bibliografia
mencionada en el mismo). Ademas, también se refiere a derivados de restos de hidrato de carbono que se producen
de manera natural como galactosa, acido N-acetilneuramico y N-acetilgalactosamina) y similares.

En una realizacion, el grupo aldehido o el grupo ceto es parte de un residuo de galactosa de la cadena lateral de
hidrato de carbono. Este residuo de galactosa puede hacerse disponibles para la reaccién con el grupo funcional A
comprendido en el polimero o derivado de polimero mediante la eliminacién de &cidos sidlicos terminales, seguido
por oxidacion, tal como se describe a continuacion en el presente documento.

Se describe ademas que el polimero o derivado de polimero que comprende el grupo funcional A esta unido a un
residuo de acido sidlico de las cadenas laterales de hidrato de carbono, preferiblemente el residuo de acido sialico
terminal de la cadena lateral de hidrato de carbono.

Puede realizarse la oxidacion de restos de hidrato de carbono terminales o bien quimicamente o bien
enziméticamente.

Se conocen en la técnica métodos para la oxidacion quimica de restos de hidrato de carbono de polipéptidos e
incluyen el tratamiento con peryodato (Chamow et al., 1992, J. Biol. Chem., 267, 15916-15922).

Mediante oxidacion quimica, es posible en principio oxidar cualquier resto de hidrato de carbono, esté colocado de
manera terminal o no. Sin embargo, eligiendo condiciones de reaccién suaves es posible oxidar preferiblemente el
acido sialico terminal de una cadena lateral de hidrato de carbono para dar el grupo aldehido o el grupo ceto.

Segun una realizacion descrita a continuacion en el presente documento, dichas condiciones de reaccion suaves se
refieren a hacer reaccionar la proteina con una disolucion de peryodato acuosa adecuada, que tiene una
concentracién de peryodato preferida en el intervalo de desde 1 hasta 50 mM, mas preferiblemente de desde 1
hasta 25 mM y de manera especialmente preferible de desde 1 hasta 10 mM tal como de aproximadamente 1 mM, y
a una temperatura de reaccion preferida de desde 0 hasta 40°C y de manera especialmente preferible de desde 0
hasta 21°C tal como de aproximadamente 0°C, y durante un tiempo de reaccién preferido de desde 5 min. hasta 5 h,
mas preferiblemente desde 10 min. hasta 2 h y de manera especialmente preferible desde 10 min. hasta 1 h tal
como de aproximadamente 1 h. La razén molar preferida de peryodato:proteina es de desde 1:200 hasta 1:1 y mas
preferiblemente desde 1:50 hasta 1:5. tal como aproximadamente 15:1.

Por tanto, se describen un método y un conjugado tal como se describid anteriormente, en el que, antes de la
reaccion de la proteina y el polimero o derivado de polimero, se hace reaccionar una proteina glicosilada con una
disolucién de peryodato para dar una proteina que tiene un grupo aldehido o un grupo ceto ubicado en la cadena
lateral de hidrato de carbono oxidada, llevandose a cabo preferiblemente dicha reaccion en reacciones de oxidacion
suaves. El término “condiciones de reaccion suaves” tal como se usa en este contexto se refiere a, por ejemplo, una
disolucion de peryodato 1 mM y una temperatura de reaccidon de 0°C en contraposicion a condiciones duras tales
como una disolucion de peryodato 10 mM y una temperatura de reaccion de 20 a 25°C.

Alternativamente, la cadena lateral de hidrato de carbono puede oxidarse enzimaticamente. Se conocen en la
técnica enzimas para la oxidacion de la cadena lateral de hidrato de carbono individual, por ejemplo en el caso de
galactosa la enzima es galactosa oxidasa. Si se pretende oxidar restos de galactosa terminales, sera necesario
finalmente eliminar acidos sidlicos terminales (parcial o completamente) si el polipéptido se ha producido en células
que pueden unir acido sidlicos a cadenas de hidrato de carbono, por ejemplo en células de mamifero o en células
que se han modificado genéticamente para que puedan unir acido sialicos a cadenas de hidrato de carbono. Se
conocen en la técnica métodos quimicos o enzimaticos para la eliminacion de acido siadlicos (Chaplin y Kennedy
(eds.), 1996, Carbohydrate Analysis: a practical approach, especialmente el capitulo 5 Montreuill, Glycoproteins,
paginas 175-177; IRL Press Practical approach series (ISBN 0-947946-44-3)).
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Se describe ademas que el grupo aldehido o grupo ceto puede estar ubicado en el extremo N-terminal de la proteina
y es accesible por oxidacion adecuada. Especialmente en el caso de que un aminoacido que contiene grupo
hidroxilo esté ubicado en el extremo N-terminal de la proteina en la posicién -1, tal como treonina o serina, puede
llevarse a cabo la oxidacion de dicho aminoacido N-terminal conduciendo a dicho grupo ceto o un grupo aldehido,
preferiblemente un grupo aldehido. Como método para la oxidacion quimica del aminoacido N-terminal adecuado,
puede aplicarse cualquier método concebible, prefiriéndose la oxidacion con peryodato, prefiriéndose especialmente
condiciones de oxidacion suaves.

Segun una realizacién adicional descrita a continuacion en el presente documento, dichas condiciones de reaccién
suaves se refieren a hacer reaccionar la proteina con una disolucién de peryodato acuosa adecuada, que tiene una
concentracién de peryodato preferida en el intervalo de desde 1 hasta 50 mM, mas preferiblemente de desde 1
hasta 25 mM y de manera especialmente preferible de desde 1 hasta 10 mM tal como de aproximadamente 1 mM, y
a una temperatura de reaccién preferida de desde 0 hasta 40°C y de manera especialmente preferible de desde 0
hasta 21°C tal como de aproximadamente 0°C, y durante un tiempo de reaccién preferido de desde 5 min. hasta 5 h,
maés preferiblemente desde 10 min. hasta 2 h y de manera especialmente preferible desde 10 min. hasta 1 h tal
como de aproximadamente 1 h. La raz6n molar preferida de peryodato:proteina es de desde 1:200 hasta 1:1 y mas
preferiblemente desde 1:50 hasta 1:5, tal como de aproximadamente 15:1.

Por tanto, se describen ademéas un método y un conjugado tal como se describid anteriormente, en el que el grupo
aldehido o el grupo ceto esta ubicado en una cadena lateral de hidrato de carbono de la proteina y/o en el grupo N-
terminal de la proteina.

El patrén de oligosacéridos de proteinas producidas en células eucariotas que por tanto se han glicosilado
postraduccionalmente, no es idéntico a las proteinas derivadas de seres humanos. Ademas, muchas proteinas
glicosiladas no tienen el nimero deseado de residuos de &cido sidlico terminales que enmascaran un resto de
hidrato de carbono adicional tal como un residuo de galactosa. Sin embargo, los restos de hidrato de carbono
adicionales tales como un residuo de galactosa, si no estdn enmascarados, son posiblemente responsables de
desventajas tales como una semivida plasmatica mas corta de la proteina en posibles usos de la proteina como
medicamento. Se encontrd sorprendentemente que proporcionando un conjugado de proteina formado por un
polimero de hidroxialquilalmidon, preferiblemente un polimero de hidroxietilalmidén, que esta unido covalentemente,
por ejemplo mediante un enlace oxima tal como se da a conocer a continuacion en el presente documento, a un
resto de hidrato de carbono de una cadena lateral de hidrato de carbono de la proteina, o bien directamente o bien
por medio de al menos un compuesto de ligador tal como uno o dos compuestos de ligador, es posible superar al
menos la desventaja mencionada anteriormente. Por tanto, se cree que acoplando un polimero de
hidroxialquilalmidén o derivado del mismo, preferiblemente un polimero de hidroxietilalmidén o un derivado del
mismo, a al menos una cadena lateral de hidrato de carbono de una proteina glicosilada, se compensa la carencia
de residuos de hidrato de carbono terminales adecuados ubicados en una cadena lateral de hidrato de carbono.
Segun otro aspecto de la invencién, dotar al conjugado respectivo de un polimero de hidroxialquilalmidén o derivado
del mismo, preferiblemente un polimero de hidroxietilalmidén o un derivado del mismo, acoplado al resto de hidrato
de carbono oxidado tal como se describié anteriormente, no s6lo compensa la desventaja sino que proporciona un
conjugado de proteina que tiene mejores caracteristicas en el campo de uso deseado que la respectiva proteina que
se produce de manera natural. Por tanto, los respectivos conjugados segun la invencion tienen un efecto de
compensacion e incluso un efecto sinérgico sobre la proteina. También es posible que incluso proteinas que son
idénticas a proteinas humanas o que son proteinas humanas no tengan el nimero deseado de residuos de hidrato
de carbono terminales de enmascaramiento adecuados tales como residuos de &cido siélico en restos de hidrato de
carbono que se producen de manera natural. En tales casos, dotar al conjugado respectivo de un polimero de
hidroxialquilalmidén o derivado del mismo, preferiblemente un polimero de hidroxietilalmidén o un derivado del
mismo, acoplado al resto de hidrato de carbono oxidado tal como se describié anteriormente, no solo supera y
compensa una desventaja de una proteina producida artificialmente, sino que mejora las caracteristicas de la
proteina natural que se produce de manera natural. En cuanto al grupo funcional del hidroxialquilalmidén,
preferiblemente hidroxietilalmidon, o un derivado del mismo, que se acopla al grupo aldehido o grupo ceto del resto
de hidrato de carbono oxidado de la proteina, se hace referencia a los grupos funcionales A tal como se dan a
conocer a continuacion en el presente documento. Este concepto general no sélo puede aplicarse a G-CSF
glicosilado, sino principalmente a todas las proteinas glicosiladas que tienen dicha carencia de residuos de hidrato
de carbono terminales. Entre otras, pueden mencionarse eritropoyetina (EPO), interferon beta la (IFN beta 1a),
ATIII, factor VI, alfa I-antitripsina (A1AT), htPA o GM-CSF.

Por tanto, se describe ademas el uso de hidroxialquilalmidén, preferiblemente hidroxietilalmidon, o un derivado del
mismo, para compensar la carencia de residuos de hidrato de carbono terminales, preferiblemente residuos de acido
sidlico, en restos de hidrato de carbono unidos postraduccionalmente o que se producen de manera natural de una
proteina, acoplando covalentemente el almidén o derivado del mismo a al menos un resto de hidrato de carbono
oxidado de una proteina que tiene al menos un grupo ceto o aldehido.

Por consiguiente, también se describe un método para compensar la carencia de residuos de hidrato de carbono

terminales, preferiblemente residuos de acido sidlico, en restos de hidrato de carbono unidos postraduccionalmente
0 que se producen de manera natural de una proteina, acoplando covalentemente hidroxialquilalmidén,
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preferiblemente hidroxietilalmidén, o un derivado del mismo a al menos un resto de hidrato de carbono oxidado de
una proteina que tiene al menos un grupo ceto o aldehido, preferiblemente por medio de un enlace oxima.

Ademas, se describe un conjugado formado por enlace covalente de un hidroxialquilalmidén, preferiblemente
hidroxietilalmidén, o un derivado del mismo, a al menos un resto de hidrato de carbono oxidado de una proteina,
estando dicha proteina o bien aislada de fuentes naturales o bien producida mediante expresién en células
eucariotas, tales como células de mamiferos, de insectos o de levaduras, teniendo dicho resto de hidrato de carbono
al menos un grupo ceto o aldehido, en el que el conjugado tiene en el campo de uso deseado, preferiblemente el
uso como medicamento, las mismas 0 mejores caracteristicas que la respectiva proteina no modificada.

En el caso de que el grupo funcional Z de la proteina sea un grupo aldehido o un grupo ceto, el grupo funcional A del
polimero o el derivado del mismo comprende un grupo amino segin la estructura -NH-.

Por tanto, se describe ademas un método y un conjugado tal como se describié anteriormente en el que el grupo
funcional A que puede hacerse reaccionar con el extremo reductor opcionalmente oxidado del polimero comprende
un grupo amino segun la estructura -NH-.

Ademas, este grupo funcional A es un grupo que tiene la estructura R’-NH- en la que R’ es hidrégeno o un residuo
alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, arilcicloalquilo, alcarilo o cicloalquilarilo en el que el residuo cicloalquilo, arilo,
aralquilo, arilcicloalquilo, alcarilo o cicloalquilarilo puede unirse directamente al grupo NH 0, segln otra realizacion,
puede unirse mediante un puente de oxigeno al grupo NH. Los residuos alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo,
arilcicloalquilo, alcarilo o cicloalquilarilo pueden estar sustituidos adecuadamente. Como sustituyentes preferidos,
pueden mencionarse halégenos tales como F, Cl o Br. Residuos de R’ especialmente preferidos son grupos
hidrégeno, alquilo y alcoxilo, e incluso mas preferidos son grupos hidrégeno y alcoxilo y alquilo no sustituidos.

Entre los grupos alquilo y alcoxilo, se prefieren grupos con 1, 2, 3, 4, 5 6 6 4tomos de C. Mas preferidos son grupos
metilo, etilo, propilo, isopropilo, metoxilo, etoxilo, propoxilo e isopropoxilo. Especialmente se prefieren metilo, etilo,
metoxilo, etoxilo, y se les da preferencia particular a metilo o metoxilo.

Por tanto, se describen un método y un conjugado tal como se describen anteriormente en los que R’ es hidrégeno o
un grupo metilo o metoxilo.

Ademas, el grupo funcional A tiene la estructura R’-NH-R”- en la que R” comprende preferiblemente la unidad
estructural -NH- y/o la unidad estructural -(C=G)- en la que G es O 0 S, y/o la unidad estructural -SO,-. Segun
realizaciones mas preferidas, el grupo funcional R” se selecciona del grupo que consiste en

N N G 0
Ve 7~ ~ —N—S—
| Y 7Y N
PN G G ~ "0
y
. G

en los que, si G esta presente dos veces, es independientemente O 0 S.

Por tanto, grupos funcionales A preferidos que comprenden un grupo amino -NHz, son, por ejemplo,

H2N-

H ‘/O O\ 7~

oo HNT R "N

HNT = H

H - | 0

_N ' HN_
H,N N—S—

H

G o)
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H H H
N

HZN’N\H/N\ H,N~ \ﬂ/

G G

en los que G es O o0 Sy, si esta presente dos veces, independientemente O 0 S, y R’ es metilo.

S

Grupos funcionales A especialmente preferidos que comprenden un grupo amino son grupos aminooxilo

0 O.
HNTT R” N7

prefiriéndose particularmente HoN-O-, y el grupo hidrazido

H,N" \ﬂ/
.G

en el que G es preferiblemente O.

Por tanto, se describe ademés un método tal como se describié anteriormente, en el que el grupo funcional Z de la
proteina es un grupo aldehido o un grupo ceto, y el grupo funcional A es un grupo aminooxilo o un grupo hidrazido.
Segun una realizacion especialmente preferida de la presente invencion, A es un grupo aminooxilo.

Por tanto, también se describe un conjugado, tal como se describié anteriormente, en el que el grupo funcional Z de
la proteina es un grupo aldehido o un grupo ceto, y el grupo funcional A es un grupo aminooxilo o un grupo
hidrazido. Segun una realizacion descrita A es un grupo aminooxilo.

Cuando se hace reaccionar el grupo aminooxilo del polimero o derivado de polimero con el grupo aldehido o el
grupo ceto de la proteina, se forma un enlace de oxima.

Por tanto, también se describe un conjugado tal como se describidé anteriormente, en el que el enlace covalente
entre la proteina y el polimero o derivado de polimero es un enlace de oxima formado mediante la reaccion del
grupo funcional Z de la proteina, siendo dicho grupo funcional Z un grupo aldehido o un grupo ceto, y el grupo
funcional A del polimero o derivado de polimero, siendo dicho grupo funcional A un grupo aminooxilo.

Cuando se hace reaccionar el grupo hidrazido del polimero o derivado de polimero con el grupo aldehido o el grupo
ceto de la proteina, se forma un enlace de hidrazona.

Por tanto, se describe un conjugado tal como se describié anteriormente, en el que el enlace covalente entre la
proteina y el polimero o derivado de polimero es un enlace de hidrazona formado mediante la reaccion del grupo
funcional Z de la proteina, siendo dicho grupo funcional Z un grupo aldehido o un grupo ceto, y el grupo funcional A
del polimero o derivado de polimero, siendo dicho grupo funcional A un grupo hidrazido.

Con el fin de introducir el grupo funcional A en el polimero, no existen restricciones especificas dado que resulta un
derivado de polimero que comprende el grupo funcional A.

Ademas se describe que el grupo funcional A se introduce en el polimero haciendo reaccionar el polimero con un
compuesto al menos bifuncional, del que un grupo funcional puede hacerse reaccionar con al menos un grupo
funcional del polimero, y siendo al menos otro grupo funcional del compuesto al menos bifuncional, el grupo
funcional A o pudiendo modificarse quimicamente para dar el grupo funcional A.

Ademas se describe que el polimero se hace reaccionar con el compuesto al menos bifuncional en su extremo
reductor opcionalmente oxidado.

En el caso de que se haga reaccionar el polimero con su extremo reductor no oxidado, el polimero preferiblemente
tiene la constitucion
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en la que en férmula (1), se incluye la forma aldehido del extremo reductor no oxidado.

En el caso de que se haga reaccionar el polimero con su extremo reductor oxidado, el polimero preferiblemente
tiene la constitucion segun la férmula (l1a)

(Il2)

y/o segun la férmula (l1b)

(ITb)

La oxidacion del extremo reductor del polimero, preferiblemente hidroxietilalmidén, puede llevarse a cabo segun
cada método o combinacion de métodos lo que da como resultado compuestos que tienen las estructuras (lla) y/o
(Ilb) mencionadas anteriormente.

Aunque la oxidacién puede llevarse a cabo segun cualquier método o todos los métodos adecuados que dan como
resultado el extremo reductor oxidado de hidroxialquilalmidon, preferiblemente se lleva a cabo usando una disolucion
de yodo alcalina tal como se describe, por ejemplo, en el documento DE 196 28 705 Al cuyos respectivos
contenidos (ejemplo A, columna 9, lineas de 6 a 24) se incorporan en el presente documento como referencia.

Como grupo funcional del compuesto al menos bifuncional que puede hacerse reaccionar con el extremo reductor
opcionalmente oxidado del polimero, puede usarse cada grupo funcional que pueda formar un enlace quimico con el
extremo reductor opcionalmente oxidado del hidroxialquilalmidén.

Segun una realizacién preferida de la presente invencion, este grupo funcional comprende la estructura quimica
-NH-.

Por tanto, ademas se describen un método y un conjugado tal como se describen anteriormente en los que el grupo
funcional del compuesto al menos bifuncional, pudiendo hacerse reaccionar dicho grupo funcional con el extremo
reductor opcionalmente oxidado del polimero, comprende la estructura -NH-.

Ademas se describe que este grupo funcional del compuesto al menos bifuncional es un grupo que tiene la
estructura R’-NH- en la que R’ es hidrégeno o un residuo alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, arilcicloalquilo, alcarilo
o cicloalquilarilo en el que el residuo cicloalquilo, arilo, aralquilo, arilcicloalquilo, alcarilo o cicloalquilarilo puede unirse
directamente al grupo NH o, segun otra realizaciéon, puede unirse mediante un puente de oxigeno al grupo NH. Los
residuos alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, arilcicloalquilo, alcarilo o cicloalquilarilo pueden estar sustituidos
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adecuadamente. Como sustituyentes preferidos, pueden mencionarse halégenos tales como F, Cl o Br. Residuos de
R’ especialmente preferidos son grupos hidrégeno, alquilo y alcoxilo, e incluso mas preferidos son grupos hidrégeno
y alcoxilo y alquilo no sustituidos.

Entre los grupos alquilo y alcoxilo, se prefieren grupos con 1, 2, 3, 4, 5 6 6 &tomos de C. Mas preferidos son grupos
metilo, etilo, propilo, isopropilo, metoxilo, etoxilo, propoxilo e isopropoxilo. Especialmente se prefieren metilo, etilo,
metoxilo, etoxilo, y se les da preferencia particular a metilo o metoxilo.

Por tanto, ademas se describen un método y un conjugado tal como se describen anteriormente en los que R’ es
hidrégeno o un grupo metilo o metoxilo.

Ademas se describe que el grupo funcional del compuesto al menos bifuncional tiene la estructura R’-NHR”- en la
que R” comprende preferiblemente la unidad estructural -NH- y/o la unidad estructural -(C=G)- enlaque Ges O 0 S,
y/o la unidad estructural -SO;-. Ademas se describe que el grupo funcional R” se selecciona del grupo que consiste
en

H H o)
N N_ _G i
~ 7~ ~ —N—-S§—
¥ \ﬂ/ g H |
P G G o)
y
e \n/ ~N
G

en los que, si G esta presente dos veces, es independientemente O 0 S.

Por tanto, se describen ademas un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
grupo funcional del compuesto al menos bifuncional, pudiendo hacerse reaccionar dicho grupo funcional con el
extremo reductor opcionalmente oxidado del polimero, se selecciona del grupo que consiste en

HaN-
H 0 oL~
N HNT R N
HNT 2 H
H : o)
_N HN
H,N \“/ N—S—
: " g
N _N | N_ _G
- ~ - ~

en los que G es O 0 Sy, si esta presente dos veces, independientemente O 0 S, y R’ es metilo.

También se describe que el grupo funcional del compuesto al menos bifuncional, pudiendo hacerse reaccionar dicho
grupo funcional con el extremo reductor opcionalmente oxidado del polimero y comprendiendo un grupo amino, es
un grupo aminooxilo

0 . O
HNT R H/

prefiriéndose particularmente H,N-O-, o el grupo hidrazido
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N
”~
H,N j]/
' G
en el que G es preferiblemente O.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
grupo funcional Z de la proteina es un grupo aldehido o un grupo ceto, y el grupo funcional del compuesto al menos
bifuncional, pudiendo hacerse reaccionar dicho grupo funcional con el extremo reductor opcionalmente oxidado del
polimero, es un grupo aminooxilo o un grupo hidrazido, preferiblemente un grupo aminooxilo.

Por tanto, también se describe un conjugado, tal como se describié anteriormente, en el que el grupo funcional Z de
la proteina es un grupo aldehido o un grupo ceto, y el grupo funcional del compuesto al menos bifuncional, pudiendo
hacerse reaccionar dicho grupo funcional con el extremo reductor opcionalmente oxidado del polimero, es un grupo
aminooxilo o un grupo hidrazido, preferiblemente un grupo aminooxilo.

Ademas, también se describe una realizacion, en la que, el compuesto al menos bifuncional se hace reaccionar con
el polimero en su extremo reductor no oxidado.

Ademas se describe que el compuesto al menos bifuncional que se hace reaccionar con el extremo reductor
opcionalmente oxidado del polimero, comprende el grupo funcional A.

El compuesto al menos bifuncional puede hacerse reaccionar con el polimero en primer lugar para dar un derivado
de polimero que se hace reaccionar posteriormente con la proteina por medio del grupo funcional A. También es
posible hacer reaccionar el compuesto al menos bifuncional por medio del grupo funcional A con la proteina en
primer lugar para dar un derivado de proteina que se hace reaccionar posteriormente con el polimero por medio de
al menos un grupo funcional del residuo del compuesto al menos bifuncional comprendido en el derivado de
proteina.

Segln una realizacion descrita el compuesto al menos bifuncional se hace reaccionar con el polimero en primer
lugar.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado, tal como se describieron anteriormente, comprendiendo
ademas dicho método hacer reaccionar el polimero en su extremo reductor no oxidado con un compuesto de enlace
al menos bifuncional que comprende un grupo funcional que puede hacerse reaccionar con el extremo reductor no
oxidado del polimero y un grupo A, antes de la reaccion del derivado de polimero que comprende Ay la proteina que
comprende Z.

El término “el polimero (o HAS) se hace reaccionar por medio del extremo reductor” o “el polimero (0 HAS) se hace
reaccionar por medio del extremo reductor oxidado de manera selectiva” tal como se usa en el contexto de la
presente invencion se refiere a un procedimiento segin el cual el polimero (0 HAS) se hace reaccionar
predominantemente por medio de su extremo reductor (oxidado de manera selectiva).

Este término “predominantemente por medio de su extremo reductor (oxidado de manera selectiva)” se refiere a
procedimientos segin los que estadisticamente mas del 50%, preferiblemente al menos el 55%, mas
preferiblemente al menos el 60%, mas preferiblemente al menos el 65%, mas preferiblemente al menos el 70%, mas
preferiblemente al menos el 75%, mas preferiblemente al menos el 80%, mas preferiblemente al menos el 85%, mas
preferiblemente al menos el 90%, y todavia més preferiblemente al menos el 95% tal como el 95%, el 96%, el 97%,
el 98% o el 99% de las moléculas de hidroxialquilalmidén empleadas para una reaccién dada se hacen reaccionar
por medio de al menos un extremo reductor (oxidado de manera selectiva) por molécula de polimero (o HAS), en la
gue una molécula de polimero (o HAS) dada que se hace reaccionar por medio de al menos un extremo reductor
puede hacerse reaccionar en la misma reaccion dada por medio de al menos un grupo funcional adecuado adicional
gue se comprende en dicha molécula de polimero (o HAS) y que no es un extremo reductor. Si una o mas moléculas
de polimero (o HAS) se hacen reaccionar por medio de al menos un extremo reductor simultaneamente por medio
de al menos un grupo funcional adecuado adicional que se comprende en esta(s) molécula(s) de polimero (0 HAS) y
que no es un extremo reductor, estadisticamente de manera preferible mas del 50%, preferiblemente al menos el
55%, mas preferiblemente al menos el 60%, mas preferiblemente al menos el 65%, mas preferiblemente al menos el
70%, mas preferiblemente al menos el 75%, mas preferiblemente al menos el 80%, mas preferiblemente al menos el
85%, mas preferiblemente al menos el 90%, y todavia mas preferiblemente al menos el 95% tal como el 95%, el
96%, el 97%, el 98% o el 99% de todos los grupos funcionales que se han hecho reaccionar de estas moléculas de
polimero (o HAS), incluyendo dichos grupos funcionales los extremos reductores, son extremos reductores.

El término “extremo reductor” tal como se usa en el contexto de la presente invencion se refiere al grupo aldehido
terminal de una molécula de polimero (0 HAS) que puede estar presente como grupo aldehido y/o como la forma
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acetal correspondiente. En el caso de oxidarse el extremo reductor, el grupo aldehido o acetal estan en forma de un
grupo carboxilo y/o de la lactona correspondiente.

El grupo funcional del compuesto de enlace al menos bifuncional que se hace reaccionar con el polimero y el grupo
funcional A del compuesto de enlace al menos bifuncional que se hace reaccionar con el grupo funcional Z de la
proteina, pueden estar separados por cualquier espaciador adecuado. Entre otros, el espaciador puede ser un
residuo hidrocarbonado lineal, ramificado y/o ciclico opcionalmente sustituido. Generalmente, el residuo
hidrocarbonado tiene hasta 60, preferiblemente hasta 40, mas preferiblemente hasta 20, mas preferiblemente hasta
10, mas preferiblemente hasta 6 y de manera especialmente preferible hasta 4 atomos de carbono. Si hay
heteroatomos presentes, el grupo de separacién que comprende generalmente de 1 hasta 20, preferiblemente
desde 1 hasta 8, mas preferiblemente de 1 a 6, mas preferiblemente de 1 a 4 y de manera especialmente preferible
desde 1 hasta 2 heteroatomos. Como heteroatomo, se prefiere O. El residuo hidrocarbonado puede comprender una
cadena de alquilo opcionalmente ramificada o un grupo arilo o un grupo cicloalquilo que tiene, por ejemplo, desde 5
hasta 7 atomos de carbono, o puede ser un grupo aralquilo, un grupo alcarilo en el que la parte de alquilo puede ser
un grupo alquilo lineal y/o ciclico. Segun una realizacion incluso mas preferida de la presente invencion, los grupos
funcionales estan separados por una cadena hidrocarbonada lineal que tiene 4 atomos de carbono. Segun otra
realizacion preferida de la presente invencién, los grupos funcionales estan separados por una cadena
hidrocarbonada lineal que tiene 4 4&tomos de carbono y al menos uno, preferiblemente un heterodtomo, de manera
particularmente preferible un atomo de oxigeno.

Segun una realizacion descrita adicionalmente, el compuesto de enlace al menos bifuncional es un compuesto de
enlace homobifuncional. Por tanto, la presente invencién también se refiere a un método de produccion de un
conjugado tal como se describié anteriormente, en el que el compuesto de enlace al menos bifuncional es un
compuesto homobifuncional.

Por tanto, con respecto a los grupos funcionales preferidos mencionados anteriormente del compuesto de enlace,
comprendiendo dicho compuesto de enlace homobifuncional preferiblemente o bien dos grupos aminooxilo H2N-O- o
dos grupos aminooxilo R’-O-NH- o dos grupos hidrazido H,N-NH-(C=G) -, prefiriéndose los grupos aminooxilo H,N-
O- y los grupos hidrazido H2N-NH-(C=0)-, y prefiriéndose especialmente grupos aminooxilo HaN-O-.

Entro todos los compuestos homobifuncionales concebibles que comprenden dos grupos hidrazido HaN-NH-(C=0)-,
se prefieren hidrazidas en las que los dos grupos hidrazido estan separados por un residuo hidrocarbonado que
tiene hasta 60, preferiblemente hasta 40, mas preferiblemente hasta 20, mas preferiblemente hasta 10, mas
preferiblemente hasta 6 y de manera especialmente preferible hasta 4 atomos de carbono. Mas preferiblemente, el
residuo hidrocarbonado tiene de 1 a 4 atomos de carbono tales como 1, 2, 3 6 4 atomos de carbono. Lo mas
preferiblemente, el residuo hidrocarbonado tiene 4 atomos de carbono. Por tanto, se prefiere un compuesto
homobifuncional segun la férmula.

0 H
HNS N

NH
H 2

(0]

En la realizacion descrita anteriormente en la que un grupo aldehido o un grupo ceto de la proteina se hace
reaccionar con un compuesto que comprende dos grupos hidrazido H;N-NH-(C=0)-, los hidroxietilalmidones
particularmente preferidos son, por ejemplo, hidroxietilalmidones que tienen un peso molecular medio de
aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente 0,4. También son posibles, por ejemplo, hidroxietilalmidén
que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o
hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,4
0 hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente
0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de
aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 12 kD y un DS
de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 12 kD y un
DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y
un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD
y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30
kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente
50 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilaimidén que tiene un peso molecular medio de
aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio
de aproximadamente 100 kD y un DS de aproximadamente 0,7.

En cuanto a cada una de estas combinaciones de peso molecular medio y DS, también se prefiere un valor de DS
de aproximadamente 0,8.
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Segun una realizacion descrita adicionalmente, el compuesto de enlace bifuncional es carbohidrazida

0]
HZN\N/lkN/NHz

. H H

En la realizacion descrita anteriormente en la que un grupo aldehido o un grupo ceto de la proteina se hace
reaccionar con carbohidrazida, los hidroxietilalmidones particularmente preferidos son, por ejemplo,
hidroxietilalmidones que tienen un peso molecular medio de aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente
0,4. También son posibles, por ejemplo, hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente
10 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de
aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio
de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular
medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un peso
molecular medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un
peso molecular medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene
un peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que
tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon
gue tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o
hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,4
o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente
0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 100 kD y un DS de
aproximadamente 0,7.

En cuanto a cada una de estas combinaciones de peso molecular medio y DS, también se prefiere un valor de DS
de aproximadamente 0,8.

Tal como se describié anteriormente, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron
anteriormente, en los que el compuesto de enlace al menos bifuncional es un compuesto homobifuncional y
comprende dos grupos aminooxilo. Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se
describieron anteriormente, en los que el compuesto de enlace al menos bifuncional es un compuesto
homobifuncional y comprende dos grupos aminooxilo HaN-O-.

Tal como se describié anteriormente, ademas se describe que el polimero se hace reaccionar en su extremo
reductor que no esta oxidado antes de la reaccién con el compuesto de enlace bifuncional. Por tanto, hacer
reaccionar el compuesto homobifuncional preferido que comprende dos grupos aminooxilo H2N-O- con el polimero
da como resultado un derivado de polimero que comprende un enlace de oxima.

Por tanto, puesto que el grupo funcional Z de la proteina es un grupo aldehido o ceto que se hace reaccionar
preferiblemente con un grupo aminooxilo del derivado de polimero, también se describe un conjugado tal como se
describié anteriormente, comprendiendo dicho conjugado el polimero y la proteina, estando unidos cada uno de
manera covalente a un compuesto de enlace por un enlace de oxima o un enlace de amina ciclica.

Entro todos los compuestos homobifuncionales concebibles que comprenden dos grupos aminooxilo HoN-O-, se
prefieren compuestos bifuncionales en los que los dos grupos aminooxilo se separen mediante un residuo
hidrocarbonado que tiene desde 1 hasta 60, preferiblemente desde 1 hasta 40, méas preferiblemente desde 1 hasta
20, mas preferiblemente desde 1 hasta 10, mas preferiblemente desde 1 hasta 6 y de manera especialmente
preferible de 1 a 4 4&tomos de carbono. Mas preferiblemente, el residuo hidrocarbonado tiene de 1 a 4 atomos de
carbono tales como 1, 2, 3 6 4 atomos de carbono. Lo mas preferiblemente, el residuo hidrocarbonado tiene 4
atomos de carbono. Incluso mas preferiblemente, el residuo hidrocarbonado tiene al menos un heteroatomo, mas
preferiblemente un heterodtomo, y lo méas preferiblemente un atomo de oxigeno. El compuesto O-[2-(2-aminooxi-
etoxi)-etil]hidroxil-amina segun la férmula

/Ov O\
HN" 07 NN,

es especialmente preferido.

Por tanto, ademas se describe un conjugado tal como se describié anteriormente, teniendo dicho conjugado una
constitucion segun la formula
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siendo HAS’ preferiblemente HES’. Los hidroxietilalmidones particularmente preferidos son, por ejemplo,
hidroxietilalmidones que tienen un peso molecular medio de aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente
0,4 o hidroxietilalmidéon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 10 kD y un DS de
aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 12 kD y un DS
de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 12 kD y un
DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y
un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 18 kD
y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilaimidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30
kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente
30 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilaimidén que tiene un peso molecular medio de
aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio
de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular
medio de aproximadamente 100 kD y un DS de aproximadamente 0,7.

En cuanto a cada una de estas combinaciones de peso molecular medio y DS, también se prefiere un valor de DS
de aproximadamente 0,8.

En la realizacién descrita anteriormente en la que un grupo aldehido o un grupo ceto de la proteina se hace
reaccionar con un grupo hidroxiamino del polimero o derivado de polimero, los hidroxietilalmidones particularmente
preferidos son, por ejemplo, hidroxietilalmidones que tienen un peso molecular medio de aproximadamente 10 kD y
un DS de aproximadamente 0,4 y hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 10 kD
y un DS de aproximadamente 0,7 y hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 18
kD y un DS de aproximadamente 0,4 y hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente
50 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de
aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,7. También son posibles, por ejemplo, hidroxietilalmiddn
que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o
hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,7
0 hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente
0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de
aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS
de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un
DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y
un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 100 kD
y un DS de aproximadamente 0,7.

Como proteinas, se prefieren especialmente IFN beta glicosilado, AT Il glicosilado y GM-CSF glicosilado. Por tanto,
en caso de que el hidroxialquilalmidén sea preferiblemente hidroxietilalmidon, también se describe un conjugado
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en el que HES’ se deriva preferiblemente de manera independiente para cada proteina a partir de hidroxietilalmidon
que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente 0,4 y/o
hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 10 kD y/o un DS de aproximadamente
0,7 yl/o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de
aproximadamente 0,4 y/o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS
de aproximadamente 0,4 y/o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un
DS de aproximadamente 0,7 y/o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 100 kD
y un DS de aproximadamente 0,7.

La reaccién del polimero en este extremo reductor no oxidado con el compuesto de enlace, especialmente en el
caso de que dicho compuesto de enlace sea un compuesto de enlace homobifuncional que comprende dos grupos
aminooxilo H2N-O-, se lleva a cabo preferiblemente en un sistema acuoso.

El término “sistema acuoso” tal como se usa en el contexto descrito anteriormente y a continuacion en el presente
documento se refiere a un disolvente o una mezcla de disolventes que comprende agua en el intervalo de desde al
menos el 10% en peso, preferiblemente al menos el 50% en peso, mas preferiblemente al menos el 80% en peso,
incluso més preferiblemente al menos el 90% en peso o hasta el 100% en peso, en base al peso de los disolventes
implicados. El medio de reaccidn preferido es agua.

Segun otra realizacién, puede usarse al menos otro disolvente en el que HAS, preferiblemente HES sea soluble.
Ejemplos de estos disolventes son, por ejemplo, DMF, dimetilacetamida o DMSO.

En lo que respecta a las temperaturas que se aplican durante la reaccion, no existen limitaciones especificas dado
gue la reaccion da como resultado el derivado de polimero deseado.

En el caso de que se haga reaccionar el polimero con el compuesto de enlace homobifuncional que comprende dos
grupos aminooxilo HzN-O-, preferiblemente O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-etillhidroxilamina, la temperatura esta
preferiblemente en el intervalo de desde 5 hasta 45°C, mas preferiblemente en el intervalo de desde 10 hasta 30°C y
de manera especialmente preferible en el intervalo de desde 15 hasta 25°C.

El tiempo de reaccion para la reaccion del polimero con el compuesto de enlace homobifuncional que comprende
dos grupos aminooxilo HaN-O-, preferiblemente O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-etillhidroxilamina, puede adaptarse a las
necesidades especificas y esta generalmente en el intervalo de desde 1 h hasta 7 d, preferiblemente en el intervalo
de desde 1 h hasta 3 d y més preferiblemente de desde 2 h hasta 48 h.

El valor de pH para la reaccion del polimero con el compuesto de enlace homobifuncional que comprende dos
grupos aminooxilo Hz;N-O-, preferiblemente O-[2-(2-aminooxi-etoxi)etillhidroxilamina, puede adaptarse a las
necesidades especificas tales como la naturaleza quimica de los reactivos. El valor de pH esta preferiblemente en el
intervalo de desde 4,5 hasta 6,5.

Ejemplos especificos de las condiciones de reaccidon mencionadas anteriormente son, por ejemplo, una temperatura
de reaccion de aproximadamente 25°C y un pH de aproximadamente 5,5.

El valor de pH adecuado de la mezcla de reaccion puede ajustarse afiadiendo al menos un tampoén adecuado. Entre
los tampones preferidos pueden mencionarse tampdén de acetato de sodio, tampones de fosfato o borato.

Una vez se forma el derivado de polimero que comprende el polimero y el compuesto de enlace bifuncional unido al
mismo, puede aislarse de la mezcla de reaccién mediante al menos un método adecuado. Si es necesario, el
derivado de polimero puede precipitarse antes del aislamiento mediante al menos un método adecuado.

Si el derivado de polimero se precipita en primer lugar, es posible, por ejemplo, poner en contacto la mezcla de
reaccion con al menos un disolvente o mezcla de disolventes distinto del disolvente o mezcla de disolventes
presentes en la mezcla de reaccién a temperaturas adecuadas, tales como, por ejemplo mezclas de acetona/etanol
en razones volumen/volumen adecuadas, tales como 1/1 v/v o isopropanol a temperaturas adecuadas tales como
desde -20°C hasta 50°C o desde 0°C hasta 25°C. Segun una realizacion particularmente preferida de la presente
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invencién en la que se usa un medio acuoso, preferiblemente agua, como disolvente, la mezcla de reaccién se pone
en contacto con una mezcla de 2-propanol a una temperatura, preferiblemente en el intervalo de desde -20 hasta
+50°C y de manera especialmente preferible en el intervalo de desde 0 hasta 25°C.

El aislamiento del derivado de polimero puede llevarse a cabo mediante un procedimiento adecuado que puede
comprender una o mas etapas. Segun una realizacion preferida de la presente invencion, el derivado de polimero se
separa en primer lugar de la mezcla de reaccion o de la mezcla de la mezcla de reaccién con, por ejemplo, mezcla
de 2-propanol acuoso, mediante un método adecuado tal como centrifugacion o filtracion. En una segunda etapa, el
derivado de polimero separado puede someterse a un tratamiento adicional tal como un tratamiento posterior tal
como didlisis, filtracion por centrifugacion o filtracion por presion, cromatografia de intercambio iénico, cromatografia
de fase inversa, HPLC, MPLC, filtracion en gel y/o liofilizacion. Segin una realizacién incluso mas preferida, el
derivado de polimero separado se dializa en primer lugar, preferiblemente frente a agua, y entonces se liofiliza hasta
gue el contenido en disolvente del producto de reaccién es suficientemente bajo segun las especificaciones
deseadas del producto. La liofilizacién puede llevarse a cabo a temperatura de desde 20 hasta 35°C, preferiblemente
de desde 20 hasta 30°C.

Entonces, el derivado de polimero asi aislado se hace reaccionar adicionalmente, por medio del grupo funcional A,
con el grupo funcional Z de la proteina, siendo Z un grupo aldehido o un grupo ceto. En el caso especialmente
preferido de que A sea un grupo aminooxilo HoN-O- para dar un enlace oxima entre el derivado de polimero y la
proteina, la reaccion se lleva a cabo preferiblemente en un medio acuoso, preferiblemente agua, a una temperatura
preferida en el intervalo de desde 0 hasta 40°C, mas preferiblemente desde 4 hasta 25°C y de manera
especialmente preferible desde 15 hasta 25°C. El valor de pH del medio de reaccién estd preferiblemente en el
intervalo de desde 4 hasta 10, mas preferiblemente en el intervalo de desde 5 hasta 9 y de manera especialmente
preferible en el intervalo de desde 5 hasta 7. El tiempo de reaccion esta preferiblemente en el intervalo de desde 1
hasta 72 h, mas preferiblemente en el intervalo de desde 1 hasta 48 h y de manera especialmente preferible en el
intervalo de desde 4 hasta 24 h.

El conjugado puede someterse a un tratamiento adicional tal como un tratamiento posterior tal como dialisis,
filtracion por centrifugacion o filtracion por presién, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de fase
inversa, HPLC, MPLC, filtracién en gel y/o liofilizacion.

Segun la presente invencion, el grupo funcional Z de la proteina es un grupo amino y la proteina se selecciona del
grupo que consiste en IFN alfa, IFN beta, GM-CSF, APC, tPA, A1AT, AT lll, factor VII, factor VIII y factor 1X. Por
tanto, la presente invencion se refiere a un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los
gue el grupo funcional Z de la proteina es un grupo amino y la proteina se selecciona del grupo que consiste en IFN
alfa, IFN beta, GM-CSF, APC, tPA, A1AT, AT lll, factor VIII, factor VIl y factor IX.

Segun la presente invencion, el grupo funcional A que va a hacerse reaccionar, siendo el grupo funcional Z un grupo
amino, es un grupo carboxilo reactivo. Por tanto, la presente invencion también se refiere a un método y un
conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el grupo funcional Z es un grupo amino y el grupo
funcional A del polimero o el derivado de polimero es un grupo carboxilo reactivo.

Segun una realizacion descrita, el grupo carboxilo reactivo se introduce en el polimero oxidando de manera selectiva
el polimero en su extremo reductor.

Por tanto, segun esta realizacion, el polimero en el que se introduce el grupo carboxilo reactivo tiene la constitucion
segun la férmula (l1a)

HAS' .
\O (Ia)

y/o segun la férmula (11b)
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(IIb)

preferiblemente hidroxietilalmidén, puede llevarse a cabo segun cada método o combinacién de métodos que dan
como resultado compuestos que tienen las estructuras (lla) y/o (Ilb) mencionadas anteriormente.

Aunque la oxidacion puede llevarse a cabo segun cualquier método o todos los métodos adecuados que dan como
resultado el extremo reductor oxidado de hidroxialquilalmidon, se lleva a cabo preferiblemente usando una disolucién
de yodo alcalina tal como se describe, por ejemplo, en el documento DE 196 28 705 Al cuyos contenidos
respectivos (ejemplo A, columna 9, lineas 6 a 24) se incorporan en el presente documento como referencia.

La introduccion del grupo carboxilo reactivo en el polimero que estd oxidado de manera selectiva en su extremo
reductor puede llevarse a cabo mediante todos los métodos concebibles.

El polimero oxidado puede emplearse como tal o como una sal, tal como una sal de metal alcalino, preferiblemente
como una sal de sodio y/o de potasio.

También se describe que el polimero que estd oxidado de manera selectiva en su extremo reductor se hace
reaccionar en el extremo reductor oxidado con al menos un alcohol, preferiblemente con al menos un alcohol &cido.
Todavia méas preferidos son alcoholes acidos que tienen un valor de pKa en el intervalo de desde 6 hasta 12, mas
preferiblemente de desde 7 hasta 11 a 25°C. El peso molecular del alcohol &cido esté preferiblemente en el intervalo
de desde 80 hasta 500 g/mol, mas preferiblemente de desde 90 hasta 300 g/mol y de manera especialmente
preferible de desde 100 hasta 200 g/mol.

Alcoholes acidos adecuados son todos los alcoholes H-O-Ra que tienen un protén acido y pueden hacerse
reaccionar con el polimero oxidado para dar el respectivo éster de polimero reactivo, preferiblemente segin la
férmula

OR,

HAS'
. \o
R,0

todavia mas preferiblemente segun la férmula
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Alcoholes preferidos son N-hidroxisuccinimidas tales como N-hidroxisuccinimida o sulfo-N-hidroxisuccinimida,
fenoles adecuadamente sustituidos tales como p-nitrofenol o p-dinitrofenol, u o’-dinitrofenol, triclorofenol tal como
2,4,6-triclorofenol o 2,4,5-triclorofenol, trifluorofenol tal como 2,4,6-trifluorofenol o 2,4,5-trifluorofenol, pentaclorofenol,
pentafluorofenol o hidroxiazoles tales como hidroxibenzotriazol. Especialmente se prefieren N-hidroxisuccinimidas,
prefiriéndose especialmente N-hidroxisuccinimida y sulfo-N-hidroxisuccinimida. Todos los alcoholes pueden
emplearse solos o como combinacion adecuada de dos o mas de los mismos. En el contexto de la presente
invencion, también es posible emplear un compuesto que libera el respectivo alcohol, por ejemplo afiadiendo
diésteres de &cidos carbonicos.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
polimero oxidado de manera selectiva en su extremo reductor se activa haciendo reaccionar el polimero oxidado con
un alcohol &cido, preferiblemente con N-hidroxisuccinimida y/o sulfo-N-hidroxisuccinimida.

Ademas se describe que el polimero que estd oxidado de manera selectiva en su extremo reductor se hace
reaccionar en el extremo reductor oxidado con al menos un diéster carbdnico Rg-O-(C=0)-O-Rc, en el que Rg y Rc
pueden ser iguales o diferentes. Preferiblemente, este método da polimeros reactivos segun la formula

en la que HAS'’ es preferiblemente HES'.

Como compuestos de diéster carbonico adecuados, pueden emplearse compuestos cuyos componentes de alcohol
sean independientemente N-hidroxisuccinimidas tales como N-hidroxisuccinimida o sulfo-N-hidroxisuccinimida,
fenoles adecuadamente sustituidos tales como p-nitrofenol o p-dinitrofenol, u o’-dinitrofenol, triclorofenol tal como
2,4,6-triclorofenol o 2,4,5-triclorofenol, trifluorofenol tal como 2,4,6-trifluorofenol o 2,4,5-trifluorofenol, pentaclorofenol,
pentafluorofenol o hidroxiazoles tales como hidroxibenzotriazol. Especialmente se prefieren carbonato de N,N’-
disuccinimidilo y carbonato de sulfo-N,N’-disuccinimidilo, prefiriéndose especialmente carbonato de N,N’-
disuccinimidilo.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
polimero oxidado de manera selectiva en su extremo reductor se activa haciendo reaccionar el polimero oxidado con
carbonato de N,N’-disuccinimidilo.

El alcohol &acido se hace reaccionar con el polimero oxidado o la sal del polimero oxidado a una razén molar de
alcohol acido:polimero preferiblemente de desde 5:1 hasta 50:1, méas preferiblemente de desde 8:1 hasta 20:1, a
una temperatura de reaccion preferida de desde 2 hasta 40°C, mas preferiblemente de desde 10 hasta 30°C y de
manera especialmente preferible de desde 15 hasta 25°C. El tiempo de reaccién esta preferiblemente en el intervalo
de desde 1 hasta 10 h, mas preferiblemente de desde 2 hasta 5 h, mas preferiblemente de desde 2 hasta 4 h 'y
particularmente de desde 2 hasta 3 h.

El compuesto de diéster carbdnico se hace reaccionar con el polimero oxidado o la sal del polimero oxidado a una
raz6n molar de compuesto de diéster:polimero preferiblemente de desde 1:1 hasta 3:1, mas preferiblemente de
desde 1:1 hasta 1,5:1. El tiempo de reaccion esta preferiblemente en el intervalo de desde 0,1 hasta 12 h, mas
preferiblemente de desde 0,2 hasta 6 h, mas preferiblemente de desde 0,5 hasta 2 h y particularmente de desde
0,75 hasta 1,25 h.
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Ademas se describe que la reaccion del polimero oxidado con alcohol acido y/o diéster carbénico se lleva a cabo en
al menos un disolvente aprético, de manera particularmente preferible en un disolvente aprético anhidro que tiene un
contenido en agua de no mas del 0,5 por ciento en peso, preferiblemente de no méas del 0,1 por ciento en peso.
Disolventes adecuados son, entre otros, dimetilsulféxido (DMSO), N-metilpirrolidona, dimetilacetamida (DMA),
dimetilformamida (DMF) y mezclas de dos o mas de los mismos. Las temperaturas de reaccién estan
preferiblemente en el intervalo de desde 2 hasta 40°C, mas preferiblemente de desde 10 hasta 30°C.

Para hacer reaccionar el polimero oxidado con el al menos un alcohol acido, se emplea al menos un agente de
activacion adicional.

Agentes de activacion adecuados son, entre otros, carbonildimidazol, carbodiimidas tales como
diisopropilcarbodiimida (DIC), diciclohexilcarbodiimidas (DCC), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC),
prefiriéndose especialmente diciclohexilcarbodiimidas (DCC) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC).

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
polimero oxidado en su extremo reductor, se hace reaccionar con un alcohol acido en presencia de un agente de
activacion adicional para dar el éster de polimero reactivo.

Ademas se describe que la reaccion del polimero oxidado con diéster carbonico y/o alcohol acido se lleva a cabo en
una actividad de base baja que puede determinarse afiadiendo la mezcla de reaccién a agua con una razén en
volumen de agua con respecto a la mezcla de reaccién de 10:1. Antes de la adicion, el agua que no comprende
esencialmente tampon, tiene un valor de pH de 7 a 25°C. Tras la adicién de la mezcla de reaccion y midiendo el
valor de pH, se obtiene la actividad de base de la mezcla de reaccion, que tiene un valor de preferiblemente no mas
de 9,0, mas preferiblemente de no mas de 8,0 y de manera especialmente preferible de no mas de 7,5.

Ademas se describe que el polimero oxidado se hace reaccionar con N-hidroxisuccinimida en DMA seco en
ausencia de agua con EDC para dar de manera selectiva el éster de N-hidroxisuccinimida de polimero segun la
férmula

siendo HAS’ mas preferiblemente HES'.

Sorprendentemente, esta reaccion no da subproductos que resultan de reacciones de EDC con grupos OH de HES,
y sorprendentemente, la reaccion de transposicién de la O-acilisourea formada por EDC y el polimero oxidado con la
N-acilurea respectiva se suprime.

También se describe que el polimero oxidado se hace reaccionar con carbonato de N,N’-disuccinimidilo en DMF
anhidro y en ausencia de un agente de activacion para dar de manera selectiva el éster de N hidroxisuccinimida de
polimero segun la formula
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siendo HAS’ mas preferiblemente HES'.

El polimero reactivo tal como se describié anteriormente se hace reaccionar ademas preferentemente con al menos
un grupo amino de la proteina para dar un enlace amida. Segin una realizacion preferida de la presente invencion,
el polimero reactivo se hace reaccionar con un grupo amino de la proteina.

El grupo amino de la proteina puede ser un grupo amino de un residuo de aminoacido adecuado de la proteina tal
como un residuo de lisina o un residuo de histidina o el grupo amino ubicado en el extremo N terminal de la proteina.

Por tanto, también se describe un conjugado que tiene una constitucién segun la formula

H

N- Proteina

en la que el atomo de N del enlace amida se deriva de un grupo amino de la proteina, siendo HAS’ preferiblemente
HES’, siendo el hidroxietilalmidén preferiblemente hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de
aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio
de aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular
medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidéon que tiene un peso
molecular medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un
peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS’ de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene
un peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que
tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon
que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o
hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,4
o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente
0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 100 kD y un DS de
aproximadamente 0,7.

En cuanto a cada una de estas combinaciones de peso molecular medio y DS, también se prefiere un valor de DS
de aproximadamente 0,8.

Una proteina especialmente preferida acoplada por medio del enlace amida mencionado anteriormente con
hidroxialquilalmidén, preferiblemente hidroxietilalmidon, es AT Ill. Por tanto, ademas se describe un conjugado

en el que el atomo de N del enlace amida se deriva de un grupo amino de AT Ill y en el que HAS’ es preferiblemente
HES’ e incluso mas preferiblemente hidroxietilalmiddn que tiene un peso molecular de aproximadamente 10 kD y un
valor de DS de aproximadamente 0,4.

Otra proteina especialmente preferida acoplada por medio de un enlace amida mencionado anteriormente con
hidroxialquilalmidén, preferiblemente hidroxietilalmidén, es IFN alfa. Por tanto, también se describe un conjugado
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en el que el &omo de N del enlace amida se deriva de un grupo amino de IFN alfa y en el que HAS’ es
preferiblemente HES’ e incluso mas preferiblemente hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular de
aproximadamente 18 kD y un valor de DS de aproximadamente 0,8.

En la realizacién descrita anteriormente en la que un grupo amino de la proteina se hace reaccionar con un grupo
carboxilo reactivo del polimero o derivado de polimero, los hidroxietilalmidones particularmente preferidos son, por
ejemplo, hidroxietilalmidones que tienen un peso molecular medio de aproximadamente 10 kD y un DS de
aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidones que tienen un peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un
DS de aproximadamente 0,8. También son posibles hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de
aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente 0,7 y hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio
de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,4 y hidroxietilalmidéon que tiene un peso molecular
medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso
molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un
peso molecular medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene
un peso molecular medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon que
tiene un peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon
gue tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o
hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,7
0 hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente
0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de
aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 100 kD y un DS
de aproximadamente 0,7.

En cuanto a cada una de estas combinaciones de peso molecular medio y DS, también se prefiere un valor de DS
de aproximadamente 0,8.

La reaccién del polimero reactivo con la proteina puede llevarse a cabo combinando la mezcla de reaccién de la
preparacion del polimero reactivo, es decir sin aislamiento del polimero reactivo, que comprende al menos el 10,
mas preferiblemente al menos el 30 y todavia méas preferiblemente al menos el 50 por ciento en peso de polimero
reactivo, con una disolucién acuosa de la proteina. Las disoluciones acuosas preferidas de la proteina comprenden
de desde el 0,05 hasta el 10, mas preferiblemente de desde el 0,5 hasta el 5 y de manera especialmente preferible
de desde el 0,5 hasta el 2 por ciento en peso de proteina a un pH preferido de desde 5,0 hasta 9,0, mas
preferiblemente de desde 6,0 hasta 9,0 y de manera especialmente preferible de desde 7,5 hasta 8,5.

También es posible purificar el polimero reactivo mediante al menos una, preferiblemente mdltiples precipitaciones
con al menos un agente de precipitacion adecuado tal como etanol anhidro, isopropanol y/o acetona para dar un
sélido que comprende al menos el 10, mas preferiblemente al menos el 30 y todavia mas preferiblemente al menos
el 50 por ciento en peso polimero reactivo.

El polimero reactivo purificado puede afiadirse a la disolucién acuosa de la proteina. También es posible afiadir una
disolucién del polimero reactivo purificado a la disolucion acuosa de la proteina.

También se describe que la reaccién del polimero reactivo con la proteina para dar un enlace amida se lleva a cabo
a una temperatura de desde 2 hasta 40°C, mas preferiblemente de desde 5 hasta 35°C y especialmente de desde
10 hasta 30°C y a un pH preferido de desde 7,0 hasta 9,0, preferiblemente de desde 7,5 hasta 9,0 y de manera
especialmente preferible de desde 7,5 hasta 8,5, a un tiempo de reaccién preferido de desde 0,1 hasta 12 h, méas
preferiblemente de desde 0,5 hasta 5 h, mas preferiblemente de desde 0,5 hasta 3 h, todavia mas preferiblemente
de desde 0,5 hasta 2 h y de manera especialmente preferible de desde 0,5 hasta 1 h, siendo la razén molar de éster
de polimero reactivo: proteina preferiblemente de desde 1:1 hasta 70:1, mas preferiblemente de desde 5:1 hasta
50:1 y de manera especialmente preferible de desde 10:1 hasta 50:1.

También se describe que el polimero que esta oxidado de manera selectiva en su extremo reductor se hace
reaccionar en el extremo reductor oxidado con una azolida tal como carbonildiimidazol o carbonildibencimidazol para
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dar un polimero que tiene un grupo carboxilo reactivo. En el caso de carbonildiimidazol, resulta un derivado de
polimero reactivo segun la férmula,

HAS"
o o

en la que HAS' es preferiblemente HES’. La imidazolida que resulta de la reaccion del polimero con la azolida puede
hacerse reaccionar preferentemente con un grupo amino de la proteina para dar un enlace amida. También es
posible una reaccion, si esta presente, con un grupo hidroxilo de la proteina para dar un enlace de éster, 0 con un
grupo tio de la proteina para dar un enlace tioéster o, si estd presente, con un grupo carboxilo de la proteina para
dar un enlace -(C=0)-0O-(C=0)-.

En la realizacion descrita anteriormente en la que se usa una azolida para introducir el grupo carboxilo reactivo en el
polimero o derivado de polimero, los hidroxietilalmidones particularmente preferidos son, por ejemplo,
hidroxietilalmidones que tienen un peso molecular medio de aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente
0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 10 kD y un DS de
aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS
de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un
DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y
un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD
y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50
kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente
12 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de
aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio
de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular
medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso
molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un
peso molecular medio de aproximadamente 100 kD y un DS de aproximadamente 0,7.

En cuanto a cada una de estas combinaciones de peso molecular medio y DS, también se prefiere un valor de DS
de aproximadamente 0,8.

También se describe que el polimero que tiene un grupo carboxilo reactivo A que resulta de la reaccion del extremo
reductor oxidado de manera selectiva del polimero con uno de los compuestos mencionados anteriormente,
preferiblemente con al menos uno de los alcoholes acidos y/o al menos uno de los compuestos de diéster carbonico,
puede unirse con el grupo funcional Z de la proteina por medio de al menos un compuesto ligador. En el caso de
que se use un compuesto ligador, dicho compuesto es un compuesto al menos bifuncional que tiene al menos un
grupo funcional F; que puede hacerse reaccionar con el grupo funcional A del derivado de polimero, y al menos un
grupo funcional F, que puede hacerse reaccionar con el grupo funcional Z de la proteina o un grupo funcional F, que
puede modificarse quimicamente que va a hacerse reaccionar con el grupo funcional Z de la proteina. La
modificacién quimica puede ser, por ejemplo, una reaccién del grupo funcional F, con un grupo funcional F; de un
compuesto ligador adicional o una oxidacion o una reduccion de un grupo funcional F, adecuado. En el caso de que
se use al menos un compuesto ligador, la reaccion no esta restringida al grupo amino de la proteina pero,
dependiendo de la naturaleza quimica de los grupos funcionales del compuesto ligador o compuestos ligadores,
puede usarse para formar un enlace con cada grupo funcional adecuado de la proteina, tal como un grupo carboxilo,
un grupo carboxilo reactivo, un grupo aldehido, un grupo ceto, un grupo tio, un grupo amino o un grupo hidroxilo. En
el caso de que se usen dos compuestos ligadores, se emplea un primer compuesto ligador que tiene al menos un
grupo funcional F1 que puede hacerse reaccionar con el grupo carboxilo reactivo A del polimero, tal como un grupo
amino, un grupo tio, un grupo hidroxilo o un grupo carboxilo. Ademas, el primer compuesto ligador tiene al menos
otro grupo funcional F, que puede hacerse reaccionar con al menos un grupo funcional F3 del segundo compuesto
ligador. Como grupo funcional F2, se mencionan los siguientes grupos funcionales, entre otros:

- dobles enlaces C-C o triples enlaces C-C o enlaces C-C aromaticos;
- el grupo tio o los grupos hidroxilo;

- hidrazida del acido alquilsulfénico, hidrazida del acido arilsulfénico;
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- 1,2-dioles;

- 1,2-aminoalcoholes;

- 1,2-amino-tioalcoholes;
- azidas;

- el grupo amino -NH, o derivados de los grupos amino que comprenden la unidad estructural -NH- tales como
grupos aminoalquilo, grupos aminoarilo, grupos aminoaralquilo o grupos alcarilamino;

- el grupo hidroxilamino -O-NH>, o derivados del grupo hidroxilamino que comprenden la unidad estructural -O-NH-,
tales como grupos hidroxilalquilamino, grupos hidroxilarilamino, grupos hidroxilaralquilamino o grupos
hidroxialcarilamino;

- grupos alcoxiamino, grupos ariloxiamino, grupos aralquiloxiamino o grupos alcariloxiamino, comprendiendo cada
uno la unidad estructural -NH-O-;

- residuos que tienen un grupo carbonilo, -Q-C(=G)-M, en el que Ges O 0 S, y M es, por ejemplo,

---OH o -SH;

-- un grupo alcoxilo, un grupo ariloxilo, un grupo aralquiloxilo o un grupo alcariloxilo;

-- un grupo alquiltio, un grupo ariltio, un grupo aralquiltio o un grupo alcariltio;

-- un grupo alquilcarboniloxilo, un grupo arilcarboniloxilo, un grupo aralquilcarboniloxilo, un grupo alcarilcarboniloxilo;
-- ésteres activados tales como ésteres de hidroxilaminas que tienen estructura terciaria tal como N-
hidroxisuccinimida o que tienen una unidad estructural O-N en la que N es parte de un compuesto de heteroarilo o,
con G=0 y Q ausentes, tal como compuestos ariloxilo con un residuo arilo sustituido tal como pentafluorofenilo,
paranitrofenilo o triclorofenilo;

en los que Q esta ausente o NH o un heteroatomo tal como S u O;

- -NH-NH3, 0 -NH-NH-;

- -NOy;

- el grupo nitrilo;

- grupos carbonilo tales como el grupo aldehido o el grupo ceto;

- el grupo carboxilo;

- el grupo -N=C=0 o el grupo -N=C=S;

- grupos haluro de vinilo tales como el grupo yoduro de vinilo o bromuro de vinilo o triflato;

- -C=C-H;

- -(C=NHCI)-O-alquilo

- grupos -(C=0)-CH-Hal en los que Hal es CI, Bro |;

- -CH=CH-SO>-;

- un grupo disulfuro que comprende la estructura -S-S-;

- el grupo
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O
—N
o ;
- el grupo
F
O,N NO,

en los que F3 es un grupo que puede formar un enlace quimico con uno de los grupos mencionados anteriormente y
se selecciona preferiblemente de los grupos mencionados anteriormente. Ademas, el segundo compuesto ligador
tiene al menos un grupo funcional que puede hacerse reaccionar con el grupo funcional Z de la proteina, que es, por
ejemplo, un grupo amino, un grupo tio, un grupo carboxilo, un grupo carboxilo reactivo, un grupo aldehido, un grupo
ceto o un grupo hidroxilo. En el caso de que se use un compuesto de enlace para unir de manera covalente el
polimero y la proteina, el polimero puede hacerse reaccionar con el compuesto de enlace y el derivado de polimero
resultante se hace reaccionar con la proteina, o la proteina puede hacerse reaccionar con el compuesto de enlace y
el derivado de proteina resultante se hace reaccionar con el polimero. En el caso de que se usen dos compuestos
de enlace L1 y L2, es posible hacer reaccionar el polimero con L1, hacer reaccionar el derivado de polimero
resultante con L2 y hacer reaccionar el derivado de polimero resultante con la proteina, o hacer reaccionar la
proteina con L2, hacer reaccionar el derivado de proteina resultante con L1 y hacer reaccionar el derivado de
proteina resultante con el polimero. También es posible hacer reaccionar el polimero con L1 y hacer reaccionar la
proteina con L2 y hacer reaccionar el derivado de polimero con el derivado de proteina. Ademas, es posible hacer
reaccionar L1 con L2, hacer reaccionar el compuesto resultante con el polimero y el derivado de polimero resultante
con la proteina. Ademas, es posible hacer reaccionar L1 con L2, hacer reaccionar el compuesto resultante con la
proteina y el derivado de proteina resultante con el polimero.

En la realizacion descrita anteriormente en la que se usa compuesto ligador en combinacion con un alcohol acido y/o
un carbonato de diéster y/o una azolida, los hidroxietilalmidones particularmente preferidos son, por ejemplo,
hidroxietilalmidones que tienen un peso molecular medio de aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente
0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 10 kD y un DS de
aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS
de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un
DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y
un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 12 kD
y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilaimidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 12
kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente
18 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de
aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio
de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular
medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidéon que tiene un peso
molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un
peso molecular medio de aproximadamente 100 kD y un DS de aproximadamente 0,7.

En cuanto a cada una de estas combinaciones de peso molecular medio y DS, también se prefiere un valor de DS
de aproximadamente 0,8.

Seguln la presente invencion el grupo carboxilo reactivo se introduce en el polimero cuyo extremo reductor no esta
oxidado, haciendo reaccionar al menos un grupo hidroxilo del polimero con un diéster carbonico.

Por tanto, la presente invencién también se refiere a un método y un conjugado tal como se describieron
anteriormente, en los que A es un grupo carboxilo reactivo, y en los que A se introduce en el polimero cuyo extremo
reductor no esta oxidado, haciendo reaccionar al menos un grupo hidroxilo del polimero con al menos un diéster
carbdnico Rg-O-(C=0)-0O-Rc, en el que Rg y Rc pueden ser iguales o diferentes.

Segun otra realizacién de la presente invencion, el polimero cuyo extremo reductor no esta oxidado, se hace

reaccionar en al menos un grupo hidroxilo con una azolida tal como carbonildiimidazol, carbonil-di-(1,2,4-triazol) o
carbonildibencimidazol para dar un polimero que tiene un grupo carboxilo reactivo.
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Como compuestos de diéster carbdnico adecuados, pueden emplearse compuestos cuyo componente de alcoholes
son independientemente N-hidroxisuccinimidas tales como N-hidroxisuccinimida o sulfo-N-hidroxisuccinimida,
fenoles adecuadamente sustituidos tales como p-nitrofenol o p-dinitrofenol, u o’-dinitrofenol, triclorofenol tal como
2,4,6-triclorofenol o 2,4,5-triclorofenol, trifluorofenol tal como 2,4,6-trifluorofenol o 2,4,5-trifluorofenol, pentaclorofenol,
pentafluorofenol o hidroxiazoles tales como hidroxibenzotriazol.

Especialmente se prefieren compuestos simétricos de diéster carbénico, por tanto siendo Rg y Rc iguales. El
componente de alcohol del diéster carbénico se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en N-
hidroxisuccinimida, N-hidroxisuccinimida sulfonatada, N-hidroxibenzotriazol y fenoles sustituidos con nitro y
halégeno. Entre otros, se prefieren nitrofenol, dinitrofenol, triclorofenol, trifluorofenol, pentaclorofenol y
pentafluorofenol. Especialmente se prefieren carbonato de N,N’-disuccinimidilo y carbonato de sulfo-N,N’-
disuccinimidilo, prefiriéndose especialmente carbonato de N,N’-disuccinimidilo.

Por tanto, la presente invencidn también se refiere a un derivado de hidroxialquilalmidén y un método de produccién
del mismo, preferiblemente un derivado de hidroxietilalmidén, en el que al menos un grupo hidroxilo, preferiblemente
al menos dos grupos hidroxilo de dicho almidén se han hecho reaccionar con un compuesto de diéster carbdnico
para dar el respectivo éster reactivo.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, la reaccion del polimero cuyo extremo reductor no esta
oxidado, con el al menos un compuesto de diéster carbdnico se lleva a cabo a una temperatura de desde 2 hasta
40°C, més preferiblemente de desde 10 hasta 30°C y especialmente de desde 15 hasta 25°C y a un tiempo de
reaccion preferido de desde 0,5 hasta 5 h, méas preferiblemente de desde 1 hasta 3 h, y de manera especialmente
preferible de desde 2 hasta 3 h.

Segun otra realizacion de la presente invencién, el polimero cuyo extremo reductor no esta oxidado, se hace
reaccionar en al menos un grupo hidroxilo con una azolida tal como carbonildiimidazol, carbonil-di-(1,2,4-triazol) o
carbonildibencimidazol para dar un polimero que tiene un grupo carboxilo reactivo.

La razén molar de diéster carbdnico y/o azolida, preferiblemente compuesto de diéster carbdnico:polimero depende
del grado de sustitucion del polimero con respecto al nUmero de grupos hidroxilo que se han hecho reaccionar con el
compuesto de diéster carbdnico en relacién con el nimero de grupos hidroxilo presentes en el polimero sin
reaccionar.

Segln una realizacion preferida de la presente invenciéon, la razon molar de compuesto de diéster
carbonico:polimero esta en el intervalo de desde 1:2 hasta 1:1000, méas preferiblemente de desde 1:3 hasta 1:100 y
de manera especialmente preferible de desde 1:10 hasta 1:50, para dar un grado de sustitucién en el intervalo de
desde 0,5 hasta 0,001, preferiblemente de desde 0,33 hasta 0,01 y de manera especialmente preferible de desde
0,1 hasta 0,02. El grado de sustitucioén se determina mediante espectroscopia UV.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, la reaccion del polimero cuyo extremo reductor no esta
oxidado, con diéster carbdnico se lleva a cabo en al menos un disolvente aprético, de manera particularmente
preferible en un disolvente aprético anhidro que tiene un contenido en agua de no mas del 0,5 por ciento en peso,
preferiblemente de no mas del 0,1 por ciento en peso. Disolventes adecuados son, entre otros, dimetilsulféxido
(DMSO), N-metilpirrolidona, dimetilacetamida (DMA), dimetilformamida (DMF) y mezclas de dos o méas de los
mismos.

Por tanto, la presente invencién también se refiere a un método y un conjugado tal como se describieron
anteriormente, en los que la reaccion del al menos un grupo hidroxilo del polimero cuyo extremo reductor no esta
oxidado, con el diéster carbdnico para dar un grupo éster reactivo A se lleva a cabo en un disolvente polar aprético
anhidro, siendo el disolvente preferiblemente dimetilacetamida, dimetilformamida o una mezcla de los mismos.

La reaccion del polimero reactivo que comprende al menos un grupo éster reactivo, preferiblemente al menos dos
grupos éster reactivos, con la proteina para dar al menos un enlace amida, preferiblemente al menos dos enlaces
amida, puede llevarse a cabo combinando la mezcla de reaccién de la preparacion del polimero reactivo, es decir sin
aislamiento del polimero reactivo, que comprende al menos el 5, méas preferiblemente al menos el 10 y todavia mas
preferiblemente al menos el 15 por ciento en peso de polimero reactivo, con una disolucidon acuosa de la proteina.
Las disoluciones acuosas preferidas de la proteina comprenden de desde el 0,05 hasta el 10, mas preferiblemente
de desde el 0,5 hasta el 5 y de manera especialmente preferible de desde el 0,5 hasta el 2 por ciento en peso de
proteina a un pH preferido de desde 7,0 hasta 9, mas preferiblemente de desde 7,5 hasta 9 y de manera
especialmente preferible de desde 7,5 hasta 8,5.

Segun la presente invencién, también es posible purificar el polimero reactivo mediante al menos una,
preferiblemente mediante mdltiples precipitaciones con al menos un agente de precipitacién adecuado tal como
etanol anhidro, isopropanol y/o acetona para dar un solido que comprende al menos el 20, mas preferiblemente al
menos el 50 y todavia mas preferiblemente al menos el 80 por ciento en peso de polimero reactivo.
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El polimero reactivo purificado puede afadirse a la disolucion acuosa de la proteina. También es posible afiadir una
disolucién del polimero reactivo purificado a la disolucién acuosa de la proteina.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, la reaccion del polimero reactivo con la proteina para dar
al menos uno, preferiblemente al menos dos enlaces amida se lleva a cabo a una temperatura de desde 2 hasta
40°C, mas preferiblemente de desde 5 hasta 35°C y especialmente de desde 10 hasta 30°C y un pH preferido de
desde 7,0 hasta 9,5, preferiblemente de desde 7,5 hasta 9 y de manera especialmente preferible de desde 7,5 hasta
8,5, a un tiempo de reaccion preferido de desde 0,5 hasta 5 h, mas preferiblemente de desde 0,5 hasta 3 h y de
manera especialmente preferible de desde 0,5 hasta 1 h, siendo la razén molar de éster de polimero
reactivo:proteina preferiblemente de desde 1:1 hasta 70:1, mas preferiblemente de desde 5:1 hasta 50:1 y de
manera especialmente preferible de desde 10:1 hasta 50:1.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, se obtienen polimeros sustituidos con oligo o
multiproteinas en los que las moléculas de proteina se unen al polimero por medio de un enlace amida.

PDS esté en el intervalo de desde 0,001 hasta 1, preferiblemente desde 0,005 hasta 0,5, mas preferiblemente desde
0,005 hasta 0,2.

En la realizacion descrita anteriormente en la que al menos se introduce un grupo carboxilo reactivo en el polimero o
derivado de polimero mediante reaccion con al menos un grupo hidroxilo del polimero o derivado de polimero, los
hidroxietilalmidones particularmente preferidos son, por ejemplo, hidroxietilalmidones que tienen un peso molecular
medio de aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso
molecular medio de aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un
peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene
un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que
tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén
gue tiene un peso molecular medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o
hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,7
0 hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente
0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de
aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS
de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un
DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y
un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 100 kD
y un DS de aproximadamente 0,7.

En cuanto a cada una de estas combinaciones de peso molecular medio y DS, también se prefiere un valor de DS
de aproximadamente 0,8.

Segun otra realizacién de la presente invencion, el polimero que tiene un grupo carboxilo reactivo A que resulta de la
reaccion de al menos un grupo hidroxilo del polimero con uno de los compuestos mencionados anteriormente,
preferiblemente con al menos uno de los compuestos de diéster carbdnico, puede unirse con el grupo funcional Z de
la proteina por medio de al menos un compuesto ligador. En el caso de que se use un compuesto ligador, dicho
compuesto es un compuesto al menos bifuncional que tiene al menos un grupo funcional F1 que puede hacerse
reaccionar con el grupo funcional A del derivado de polimero, y al menos un grupo funcional F, que puede hacerse
reaccionar con el grupo funcional Z de la proteina o un grupo funcional F» que puede modificarse quimicamente que
va a hacerse reaccionar con el grupo funcional Z de la proteina. La modificaciéon quimica puede ser, por ejemplo,
una reaccion del grupo funcional F2> con un grupo funcional F3 de un compuesto ligador adicional o una oxidacion o
una reduccién de un grupo funcional F, adecuado. En el caso de que se use al menos un compuesto ligador, la
reaccion no se restringe al grupo amino de la proteina pero, dependiendo de la naturaleza quimica de los grupos
funcionales del compuesto ligador o compuestos ligadores, puede usarse para formar un enlace con cada grupo
funcional adecuado de la proteina, tal como un grupo carboxilo, un grupo carboxilo reactivo, un grupo aldehido, un
grupo ceto, un grupo tio, un grupo amino o un grupo hidroxilo. En el caso de que se usen dos compuestos ligadores,
se emplea un primer compuesto ligador que tiene al menos un grupo funcional F1 que puede hacerse reaccionar con
el grupo carboxilo reactivo A del polimero, tal como un grupo amino, un grupo tio, un grupo hidroxilo o un grupo
carboxilo. Ademas, el primer compuesto ligador tiene al menos otro grupo funcional F> que puede hacerse
reaccionar con al menos un grupo funcional Fs; del segundo compuesto ligador. Como grupo funcional F,, se
mencionan los siguientes grupos funcionales, entre otros:

- dobles enlaces C-C o triples enlaces C-C o enlaces C-C aromaticos;
- el grupo tio o los grupos hidroxilo;
- hidrazida del &cido alquilsulfénico, hidrazida del acido arilsulfénico;

- 1,2-dioles;
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- 1,2-aminoalcoholes;
- azidas;
- 1,2-amino-tioalcoholes;

- el grupo amino -NH, o derivados de los grupos amino que comprenden la unidad estructural -NH- tales como
grupos aminoalquilo, grupos aminoarilo, grupos aminoaralquilo, o grupos alcarilamino;

- el grupo hidroxilamino -O-NH>, o derivados del grupo hidroxilamino que comprenden la unidad estructural -O-NH-,
tales como grupos hidroxilalquilamino, grupos hidroxilarilamino, grupos hidroxilaralquilamino o grupos
hidroxialcarilamino;

- grupos alcoxiamino, grupos ariloxiamino, grupos aralquiloxiamino o grupos alcariloxiamino, comprendiendo cada
uno la unidad estructural -NH-O-;

- residuos que tienen un grupo carbonilo, -Q-C(=G)-M, en el que Ges O 0 S, y M es, por ejemplo,

---OH o -SH;

-- un grupo alcoxilo, un grupo ariloxilo, un grupo aralquiloxilo o un grupo alcariloxilo;

-- un grupo alquiltio, un grupo ariltio, un grupo aralquiltio o un grupo alcariltio;

-- un grupo alquilcarboniloxilo, un grupo arilcarboniloxilo, un grupo aralquilcarboniloxilo, un grupo alcarilcarboniloxilo;
-- ésteres activados tales como ésteres de hidroxilaminas que tienen estructura terciaria tal como N-
hidroxisuccinimida o que tienen una unidad estructural O-N en la que N es parte de un compuesto de heteroarilo o
con G=0 y Q ausentes, tal como compuestos ariloxilo con un residuo arilo sustituido tal como pentafluorofenilo,
paranitrofenilo o triclorofenilo;

en los que Q esta ausente o NH o un heteroatomo tal como S u O;

- -NH-NH: o0 -NH-NH-;

- -NOy;

- el grupo nitrilo;

- grupos carbonilo tales como el grupo aldehido o el grupo ceto;

- el grupo carboxilo;

- el grupo -N=C=0 o el grupo -N=C=S;

- grupos haluro de vinilo tales como el grupo yoduro de vinilo o bromuro de vinilo o triflato;

--C=C-H;

- -(C=NHCI)-O-alquilo

- grupos -(C=0)-CH-Hal en los que Hal es CI, Bro |;

- -CH=CH-S0,-;

- un grupo disulfuro que comprende la estructura -S-S-;

- el grupo
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- el grupo
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en los que F3 es un grupo que puede formar un enlace quimico con uno de los grupos mencionados anteriormente y
se selecciona preferiblemente de los grupos mencionados anteriormente. Ademas, el segundo compuesto ligador
tiene al menos un grupo funcional que puede hacerse reaccionar con el grupo funcional Z de la proteina, que es, por
ejemplo, un grupo amino, un grupo tio, un grupo carboxilo, un grupo carboxilo reactivo, un grupo aldehido, un grupo
ceto o un grupo hidroxilo. En el caso de que se use un compuesto de enlace para unir de manera covalente el
polimero y la proteina, el polimero puede hacerse reaccionar con el compuesto de enlace y el derivado de polimero
resultante se hace reaccionar con la proteina, o la proteina puede hacerse reaccionar con el compuesto de enlace y
el derivado de proteina resultante se hace reaccionar con el polimero. En el caso de que se usen dos compuestos
de enlace L1 y L2, es posible hacer reaccionar el polimero con L1, hacer reaccionar el derivado de polimero
resultante con L2 y hacer reaccionar el derivado de polimero resultante con la proteina, o hacer reaccionar la
proteina con L2, hacer reaccionar el derivado de proteina resultante con L1 y hacer reaccionar el derivado de
proteina resultante con el polimero. También es posible hacer reaccionar el polimero con L1 y hacer reaccionar la
proteina con L2 y hacer reaccionar el derivado de polimero con el derivado de proteina. Ademas, es posible hacer
reaccionar L1 con L2, hacer reaccionar el compuesto resultante con el polimero y el derivado de polimero resultante
con la proteina. Ademas, es posible hacer reaccionar L1 con L2, hacer reaccionar el compuesto resultante con la
proteina y el derivado de proteina resultante con el polimero.

En la realizacion descrita anteriormente en la que se usa un compuesto ligador, los hidroxietilaimidones
particularmente preferidos son, por ejemplo, hidroxietilaimidones que tienen un peso molecular medio de
aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio
de aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular
medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso
molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un
peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene
un peso molecular medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que
tiene un peso molecular medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén
que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o
hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,4
o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente
0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de
aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS
de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 100 kD y un
DS de aproximadamente 0,7.

En cuanto a cada una de estas combinaciones de peso molecular medio y DS, también se prefiere un valor de DS
de aproximadamente 0,8.

Segun una realizacion descrita adicionalmente, el grupo funcional A que va a hacerse reaccionar, siendo el grupo
funcional Z un grupo amino, es un grupo aldehido, un grupo ceto o un grupo hemiacetal. Por tanto, también se
describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el grupo funcional Z es un
grupo amino y el grupo funcional A del polimero o el derivado del mismo es un grupo aldehido, un grupo ceto o un
grupo hemiacetal, en los que la proteina se selecciona del grupo que consiste en IFN alfa, IFN beta, GM-CSF, APC,
tPA, A1AT, AT Ill, factor VII, factor VIl y factor IX.

Segun una realizacion descrita, se hacen reaccionar el grupo funcional Z y el grupo funcional A por medio de una
reaccion de aminacion reductora.

La reaccion de aminacién reductora, en la que el polimero o derivado de polimero se une de manera covalente por
medio de al menos un grupo aldehido a al menos un grupo amino de la proteina mediante aminacion reductora, se
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lleva a cabo preferiblemente a una temperatura de desde 0 hasta 40°C, mas preferiblemente de 0 a 37°C, mas
preferiblemente de desde 0 hasta 25°C, en particular desde 4 hasta 21°C, pero de manera especialmente preferible
de desde 0 hasta 21°C. El tiempo de reaccién oscila preferiblemente de desde 0,5 hasta 72 h, mas preferiblemente
de desde 2 hasta 48 h y de manera especialmente preferible de desde 4 hasta 7 h. Como disolvente para la
reaccion, se prefiere un medio acuoso.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que la
aminacioén reductora se lleva a cabo a una temperatura de desde 4 hasta 21°C, pero de manera especialmente
preferible de 0 a 21°C.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que se
lleva a cabo la aminacion reductora en un medio acuoso.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que la
aminacion reductora se lleva a cabo a una temperatura de desde 4 hasta 21°C, pero de manera especialmente
preferible de 0 a 21°C, en un medio acuoso.

El término “medio acuoso” tal como se usa en el contexto descrito anteriormente y a continuacién en el presente
documento se refiere a un disolvente o una mezcla de disolventes que comprende agua en el intervalo de desde al
menos el 10% en peso, mas preferiblemente al menos el 20% en peso, méas preferiblemente al menos el 30% en
peso, mas preferiblemente al menos el 40% en peso, mas preferiblemente al menos el 50% en peso, mas
preferiblemente al menos el 60% en peso, mas preferiblemente al menos el 70% en peso, méas preferiblemente al
menos el 80% en peso, incluso més preferiblemente al menos el 90% en peso o hasta el 100% en peso, en base al
peso de los disolventes implicados. El medio de reaccion preferido es agua.

El valor de pH del medio de reaccion esta generalmente en el intervalo de desde 4 hasta 9 o desde 4 hasta 8 o
desde 4 hasta 7,3.

Segun una realizacion descrita, el pH al que se lleva a cabo la aminaciéon reductora, es por debajo de 10,
preferiblemente por debajo de 7,5, preferiblemente por debajo de 7,3, méas preferiblemente mas pequefio que o igual
a 7y lo més preferiblemente por debajo de 7, es decir en el intervalo acido. Por tanto los intervalos preferidos son de
desde 3 hasta por debajo de 7, mas preferiblemente de desde 3,5 hasta 6,5, todavia mas preferiblemente de desde
4 hasta 6, todavia mas preferiblemente de desde 4,5 hasta 55 y de manera especialmente preferible
aproximadamente 5,0, es decir 4,6 6 4,7 04,804,965,065,165,265,365,4. Los intervalos preferidos son, entre
otros,de3 a6, 90de3a650de3abode3ab50de3a50de3a450de3ad4ode3a350de35a6,90
de35a650de35a60de35a550de35a50de35a450de35a40de4ab690ded4ab650ded4abo
ded4ab550ded4a50ded4ad50ded5a690ded5a650ded45a60ded45a550ded45a50de5a6,90
de5a650de5a60de5a550de55a690de55a650de55a60de6a690de6ab50de6,5a6,9.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que la
aminacion reductora se lleva a cabo a un pH de 7 o menos, mas preferiblemente a un pH de 6 0 menos.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que la
aminacion reductora se lleva a cabo a una temperatura de desde 0 hasta 21°C, preferiblemente de 4 a 21°C a un pH
de 7,5 o menos, preferiblemente de 7 o menos, preferiblemente de 6 o menos.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que la
aminacion reductora se lleva a cabo en un medio acuoso a un pH de 7 o menos, preferiblemente de 6 o menos.

Por consiguiente, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los
gue la aminacion reductora se lleva a cabo a una temperatura de desde 4 hasta 21°C en un medio acuoso a un pH
de 7 o menos, preferiblemente de 6 o menos.

La razén molar de derivado de polimero:proteina usada para la reaccién esta preferiblemente en el intervalo de
desde 200:1 hasta 5:1, mas preferiblemente de desde 100:1 hasta 10:1 y de manera especialmente preferible de
desde 75:1 hasta 20:1.

Sorprendentemente se encontré que era posible, especialmente en los intervalos de pH preferidos facilitados
anteriormente, particularmente a un pH por debajo de 7 y mayor o igual a 4, hacer reaccionar el derivado de
polimero predominantemente con el grupo amino ubicado en el extremo N terminal de la proteina. El término
“predominantemente” tal como se usa en el contexto de la presente invencion se refiere a una realizacion en la que
al menos el 80%, preferiblemente al menos el 85% de los grupos amino N-terminales disponibles se hacen
reaccionar por medio de aminacion reductora. También es posible hacer reaccionar al menos el 90% o al menos el
95% 0 al menos el 96% o al menos el 97% o al menos el 98% o al menos el 99% de los grupos amino N-terminales
disponibles. Aunque el acoplamiento a grupos amino distintos del grupo amino N-terminal no se pudo descartar
completamente, se cree que el acoplamiento por medio de aminacion reductora segun la presente invencién a un pH
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de por debajo de 7, preferiblemente por debajo de 6, tuvo lugar esencialmente de manera selectiva en el grupo
amino N-terminal. En particular, estas condiciones de reaccion se prefieren para proteinas que son estables en estas
condiciones. Si una proteina fuera, por ejemplo, labil en medio &cido, tal como alfa 1-antitripsina, entonces se
prefiere elegir condiciones de reaccién apropiadas, en particular a pH desde menor de 7,5 hasta mayor de 5.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que la
proteina comprende el grupo amino N-terminal y al menos un grupo amino adicional, dicho conjugado comprende el
polimero que va a acoplarse predominantemente con el grupo amino N-terminal.

Segun una realizacion, se describe un método de enlazar hidroxialquilalmidén funcionalizado con aldehido o ceto o
hemiacetal o un derivado de hidroxialquilalmidén funcionalizado con aldehido o ceto o hemiacetal
predominantemente con el grupo amino N-terminal de una proteina, comprendiendo dicho método someter a dicho
hidroxialquilalmidén o derivado del mismo a una reacciéon de aminacién reductora, a un pH de 7 o menos,
preferiblemente a un pH de 6 o menos, llevandose a cabo dicha reaccién de aminacion reductora preferiblemente en
un medio acuoso.

Segln esta realizacion, se prefiere hidroxialquilalmidon funcionalizado con aldehido o un derivado de
hidroxialquilalmidén funcionalizado con aldehido.

Ademas se describe un método de enlazar hidroxietilalmidon funcionalizado con aldehido o ceto o hemiacetal o un
derivado de hidroxietilalmidon funcionalizado con aldehido o ceto o hemiacetal de manera selectiva con el grupo
amino N-terminal de una proteina, comprendiendo dicho método someter dicho hidroxialquilalmidén o derivado del
mismo a una reaccién de aminacién reductora, a un pH de 7 o menos, preferiblemente a un pH de 6 o menos,
llevandose a cabo dicha reaccién de aminacion reductora preferiblemente en un medio acuoso, siendo el
hidroxietilalmidén empleado preferiblemente hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de
aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio
de aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular
medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso
molecular medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un
peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene
un peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que
tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon
que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o
hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,4
o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente
0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 100 kD y un DS de
aproximadamente 0,7.

En cuanto a cada una de estas combinaciones de peso molecular medio y DS, también se prefiere un valor de DS
de aproximadamente 0,8.

La reaccion del derivado de polimero y la proteina entre el grupo aldehido o grupo ceto o grupo hemiacetal y el
grupo amino es una aminacion reductora en la que se produce una base de Schiff. Posteriormente después de la
reaccion, esta base puede reducirse mediante al menos un agente reductor para dar un enlace estable entre el
derivado de polimero y la proteina. También es posible llevar a cabo la reaccion en presencia de al menos un agente
reductor. Segun una realizacion preferida, la reaccion de aminacion reductora se lleva a cabo en presencia de al
menos un agente reductor.

Agentes reductores preferidos son borohidruro de sodio, cianoborohidruro de sodio, compuestos complejos de
borano organico tales como un complejo de 4-(dimetilamin)piridina-borano, complejo de N-etildiisopropilamina-
borano, complejo de N-etilmorfolina-borano, N-metilmorfolina-borano, complejo de N-fenilmorfolina-borano, complejo
de lutidina-borano, complejo de trietilamina-borano o complejo de trimetilamina-borano. Particularmente, se prefiere
cianoborohidruro de sodio.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que la
aminacion reductora se lleva a cabo en presencia de NaCNBHs.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que la
aminacion reductora se lleva a cabo en un medio acuoso a un pH de 7 o menos, preferiblemente de 6 o menos en
presencia de agente reductor, preferiblemente NaCNBHs.

Por consiguiente, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los
que la aminacion reductora se lleva a cabo a una temperatura de desde 4 hasta 21°C en un medio acuoso a un pH
de 7 o menos, preferiblemente de 6 0 menos en presencia de agente reductor, preferiblemente NaCNBH3.

La razén molar de derivado de polimero:proteina usada para la reaccion esta preferiblemente en el intervalo de
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desde 200:1 hasta 10:1 mas preferiblemente de desde 100:1 hasta 10:1 y de manera especialmente preferible de
desde 75:1 hasta 20:1.

Por tanto, también se describe un método de produccién de un conjugado, comprendiendo dicho método hacer
reaccionar un polimero o un derivado de polimero que comprende un grupo aldehido en un medio acuoso con un
grupo amino de la proteina en presencia de un agente reductor, siendo dicho agente reductor preferiblemente
NaCNBHs.

Segun la realizacion, segun la que el polimero comprende al menos dos grupos aldehido que se introducen en el
polimero mediante una reaccion de oxidacién de apertura de anillo, el polimero comprende preferiblemente al menos
una estructura segun la férmula

Segun esta realizacién, puede emplearse cada agente de oxidacion o combinaciéon de agentes de oxidacion que
pueda oxidar al menos un anillo de sacarido del polimero para dar un anillo de sacarido abierto que tiene al menos
uno, preferiblemente al menos dos grupos aldehido. Esta reaccion se ilustra mediante el siguiente esquema de
reaccion que muestra un anillo de sacérido del polimero que se oxida para dar un anillo abierto que tiene dos grupos
aldehido:

Agentes oxidantes adecuados son, entre otros, peryodatos tales como peryodatos de metal alcalino o mezclas de
dos o més de los mismos, prefiriéndose peryodato de sodio y peryodato de potasio.

Por tanto, ademas se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
polimero se somete a una reaccién de oxidacion de apertura de anillo usando un peryodato para dar un derivado de
polimero que tiene al menos uno, preferiblemente al menos dos grupos aldehido.

Para esta reaccion de oxidacion, el polimero puede emplearse con su extremo reductor o bien en la forma oxidada o
la no oxidada, prefiriéndose la forma no oxidada.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
polimero se emplea con su extremo reductor en la forma no oxidada.

La temperatura de reaccion esta en un intervalo preferido de desde 0 hasta 40°C, mas preferiblemente de desde 0
hasta 25°C y de manera especialmente preferible de desde 0 hasta 5°C. El tiempo de reaccién esta en un intervalo
preferido de desde 1 min. hasta 5 h y de manera especialmente preferible de desde 10 min. hasta 4 h. Dependiendo
del grado deseado de oxidacion, es decir el nimero de grupos aldehido que resultan de la reaccion de oxidacién, la
razén molar de peryodato:polimero puede elegirse apropiadamente.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que la
reaccion de oxidacion de apertura de anillo se lleva a cabo a una temperatura de desde 0 hasta 5°C.
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La reaccion de oxidacién del polimero con peryodato se lleva a cabo preferiblemente en un medio acuoso, lo mas
preferiblemente en agua.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que la
reaccion de oxidaciéon de apertura de anillo se lleva a cabo en un medio acuoso. El valor de pH adecuado de la
mezcla de reaccion puede ajustarse afiadiendo al menos un tampén adecuado. Entre los tampones preferidos,
pueden mencionarse tampon de acetato de sodio, tampones de fosfato o borato.

El hidroxietilalimidon sometido a dicha reaccion de oxidacién de apertura de anillo es preferiblemente
hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente 0,4
o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente
0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 12 kD y un DS de
aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 12 kD y un DS
de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un
DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y
un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD
y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30
kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente
50 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilaimidon que tiene un peso molecular medio de
aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio
de aproximadamente 100 kD y un DS de aproximadamente 0,7.

En cuanto a cada una de estas combinaciones de peso molecular medio y DS, también se prefiere un valor de DS
de aproximadamente 0,8.

El derivado de polimero resultante puede purificarse a partir de la mezcla de reacciéon mediante al menos un método
adecuado. Si es necesario, el derivado de polimero puede precipitarse antes del aislamiento mediante al menos un
método adecuado.

Si el derivado de polimero se precipita en primer lugar, es posible, por ejemplo, poner en contacto la mezcla de
reaccion con al menos un disolvente o mezcla de disolventes diferente del disolvente o mezcla de disolventes
presente en la mezcla de reaccién a temperaturas adecuadas. Segun una realizacion particularmente preferida en la
gue se usa un medio acuoso, preferiblemente agua, como disolvente, la mezcla de reaccidn se pone en contacto
con 2-propanol o con una mezcla de acetona y etanol, preferiblemente una mezcla 1:1 (v/v), que indica volimenes
iguales de dichos compuestos, a una temperatura, preferiblemente en el intervalo de desde -20 hasta +50°C y de
manera especialmente preferible en el intervalo de desde -20 hasta 25°C.

El aislamiento del derivado de polimero puede llevarse a cabo mediante un procedimiento adecuado que puede
comprender una o mas etapas. Segun una realizacion preferida, el derivado de polimero se separa en primer lugar
de la mezcla de reacciéon o la mezcla de la mezcla de reaccion con, por ejemplo, mezcla de 2-propanol acuoso,
mediante un método adecuado tal como centrifugacion o filtracion. En una segunda etapa, el derivado de polimero
separado puede someterse a un tratamiento adicional tal como un tratamiento posterior tal como didlisis, filtracion
por centrifugacion o filtracion por presion, cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de fase inversa, HPLC,
MPLC, filtracion en gel y/o liofilizacion. Segun una realizacion incluso méas preferida, el derivado de polimero
separado se dializa en primer lugar, preferiblemente frente a agua, y entonces se liofiliza hasta que el contenido en
disolvente del producto de reaccion es suficientemente bajo segun las especificaciones deseadas del producto. La
liofilizacion puede llevarse a cabo a temperatura de desde 20 hasta 35°C, preferiblemente de desde 20 hasta 30°C.

Segun una realizacion preferida, el polimero oxidado que resulta de la reaccidon de oxidacién se purifica usando al
menos un método adecuado tal como ultrafiltracién y/o dialisis con el fin de, por ejemplo, eliminar sales de peso
molecular bajo no deseadas y componentes de polimero, ofreciendo asi también un medio de control del intervalo de
peso molecular del polimero oxidado.

El polimero oxidado puede usarse directamente para la reaccion con la proteina o se recupera de manera adecuada
en una primera etapa, por ejemplo mediante liofilizacion y se vuelve a disolver en agua para la conjugacion con la
proteina en una segunda etapa. En cuanto al acoplamiento de al menos un grupo amino de la proteina con al menos
un grupo aldehido del polimero mediante aminacion reductora, se hace referencia a la descripcion detallada anterior
gue se refiere a los parametros de reaccion especificos de la reaccién de aminacion reductora tal como pH o
temperatura. Segun realizaciones especialmente preferidas de la presente invencion, la aminacion reductora se lleva
a cabo preferiblemente a una temperatura de desde O hasta 5°C tal como aproximadamente 4°C a un pH de
aproximadamente de 4,5 a 5,5 tal como aproximadamente 5,0 y durante un tiempo de reaccién de aproximadamente
de 20 a 30 h tal como aproximadamente 24 h.

Segun la segunda realizacion preferida, el polimero se hace reaccionar con un compuesto al menos bifuncional que

comprende al menos un grupo funcional M que puede hacerse reaccionar con el polimero y al menos un grupo
funcional Q que es un grupo aldehido, un grupo ceto o un grupo hemiacetal y que se hace reaccionar con un grupo
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amino de la proteina mediante aminacién reductora.

Prefiere emplearse un compuesto que tiene, aparte del grupo aldehido o grupo ceto o grupo hemiacetal, al menos
un grupo carboxilo o al menos un grupo carboxilo reactivo, preferiblemente un grupo carboxilo o un grupo carboxilo
reactivo. El grupo aldehido o grupo ceto o grupo hemiacetal y el grupo carboxilo o el grupo carboxilo reactivo pueden
estar separados por cualquier espaciador adecuado. Entre otros, el espaciador puede ser un residuo hidrocarbonado
lineal, ramificado y/o ciclico opcionalmente sustituido. Generalmente, el residuo hidrocarbonado tiene desde 1 hasta
60, preferiblemente desde 1 hasta 40, mas preferiblemente desde 1 hasta 20, mas preferiblemente desde 2 hasta
10, mas preferiblemente desde 2 hasta 6 y de manera especialmente preferible desde 2 hasta 4 &tomos de carbono.
Si hay heteroatomos presentes, el grupo de separacién comprende generalmente desde 1 hasta 20, preferiblemente
desde 1 hasta 8 y de manera especialmente preferible desde 1 hasta 4 heteroatomos. El residuo hidrocarbonado
puede comprender una cadena de alquilo opcionalmente ramificada o un grupo arilo o un grupo cicloalquilo que
tiene, por ejemplo, desde 5 hasta 7 &tomos de carbono, o ser un grupo aralquilo, un grupo alcarilo en el que la parte
de alquilo puede ser un grupo alquilo lineal y/o ciclico.

Segun una realizacién preferida, el residuo hidrocarbonado es un grupo alquilo que tiene de 2 a 6 y preferiblemente
de 2 a 4 atomos de carbono. También es posible que ningin atomo de carbono esté presente entre el grupo
aldehido o ceto y el grupo carboxilo. Alternativamente, el residuo hidrocarbonado puede ser un grupo
hidrocarbonado ciclico sustituido o no sustituido que tiene de 3 a 11 atomos de carbono, preferiblemente, de 3a 6 o
de 3 a 5 &tomos de carbono. Cuando el grupo hidrocarbonado ciclico esta sustituido, el sustituyente puede
seleccionarse del grupo que consiste en grupos amino o alcoxilo sustituidos o no sustituidos. Si esta presente, el
numero de sustituyentes es preferiblemente de 1 a 3. Ademas, el grupo hidrocarbonado ciclico y/o alquilo pueden
contener uno o mas heterodtomos, tales como O o0 S, en particular O. En este caso, estan presentes preferiblemente
de 1 a 3, en particular 1 6 2 heterodtomos. En este contexto los compuestos preferidos se seleccionan del siguiente
grupo de compuestos.

(o}
? 0
o (o] H OH
OH OH
o) OH
H OH o g d
2 3 o

5
|><C02H
CHO
6
o
OH
0
7

R =H, alquilo, arilo, acilo, SiR’,

R’ = Alquilo, arilo

Segun una realizacion incluso mas preferida, el residuo hidrocarbonado es un residuo arilo que tiene de 5a 7y
preferiblemente 6 atomos de carbono. Lo mas preferiblemente, el residuo hidrocarbonado es el residuo benceno.
Segun esta realizacién preferida, el grupo carboxilo y el grupo aldehido pueden ubicarse en el anillo de benceno en
la posicion 1,4, posicién 1,3 o posicion 1,2, prefiriéndose la posicion 1,4.

Como grupo carboxilo reactivo, puede mencionarse un éster reactivo, isotiocianatos o isocianato. Los ésteres
reactivos preferidos se derivan de N-hidroxisuccinimidas tales como N-hidroxisuccinimida o sulfo-N-
hidroxisuccinimida, fenoles adecuadamente sustituidos tales como p-nitrofenol o p-dinitrofenol, u o’-dinitrofenol,
triclorofenol tal como 2,4,6-triclorofenol o 2,4,5-triclorofenol, trifluorofenol tal como 2,4,6-trifluorofenol o 2,4,5-
trifluorofenol, pentaclorofenol, pentafluorofenol o hidroxiazoles tales como hidroxibenzotriazol. Especialmente se
prefieren N-hidroxisuccinimidas, prefiriéndose especialmente N-hidroxisuccinimida y sulfo-N-hidroxisuccinimida.
Todos los alcoholes pueden emplearse solos 0 como combinaciéon adecuada de dos o mas de los mismos. Como
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ésteres reactivos, se prefieren especialmente éster pentafluorofenilico y éster de N-hidroxisuccinimida.

Ejemplos especificos del compuesto al menos bifuncional que comprende un grupo carboxilo que puede hacerse
reaccionar para obtener un grupo carboxilo reactivo son los compuestos de 1 a 11 de la lista anterior en el presente
documento. En este contexto, el término “grupo carboxilo” también se refiere a una lactona y un anhidrido interno de
un compuesto de acido dicarboxilico.

Por tanto, una realizacién, se describe en relacion a un método y un conjugado tal como se describieron
anteriormente, en los que el polimero se hace reaccionar con acido formilbenzoico.

Ademas, se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el polimero se
hace reaccionar con éster pentafluorofenilico del acido formilbenzoico.

Ademas, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
polimero se hace reaccionar con éster de N-hidroxisuccinimida del &cido formilbenzoico.

Ademas se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el polimero se
hace reaccionar con &cido 4-(4-formil-3,5-dimetoxifenoxi)butirico.

El hidroxietilalmidén sometido a la reaccién con el compuesto que comprende M, siendo M preferiblemente un grupo
carboxilo o un grupo carboxilo reactivo y siendo Q un grupo aldehido o un grupo ceto o un grupo hemiacetal, es, lo
mas preferiblemente hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 10 kD y un DS de
aproximadamente 0,7. También son posibles hidroxietilalmidones que tienen un peso molecular medio de
aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio
de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular
medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un peso
molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un
peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilaimidon que tiene
un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que
tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon
que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o
hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,7
o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 100 kD y un DS de aproximadamente
0,7.

En cuanto a cada una de estas combinaciones de peso molecular medio y DS, también se prefiere un valor de DS
de aproximadamente 0,8.

De manera particularmente preferible, el hidroxialquilalmidén e incluso mas preferiblemente el hidroxietilalmidén se
emplea con su extremo reductor en forma oxidada.

El derivado de polimero resultante con el grupo aldehido o el grupo ceto o un grupo hemiacetal se hace reaccionar
posteriormente con un grupo amino de la proteina por medio de aminacion reductora. En cuanto al acoplamiento de
al menos un grupo amino de la proteina con al menos un grupo aldehido o grupo ceto o grupo hemiacetal del
polimero mediante aminacion reductora, se hace referencia a la descripcion detallada anteriormente que se refiere a
los pardmetros de reaccién especificos de la reaccién de aminacion reductora tal como pH o temperatura. Segun
una realizacién especialmente preferida de la presente invencion, la reaccion con el grupo amino de la proteina se
lleva a cabo preferiblemente a una temperatura de desde 0 hasta 40°C, mas preferiblemente de desde 0 hasta 25°C
y de manera especialmente preferible de desde 4 hasta 21°C. El tiempo de reaccion oscila preferiblemente de desde
30 min. hasta 72 h, més preferiblemente de desde 2 hasta 48 h y de manera especialmente preferible de desde 4 h
hasta 17 h. Como disolvente para la reaccion, se prefiere un medio acuoso. El valor de pH del medio de reaccién
esta preferiblemente en el intervalo de desde 4 hasta 9, mas preferiblemente de desde 4 hasta 8 y de manera
especialmente preferible de desde 4,5 hasta 5,5.

Ademas se describe que el polimero se hace reaccionar en su extremo reductor opcionalmente oxidado con un
compuesto al menos bifuncional que comprende un grupo amino M y un grupo funcional Q, en el que dicho grupo
amino M se hace reaccionar con el extremo reductor opcionalmente oxidado del polimero y en el que el grupo
funcional Q se modifica quimicamente para dar un derivado de polimero funcionalizado con aldehido que se hace
reaccionar con un grupo amino de la proteina mediante aminacion reductora.

En cuanto al grupo funcional Q, se mencionan los siguientes grupos funcionales, entre otros:

- dobles enlaces C-C o triples enlaces C-C o enlaces C-C aromaticos;

- el grupo tio o los grupos hidroxilo;
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- hidrazida del acido alquilsulfénico, hidrazida del &cido arilsulfénico;
- 1,2-dioles;

- 1,2-amino-tioalcoholes;

- azidas;

- 1,2-aminoalcoholes;

- el grupo amino -NH, o derivados de los grupos amino que comprenden la unidad estructural - NH- tales como
grupos aminoalquilo, grupos aminoarilo, grupos aminoaralquilo, o grupos alcarilamino;

- el grupo hidroxilamino -O-NH>, o derivados del grupo hidroxilamino que comprenden la unidad estructural -O-NH-,
tales como grupos hidroxilalquilamino, grupos hidroxilarilamino, grupos hidroxilaralquilamino o grupos
hidroxialcarilamino;

- grupos alcoxiamino, grupos ariloxiamino, grupos aralquiloxiamino o grupos alcariloxiamino, comprendiendo cada
uno la unidad estructural -NH-O-;

- residuos que tienen un grupo carbonilo, -Q-C(=G)-M, enelque Ges O 0 S, y M es, por ejemplo,

---OH o -SH;

- un grupo alcoxilo, un grupo ariloxilo, un grupo aralquiloxilo o un grupo alcariloxilo;

- un grupo alquiltio, un grupo ariltio, un grupo aralquiltio o un grupo alcariltio;

- un grupo alquilcarboniloxilo, un grupo arilcarboniloxilo, un grupo aralquilcarboniloxilo, un grupo alcarilcarboniloxilo;
-- ésteres activados tales como ésteres de hidroxilaminas que tienen estructura terciaria tal como N-
hidroxisuccinimida o que tienen una unidad estructural O-N en la que N es parte de un compuesto de heteroarilo o,
con G=0 y Q ausentes, tal como compuestos ariloxilo con un residuo arilo sustituido tal como pentafluorofenilo,
paranitrofenilo o triclorofenilo;

en los que Q esté ausente o NH o un heteroatomo tal como S u O;

- -NH-NHa, 0 -NH-NH-;

- -NOy;

- el grupo nitrilo;

- grupos carbonilo tales como el grupo aldehido o el grupo ceto;

- el grupo carboxilo;

- el grupo -N=C=0 o el grupo -N=C=S;

- grupos haluro de vinilo tales como el grupo yoduro de vinilo o bromuro de vinilo o triflato;

--C=C-H;

- -(C=NHCl)-O-alquilo

- grupos -(C=0)-CH-Hal en los que Hal es CI, Bro |;

- -CH=CH-SO-;

- un grupo disulfuro que comprende la estructura -S-S-;

- el grupo
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o
—N I
o | >
- el grupo
F
O,N NO,

También se describe que el término “grupo funcional Q" se refiere a un grupo funcional Q que comprende la
estructura quimica -NH-.

También se describe que el grupo funcional M es un grupo que tiene la estructura R’-NH- en la que R’ es hidrégeno
0 un residuo alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, arilcicloalquilo, alcarilo o cicloalquilarilo en el que el residuo
cicloalquilo, arilo, aralquilo, arilcicloalquilo, alcarilo o cicloalquilarilo puede unirse directamente al grupo NH o, segun
otra realizacion, puede unirse mediante un puente de oxigeno al grupo NH. Los residuos alquilo, cicloalquilo, arilo,
aralquilo, arilcicloalquilo, alcarilo o cicloalquilarilo pueden estar sustituidos adecuadamente. Como sustituyentes
preferidos, pueden mencionarse halégenos tales como F, Cl o Br. Residuos de R’ especialmente preferidos son
grupos hidrégeno, alquilo y alcoxilo, e incluso mas preferidos son grupos hidrégeno y alcoxilo y alquilo no
sustituidos.

Entre los grupos alquilo y alcoxilo, se prefieren grupos con 1, 2, 3, 4, 5 6 6 &tomos de C. Mas preferidos son grupos
metilo, etilo, propilo, isopropilo, metoxilo, etoxilo, propoxilo e isopropoxilo. Especialmente se prefieren metilo, etilo,
metoxilo, etoxilo, y se les da preferencia particular a metilo o metoxilo.

También se describe que el grupo funcional M tiene la estructura R’- NH-R”- en la que R” comprende
preferiblemente la unidad estructural -NH- y/o la unidad estructural -(C=G)- en la que G es O o S, y/o la unidad
estructural -SO,-. Ejemplos especificos para el grupo funcional R” son

X N__c i
T G S s
N H Ul
RS G G o
y
e
I

en los que, si G esta presente dos veces, es independientemente O 0 S.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se mencionaron anteriormente en los que el
grupo funcional M se selecciona del grupo que consiste en

HzN-

H e
N

HzN’N\ H,N

- H

_N
HZN \n/ . . N—
PR R H
G
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HN" Y ~ HNT \[r
G ' G

enlos que G es O 0 S, si esta presente dos veces, independientemente O 0 S, y R’ es metilo.

C.

Segun una realizacion descrita adicionalmente, el grupo funcional M es un grupo amino -NH..
El término “grupo amino Q” se refiere a un grupo funcional Q que comprende la estructura quimica -NH-.

También se describe que el grupo funcional Q es un grupo que tiene la estructura R’-NH- en la que R’ es hidrogeno
0 un residuo alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, arilcicloalquilo, alcarilo o cicloalquilarilo en el que el residuo
cicloalquilo, arilo, aralquilo, arilcicloalquilo, alcarilo o cicloalquilarilo puede unirse directamente al grupo NH o, segun
otra realizacion, puede unirse mediante un puente de oxigeno al grupo NH. Los residuos alquilo, cicloalquilo, arilo,
aralquilo, arilcicloalquilo, alcarilo o cicloalquilarilo pueden estar sustituidos adecuadamente. Como sustituyentes
preferidos, pueden mencionarse halégenos tales como F, Cl o Br. Residuos de R’ especialmente preferidos son
grupos hidrogeno, alquilo y alcoxilo, e incluso méas preferidos son grupos hidrogeno y alcoxilo y alquilo no
sustituidos.

Entre los grupos alquilo y alcoxilo, se prefieren grupos con 1, 2, 3, 4, 5 6 6 4tomos de C. Mas preferidos son grupos
metilo, etilo, propilo, isopropilo, metoxilo, etoxilo, propoxilo e isopropoxilo. Especialmente se prefieren metilo, etilo,
metoxilo, etoxilo, y se les da preferencia particular a metilo o metoxilo.

También se describe que el grupo funcional Q tiene la estructura R’- NH-R”- en la que R” comprende preferiblemente
la unidad estructural -NH- y/o la unidad estructural -(C=G)- en la que G es O 0 S, y/o la unidad estructural -SO,-.
Segun realizaciones mas preferidas, el grupo funcional R” se selecciona del grupo que consiste en

N N e a0
s GRS Gy
N _ H 1l
O G S ¢ 0.
y
H H
N N

/\(n;/\

en los que, si G esta presente dos veces, es independientemente O 0 S.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se mencionaron anteriormente en los que el
grupo funcional Q se selecciona del grupo que consiste en

H>N-

_N HNT RN

HNT ™ H

H | o)

_N HN, )
H,N \n/ N—S—

H 0

G o)
N._N NG

H,N”~ \[( ~ H,N” j]/ ~
G G

en los que G es O 0 Sy, si esta presente dos veces, independientemente O 0 S, y R’ es metilo,.
También se describe que el grupo funcional Q es un grupo amino NHa.
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Ademas se describe que tanto M como Q comprenden un grupo amino -NH-. Segun una realizacién particularmente
preferida, tanto M como Q son un grupo amino -NH.

También se describe que el compuesto que comprende M y Q es un compuesto homobifuncional, mas
preferiblemente un compuesto homobifuncional que comprende, como grupos funcionales M y Q, lo mas
preferiblemente el grupo amino -NH>, 0 segln otras realizaciones, el grupo hidroxilamino -O-NH; o el grupo

N
_ .
RN
G
siendo G preferiblemente O. Ejemplos especificos para estos compuestos que comprenden My Q son
7~ ~
H,N \ﬂ/ NH,
O
0
0O
H,N H
2V ~
N NH,
O
0

0 O
HN" " 07 T NH,

El hidroxietilalmidén sometido a la reaccion con el compuesto que comprende M, siendo M preferiblemente un grupo
amino -NH- y siendo mas preferiblemente un grupo amino -NH;, todavia mas preferiblemente comprendiendo tanto
M como Q un grupo amino -NH- y de manera particularmente preferible comprendiendo tanto M como Q un grupo
amino -NH>, es preferiblemente el hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 10 kD
y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilaimidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 10
kD y un DS de aproximadamente 0,7. También son posibles o hidroxietilalmidones que tienen un peso molecular
medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso
molecular medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un
peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene
un peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que
tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén
que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o
hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,4
o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente
0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 100 kD y un DS de
aproximadamente 0,7.

En cuanto a cada una de estas combinaciones de peso molecular medio y DS, también se prefiere un valor de DS
de aproximadamente 0,8.

En el caso de que tanto M como Q sean un grupo amino -NHz, M y Q pueden separarse mediante cualquier
espaciador adecuado. Entre otros, el espaciador puede ser un residuo hidrocarbonado lineal, ramificado y/o ciclico
opcionalmente sustituido. Generalmente, el residuo hidrocarbonado tiene desde 1 hasta 60, preferiblemente desde 1
hasta 40, mas preferiblemente desde 1 hasta 20, mas preferiblemente desde 2 hasta 10, més preferiblemente desde
2 hasta 6 y de manera especialmente preferible desde 2 hasta 4 atomos de carbono. Si hay heterodtomos
presentes, el grupo de separacion comprende generalmente desde 1 hasta 20, preferiblemente desde 1 hasta 8 y de
manera especialmente preferible desde 1 hasta 4 heteroatomos. El residuo hidrocarbonado puede comprender una
cadena de alquilo opcionalmente ramificada o un grupo arilo 0 un grupo cicloalquilo que tiene, por ejemplo, desde 5
hasta 7 atomos de carbono, o ser un grupo aralquilo, un grupo alcarilo en el que la parte alquilo puede ser un grupo
alquilo lineal y/o ciclico. Segun una realizacion incluso mas preferida, el residuo hidrocarbonado es una cadena de
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alquilo de desde 1 hasta 20, preferiblemente desde 2 hasta 10, mas preferiblemente desde 2 hasta 6, y de manera
especialmente preferible desde 2 hasta 4 &tomos de carbono.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
polimero se hace reaccionar con 1,4-diaminobutano, 1,3-diaminopropano o 1,2-diaminoetano para dar un derivado
de polimero.

Segun una primera alternativa, siendo el grupo funcional M un grupo amino NH3, se hace reaccionar con el extremo
reductor oxidado del polimero dando como resultado un enlace de grupo amido del polimero y el compuesto que
comprende My Q.

Segun una segunda alternativa, siendo el grupo funcional M un grupo amino NH; se hace reaccionar con el extremo
reductor no oxidado del polimero por medio de aminacion reductora dando como resultado un grupo imino que
posteriormente se hidrogena preferiblemente para dar un grupo amino, el grupo imino y el grupo amino,
respectivamente, enlazan el polimero y el compuesto que comprende M y Q. En este caso, es posible que el grupo
funcional Q sea un grupo amino. En el caso de que el derivado de polimero resultante deba someterse a una
reaccion posterior con un compuesto al menos bifuncional por medio de un grupo carboxilo o un grupo carboxilo
reactivo, tal como se describe a continuacion en el presente documento, u otro grupo de un compuesto al menos
bifuncional que va a hacerse reaccionar con un grupo amino, se prefiere que el compuesto que comprende My Q
sea una amina primaria que contenga, como grupo funcional, solo un grupo amino. En este caso especifico, aunque
el compuesto contenga solo un grupo funcional, se considera como compuesto bifuncional que comprende My Q en
el que M es el grupo amino contenido en el compuesto sometido a la aminacion reductora con el extremo reductor
del polimero, y en el que Q es el grupo amino secundario que resulta de la aminacién reductora y posterior
hidrogenacion.

Segun una tercera alternativa, el extremo reductor no oxidado del polimero se hace reaccionar con amoniaco por
medio de aminacién reductora dando como resultado un grupo imino terminal del polimero que posteriormente se
hidrogena preferiblemente para dar un grupo amino terminal del polimero y por tanto un grupo amino primario
terminal. En este caso especifico, el amoniaco se considera como compuesto bifuncional que comprende My Q en
el que M es NH, comprendido en el amoniaco empleado, y en el que Q es el grupo amino primario que resulta de la
aminacion reductora y posterior hidrogenacion.

La reaccion del compuesto al menos bifuncional que comprende M y Q con el polimero se lleva a cabo
preferiblemente a una temperatura de desde 0 hasta 100°C, mas preferiblemente de desde 4 hasta 80°C y de
manera especialmente preferible de desde 20 hasta 80°C; el tiempo de reaccion oscila preferiblemente de desde 4 h
hasta 7 d, méas preferiblemente de desde 10 h hasta 5 d y de manera especialmente preferible de desde 17 hasta 4
h. La razén molar de compuesto al menos bifuncional: polimero esta preferiblemente en el intervalo de desde 10
hasta 200, especialmente desde 50 hasta 100.

Como disolvente para la reaccion del compuesto al menos bifuncional con el polimero, se prefiere al menos un
disolvente aproético, de manera particularmente preferible un disolvente aprético anhidro que tiene un contenido en
agua de no mas del 0,5 por ciento en peso, preferiblemente de no mas del 0,1 por ciento en peso. Disolventes
adecuados son, entre otros, dimetilsulféxido (DMSO), N-metilpirrolidona; dimetilacetamida (DMA), dimetilformamida
(DMF) y mezclas de dos o més de los mismos.

Como disolvente para la reaccion del compuesto al menos bifuncional con el polimero, también puede usarse un
medio acuoso.

También se describe que el derivado de polimero que comprende el polimero y el compuesto al menos bifuncional
se modifica quimicamente en el grupo funcional Q libre para dar un derivado de polimero que comprende un grupo
aldehido o grupo ceto o grupo hemiacetal. Segin esta realizacion, se prefiere hacer reaccionar el derivado de
polimero con al menos un compuesto al menos bifuncional que comprende un grupo funcional que puede hacerse
reaccionar con el grupo funcional Q y un grupo aldehido o grupo ceto o grupo hemiacetal.

Como compuesto al menos bifuncional, es adecuado cada compuesto que tiene un grupo aldehido o grupo ceto o
grupo hemiacetal y al menos un grupo funcional que puede formar un enlace con el grupo funcional Q del derivado
de polimero. Se selecciona el al menos un grupo funcional de la misma fuente de grupos funcionales que Q y se
elige para que pueda hacerse reaccionar con Q. En el caso preferido de que Q sea un grupo amino -NH,, prefiere
emplearse un compuesto que tiene, aparte del grupo aldehido o grupo ceto o grupo hemiacetal, al menos un grupo
carboxilo o al menos un grupo carboxilo reactivo, preferiblemente un grupo carboxilo o un grupo carboxilo reactivo.
El grupo aldehido o grupo ceto o grupo hemiacetal y el grupo carboxilo o el grupo carboxilo reactivo pueden
separarse mediante cualquier espaciador adecuado. Entre otros, el espaciador puede ser un residuo hidrocarbonado
lineal, ramificado y/o ciclico opcionalmente sustituido. Generalmente, el residuo hidrocarbonado tiene desde 1 hasta
60, preferiblemente desde 1 hasta 40, mas preferiblemente desde 1 hasta 20, mas preferiblemente desde 2 hasta
10, mas preferiblemente desde 2 hasta 6 y de manera especialmente preferible desde 2 hasta 4 atomos de carbono.
Si hay heteroatomos presentes, el grupo de separacion comprende generalmente desde 1 hasta 20, preferiblemente
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desde 1 hasta 8 y de manera especialmente preferible desde 1 hasta 4 heteroatomos. El residuo hidrocarbonado
puede comprender una cadena de alquilo opcionalmente ramificada o un grupo arilo o un grupo cicloalquilo que
tiene, por ejemplo, desde 5 hasta 7 &tomos de carbono, o ser un grupo aralquilo, un grupo alcarilo en el que la parte
alquilo puede ser un grupo alquilo lineal y/o ciclico.

Ademas se describe que el residuo hidrocarbonado es un grupo alquilo que tiene de 2 a 6 y preferiblemente de 2 a 4
atomos de carbono. También es posible que no haya ningin atomo de carbono presente entre el grupo aldehido o
ceto y el grupo carboxilo. Alternativamente, el residuo hidrocarbonado puede ser un grupo hidrocarbonado ciclico
sustituido o no sustituido que tiene de 3 a 11 atomos de carbono, preferiblemente, de 3 a 6 o de 3 a 5 atomos de
carbono. Cuando el grupo hidrocarbonado ciclico esta sustituido, el sustituyente puede seleccionarse del grupo que
consiste en grupos amino o alcoxilo sustituidos o no sustituidos. Si estan presentes, el nUmero de sustituyentes es
preferiblemente de 1 a 3. Ademas, el grupo hidrocarbonado ciclico y/o alquilo pueden contener uno o mas
heteroatomos, tales como O o S, en particular O. En este caso, estan presentes preferiblemente de 1 a 3, en
particular 1 6 2 heteroatomos. En este contexto, los compuestos preferidos se seleccionan del siguiente grupo de
compuestos.

: 0
., o o
(o] [»] N OH
: OH OH
o} OH
H OH
0 (¢ (o]
2 . 3 o
5
D<COZH
CHO
6
OH
' 7

R = H, alquilo, arilo, acilo, SiR’,

R’ = Alquilo, arilo

También se describe que el residuo hidrocarbonado es un residuo arilo que tiene de 5 a 7 y preferiblemente 6
atomos de carbono. Lo mas preferiblemente, el residuo hidrocarbonado es el residuo benceno. Segun esta
realizacién, el grupo carboxilo y el grupo aldehido pueden ubicarse en el anillo de benceno en la posicién 1,4,
posicion 1,3 o posicion 1,2, prefiriéndose la posicion 1,4.

Como grupo carboxilo reactivo, pueden mencionarse un éster reactivo, isotiocianatos o isocianato. Los ésteres
reactivos preferidos se derivan a partir de N-hidroxisuccinimidas tales como N-hidroxisuccinimida o sulfo-N-
hidroxisuccinimida, fenoles adecuadamente sustituidos tales como p-nitrofenol o p-dinitrofenol, u o’-dinitrofenol,
triclorofenol tal como 2,4,6-triclorofenol o 2,4,5-triclorofenol, trifluorofenol tal como 2,4,6-trifluorofenol o 2,4,5-
trifluorofenol, pentaclorofenol, pentafluorofenol o hidroxiazoles tales como hidroxibenzotriazol. Especialmente se
prefieren N-hidroxisuccinimidas, prefiriéndose especialmente N-hidroxisuccinimida y sulfo-N-hidroxisuccinimida.
Todos los alcoholes pueden emplearse solos 0 como combinacion adecuada de dos o mas de los mismos. Como
ésteres reactivos, se prefieren especialmente éster pentafluorofenilico y éster de N-hidroxisuccinimida.

Segun una realizacion especifica, el grupo funcional que puede formar un enlace quimico con el grupo funcional Q,
siendo Q preferiblemente NH; o un derivado del grupo amino que comprende la unidad estructural —NH- tal como
grupos aminoalquilo, grupos aminoarilo, grupos aminoaralquilo o grupos alcarilamino, siendo en particular NH», es
un grupo carboxilo reactivo.

En este caso, el grupo funcional que puede formar un enlace quimico con el grupo funcional Q y que es un grupo
carboxilo, se hace reaccionar adecuadamente para obtener un grupo carboxilo reactivo tal como se describié
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anteriormente en el presente documento. Por tanto, se prefiere someter el al menos un compuesto al menos
bifuncional que comprende un grupo carboxilo y un grupo aldehido o grupo ceto o grupo hemiacetal, a una reaccién
en la que el grupo carboxilo se transforma en un grupo carboxilo reactivo, y el compuesto resultante al menos
bifuncional se purifica y se hace reaccionar con el grupo funcional Q del derivado de polimero.

Ejemplos especificos del compuesto al menos bifuncional que comprende un grupo carboxilo que pueden hacerse
reaccionar para obtener un grupo carboxilo reactivo son los compuestos de 1 a 11 de la lista anterior en el presente
documento. En este contexto, el término “grupo carboxilo” también se refiere a una lactona y a un anhidrido interno
de un compuesto de acido dicarboxilico.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
derivado de polimero que comprende Q, siendo Q un grupo amino NH, se hace reaccionar adicionalmente con
acido formilbenzoico.

Ademas, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
derivado de polimero que comprende Q, siendo Q un grupo amino, se hace reaccionar adicionalmente con éster
pentafluorofenilico del &cido formilbenzoico.

Aun segun otra realizacién, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente,
en los que el derivado de polimero que comprende Q, siendo Q un grupo amino, se hace reaccionar adicionalmente
con éster de N-hidroxisuccinimida del 4cido formilbenzoico.

AUn segun otra realizacion, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente,
en los que el derivado de polimero que comprende Q, siendo Q un grupo amino, se hace reaccionar adicionalmente
con acido 4-(4-formil-3,5-dimetoxifenoxi)butirico.

Segln otra realizacion preferida, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron
anteriormente, en los que el derivado de polimero que comprende Q, siendo Q un grupo amino -NH,, se hace
reaccionar adicionalmente con un compuesto bifuncional que es un compuesto biocompatible del grupo que consiste
en &cidos alfa-cetocarboxilicos, &cidos sidlicos o derivados de los mismos y fosfato de piridoxal.

Con respecto a los acidos alfa-cetocarboxilicos, éstos son preferiblemente &cidos alfa-cetocarboxilicos derivados de
aminoacidos y en la mayoria de los casos también pueden encontrarse en el cuerpo humano. Los acidos alfa-
cetocarboxilicos preferidos derivados de aminoacidos se seleccionan del grupo que consiste en ceto-valina, ceto-
leucina, ceto-isoleucina y ceto-alanina. El grupo carboxilo de los &cidos alfa-cetocarboxilicos se hace reaccionar con
el grupo Q del polimero siendo un grupo amino. Mediante esto, se forma un grupo amido. Entonces el grupo ceto
libre restante del acido alfa-cetocarboxilico puede hacerse reaccionar con un grupo funcional de la proteina, en
particular un grupo amino. Mediante esto se forma un grupo imino que puede hidrogenarse.

Por consiguiente, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los
que el derivado de polimero que comprende Q, siendo Q un grupo amino, se hace reaccionar adicionalmente con un
acido alfa-cetocarboxilico.

Con respecto a los &cidos sidlicos o derivados de los mismos, éstos son preferiblemente biocompatibles, en
particular son azUcares encontrados en el cuerpo humano, que estan N- y/o O-acetilados. En una realizacion
preferida, los acidos neuramicos o Acidos siélicos son acidos N-acetilo neuramicos. Estos compuestos muestran una
rigidez deseada debido a la estructura de piranosa con el fin de cumplir la funcién como espaciador. Por otro lado,
puede ser posible introducir un grupo aldehido en estos compuestos a través de oxidacion selectiva. Los acidos
sidlicos se encuentran en el cuerpo humano por ejemplo como monosacaridos terminales en cadenas de glicano de
proteinas glicosiladas.

En una realizacién preferida, el acido sialico puede oxidarse de manera selectiva para dar un grupo aldehido.

En la técnica se conocen métodos para oxidar de manera selectiva acidos sialicos o acidos neuramicos, por ejemplo
de L.W. Jaques, B.F. Riesco, W. Weltner, Carbohydrate Research, 83 (1980), 21-32 y T. Masuda, S. Shibuya, M.
Aral, S. Yoshida, T. Tomozawa, A. Ohno, M. Yamashita, T. Honda, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 13
(2003), 669-673. Preferiblemente la oxidacion del acido siélico puede realizarse antes de la reaccién con el polimero
que contiene Q, siendo Q un grupo amino.

Entonces, el acido sialico opcionalmente oxidado puede hacerse reaccionar por medio de su grupo acido carboxilico
con el grupo amino del polimero.

Los compuestos resultantes contienen un grupo aldehido que entonces puede hacerse reaccionar adicionalmente
mediante aminacion reductora con un grupo amino de una proteina.

Por consiguiente, también se describe un conjugado tal como se describié anteriormente, en el que el derivado de
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polimero que comprende Q, siendo Q un grupo amino, se hace reaccionar adicionalmente con un &acido sialico
opcionalmente oxidado.

Con respecto al fosfato de piridoxal (PyP), este es un compuesto bifuncional altamente biocompatible y también se
denomina vitamina B6. PyP es una coenzima que participa en transaminaciones, descarboxilaciones,
racemizaciones y numerosas modificaciones de cadenas laterales de aminoacido. Todas las enzimas que requieren
PyP acttan por medio de la formacién de una base de Schiff entre el aminoacido y la coenzima.

El grupo fosfato del PyP puede hacerse reaccionar con el grupo amino del polimero, preferiblemente
hidroxialquilalmidén, en particular hidroxietilalmidén, formando una fosforamida. Entonces, el grupo aldehido de PyP
puede hacerse reaccionar con el grupo amino de una proteina, formando una base de Schiff, que entonces puede
reducirse. En una realizacion preferida, la estructura del conjugado es HES-NH-P(0)2-O-(piridoxal)-CH-NH-proteina.

En el caso de PyP, el grupo funcional Q del polimero se introduce preferiblemente en el polimero mediante el uso de
un compuesto de diamino tal como se describi6é anteriormente.

Por consiguiente, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los
gue el derivado de polimero que comprende Q, siendo Q un grupo amino, se hace reaccionar adicionalmente con
fosfato de piridoxal.

Como disolvente para la reaccién del derivado de polimero que comprende un grupo amino y, por ejemplo, acido
formilbenzoico, se prefiere al menos un disolvente aprético o al menos un disolvente polar. Disolventes adecuados
son, entre otros, agua, dimetilsulféxido (DMSO), N-metilpirrolidona, dimetilacetamida (DMA), dimetilformamida (DMF)
y mezclas de dos 0 mas de los mismos.

Como disolvente para la reaccion del derivado de polimero que comprende un grupo amino y el compuesto al menos
bifuncional que comprende un grupo carboxilo, también es posible usar un medio acuoso. El término “medio acuoso”
tal como se usa en este contexto de la presente invencion se refiere a un disolvente o una mezcla de disolventes
que comprende agua en el intervalo de desde al menos el 10% en peso o al menos el 20% en peso o al menos el
30% en peso o al menos el 40% en peso o0 al menos el 50% en peso o al menos el 60% en peso o0 al menos el 70%
en peso o al menos el 80% en peso o al menos el 90% en peso o hasta el 100% en peso, en base al peso de los
disolventes implicados.

La reaccion se lleva a cabo preferiblemente a una temperatura de desde O hasta 40°C, mas preferiblemente de
desde 0 hasta 25°C y de manera especialmente preferible de desde 15 hasta 25°C durante un tiempo de reaccion
preferiblemente de desde 0,5 hasta 24 h y de manera especialmente preferible de desde 1 hasta 17 h.

Ademas se describe que la reaccion se lleva a cabo en presencia de un agente de activacién. Agentes de activacion
adecuados son, entre otros, carbodiimidas tales como diisopropilcarbodiimida (DIC), diciclohexilcarbodiimidas
(DCC); 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), prefiriéndose especialmente diisopropilcarbodiimida (DIC).

El derivado de polimero resultante puede purificarse a partir de la mezcla de reaccion mediante al menos un método
adecuado. Si es necesario, el derivado de polimero puede precipitarse antes del aislamiento mediante al menos un
método adecuado.

Si el derivado de polimero se precipita en primer lugar, es posible, por ejemplo, poner en contacto la mezcla de
reaccion con al menos un disolvente o mezcla de disolventes distinto del disolvente o mezcla de disolventes
presente en la mezcla de reaccidén a temperaturas adecuadas. Ademas se describe que se usa un medio acuoso,
preferiblemente agua, como disolvente, la mezcla de reaccién se pone en contacto con 2-propanol o con una mezcla
de acetona y etanol, preferiblemente una mezcla 1:1 (v/v), que indica volimenes iguales de dichos compuestos, a
una temperatura, preferiblemente en el intervalo de desde -20 hasta +50°C y de manera especialmente preferible en
el intervalo de desde -20 hasta 25°C.

El aislamiento del derivado de polimero puede llevarse a cabo mediante un procedimiento adecuado que puede
comprender una 0 mas etapas. Segun una realizacién preferida de la presente invencién, el derivado de polimero se
separa en primer lugar de la mezcla de reaccion o la mezcla de la mezcla de reaccién con, por ejemplo, mezcla de
2-propanol acuoso, mediante un método adecuado tal como centrifugacion o filtracion. En una segunda etapa, el
derivado de polimero separado puede someterse a un tratamiento adicional tal como un tratamiento posterior tal
como didlisis, filtracion por centrifugacion o filtracion por presién, cromatografia de intercambio idnico, cromatografia
de fase inversa, HPLC, MPLC, filtracion en gel y/o liofilizacion. Segin una realizacién incluso mas preferida, el
derivado de polimero separado se dializa en primer lugar, preferiblemente frente a agua, y entonces se liofiliza hasta
que el contenido en disolvente del producto de reaccidon es suficientemente bajo segun las especificaciones
deseadas del producto. La liofilizacién puede llevarse a cabo a temperatura de desde 20 hasta 35°C, preferiblemente
de desde 20 hasta 30°C.

El derivado de polimero resultante con el grupo aldehido o grupo ceto o grupo hemiacetal se hace reaccionar
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posteriormente con un grupo amino de la proteina por medio de aminacion reductora. En cuanto al acoplamiento de
al menos un grupo amino de la proteina con al menos un grupo aldehido o grupo ceto o grupo hemiacetal del
polimero mediante aminacion reductora, se hace referencia a la descripciéon detallada anterior que se refiere a los
parametros de reaccion especificos de la reaccion de aminacion reductora tal como pH o temperatura. Segin una
realizacion especialmente preferida de la presente invencion, la aminacion reductora se lleva a cabo a una
temperatura de desde 0 hasta 10°C tal como desde 1 hasta 8°C o desde 2 hasta 6°C tal como aproximadamente 4°C
a un pH de aproximadamente de 4,5 a 55 tal como aproximadamente 5,0. El tiempo de reaccion es
aproximadamente de 10 a 20 h tal como desde 12 hasta 19 h o desde 14 hasta 18 h tal como aproximadamente 17
h o aproximadamente de 20 a 30 h tal como aproximadamente 24 h.

Por tanto, en caso de que el polimero se hiciera por medio de su extremo reductor oxidado, se describe un
conjugado segun la férmula

N— Proteina

H

Segun una realizacion especialmente preferida, el polimero es hidroxietilalmidén, es decir HAS’ es HES’, yn=2,36
4, lo mas preferiblemente 4, tal como se describid anteriormente. Por tanto, en caso de que se hiciera reaccionar el
polimero por medio de su extremo reductor oxidado, también se describe un conjugado segin la formula.

C N
H, 4 H

N—~Proteina
H

H

En caso de que se hiciera reaccionar el polimero por medio de su extremo reductor oxidado, también se describe un
conjugado segun la formula

H ORy

j\
NH——(CH)a~NH |'~(CH;);—-O.]
m

NH—Proteina

enlaque n=2, 304, siendo R4 independientemente hidrégeno o un grupo metoxilo, y m = 0 en caso de que R4 sea
hidrégeno y m = 1 en caso de que R4 sea metoxilo, siendo HAS preferiblemente HES'.

En cada una de las férmulas anteriores, el nitrdgeno unido a la proteina deriva del grupo amino de la proteina a la
gue se une el derivado de polimero por medio del grupo aldehido.
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Con respecto a las realizaciones mencionadas anteriormente segln las que los grupos funcionales M y Q
comprenden un grupo amino -NHa, también es posible que M sea un grupo amino -NH, y Q comprende un grupo
amino beta hidroxilo -CH(OH)-CH»-NH; y preferiblemente es un grupo amino beta hidroxilo.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
grupo amino Q del compuesto que comprende dos grupos amino My Q, es un grupo amino beta hidroxilo -CH(OH)-
CH2-NHa.

En este caso, My Q pueden separarse mediante cualquier espaciador adecuado. Entre otros, el espaciador puede
ser un residuo hidrocarbonado lineal, ramificado y/o ciclico opcionalmente sustituido. Generalmente, el residuo
hidrocarbonado tiene desde 1 hasta 60, preferiblemente desde 1 hasta 40, mas preferiblemente desde 1 hasta 20,
mas preferiblemente desde 2 hasta 10, mas preferiblemente desde 1 hasta 6 y de manera especialmente preferible
desde 1 hasta 2 atomos de carbono. Si hay heteroatomos presentes, el grupo de separacion comprende
generalmente desde 1 hasta 20, preferiblemente desde 1 hasta 8 y de manera especialmente preferible desde 1
hasta 4 heteroatomos. El residuo hidrocarbonado puede comprender una cadena de alquilo opcionalmente
ramificada o un grupo arilo o un grupo cicloalquilo que tiene, por ejemplo, desde 5 hasta 7 &tomos de carbono, o ser
un grupo aralquilo, un grupo alcarilo en el que la parte alquilo puede ser un grupo alquilo lineal y/o ciclico. Segun una
realizacién incluso mas preferida, el residuo hidrocarbonado es una cadena de alquilo de desde 1 hasta 20,
preferiblemente desde 1 hasta 10, méas preferiblemente desde 1 hasta 6, mas preferiblemente desde 1 hasta 4
atomos de carbono y de manera especialmente preferible desde 1 hasta 2 &tomos de carbono. Todavia mas
preferiblemente, M y Q estan separados por un grupo metileno.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
polimero se hace reaccionar con 1,3-diamino-2-hidroxipropano.

En caso de que se haga reaccionar el polimero por medio de su extremo reductor oxidado, resulta de manera
especialmente preferible un derivado de polimero segun la formula

con HAS’ = HES’

La reaccion del compuesto al menos bifuncional que comprende M y Q, de manera particularmente preferible 1,3-
diamino-2-hidroxipropano, con el polimero se lleva a cabo preferiblemente a una temperatura de desde 40 hasta
120°C, méas preferiblemente de desde 40 hasta 90°C y de manera especialmente preferible de desde 60 hasta 80°C.
El tiempo de reaccion oscila preferiblemente desde 17 hasta 168 h, mas preferiblemente desde 17 hasta 96 h y de
manera especialmente preferible desde 48 hasta 96 h. La razén molar de compuesto al menos bifuncional:polimero
esta preferiblemente en el intervalo de desde 200:1 hasta 10:1, especialmente desde 50:1 hasta 100:1.

Como disolvente para la reaccion del compuesto al menos bifuncional con el polimero, se prefiere al menos un
disolvente aprético, preferiblemente un disolvente aprético anhidro que tiene un contenido en agua de no mas del
0,5 por ciento en peso, preferiblemente de no mas del 0,1 por ciento en peso. Disolventes adecuados son, entre
otros, dimetilsulféxido (DMSO), N-metilporrolidona, dimetilacetamida (DMA), dimetilformamida (DMF) y mezclas de
dos 0 mas de los mismos.

El grupo amino beta hidroxilo Q del derivado de polimero puede hacerse reaccionar generalmente con un
compuesto al menos bifuncional que comprende al menos un grupo funcional que puede hacerse reaccionar con Q y
que comprende ademas al menos un grupo funcional siendo un grupo aldehido o grupo ceto o grupo hemiacetal o
un grupo funcional que puede modificarse para dar un grupo aldehido o grupo ceto o grupo hemiacetal. Segun otra
realizacioén, el grupo amino beta hidroxilo se modifica quimicamente de manera directa para dar un grupo aldehido
mediante oxidacion quimica.

Esta oxidacion puede llevarse a cabo con todos los agentes de oxidacion adecuados, que pueden convertir el grupo
amino beta hidroxilo en un grupo aldehido. Reactivos de oxidacion preferidos son peryodatos tales como peryodatos
de metal alcalino. Especialmente se prefiere peryodato de sodio que se emplea preferiblemente como disoluciéon
acuosa. Esta disolucién tiene una concentracion de yodato preferida de desde 1 hasta 50 mM, mas preferiblemente
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desde 1 hasta 25 mM y de manera especialmente preferible de desde 1 hasta 10 mM. La oxidacién se lleva a cabo a
una temperatura de desde 0 hasta 40°C, preferiblemente desde 0 hasta 25°C y de manera especialmente preferible
desde 4 hasta 20°C.

El derivado de polimero resultante puede purificarse a partir de la mezcla de reaccién mediante al menos un método
adecuado. Si es necesario, el derivado de polimero puede precipitarse antes del aislamiento mediante al menos un
método adecuado.

Si el derivado de polimero se precipita en primer lugar, es posible, por ejemplo, poner en contacto la mezcla de
reaccion con al menos un disolvente o mezcla de disolventes distinto del disolvente o mezcla de disolventes
presente en la mezcla de reaccion a temperaturas adecuadas. Segun una realizacion particularmente preferida en la
gue se usa un medio acuoso, preferiblemente agua, como disolvente, la mezcla de reacciéon se pone en contacto
con 2-propanol o con una mezcla de acetona y etanol, preferiblemente una mezcla 1:1 (v/v), que indica volimenes
iguales de dichos compuestos, a una temperatura, preferiblemente en el intervalo de desde -20 hasta +50°C y de
manera especialmente preferible en el intervalo de desde -20 hasta 25°C.

El aislamiento del derivado de polimero puede llevarse a cabo mediante un procedimiento adecuado que puede
comprender una o mas etapas. Segun una realizacion preferida, el derivado de polimero se separa en primer lugar
de la mezcla de reacciéon o la mezcla de la mezcla de reaccion con, por ejemplo, mezcla de 2-propanol acuoso,
mediante un método adecuado tal como centrifugacién o filtracién. En una segunda etapa, el derivado de polimero
separado puede someterse a un tratamiento adicional tal como un tratamiento posterior tal como didlisis, filtracion
por centrifugacion o filtracién por presion, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de fase inversa, HPLC,
MPLC, filtracion en gel y/o liofilizacion. Segun una realizacion incluso méas preferida, el derivado de polimero
separado se dializa en primer lugar, preferiblemente frente a agua, y entonces se liofiliza hasta que el contenido en
disolvente del producto de reaccion es suficientemente bajo segun las especificaciones deseadas del producto. La
liofilizacion puede llevarse a cabo a temperatura de desde 20 hasta 35°C, preferiblemente de desde 20 hasta 30°C.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que la
oxidacion del grupo amino beta hidroxilo Q se lleva a cabo usando un peryodato.

Por tanto, también se describe un método de produccion de un conjugado, en el que, en caso de que se empleara el
polimero con el extremo reductor oxidado, se oxida un derivado de polimero que tiene un grupo amino beta hidroxilo,
de manera especialmente preferible

HAS'
\O
R0

y particularmente con HAS’ = HES’, preferiblemente con un peryodato, para dar un derivado de polimero que tiene
un grupo aldehido, de manera especialmente preferible

y particularmente con HAS’ = HES'.

Ademas, también se describe que también es posible hacer reaccionar el compuesto que comprende una estructura
1-amino-2-hidroxilo representada anteriormente con un compuesto al menos bifuncional que comprende un grupo
carboxilo o un grupo carboxilo reactivo y un grupo aldehido, ceto o acetal descrito anteriormente en el presente
documento para obtener un derivado de polimero que puede someterse a aminacion reductora con un grupo amino
de la proteina.
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El derivado de polimero resultante con el grupo aldehido A se hace reaccionar posteriormente con la proteina. Por
tanto, también se describe un método de produccion de un conjugado, comprendiendo dicho método hacer
reaccionar un derivado de polimero que tiene un grupo amino beta hidroxilo, en caso de que se empleara el
polimero con el extremo reductor oxidado de manera especialmente preferible segun la férmula

y particularmente con HAS’ = HES’, con un grupo amino de la proteina.

El derivado de polimero resultante con el grupo aldehido se hace reaccionar posteriormente con un grupo amino de
la proteina por medio de aminacién reductora. En cuanto al acoplamiento de al menos un grupo amino de la proteina
con al menos un grupo aldehido del polimero mediante aminacion reductora, se hace referencia a la descripcion
detallada anterior.

Por tanto, segun la realizacion preferida mencionada anteriormente, la presente invencion también se refiere a un
conjugado segun la férmula

A

« Proteina

OR, §

particularmente con HAS’ = HES’, en caso de que se empleara el polimero con el extremo reductor oxidado. En la
férmula anterior, el nitrégeno unido a la proteina deriva del grupo amino de la proteina a la que se une el derivado de
polimero por medio del grupo aldehido.

Segun una realizacion adicional, el polimero se hace reaccionar en primer lugar con un compuesto adecuado para
dar un primer derivado de polimero que comprende al menos un grupo carboxilo reactivo. Este primer derivado de
polimero se hace reaccionar entonces con un compuesto al menos bifuncional, adicional en el que al menos un
grupo funcional de este compuesto adicional se hace reaccionar con al menos un grupo carboxilo reactivo del
derivado de polimero y al menos otro grupo funcional del compuesto adicional es un grupo aldehido o grupo ceto o
grupo hemiacetal o es un grupo funcional que se modifica quimicamente para dar un grupo aldehido o grupo ceto o
grupo hemiacetal; y en el que el derivado de polimero resultante que comprende dicho grupo aldehido o grupo ceto
o grupo hemiacetal se hace reaccionar por medio de aminacion reductora, tal como se describié anteriormente, con
al menos un grupo amino de la proteina. También es posible alterar la secuencia de reaccion de los respectivos
compuestos entre si.

Segun una primera alternativa de dicha realizacién adicional, el polimero que comprende al menos un grupo

carboxilo reactivo se prepara oxidando de manera selectiva el polimero en su extremo reductor y haciendo
reaccionar posteriormente el polimero oxidado que es una lactona
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(Ia)

y/o un acido carboxilico

(1Ib)

0 una sal adecuada del acido carboxilico tal como sal de metal alcalino, preferiblemente como sal de sodio y/o
potasio, y siendo HAS’ preferiblemente HES’, con un compuesto adecuado para dar el polimero que comprende al
menos un grupo carboxilo reactivo.

La oxidacién del polimero, preferiblemente hidroxietilalmidén, puede llevarse a cabo segin cada método o
combinacién de métodos que dan como resultado compuestos que tienen las estructuras (lla) y/o (llb) mencionadas
anteriormente.

Aungue la oxidacién puede llevarse a cabo segun cualquier método o todos los métodos adecuados dando como
resultado el extremo reductor oxidado de hidroxialquilalmidon, se lleva a cabo preferiblemente usando una disolucion
de yodo alcalina tal como se describe, por ejemplo, en el documento DE 196 28 705 Al cuyos respectivos
contenidos (ejemplo A, columna 9, lineas de 6 a 24) se incorporan en el presente documento como referencia.

La introduccion del grupo carboxilo reactivo en el polimero que estd oxidado de manera selectiva en su extremo
reductor puede llevarse a cabo mediante todos los métodos concebibles y todos los compuestos adecuados.

Ademas, también se describe que el polimero que esta oxidado de manera selectiva en su extremo reductor se hace
reaccionar en el extremo reductor oxidado con al menos un alcohol, preferiblemente con al menos un alcohol acido
tal como alcoholes acidos que tienen un valor de pKa en el intervalo de desde 6 hasta 12 o de desde 7 hasta 11 a
25°C. El peso molecular del alcohol acido puede estar en el intervalo de desde 80 hasta 500 g/ mol, tal como de
desde 90 hasta 300 g/mol o de desde 100 hasta 200 g/ mol.

Alcoholes acidos adecuados son todos los alcoholes H-O-Ra que tiene un protdn acido y pueden hacerse reaccionar
con el polimero oxidado para dar el respectivo éster de polimero reactivo, preferiblemente segun la formula

todavia mas preferiblemente seguin férmula
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Alcoholes preferidos son N-hidroxisuccinimidas tales como N-hidroxisuccinimida o sulfo-N-hidroxisuccinimida,
fenoles adecuadamente sustituidos tales como p-nitrofenol o p-dinitrofenol, u o’-dinitrofenol, triclorofenol tal como
2,4,6-triclorofenol o 2,4,5-triclorofenol, trifluorofenol tal como 2,4,6-trifluorofenol o 2,4,5-trifluorofenol, pentaclorofenol,
pentafluorofenol o hidroxiazoles tales como hidroxibenzotriazol. Especialmente se prefieren N-hidroxisuccinimidas,
prefiriéndose especialmente con N-hidroxisuccinimida y sulfo-N-hidroxisuccinimida. Pueden emplearse todos los
alcoholes solos o como combinacion adecuada de dos o mas de los mismos. También es posible emplear un
compuesto que libera el respectivo alcohol, por ejemplo afiadiendo diésteres de acido carboénico.

Por tanto, también se describe un método tal como se describi6 anteriormente, en el que el polimero que esta
oxidado de manera selectiva en su extremo reductor se activa haciendo reaccionar el polimero oxidado con un
alcohol acido, preferiblemente con N-hidroxisuccinimida y/o sulfo-N-hidroxisuccinimida.

También se describe que el polimero que estd oxidado de manera selectiva en su extremo reductor se hace
reaccionar en el extremo reductor oxidado con al menos un diéster carbonico Rg-O-(C=0)-O-Rc, en el que Rg y Rc
pueden ser iguales o diferentes. Preferiblemente, este método da polimeros reactivos segun la formula

en la que HAS'’ es preferiblemente HES'.

Como compuestos de diéster carbdnico adecuados, pueden emplearse compuestos cuyo componentes de alcohol
sean independientemente N-hidroxisuccinimidas tales como N-hidroxisuccinimida o sulfo-N-hidroxisuccinimida,
fenoles adecuadamente sustituidos tales como p-nitrofenol o p-dinitrofenol, u o’-dinitrofenol, triclorofenol tal como
2,4,6-triclorofenol o 2,4,5-triclorofenol, trifluorofenol tal como 2,4,6-trifluorofenol o 2,4,5-trifluorofenol, pentaclorofenol,
pentafluorofenol o hidroxiazoles tales como hidroxibenzotriazol. Especialmente se prefieren carbonato de N,N’-
disuccinimidilo y carbonato de sulfo-N,N’-disuccinimidilo, prefiriéndose especialmente carbonato de N,N’-
disuccinimidilo.

Por tanto, también se describe un método tal como se describid anteriormente, en el que el polimero que esta
oxidado de manera selectiva en su extremo reductor se activa haciendo reaccionar el polimero oxidado con
carbonato de N,N’-disuccinimidilo.

El alcohol 4acido se hace reaccionar con el polimero oxidado o la sal del polimero oxidado a una razén molar de
alcohol acido:polimero preferiblemente de desde 5:1 hasta 50:1, mas preferiblemente de desde 8:1 hasta 20:1, a
una temperatura de reaccion preferida de desde 2 hasta 40°C, mas preferiblemente de desde 10 hasta 30°C y de
manera especialmente preferible de desde 15 hasta 25°C. El tiempo de reaccién esta preferiblemente en el intervalo
de desde 1 hasta 10 h, mas preferiblemente de desde 2 hasta 5 h, mas preferiblemente de desde 2 hasta 4 h 'y
particularmente de desde hasta 3 h.

El compuesto de diéster carbdnico se hace reaccionar con el polimero oxidado o la sal del polimero oxidado a una
raz6n molar de compuesto de diéster:polimero generalmente de desde 1:1 hasta 3:1, tal como de desde 1:1 hasta
1,5:1. El tiempo de reaccion esta generalmente en el intervalo de desde 0,1 hasta 12 h, tal como de desde 0,2 hasta
6 h, o de desde 0,5 hasta 2 h o de desde 0,75 hasta 1,25 h.

También se describe que la reaccién del polimero oxidado con alcohol acido y/o diéster carbonico se lleva a cabo en
al menos un disolvente aprético, tal como en un disolvente aprotico anhidro que tiene un contenido en agua de no
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mas del 0,5 por ciento en peso, preferiblemente de no mas del 0,1 por ciento en peso. Disolventes adecuados son,
entre otros, dimetilsulfoxido (DMSO), N-metilpirrolidona, dimetilacetamida (DMA), dimetilformamida (DMF) y mezclas
de dos 0 mas de los mismos. Las temperaturas de reaccion estan preferiblemente en el intervalo de desde 2 hasta
40°C, mas preferiblemente de desde 10 hasta 30°C.

Para hacer reaccionar el polimero oxidado con el al menos un alcohol acido, se emplea al menos un agente de
activacion adicional.

Agentes de activacion adecuados son, entre otros, carbonildiimidazol, carbodiimidas tales como
diisopropilcarbodiimida (DIC), diciclohexilcarbodiimidas (DCC), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC),
prefiriéndose especialmente diciclohexilcarbodiimidas (DCC) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC).

Por tanto, también se describe el método tal como se describié anteriormente, en el que el polimero que se oxida en
su extremo reductor y se hace reaccionar con un alcohol acido en presencia de un agente de activacién adicional
para dar el éster de polimero reactivo.

También se describe que la reaccion del polimero oxidado con diéster carbdnico y/o alcohol &cido se lleva a cabo a
una actividad de base baja que puede determinarse afiadiendo la mezcla de reaccién a agua con una razén en
volumen de agua con respecto a la mezcla de reaccion de 10:1. Antes de la adicion, el agua que no comprende
esencialmente tampon, tiene un valor de pH de 7 a 25°C. Tras la adicién de la mezcla de reaccion y midiendo el
valor de pH, se obtiene que la actividad de base de la mezcla de reaccion, tiene un valor de preferiblemente de no
mas de 9,0, mas preferiblemente de tampoco mas de 8,0 y de manera especialmente preferible de no més de 7,5.

También se describe que el polimero oxidado se hace reaccionar con N-hidroxisuccinimida en DMA seca en
ausencia de agua con EDC para dar de manera selectiva el éster de N-hidroxisuccinimida del polimero segun la
formula

siendo HAS’ mas preferiblemente HES'.

Sorprendentemente, esta reaccion no da subproductos que resultan de reacciones de EDC con grupos OH de HES,
y sorprendentemente, la reaccion de transposicion de la O-acilisourea formada por EDC y el polimero oxidado con la
N-acilurea respectiva se suprime.

También se describe que el polimero oxidado se hace reaccionar con carbonato de N,N’-disuccinimidilo en DMF
seco en ausencia de agua y en ausencia de un agente de activacion para dar de manera selectiva el éster de N-
hidroxisuccinimida del polimero segun la formula

siendo HAS’ mas preferiblemente HES'.

Segun otra realizacion el polimero que esta oxidado de manera selectiva en su extremo reductor se hace reaccionar
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en el extremo reductor oxidado con una azolida tal como carbonildiimidazol o carbonildibencimidazol para dar un
polimero que tiene un grupo carboxilo reactivo. En el caso de carbonildiimidazol, resulta un derivado de polimero de
imidazolida reactivo segin la formula

en la que HAS’ es preferiblemente HES'.

Segun la invencion el grupo carboxilo reactivo se introduce en el polimero cuyo extremo reductor no esta oxidado,
haciendo reaccionar al menos un grupo hidroxilo del polimero con un diéster carbénico.

Por tanto, la presente invencion se refiere a un método y conjugados en los que el grupo carboxilo reactivo se
introduce en el polimero cuyo extremo reductor no estd oxidado, haciendo reaccionar al menos un grupo hidroxilo
del polimero con al menos un diéster carbdnico diéster carbénico Rg-O-(C=0)-O-Rc, en el que Rg y Rc pueden ser
iguales o diferentes.

Segln otra realizacion de la presente invencion, el polimero cuyo extremo reductor no esta oxidado, se hace
reaccionar en al menos un grupo hidroxilo con una azolida tal como carbonildiimidazol, carbonil-di-(1,2,4-triazol) o
carbonildibencimidazol para dar un polimero que tiene un grupo carboxilo reactivo.

Como compuestos adecuados de diéster carbdnico, pueden emplearse compuestos cuyo componentes de alcohol
son independientemente N-hidroxisuccinimidas tales como N-hidroxisuccinimida o sulfo-N-hidroxisuccinimida,
fenoles adecuadamente sustituidos tales como p-nitrofenol o p-dinitrofenol, u o’-dinitrofenol, triclorofenol tal como
2,4,6-triclorofenol o 2,4,5-triclorofenol, trifluorofenol tal como 2,4,6-trifluorofenol o 2,4,5-trifluorofenol, pentaclorofenol,
pentafluorofenol o hidroxiazoles tales como hidroxibenzotriazol.

Especialmente se prefieren compuestos simétricos de diéster carbonico, por tanto siendo Rg y Rc iguales. El
componente de alcohol del diéster carbdnico se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en N-
hidroxisuccinimida, N-hidroxisuccinimida sulfonatada, N-hidroxibenzotriazol, y fenoles sustituidos con nitro y
halégeno. Entre otros, se prefieren nitrofenol, dinitrofenol, triclorofenol, trifluorofenol, pentaclorofenol y
pentafluorofenol. Especialmente se prefieren carbonato de N,N’-disuccinimidilo y carbonato de sulfo-N,N’-
disuccinimidilo, prefiriéndose especialmente carbonato de N,N’-disuccinimidilo.

Por tanto, la presente invencion también se refiere a un derivado de hidroxialquilalmidon, preferiblemente un
derivado de hidroxietilalmiddn, en el que al menos un grupo hidroxilo, preferiblemente al menos dos grupos hidroxilo
de dicho almidén se han hecho reaccionar con un compuesto de diéster carbdénico para dar el respectivo éster
reactivo.

Segun una realizacidn de la presente invencion, la reaccion del polimero cuyo extremo reductor no esta oxidado, con
el al menos un compuesto de diéster carbonico se lleva a cabo a una temperatura de desde 2 hasta 40°C, mas
preferiblemente de desde 10 hasta 30°C y especialmente de desde 15 hasta 25°C. Un tiempo de reaccion preferido
oscila entre 0,5 y 5 h, mas preferiblemente entre 1y 3 h, y de manera especialmente preferible entre 2y 3 h.

La razon molar de compuesto de diéster carbonico:polimero depende del grado de sustitucion del polimero con
respecto al numero de grupos hidroxilo que se han hecho reaccionar con el compuesto de diéster carbdnico en
relacion con el nimero de grupos hidroxilo presentes en el polimero sin reaccionar.

Segun una realizacién de la presente invencion, la razén molar de compuesto de diéster carbonico:unidades de
glucosa anhidra del polimero esta en el intervalo de desde 1:2 hasta 1:1000, méas preferiblemente de desde 1:3
hasta 1:100 y de manera especialmente preferible de desde 1:10 hasta 1:50, para dar un grado de sustitucion en el
intervalo de desde 0,5 hasta 0,001, preferiblemente de desde 0,33 hasta 0,01 y de manera especialmente preferible
de desde 0,1 hasta 0,02

Segun una realizacion de la presente invencion, la reaccion del polimero cuyo extremo reductor no esta oxidado, con
diéster carbonico se lleva a cabo en al menos un disolvente aprotico, de manera particularmente preferible en un
disolvente aprético anhidro que tiene un contenido en agua de no mas del 0,5 por ciento en peso, preferiblemente de
no mas del 0,1 por ciento en peso. Disolventes adecuados son, entre otros, dimetilsulféoxido (DMSO), N-
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metilpirrolidona, dimetilacetamida (DMA), dimetilformamida (DMF) y mezclas de dos o mas de los mismos.

Por tanto, la presente invencién también se refiere a un método tal como se describié anteriormente en el que la
reaccion del al menos un grupo hidroxilo del polimero cuyo extremo reductor no esta oxidado, con el diéster
carbonico para dar un grupo carboxilo reactivo se lleva a cabo en un disolvente polar aprético anhidro, siendo el
disolvente preferiblemente dimetilacetamida, dimetilformamida o una mezcla de las mimas.

El derivado de polimero reactivo que comprende al menos un grupo carboxilo reactivo, preferiblemente que resulta
de la reaccién del polimero con el alcohol acido, el carbonato y/o la azolida, tal como se describié anteriormente, se
hace reaccionar adicionalmente con un compuesto al menos bifuncional, adicional en el que al menos un grupo
funcional F; de este compuesto adicional se hace reaccionar con al menos un grupo carboxilo reactivo del derivado
de polimero. Como al menos un grupo funcional F; del compuesto adicional no existen limitaciones especificas dado
gue una reaccion con el al menos un grupo carboxilo reactivo del polimero es posible. Grupos funcionales F;
preferidos son, por ejemplo un grupo amino o un grupo hidroxilo o un grupo tio o un grupo carboxilo.

El compuesto al menos bifuncional, adicional comprende al menos otro grupo funcional F2 que es un grupo aldehido
o un grupo funcional F» que puede modificarse quimicamente para dar un grupo aldehido. La modificacion quimica
puede ser, por ejemplo, una reaccion del grupo funcional F» con un grupo funcional Fz un compuesto ligador
adicional o una oxidacion o una reduccion de un grupo funcional adecuado F».

En caso de que se haga reaccionar F2 con un grupo funcional F;z de un compuesto adicional, el grupo funcional F»
puede seleccionarse de, entre otros,

- dobles enlaces C-C o triples enlaces C-C o enlaces C-C aromaticos;
- el grupo tio o el grupo hidroxilo;

- hidrazida del acido alquilsulfonico, hidrazida del acido arilsulfonico;

- 1,2-dioles;

- 1,2-aminoalcoholes;

- 1,2-amino-tioalcoholes;

- azidas;

- el grupo amino -NH, o derivados de los grupos amino que comprenden la unidad estructural - NH- tales como
grupos aminoalquilo, grupos aminoarilo, grupos aminoaralquilo, o grupos alcarilamino;

- el grupo hidroxilamino -O-NH>, o derivados del grupo hidroxilamino que comprenden la unidad estructural -O-NH-,
tales como grupos hidroxilalquilamino, grupos hidroxilarilamino, grupos hidroxilaralquilamino o grupos
hidroxialcarilamino;

- grupos alcoxiamino, grupos ariloxiamino, grupos aralquiloxiamino o grupos alcariloxiamino, comprendiendo cada
uno la unidad estructural -NH-O-;

- residuos que tienen un grupo carbonilo, -Q-C(=G)-M, enelque Ges O 0 S, y M es, por ejemplo,

---OH o -SH;

-- un grupo alcoxilo, un grupo ariloxilo, un grupo aralquiloxilo o un grupo alcariloxilo;

-- un grupo alquiltio, un grupo ariltio, un grupo aralquiltio o un grupo alcariltio;

-- un grupo alquilcarboniloxilo, un grupo arilcarboniloxilo, un grupo aralquilcarboniloxilo, un grupo alcarilcarboniloxilo;
-- ésteres activados tales como ésteres de hidroxilaminas que tienen estructura terciaria tal como N-
hidroxisuccinimida o que tienen una unidad estructural O-N en la que N es parte de un compuesto de heteroarilo o,
con G=0 y Q ausentes, tal como compuestos ariloxilo con un residuo arilo sustituido tal como pentafluorofenilo,
paranitrofenilo o triclorofenilo;

en los que Q esta ausente 0 NH o un heteroatomo tal como S u O;

- NH-NHz, 0 -NH-NH-;
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- -NO;

- el grupo nitrilo;

- grupos carbonilo tales como el grupo aldehido o el grupo ceto;

- el grupo carboxilo;

- el grupo -N=C=0 o el grupo -N=C=S;

- grupos haluro de vinilo tales como el grupo yoduro de vinilo o bromuro de vinilo o triflato;
- -C=C-H;

- -(C=NHCI)-O-alquilo

- grupos -(C=0)-CH;-Hal en los que Hal es CI, Br o [;

- -CH=CH- SO~

- un grupo disulfuro que comprende la estructura -S-S-;

- el grupo
0)
—N
O ;
- el grupo
F
O,N NO,

en los que F3 es un grupo que puede formar un enlace quimico con uno de los grupos mencionados anteriormente y
se selecciona preferiblemente de los grupos mencionados anteriormente. Ademas, el segundo compuesto ligador
preferiblemente tiene al menos un grupo aldehido o grupo ceto o grupo hemiacetal que puede hacerse reaccionar
con un grupo amino de la proteina por medio de aminacién reductora.

El grupo funcional F; y el grupo aldehido o grupo ceto o grupo hemiacetal del compuesto de enlace al menos
bifuncional que se hace reaccionar con el polimero, y/o los grupos funcionales Fi y F, del compuesto de enlace al
menos bifuncional que se hace reaccionar con el polimero, y/o el grupo funcional F3 y el grupo aldehido o grupo ceto
0 grupo hemiacetal del compuesto de enlace al menos bifuncional, adicional puede separarse independientemente
mediante cualquier espaciador adecuado. Entre otros, el espaciador puede ser un residuo hidrocarbonado lineal,
ramificado y/o ciclico, alifdtico y/o aromético opcionalmente sustituido. Generalmente, el residuo hidrocarbonado
tiene hasta 60, preferiblemente hasta 40, mas preferiblemente hasta 20, mas preferiblemente hasta 10 atomos de
carbono. Si hay heteroatomos presentes, el grupo de separacion comprende generalmente desde 1 hasta 20,
preferiblemente desde 1 hasta 8, mas preferiblemente de 1 a 6, mas preferiblemente de 1 a 4 y de manera
especialmente preferible desde 1 hasta 2 heteroatomos. Como heteroatomo, se prefiere O. El residuo
hidrocarbonado puede comprender una cadena de alquilo opcionalmente ramificada o un grupo arilo o un grupo
cicloalquilo que tiene, por ejemplo, desde 5 hasta 7 atomos de carbono, o ser un grupo aralquilo, un grupo alcarilo
en el que la parte alquilo puede ser un grupo alquilo lineal y/o ciclico.

Ejemplos de un compuesto con grupos funcionales F1 y F» son, por ejemplo, diaminoalcano opcionalmente sustituido
gue tiene desde 2 hasta 20 atomos de carbono, de manera especialmente preferible 1,2-diaminoetano, 1,3-
diaminopropano y 1,4-diaminobutano. Ejemplos preferidos de un compuesto con grupos funcionales F3 y un grupo
aldehido o un grupo ceto o un grupo hemiacetal son, por ejemplo, acido formilbenzoico, éster pentafluorofenilico del
acido 4-formilbenzoico, éster de N-hidroxisuccinimida del acido 4-formilbenzoico y &cido 4-(4-formil-3,5-
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dimetoxifenoxi)butirico.

Por tanto, la presente invencién también se refiere a un método de produccién de un conjugado, comprendiendo
dicho método hacer reaccionar el polimero, preferiblemente hidroxietilalmidéon, en su extremo reductor
opcionalmente oxidado con un compuesto, seleccionado del grupo que consiste en alcoholes acidos, diésteres
carbonicos y azolidas, para dar un derivado de polimero que comprende al menos un grupo carboxilo reactivo, hacer
reaccionar dicho derivado de polimero con al menos un compuesto al menos bifuncional para dar un derivado de
polimero que comprende un grupo aldehido o un grupo ceto o un grupo hemiacetal o un grupo funcional que puede
modificarse quimicamente para dar un grupo aldehido o un grupo ceto o un grupo hemiacetal, opcionalmente
modificar quimicamente dicho grupo funcional para dar un derivado de polimero que comprende un grupo aldehido o
un grupo ceto o un grupo hemiacetal, y hacer reaccionar el derivado de polimero que comprende un grupo aldehido
0 un grupo ceto o un grupo hemiacetal con un grupo amino de una proteina por medio de aminacién reductora.

Por consiguiente, la presente invencién también se refiere a un conjugado que comprende un polimero,
preferiblemente hidroxietilalmidén, y una proteina unidos de manera covalente entre si, que puede obtenerse
mediante un método de produccién de un conjugado, comprendiendo dicho método hacer reaccionar el polimero, en
su extremo reductor opcionalmente oxidado con un compuesto, seleccionado del grupo que consiste en alcoholes
acidos, diésteres carbodnicos y azolidas, para dar un derivado de polimero que comprende al menos un grupo
carboxilo reactivo, hacer reaccionar dicho derivado de polimero con al menos un compuesto al menos bifuncional
para dar un derivado de polimero que comprende un grupo aldehido o un grupo ceto o un grupo hemiacetal o un
grupo funcional que puede modificarse quimicamente para dar un grupo aldehido o un grupo ceto o un grupo
hemiacetal, opcionalmente modificar quimicamente dicho grupo funcional para dar un derivado de polimero que
comprende un grupo aldehido o un grupo ceto o un grupo hemiacetal, y hacer reaccionar el derivado de polimero
gue comprende un grupo aldehido o un grupo ceto o un grupo hemiacetal con un grupo amino de una proteina por
medio de aminacion reductora.

Un ejemplo especifico de un compuesto que tiene un grupo funcional F1 y un grupo funcional F, que se oxida para
dar un grupo aldehido es, por ejemplo, un compuesto que tiene un grupo amino como F1 y un grupo amino beta
hidroxilo como F,. Un ejemplo especialmente preferido es 1,3-diamino-2-hidroxipropano. Esta oxidacién puede
llevarse a cabo con todos los agentes de oxidacidon adecuados, que pueden convertir el grupo amino beta hidroxilo
en un grupo aldehido. Reactivos de oxidacion preferidos son peryodatos tales como peryodatos de metal alcalino.
Especialmente se prefiere peryodato de sodio que se emplea preferiblemente como disolucion acuosa. Esta
disolucién tiene una concentracion de yodato preferida de desde 1 hasta 50 mM, mas preferiblemente desde 1 hasta
25 mM y de manera especialmente preferible de desde 1 hasta 10 mM. La oxidacion se lleva a cabo a una
temperatura de desde 0 hasta 40°C, preferiblemente desde 0 hasta 25°C y de manera especialmente preferible
desde 4 hasta 20°C.

El derivado de polimero resultante puede purificarse a partir de la mezcla de reaccion mediante al menos un método
adecuado. Si es necesario, el derivado de polimero puede precipitarse antes del aislamiento mediante al menos un
método adecuado.

Si el derivado de polimero se precipita en primer lugar, es posible, por ejemplo poner en contacto la mezcla de
reaccion con al menos un disolvente o mezcla de disolventes distinto del disolvente o mezcla de disolventes
presente en la mezcla de reaccidn a temperaturas adecuadas. Segun una realizacion particularmente preferida de la
presente invencién en la que se usa un medio acuoso, preferiblemente agua, como disolvente, la mezcla de reaccion
se pone en contacto con 2-propanol o con una mezcla de acetona y etanol, preferiblemente una mezcla 1:1 (v/v),
que indica volimenes iguales de dichos compuestos, a una temperatura, preferiblemente en el intervalo de desde
-20 hasta +50°C y de manera especialmente preferible en el intervalo de desde -20 hasta 25°C.

El aislamiento del derivado de polimero puede llevarse a cabo mediante un procedimiento adecuado que puede
comprender una o mas etapas. Segun una realizacion preferida de la presente invencion, el derivado de polimero se
separa en primer lugar de la mezcla de reaccion o la mezcla de la mezcla de reaccién con, por ejemplo, mezcla de
2-propanol acuoso, mediante un método adecuado tal como centrifugacion o filtracion. En una segunda etapa, el
derivado de polimero separado puede someterse a un tratamiento adicional tal como un tratamiento posterior tal
como didalisis, filtracion por centrifugacion o filtracion por presion, cromatografia de intercambio iénico, cromatografia
de fase inversa, HPLC, MPLC, filtracion en gel y/o liofilizacion. Segun una realizacién incluso més preferida, el
derivado de polimero separado se dializa en primer lugar, preferiblemente frente a agua, y entonces se liofiliza hasta
gue el contenido en disolvente del producto de reaccién es suficientemente bajo segun las especificaciones
deseadas del producto. La liofilizacion puede llevarse a cabo a temperatura de desde 20 hasta 35°C, preferiblemente
de desde 20 hasta 30°C.

También se describe que el grupo funcional Z de la proteina que va a hacerse reaccionar con el grupo funcional A
del polimero o derivado de polimero es un grupo tiol, seleccionandose la proteina del grupo que consiste en IFN alfa,
IFN beta, tPA y A1AT. Las mas preferidas son IFN alfa e IFN beta.

El grupo tiol puede estar presente en la proteina como tal. Ademas, es posible introducir un grupo tiol en la proteina
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segun un método adecuado. Entre otros, pueden mencionarse métodos quimicos. Si un puente de disulfuro esta
presente en la proteina, es posible reducir la estructura -S-S- para obtener un grupo tiol. También es posible
transformar un grupo amino presente en el polipéptido en un grupo SH mediante la reaccién del polipéptido por
medio del grupo amino con un compuesto que tiene al menos dos grupos funcionales diferentes, uno de los cuales
puede hacerse reaccionar con el grupo amino y el otro es un grupo SH o un precursor de un grupo SH. También es
posible introducir un grupo SH mediante mutacion de la proteina tal como introduciendo una cisteina o un
aminoacido funcional con SH adecuado en la proteina o tal como eliminar una cisteina de la proteina de modo que
se inhabilita a otra cisteina en la proteina para que forme un puente de disulfuro.

Lo mas preferiblemente, el polimero esta unido a una cisteina libre de la proteina, de manera especialmente
preferible a la cisteina libre en la posiciéon 17 de IFN beta (en caso de variantes con una cisteina en la posicion 17), a
una cisteina en la posicion 1 y/o 98 de IFN alfa.

También se describe que el grupo funcional Z de la proteina es un grupo tiol y el grupo funcional A del polimero es
un grupo halogenoacetilo y en el que A se introduce haciendo reaccionar el polimero en su extremo reductor
opcionalmente oxidado con un compuesto al menos bifuncional que tiene al menos dos grupos funcionales
comprendiendo cada uno un grupo amino para dar un derivado de polimero que tiene al menos un grupo funcional
gue comprende un grupo amino y hacer reaccionar el derivado de polimero con un acido acético sustituido con
monohalégeno y/o un derivado de acido acético sustituido con monohalégeno reactivo.

En cuanto al compuesto al menos bifuncional que tiene al menos dos grupos funcionales comprendiendo cada uno
un grupo amino, son concebibles todos los compuestos que pueden hacerse reaccionar con el polimero en su
extremo opcionalmente reductor para dar un derivado de polimero que comprende un grupo amino que puede
hacerse reaccionar con un &cido acético sustituido con monohalégeno y/o un derivado de &cido acético sustituido
con monohalégeno reactivo.

Segun una realizacién preferida, un grupo funcional del compuesto al menos bifuncional, haciéndose reaccionar
dicho grupo funcional con el extremo reductor opcionalmente oxidado del polimero, se selecciona del grupo que
consiste en

H2N-
H ' /o /O\ -~
N THNT S R’ N
HZN/ ~ 2 H
H R HZN\ ﬁ
H.N" \n/ N—S—
2 a . H g .
H H H
N N N G
P ~ - ~
H,N \[Gr H,N \g/

en los que G es O 0 Sy, si esta presente dos veces, independientemente O 0 S, y R’ es metilo.

Segun una realizacién especialmente preferida, el grupo funcional del compuesto al menos bifuncional, haciéndose
reaccionar dicho grupo funcional con el extremo opcionalmente reductor oxidado, es el grupo amino -NH,. Segun
una realizacién todavia mas preferida, este grupo funcional, lo méas preferiblemente el grupo amino, se hace
reaccionar con el extremo reductor oxidado del polimero.

Segln una realizacion preferida, el grupo funcional del compuesto al menos bifuncional, haciéndose reaccionar
dicho grupo funcional con el &cido acético sustituido con monohalégeno y/o un derivado de acido acético sustituido
con monohaldgeno reactivo, es un grupo amino -NHa.

Los grupo funcionales, siendo ambos preferiblemente un grupo amino -NH;, del compuesto al menos bifuncional,
haciéndose reaccionar dichos grupos funcionales con el polimero en su extremo opcionalmente reductor oxidado,
preferiblemente el extremo reductor oxidado, y el &cido acético sustituido con monohalégeno y/o derivado de acido
acético sustituido con monohalégeno reactivo, pueden estar separados por cualquier espaciador adecuado. Entre
otros, el espaciador puede ser un residuo hidrocarbonado lineal, ramificado y/o ciclico opcionalmente sustituido.
Sustituyentes adecuados son, entre otros, grupos alquilo, arilo, aralquilo, alcarilo, halégeno, carbonilo, acilo,
carboxilo, éster carboxilico, hidroxilo, tio, alcoxilo y/o alquiltio. Generalmente, el residuo hidrocarbonado tiene desde
1 hasta 60, preferiblemente desde 1 hasta 40, mas preferiblemente desde 1 hasta 20, mas preferiblemente desde 2
hasta 10, mas preferiblemente desde 2 hasta 6 y de manera especialmente preferible desde 2 hasta 4 atomos de
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carbono. Si hay heteroatomos presentes, el grupo de separacion comprende generalmente desde 1 hasta 20,
preferiblemente desde 1 hasta 8 y de manera especialmente preferible desde 1 hasta 4 heteroatomos. El residuo
hidrocarbonado puede comprender una cadena de alquilo opcionalmente ramificada o un grupo arilo o un grupo
cicloalquilo que tiene, por ejemplo, desde 5 hasta 7 atomos de carbono, o ser un grupo aralquilo, un grupo alcarilo
en el que la parte alquilo puede ser un grupo alquilo lineal y/o ciclico. Segun una realizacion incluso mas preferida, el
residuo hidrocarbonado es una cadena de alquilo de desde 1 hasta 20, preferiblemente desde 2 hasta 10, y de
manera especialmente preferible desde 2 hasta 8 atomos de carbono. Por tanto, compuestos al menos bifuncionales
preferidos son compuestos de amino bifuncionales, de manera especialmente preferible 1,8-diaminooctano, 1,7-
diaminoheptano, 1,6-diaminohexano, 1,5-diaminopentano, 1,4-diaminobutano, 1,3-diaminopropano, y 1,2-
diaminoetano. SegUn una realizacion adicional preferida, el compuesto al menos bifuncional es un
diaminopolietilenglicol, preferiblemente un diaminopolietilenglicol segin la férmula

H2N-(CH2-CH2-O)m-CH2-CH2-NH2

en la que m es un numero entero, siendo m preferiblemente 1, 2, 3 6 4.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
polimero se hace reaccionar con 1,8-diaminooctano, 1,7-diaminoheptano, 1,6-diaminohexano, 1,5-diaminopentano,

1,4-diaminobutano, 1,3-diaminopropano y 1,2-diaminoetano en su extremo reductor oxidado para dar un derivado de
polimero segun la formula

conn=2,3,4,5,6,7 068,y siendo el polimero de manera especialmente preferible HES.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
polimero se hace reaccionar con H2N-(CHz- CH2-O)m-CH2-CH2-NH> en su extremo reductor oxidado, en el que m es
1, 2, 36 4, para dar un derivado de polimero segun la férmula

conm=1, 2,364,y siendo el polimero de manera especialmente preferible HES.

La oxidaciéon del extremo reductor del polimero, preferiblemente hidroxietilalmidén, puede llevarse a cabo segun
cada método o combinacion de métodos que dan como resultado compuestos que tiene las estructuras (ll1a) y/o (llb):
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(IIb)

Aunque la oxidacién puede llevarse a cabo segun cualquier método o todos los métodos adecuados dando como
resultado el extremo reductor oxidado de hidroxialquilalmidén, se lleva a cabo preferiblemente usando una disolucion
de yodo alcalina tal como se describe, por ejemplo, en el documento DE 196 28 705 Al cuyos respectivos
contenidos (ejemplo A, columna 9, lineas de 6 a 24) se incorporan en el presente documento como referencia.

El derivado de polimero que resulta de la reaccion del polimero con el compuesto al menos bifuncional se hace
reaccionar adicionalmente con el acido acético sustituido con monohalégeno y/o un derivado de acido acético
sustituido con monohal6geno reactivo.

Como &cido reactivo o acido acético sustituido con monohalégeno, se prefiere &cido acético sustituido con Cl,
sustituido con Br y sustituido con I.

Si el acido sustituido con halégeno se emplea como tal, se prefiere hacer reaccionar el 4cido con el derivado de
polimero en presencia de un agente de activacion. Agentes de activacion adecuados son, entre otros, carbodiimidas
tales como diisopropilcarbodiimida (DIC), diciclohexilcarbodiimidas (DCC), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC), prefiriéndose especialmente diciclohexilcarbodiimidas (DCC) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC).

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
polimero, preferiblemente HES, se hace reaccionar con un compuesto de diamino, preferiblemente un
diaminoalcano con de 2 a 8 atomos de carbono 0 HyN-(CH2-CH2-O)m-CH2-CH2-NH, con m = 1, 2, 3 6 4, y hacer
reaccionar el derivado de polimero resultante con acido acético sustituido con Br y sustituido con | en presencia de
un agente de activacion, preferiblemente EDC.

Por tanto, también se describe un derivado de polimero segun la férmula

con X=ClLBrol,n=2,3,4,5, 6,7 08,y siendo el polimero de manera especialmente preferible HES, o un
derivado de polimero segun la férmula

conX=Cl,Brol,m=1, 2,306 4,y siendo el polimero de manera especialmente preferible HES.

La reaccion del derivado de polimero con el acido acético sustituido con halégeno se lleva a cabo preferiblemente en
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un sistema acuoso, preferiblemente agua, a un pH preferido de desde 3,5 hasta 5,5, mas preferiblemente de 4,0 a
5,0 y de manera especialmente preferible desde 4,5 hasta 5,0; y una reaccién de temperatura preferida de desde 4
hasta 30°C, mas preferiblemente desde 15 hasta 25°C y de manera especialmente preferible desde 20 hasta 25°C; y
durante un tiempo de reaccion preferido de desde 1 hasta 8 h, mas preferiblemente desde 2 hasta 6 h y de manera
especialmente preferible desde 3 hasta 5 h.

La mezcla de reaccion que comprende el derivado de polimero que comprende el polimero, el compuesto al menos
bifuncional y el acido acético sustituido con halégeno, puede usarse para la reaccién con la proteina como tal. Segun
una realizacion preferida, el derivado de polimero se separa de la mezcla de reaccién, preferiblemente mediante
ultrafiltracion, precipitacion posterior, lavado opcional y secado a vacio.

La reaccion del derivado de polimero con la proteina se lleva a cabo a un pH preferido de desde 6,5 hasta 8,5, mas
preferiblemente desde 7,0 hasta 8,5 y de manera especialmente preferible desde 7,5 hasta 8,5; y una reaccion de
temperatura preferida de desde 4 hasta 30°C, mas preferiblemente desde 15 hasta 25°C y de manera especialmente
preferible desde 20 hasta 25°C; y durante un tiempo de reaccién preferido de desde 0,5 hasta 8 h, mas
preferiblemente desde 1 hasta 6 h y de manera especialmente preferible desde 2 hasta 5 h.

La reaccion del derivado de polimero con el grupo tiol de la proteina da como resultado un enlace tioéter entre el
derivado de polimero y la proteina.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
polimero, preferiblemente HES, se hace reaccionar con un compuesto de diamino, preferiblemente un
diaminoalcano con de 2 a 8 &tomos de carbono 0 H2N-(CHz2-CH2-O)n-CH2-CH2-NH2 con m = 1, 2, 3 6 4, el derivado
de polimero resultante se hace reaccionar con &cido acético sustituido con Br y sustituido con | en presencia de un
agente de activacion, preferiblemente EDC, y el derivado de polimero resultante se hace reaccionar con un grupo tiol
de la proteina para dar un conjugado que comprende un enlace tioéter entre la proteina y el derivado de polimero.

Por tanto, también se describe un conjugado segun la férmula

H\l-r\S"" Proteina

o

conn=2,3,4,5,6,7 6 8, ysiendo el polimero de manera especialmente preferible HES y siendo la proteina IFN
alfa, IFN beta, tPA o A1AT, preferiblemente IFN alfa o IFN beta, derivandose el &tomo de S a partir de la cisteina
libre en la posicion 17 de IFN beta 1a o una cisteina libe disponible, o un conjugado segun la formula

H
H“("ﬁ”'ci‘oﬂ}—;\/nrsfpmtema
2 )

H o]

conm =1, 2, 364,y siendo el polimero de manera especialmente preferible HES y siendo la proteina IFN alfa, IFN
beta, tPA o A1AT o APC, preferiblemente IFN alfa o IFN beta, derivdndose el &tomo de S, por ejemplo, a partir de la
cisteina libre en la posicién 17 de IFN beta la.

El hidroxietilalmidon es preferiblemente hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente
10 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de
aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio
de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular
medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso
molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un
peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilaimidén que tiene
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un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que
tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,7, o hidroxietilalmidon
que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o
hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,7
o Hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 100 kD y un DS de aproximadamente
0,7.

En cuanto a cada una de estas combinaciones de peso molecular medio y DS, también se prefiere un valor de DS
de aproximadamente 0,8.

Segun una segunda realizacién, el grupo funcional Z de la proteina es un grupo tiol y el grupo funcional A del
polimero comprende un grupo maleimido.

Segun esta realizacion, existen diversas posibilidades para producir el conjugado. En general, el polimero se hace
reaccionar en su extremo reductor opcionalmente oxidado con al menos un compuesto al menos bifuncional, en el
gue este compuesto al menos bifuncional comprende un grupo funcional que puede hacerse reaccionar con el
extremo reductor opcionalmente oxidado del polimero, y al menos un grupo funcional que o bien comprende el grupo
maleimido o bien se modifica quimicamente para dar un derivado de polimero que comprende el grupo maleimido.
Segun una realizacion preferida, dicho grupo funcional se modifica quimicamente para dar un derivado de polimero
que comprende el grupo maleimido.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, haciendo
reaccionar un derivado de polimero que comprende un grupo maleimido con un grupo tiol de la proteina,
comprendiendo dicho método hacer reaccionar el polimero en su extremo reductor opcionalmente oxidado con un
compuesto al menos bifuncional que comprende un grupo funcional U que puede hacerse reaccionar con el extremo
opcionalmente reductor oxidado, el compuesto al menos bifuncional que comprende ademas un grupo funcional W
gue puede modificarse quimicamente para dar un grupo maleimido, comprendiendo el método ademas modificar
guimicamente el grupo funcional W para dar un grupo maleimido.

En cuanto a un grupo funcional U, es concebible cada grupo funcional que puede hacerse reaccionar con el extremo
opcionalmente reductor oxidado del polimero.

Segun una realizacion descrita adicionalmente, el grupo funcional U comprende la estructura quimica -NH-.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
grupo funcional U comprende la estructura -NH-.

Segun una realizaciéon descrita, el grupo funcional U es un grupo que tiene la estructura R’-NH- en la que R’ es
hidrégeno o un residuo alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, arilcicloalquilo, alcarilo o cicloalquilarilo en el que el
residuo cicloalquilo, arilo, aralquilo, arilcicloalquilo, alcarilo o cicloalquilarilo puede unirse directamente al grupo NH o,
segun otra realizacion, puede unirse mediante un puente de oxigeno al grupo NH. Los residuos alquilo, cicloalquilo,
arilo, aralquilo, arilcicloalquilo, alcarilo o cicloalquilarilo pueden estar sustituidos adecuadamente. Como
sustituyentes preferidos, pueden mencionarse halégenos tales como F, Cl o Br. Residuos de R’ especialmente
preferidos son grupos hidrégeno, alquilo y alcoxilo, e incluso méas preferidos son grupos hidrogeno y alcoxilo y alquilo
no sustituidos.

Entre los grupos alquilo y alcoxilo, se prefieren grupos con 1, 2, 3, 4, 5 6 6 atomos de C. Mas preferidos son grupos
metilo, etilo, propilo, isopropilo, metoxilo, etoxilo, propoxilo e isopropoxilo. Especialmente se prefieren metilo, etilo,
metoxilo, etoxilo, y se les da preferencia particular a metilo o metoxilo.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que R’ es
hidrégeno o un grupo metilo o metoxilo.

Segun otra realizacion descrita, el grupo funcional U tiene la estructura R’-NH-R”- en la que R” comprende
preferiblemente la unidad estructural -NH- y/o la unidad estructural -(C=G)- en la que G es O 0 S, y/o la unidad
estructural -SO,-. Segun realizaciones mas preferidas, el grupo funcional R” se selecciona del grupo que consiste en
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~ ~
T

en los que, si G esta presente dos veces, es independientemente O 0 S.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
grupo funcional U se selecciona del grupo que consiste en

H2N-
H o) oL -~
N HN"  + RN
e
H,NT S HO
H
N "l
N N
G 0
H H H
_N__N N.__G
v AN g
G - G

en los que G es O 0 Sy, si esta presente dos veces, independientemente O 0 S, y R’ es metilo.

Segun una realizacion todavia mas preferida, U comprende un grupo amino -NHo.

Segun una realizacion, el grupo funcional W del compuesto al menos bifuncional se modifica quimicamente
haciendo reaccionar el derivado de polimero que comprende W con un compuesto al menos bifuncional, adicional
que comprende un grupo funcional que puede hacerse reaccionar con W y que comprende ademdas un grupo
maleimido.

En cuanto al grupo funcional W y el grupo funcional de dicho compuesto al menos bifuncional, adicional que puede
hacerse reaccionar con W, se mencionan los siguientes grupos funcionales, entre otros:

- dobles enlaces C-C o triples enlaces C-C o enlaces C-C aromaticos;
- el grupo tio o los grupos hidroxilo;

- hidrazida del acido alquilsulfénico, hidrazida del acido arilsulfonico;

- 1,2-dioles;

- 1,2-aminoalcoholes;

- 1,2-amino-tioalcoholes;

- azidas;

- el grupo amino -NH, o derivados de los grupos amino que comprenden la unidad estructural - NH- tales como
grupos aminoalquilo, grupos aminoarilo, grupos aminoaralquilo o grupos alcarilamino;

- el grupo hidroxilamino -O-NH>, o derivados del grupo hidroxilamino que comprenden la unidad estructural -O-NH-,
tales como grupos hidroxilalquilamino, grupos hidroxilarilamino, grupos hidroxilaralquilamino o grupos
hidroxilalcarilamino;

- grupos alcoxiamino, grupos ariloxiamino, grupos aralquiloxiamino o grupos alcariloxiamino, comprendiendo cada
uno la unidad estructural -NH-O-;

- residuos que tienen un grupo carbonilo, -Q-C(=G)-M, enelque Ges O 0 S, y M es, por ejemplo,

---OH o -SH;
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-- un grupo alcoxilo, un grupo ariloxilo, un grupo aralquiloxilo o un grupo alcariloxilo;

-- un grupo alquiltio, un grupo ariltio, un grupo aralquiltio o un grupo alcariltio;

-- un grupo alquilcarboniloxilo, un grupo arilcarboniloxilo, un grupo aralquilcarboniloxilo, un grupo alcarilcarboniloxilo;
-- ésteres activados tales como ésteres de hidroxilaminas que tienen estructura terciaria tal como N-
hidroxisuccinimida o que tienen una unidad estructural O-N en la que N es parte de un compuesto de heteroarilo o,
con G=0 y Q ausentes, tal como compuestos ariloxilo con un residuo arilo sustituido tal como pentafluorofenilo,
paranitrofenilo o triclorofenilo;

en los que Q esta ausente o NH o un heteroatomo tal como S u O;

- -NH-NH3, 0 -NH-NH-;

--NOg;

- el grupo nitrilo;

- grupos carbonilo tales como el grupo aldehido o el grupo ceto;

- el grupo carboxilo;

- el grupo -N=C=0 o el grupo -N=C=S;

- grupos haluro de vinilo tales como el grupo yoduro de vinilo o bromuro de vinilo o triflato;

--C=C-H;

- -(C=NHCl)-O-alquilo

- grupos —(C=0)-CH-Hal en los que Hales Cl, Bro |,

- -CH=CH-SO,-;

- un grupo disulfuro que comprende la estructura -S-S-;

- el grupo
o
—N I
o ;
- el grupo
F
O,N NO,

en los que W y el grupo funcional del compuesto al menos bifuncional, adicional, respectivamente, es un grupo que
puede formar un enlace quimico con uno de los grupos mencionados anteriormente.

Segun una realizacion todavia mas preferida, W comprende un grupo amino -NH.

Segun las realizaciones preferidas, tanto W como el otro grupo funcional son grupos de la lista de grupos facilitada
anteriormente.

Segun una realizacion, uno de estos grupos funcionales es un grupo tio. En este caso particular, el otro grupo
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funcional se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en

o S
0\ Ha Y 570
- o 07\

N— Z S—S_

8
en los que Hal es Cl, Br o I, preferiblemente Br o I.

Segun una realizacion especialmente preferida, uno de estos grupos funcionales se selecciona del grupo que
consiste en un éster reactivo tal como un éster de hidroxilaminas que tiene estructura de imida tal como N-
hidroxisuccinimida o que tienen una unidad estructural O-N en la que N es parte de un compuesto de heteroarilo o
tal como un compuesto de ariloxilo con un residuo arilo sustituido tal como pentafluorofenilo, paranitrofenilo o
triclorofenilo, o un grupo carboxilo que se transforma opcionalmente en un éster reactivo. En este caso particular, el
otro grupo funcional comprende la estructura quimica -NH-.

Segun una realizacion especialmente preferida, W comprende la estructura -NH- y el compuesto al menos
bifuncional, adicional comprende un éster reactivo y el grupo maleimido.

En cuanto al grupo funcional W que comprende la estructura -NH-, puede hacerse referencia al grupo funcional tal
como se describié anteriormente, en el que W puede ser igual o diferente de U. Segun una realizacion preferida, Uy
W son iguales. Mas preferiblemente, tanto U como W comprenden un grupo amino. De manera particularmente
preferida, tanto U como W son un grupo amino -NH.

También se describe que el polimero puede hacerse reaccionar con el compuesto al menos bifuncional que
comprende U y W en su extremo reductor no oxidado en un medio acuoso. Segun una realizacion preferida en la
que U y W son ambos un grupo amino, la reaccion se lleva a cabo usando el polimero con el extremo reductor en
forma oxidada, en al menos un disolvente aprético, de manera particularmente preferible en un disolvente aproético
anhidro que tiene un contenido en agua de no mas del 0,5 por ciento en peso, preferiblemente de no mas del 0,1 por
ciento en peso. Disolventes adecuados son, entre otros, dimetilsulfoxido (DMSO), N-metilpirrolidona,
dimetilacetamida (DMA), dimetilformamida (DMF) y mezclas de dos o mas de los mismos.

Especialmente en caso de que tanto U como W sean un grupo amino -NHz, U y W pueden estar separados por
cualquier espaciador adecuado. Entre otros, el espaciador puede ser un residuo hidrocarbonado lineal, ramificado
ylo ciclico opcionalmente sustituido. Sustituyentes adecuados son, entre otros, grupos alquilo, arilo, aralquilo,
alcarilo, halégeno, carbonilo, acilo, carboxilo, éster carboxilico, hidroxilo, tio, alcoxilo y/o alquiltio. Generalmente, el
residuo hidrocarbonado tiene desde 1 hasta 60, preferiblemente desde 1 hasta 40, méas preferiblemente desde 1
hasta 20, mas preferiblemente desde 2 hasta 10, mas preferiblemente desde 2 hasta 6 y de manera especialmente
preferible desde 2 hasta 4 &tomos de carbono. Si hay heterodtomos presentes, el grupo de separacion comprende
generalmente desde 1 hasta 20, preferiblemente desde 1 hasta 8 y de manera especialmente preferible desde 1
hasta 4 heterodtomos. El residuo hidrocarbonado puede comprender una cadena de alquilo opcionalmente
ramificada o un grupo arilo o un grupo cicloalquilo que tiene, por ejemplo, desde 5 hasta 7 atomos de carbono, o ser
un grupo aralquilo, un grupo alcarilo en el que la parte alquilo puede ser un grupo alquilo lineal y/o ciclico. Segun una
realizacién incluso mas preferida, el residuo hidrocarbonado es una cadena de alquilo de desde 1 hasta 20,
preferiblemente desde 2 hasta 10, méas preferiblemente desde 2 hasta 6, y de manera especialmente preferible
desde 2 hasta 4 atomos de carbono.

Por tanto, también se describen un método y un conjugado tal como se describieron anteriormente, en los que el
polimero se hace reaccionar con su extremo reductor oxidado con 1,4-diaminobutano, 1,3-diaminopropano o 1,2-
diaminoetano para dar un derivado de polimero segun la formula
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conn =2, 304, siendo el polimero preferiblemente HES.

Segun la realizacion preferida mencionada anteriormente, el derivado de polimero que comprende un grupo amino
se hace reaccionar adicionalmente con un compuesto al menos bifuncional que comprende un grupo éster reactivo y
el grupo maleimido. El grupo éster reactivo y el grupo maleimido pueden estar separados por cualquier espaciador
adecuado. En cuanto a este espaciador, puede hacerse referencia al espaciador entre los grupos funcionales U y W.
Segun una realizacion preferida de la presente invencion, el grupo éster reactivo y el grupo maleimido estan
separados por una cadena hidrocarbonada que tiene desde 1 hasta 10, preferiblemente desde 1 hasta 8, mas
preferiblemente desde 1 hasta 6, mas preferiblemente desde 1 hasta 4, mas preferiblemente desde 1 hasta 2 y de
manera particularmente preferible 1 atomo de carbono. Segin una realizaciéon todavia mas preferida, el éster
reactivo es un éster de succinimida, y segln una realizacion particularmente preferida, el compuesto al menos
bifuncional que comprende el grupo maleimido y el grupo éster reactivo es éster de N-(alfa-
maleimidoacetoxi)succinimida.

Por tanto, también se describe un derivado de polimero segun la férmula

0O
y L
N+g’)7 N\cf)l/\"'; )
0)

conn =2, 30 4, siendo el polimero preferiblemente HES.

El derivado de polimero que comprende el grupo maleimido se hace reaccionar adicionalmente con el grupo tiol de
la proteina para dar un conjugado que comprende el derivado de polimero unido a la proteina por medio de un grupo
tioéter.

Por tanto, también se describe un conjugado, que comprende la proteina y el polimero, segun la formula

~ rs
Proteina

con n = 2, 3 6 4, preferiblemente 4, siendo el polimero preferiblemente HES, siendo la proteina IFN alfa, IFN beta,
tPA o A1AT, preferiblemente IFN alfa o IFN beta, y en el que el atomo de S en la férmula anterior se deriva, por
ejemplo, a partir de Cys17 de IFN beta la.

El hidroxietilalmidon es preferiblemente hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente
10 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de
aproximadamente 10 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio
de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular
medio de aproximadamente 12 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon que tiene un peso
molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidon que tiene un
peso molecular medio de aproximadamente 18 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidéon que tiene
un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o hidroxietilalmidén que
tiene un peso molecular medio de aproximadamente 30 kD y un DS de aproximadamente 0,7 o hidroxietilalmidon
que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,4 o
hidroxietilalmidén que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 50 kD y un DS de aproximadamente 0,7
o hidroxietilalmidon que tiene un peso molecular medio de aproximadamente 100 kD y un DS de aproximadamente
0,7.
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En cuanto a cada una de estas combinaciones de peso molecular medio y DS, también se prefiere un valor de DS
de aproximadamente 0,8.

La reaccion del derivado de polimero que comprende el grupo maleimido con el grupo tiol de la proteina se lleva a
cabo preferiblemente en un sistema acuoso tamponado, a un pH preferido de desde 5,5 hasta 8,5, mas
preferiblemente desde 6 hasta 8 y de manera especialmente preferible desde 6,5 hasta 7,5, y una temperatura de
reaccion preferida de desde 0 hasta 40°C, mas preferiblemente desde 0 hasta 25 y de manera especialmente
preferible desde 4 hasta 21°C, y durante un tiempo de reaccion preferido de desde 0,5 hasta 24 h, mas
preferiblemente desde 1 hasta 20 h y especialmente desde 2 hasta 17 h. El valor de pH adecuado de la mezcla de
reaccion puede ajustarse afiadiendo al menos un tampon adecuado. Entre los tampones preferidos, pueden
mencionarse tampon acetato de sodio, tampones fosfato o borato, que contienen o bien urea a una concentracion
preferida de desde 0 hasta 8 M, mas preferida de desde 2 hasta 8 M y especialmente preferida de desde 4 hasta
8 M, y/o bien que contienen SDS a una concentracion preferida de desde el 0 hasta el 1% (p/v), mas preferida de
desde el 0,4 hasta el 1% (p/v) y especialmente preferida de desde 0,8 hasta 1% (p/v).

El conjugado puede someterse a un tratamiento adicional tal como un tratamiento posterior tal como dialisis,
filtracion por centrifugacion o filtracion por presion, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de fase
inversa, HPLC, MPLC, filtracién en gel y/o liofilizacion.

En los métodos para preparar un conjugado de la invencion la tasa de conversion en los métodos descritos
anteriormente puede ser de al menos el 50%, mas preferida de al menos el 70%, incluso més preferida de al menos
el 80% y en particular del 95% o incluso més, tales como al menos del 98% o del 99%.

También se describe un conjugado, que comprende una proteina y un polimero o un derivado de los mismos, en el
gue el polimero es un hidroxialquilalmidén (HAS) y la proteina se selecciona del grupo que consiste en IFN beta,
GM-CSF, APC, tPA, A1AT, AT llI, factor VII, factor VIl y factor IX, teniendo dicho conjugado una estructura segun la
férmula

OR,

(0] G G
R,0 /N-..H.,J-LL,JJ\ﬁ,N.:VProteina’

ylo

G G

J-I\L,J-I\ —~N==__-Proteina’

N
H

en las que R1, Rz y Rz son independientemente hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, un grupo hidroxiarilo, un grupo
hidroxiaralquilo o un grupo hidroxialcarilo que tiene de desde 2 hasta 10 atomos de carbono, preferiblemente
hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, mas preferiblemente hidrégeno o un grupo hidroxietilo,

en las que G se selecciona del grupo que consiste en O y S, preferiblemente O, y en las que L es un residuo
hidrocarbonado lineal, ramificado y/o ciclico opcionalmente sustituido de manera adecuada, que comprende
opcionalmente al menos un heterodtomo, preferiblemente un residuo alquilo, arilo, aralquilo, heteroarilo,
heteroaralquilo que tiene desde 2 hasta 60 atomos de carbono.

También se describe un conjugado tal como se describié anteriormente, en el que -L- es -(CHz)n- con n = 2, 3, 4, 5,
6,7, 8,9, 10, preferiblemente 2, 3, 4, 5, 6, mas preferiblemente 2, 3, 4, y de manera especialmente preferible 4.

Ademas se describe un conjugado que comprende una proteina y un polimero o un derivado de los mismos, en el

que el polimero es un hidroxialquilalmidon (HAS) y la proteina se selecciona del grupo que consiste en IFN beta,
GM-CSF, APC, tPA, A1AT, AT lll, factor VII, factor VIl y factor 1X, teniendo dicho conjugado una estructura segun la
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férmula
ORl
HAS'\ —0OH G
K g
R,0 —=N—y- N,N___-_.:._____,Protelna’
H H
H
y/o
G
HMHJJ\H/NH\‘”PrOteina’

en las que R1, Rz y Rz son independientemente hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, un grupo hidroxiarilo, un grupo
hidroxiaralquilo o un grupo hidroxialcarilo que tiene de desde 2 hasta 10 atomos de carbono, preferiblemente
hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, méas preferiblemente hidrégeno o un grupo hidroxietilo, y en las que G se
selecciona del grupo que consiste en Oy S, preferiblemente O.

Ademas se describe un conjugado que comprende una proteina y un polimero o un derivado de los mismos, en el
que el polimero es un hidroxialquilalmidon (HAS) y la proteina se selecciona del grupo que consiste en IFN beta,
GM-CSF, APC, tPA, A1AT, AT lll, factor VII, factor VIl y factor 1X, teniendo dicho conjugado una estructura segun la
férmula

OR,

—~OH

%0 :;,/,N-.,_O/L--__-O/Nyroteina’

ylo

ROJL_‘___O/N:.__:‘/Pmtema

en las que Ri, Rz y R son independientemente hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, un grupo hidroxiarilo, un grupo
hidroxiaralquilo o un grupo hidroxialcarilo que tiene de desde 2 hasta 10 atomos de carbono, preferiblemente
hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, méas preferiblemente hidrogeno o un grupo hidroxietilo, y en las que L es un
residuo hidrocarbonado lineal, ramificado y/o ciclico opcionalmente sustituido de manera adecuada, que comprende
opcionalmente al menos un heteroatomo, preferiblemente un residuo alquilo, arilo, aralquilo, heteroarilo,
heteroaralquilo que tiene desde 2 hasta 60 atomos de carbono.

También se describe un conjugado tal como se describid anteriormente, en el que -L- es
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'[(CRaRb)mG]n[CRcRd]o'

en el que Rj; Ry, Re, Rq son independientemente hidrégeno, alquilo, arilo, preferiblemente hidrégeno, en el que G se
selecciona del grupo que consiste en O y S, preferiblemente O, y en el que

mes 1, 2,304, en el que los residuos R, y R, pueden ser iguales o diferentes en los m grupos CRaRp;
n es de 0 a 20, preferiblemente de 0 a 10, mas preferiblemente 1, 2, 3, 4, 5, lo mas preferiblemente 1 6 2;

0 es de 0 a 20, preferiblemente de 0 a 10, mas preferiblemente 1, 2, 3, 4, 5, lo méas preferiblemente 1 6 2, en el que
los residuos R¢ y Rq pueden ser iguales o diferentes en los o grupos CR¢Rg;

en el que los nimeros enteros para n y o se seleccionan de una manera que en la formula anterior no de cé6mo
resultado un resto peréxido, por ejemplo n y o no son 0 al mismo tiempo. Ademas se describe, un conjugado tal
como se describié anteriormente, en el que Ra; Rp, Re, Ra son hidrogeno,m=2,n=1,yo0=2.

Ademas, se describe un conjugado que comprende una proteina y un polimero o un derivado de los mismos, en el
gue el polimero es un hidroxialquilalmidén (HAS) y la proteina se selecciona del grupo que consiste en IFN alfa, IFN
beta, GM-CSF, APC, tPA, A1AT, AT lll, factor VII, factor VIII y factor IX, teniendo dicho conjugado una estructura
segun la féormula

H

N"‘“Proteina’

en la que Ri1, R2 y R3 son independientemente hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, un grupo hidroxiarilo, un grupo
hidroxiaralquilo o un grupo hidroxialcarilo que tiene de desde 2 hasta 10 &tomos de carbono, preferiblemente
hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, méas preferiblemente hidrégeno o un grupo hidroxietilo.

La presente invencién se refiere a un conjugado que comprende una proteina y un polimero o un derivado de los
mismos, en el que el polimero es un hidroxialquilalmidén (HAS) y la proteina se selecciona del grupo que consiste
en IFN alfa, IFN beta, GM-CSF, APC, tPA, A1AT, AT Ill, factor VII, factor VIl y factor IX” que tiene una estructura
segun la férmula

H
HAS"—0 N"‘*—Proteina’

v o

en la que Ri, Rz y R3 son independientemente hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, un grupo hidroxiarilo, un grupo
hidroxiaralguilo o un grupo hidroxialcarilo que tiene de desde 2 hasta 10 atomos de carbono, preferiblemente
hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, mas preferiblemente hidrégeno o un grupo hidroxietilo, y

en la que el enlace -O-(C=0)- se form6 mediante una reaccion de un grupo carboxilo o un grupo carboxilo reactivo
con grupo hidroxilo de la molécula de HAS.

Ademas, se describe un conjugado, que comprende una proteina y un polimero o un derivado de los mismos, en el
que el polimero es un hidroxialquilalmidén (HAS) y la proteina se selecciona del grupo que consiste en IFN alfa, IFN
beta, GM-CSF, APC, tPA, A1AT, AT lll, factor VII, factor VIl y factor 1X, teniendo dicho conjugado una estructura
segun la férmula
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Proteina’

Rale)
L2

ylo

H
N—--—-L-—-—-I(_:{m —Proteina’

H O

en las que R1, Rz y Rz son independientemente hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, un grupo hidroxiarilo, un grupo
hidroxiaralquilo o un grupo hidroxialcarilo que tiene de desde 2 hasta 10 atomos de carbono, preferiblemente
hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, méas preferiblemente hidrégeno o un grupo hidroxietilo, y

en las que L es un residuo hidrocarbonado lineal, ramificado y/o ciclico opcionalmente sustituido, que comprende
opcionalmente al menos un heteroatomo, que tiene desde 1 hasta 60 preferiblemente desde 1 hasta 40, mas
preferiblemente desde 1 hasta 20, mas preferiblemente desde 1 hasta 10, mas preferiblemente desde 1 hasta 6 mas
preferiblemente desde 1 hasta 2 4tomos de carbono y de manera especialmente preferible 1 atomo de carbono,
siendo L en particular CH.

Ademas también se describe un conjugado, que comprende una proteina y un polimero o un derivado de los
mismos, en el que el polimero es un hidroxialquilalmidén (HAS) y la proteina se selecciona del grupo que consiste
en IFN alfa, IFN beta, GM-CSF, APC, tPA, A1AT, AT lll, factor VI, factor VIl y factor 1X, teniendo dicho conjugado
una estructura segun la formula

“"""L"""’D—'—L:—-C—II?II—Proteina’

en la que Ri1, Rz y R3 son independientemente hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, un grupo hidroxiarilo, un grupo
hidroxiaralquilo o un grupo hidroxialcarilo que tiene de desde 2 hasta 10 atomos de carbono, preferiblemente
hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, mas preferiblemente hidrégeno o un grupo hidroxietilo, y

en la que L; y L, son independientemente un residuo hidrocarbonado lineal, ramificado y/o ciclico opcionalmente
sustituido, que comprende opcionalmente al menos un heteroatomo, que comprende un resto alquilo, arilo, aralquil-
heteroalquilo y/o heteroaralquilo, teniendo dicho residuo desde 1 hasta 60 preferiblemente desde 1 hasta 40, mas
preferiblemente desde 1 hasta 20, mas preferiblemente desde 1 hasta 10 atomos de carbono, y

en la que D es un enlace, preferiblemente un enlace covalente que se formé mediante un grupo funcional adecuado
F2 unido a L1 y un grupo funcional adecuado F3 unido a L.

Ademas, se describe un conjugado tal como se describié anteriormente, en el que L1 es -(CHz),-conn=2, 3, 4,5, 6,
7, 8,9, 10, preferiblemente 2, 3, 4, 5, 6, mas preferiblemente 2, 3, 4, y de manera especialmente preferible 4.
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También se describe un conjugado tal como se describié anteriormente, en el que L, comprende un resto arilo
sustituido opcionalmente de manera adecuada, preferiblemente un resto arilo que contiene 6 atomos de carbono,
siendo L, de manera especialmente preferible CgHa.

También se describe un conjugado tal como se describié anteriormente, en el que se selecciona del grupo que
consiste en

- dobles enlaces C-C o triples enlaces C-C o enlaces C-C aromaticos;
- el grupo tio o los grupos hidroxilo;

- hidrazida del acido alquilsulfénico, hidrazida del &cido arilsulfénico;

- 1,2-dioles;

- 1,2-amino-tioalcoholes;

- azidas;

- 1,2-aminoalcoholes;

- el grupo amino -NH, o derivados de los grupos amino que comprenden la unidad estructural -NH- tales como
grupos aminoalquilo, grupos aminoarilo, grupos aminoaralquilo o grupos alcarilamino;

- el grupo hidroxilamino -O-NH, o derivados del grupo hidroxilamino que comprenden la unidad estructural -O-NH-,
tales como grupos hidroxilalquilamino, grupos hidroxilarilamino, grupos hidroxilaralquilamino o grupos
hidroxialcarilamino;

- grupos alcoxiamino, grupos ariloxiamino, grupos aralquiloxiamino o grupos alcariloxiamino, comprendiendo cada
uno la unidad estructural -NH-O-;

- residuos que tienen un grupo carbonilo, -Q-C(=G)-M, enelque Ges O 0 S, y M es, por ejemplo,

---OH 0 -SH;

-- un grupo alcoxilo, un grupo ariloxilo, un grupo aralquiloxilo o un grupo alcariloxilo;

-- un grupo alquiltio, un grupo ariltio, un grupo aralquiltio o un grupo alcariltio;

-- un grupo alquilcarboniloxilo, un grupo arilcarboniloxilo, un grupo aralquilcarboniloxilo, un grupo alcarilcarboniloxilo;
-- eésteres activados tales como ésteres de hidroxilaminas que tienen estructura de imida tal como N-
hidroxisuccinimida o que tienen una unidad estructural O-N en la que N es parte de un compuesto de heteroarilo o,
con G=0 y Q ausentes, tal como compuestos de ariloxilo con un residuo arilo sustituido tal como pentafluorofenilo,
paranitrofenilo o triclorofenilo;

en los que Q esté ausente o NH o un heteroatomo tal como S u O;

- NH-NH2, 0 -NH-NH-;

- -NO;

- el grupo nitrilo;

- grupos carbonilo tales como el grupo aldehido o el grupo ceto;

- el grupo carboxilo;

- el grupo -N=C=0 o el grupo -N=C=S;

- grupos haluro de vinilo tales como el grupo yoduro de vinilo o bromuro de vinilo o triflato;

--C=C-H;

- -(C=NHCI)-O-alquilo
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- grupos -(C=0)-CH-Hal en los que Hal es CI, Bro |;
- -CH=CH-SO0>-;

- un grupo disulfuro que comprende la estructura -S-S-;

- el grupo
O .
—N
0 ;
- el grupo
F
OZN NO2

y en los que F3 es un grupo funcional que puede formar un enlace quimico con F, y se selecciona preferiblemente
del grupo mencionado anteriormente, F, preferiblemente que comprende el resto -NH-, mas preferiblemente que
comprende un grupo amino, F3 preferiblemente que comprende el resto -(C=G)-, mas preferiblemente -(C=0)-, mas
preferiblemente el resto -(C=G)-G-, todavia méas preferiblemente -(C=0)-G-, y de manera especialmente preferible
-(C=0)-0, siendo D de manera particularmente preferible un enlace amida.

Ademas, se describe un conjugado, que comprende una proteina y un polimero o un derivado de los mismos, en el
gue el polimero es un hidroxialquilalmidon (HAS) y la proteina se selecciona del grupo que consiste en IFN alfa, IFN
beta, GM-CSF, APC, tPA, A1AT, AT lll, factor VII, factor VIl y factor IX, teniendo dicho conjugado una estructura
segun la férmula

HAS" C N Proteina’
H, H.

en la que el atomo de carbono del resto -CH>-NH- se deriva de un grupo aldehido que se introdujo en el polimero
mediante una reaccién de oxidacion de apertura de anillo, y en la que el atomo de nitrégeno se deriva de un grupo
amino de la proteina, en la que HAS” se refiere a la molécula de HAS sin el atomo de carbono de dicho aldehido
implicado en la reaccion.

También se describe un conjugado, que comprende una proteina y un polimero o un derivado de los mismos, en el
que el polimero es un hidroxialquilalmidén (HAS) y la proteina se selecciona del grupo que consiste en IFN alfa, IFN
beta, tPA, A1AT, factor VIl y factor IX, teniendo dicho conjugado una estructura segun la formula

0

H ).K/s——ﬂpmteina’
N—>L—N
H

en la que Ri1, Rz y R3 son independientemente hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, un grupo hidroxiarilo, un grupo
hidroxiaralquilo o un grupo hidroxialcarilo que tiene de desde 2 hasta 10 atomos de carbono, preferiblemente
hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, mas preferiblemente hidrégeno o un grupo hidroxietilo, y

en la que L es un residuo hidrocarbonado lineal, ramificado y/o ciclico opcionalmente sustituido, que comprende
opcionalmente al menos un heteroatomo, que comprende un resto alquilo, arilo, aralquil-heteroalquilo y/o
heteroaralquilo, teniendo dicho residuo desde 2 hasta 60 preferiblemente desde 2 hasta 40, méas preferiblemente
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desde 2 hasta 20, mas preferiblemente desde 2 hasta 10 atomos de carbono, y

en la que el atomo de azufre se deriva de un residuo cisteina o un grupo disulfuro de la proteina.
Ademas, se describe un conjugado tal como se describié anteriormente, en el que -L- es
-[(CRaRp)mGIW[CRcRd]o-

en el que Ra; Ry, Re, Rg son independientemente hidrégeno, alquilo, arilo, preferiblemente hidrégeno, en el que G se
selecciona del grupo que consiste en O y S, preferiblemente O, y en el que

m es 1, 2, 3 6 4, lo mas preferiblemente 2, en el que los residuos R, y Ry pueden ser iguales o diferentes en los m
grupos (CRaRyp);

n es de 1 a 20, preferiblemente de 1 a 10, lo méas preferiblemente 1, 2, 3 6 4;

o es de 1 a 20, preferiblemente de 1 a 10, mas preferiblemente 1, 2, 3, 4, 5, mas preferiblemente 1 6 2, lo mas
preferiblemente 1, en el que los residuos R¢ y Ra pueden ser iguales o diferentes en los o grupos CR¢Rg;

o]
en el que
nes0,y

0 es de 2 a 20, preferiblemente de 2 a 10, mas preferiblemente 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8, en el que los residuos R¢ y Rq
pueden ser iguales o diferentes en los o grupos CR¢Rg.

Ademas, se describe un conjugado, que comprende una proteina y un polimero o un derivado de los mismos, en el
que el polimero es un hidroxialquilalmidén (HAS) y la proteina se selecciona del grupo que consiste en IFN alfa, IFN
beta, tPA, A1AT, factor VIl y factor IX, teniendo dicho conjugado una estructura segun la formula

0 (0]
H k S\P ina’
N—IL—N N roteina
H
- 0 N

en la que R, Rz y R3 son independientemente hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, un grupo hidroxiarilo, un grupo
hidroxiaralquilo o un grupo hidroxialcarilo que tiene de desde 2 hasta 10 atomos de carbono, preferiblemente
hidrégeno o un grupo hidroxialquilo, mas preferiblemente hidrégeno o un grupo hidroxietilo, y

en la que L es un residuo hidrocarbonado lineal, ramificado y/o ciclico opcionalmente sustituido, que comprende
opcionalmente al menos un heterodtomo, que comprende un resto alquilo, arilo, aralquilo heteroalquilo y/o
heteroaralquilo, teniendo dicho residuo desde 2 hasta 60 preferiblemente desde 2 hasta 40, méas preferiblemente
desde 2 hasta 20, mas preferiblemente desde 2 hasta 10 atomos de carbono, y

en la que el atomo de azufre se deriva de un residuo de cisteina o un grupo disulfuro de la proteina.

También se describe un conjugado tal como se describid anteriormente, en el que -L- es

-[(CRaRb)mG]n[CRcRd]o-

en el que Rj; Ry, Re, Rq son independientemente hidrégeno, alquilo, arilo, preferiblemente hidrégeno, en el que G se
selecciona del grupo que consiste en O y S, preferiblemente O, y en el que

m es 1, 2, 3 6 4, lo mas preferiblemente 2, en el que los residuos Ra y Ry pueden ser iguales o diferentes en los m
grupos (CRaRb);

n es de 1 a 20, preferiblemente de 1 a 10, lo mas preferiblemente 1, 2, 3 6 4;

0 es de 1 a 20, preferiblemente de 1 a 10, méas preferiblemente 1, 2, 3, 4, 5, mas preferiblemente 1 6 2, lo mas
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preferiblemente 1, en el que los residuos R¢ y Rq pueden ser iguales o diferentes en los o grupos CRcRg;
0

en el que

nesO0,y

0 es de 2 a 20, preferiblemente de 2 a 10, mas preferiblemente 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8, en el que los residuos R¢ y Rqg
pueden ser iguales o diferentes en los o grupos CR¢Rg.

La presente invencion también se refiere a un conjugado tal como se describi6 anteriormente, en el que el
hidroxialquilalmidén es hidroxietilalmidon.

La presente invencién también se refiere a un conjugado tal como se describié anteriormente, en el que el
hidroxietilalmidén tiene un peso molecular de desde 2 hasta 200 kD, preferiblemente de desde 4 hasta 130 kD, mas
preferiblemente de desde 4 hasta 70 kD.

Segun un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un conjugado tal como se describié anteriormente, o
un conjugado, que puede obtenerse mediante un método tal como se describié anteriormente, para su uso en un
método para el tratamiento del cuerpo humano o animal.

Los conjugados segun la invencién pueden ser puros al menos al 50%, incluso méas preferido puros al menos al
70%, incluso mas preferido puros al menos al 90%, en particular puros al menos al 95% o al menos al 99%. En una
realizacién mas preferida, los conjugados pueden ser puros al 100%, es decir no hay otros subproductos presentes.

Por tanto, seglin otro aspecto, la presente invencién también se refiere a una composicion que puede comprender
el/los conjugado(s) de la invencién, en la que la cantidad del/de los conjugado(s) puede ser de al menos el 50% en
peso, incluso mas preferido de al menos el 70% en peso, incluso mas preferido de al menos el 90% en peso, en
particular de al menos el 95% en peso o al menos el 99% en peso. En una realizacién més preferida, la composicion
puede consistir en el/los conjugado(s), es decir la cantidad del/de los conjugado(s) es del 100% en peso.

Ademas, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende, en una cantidad
terapéuticamente eficaz, un conjugado tal como se describié anteriormente o un conjugado, que puede obtenerse
mediante un método tal como se describi6é anteriormente.

Todos los conjugados de proteina-HAS de la presente invencién se administran mediante métodos adecuados tales
como por ejemplo métodos enterales, parenterales o pulmonares, preferiblemente se administran por vias i.v., s.c. 0
i.m. La via especifica elegida dependera del estado que esta tratdndose. Preferiblemente, los conjugados se
administran junto con un portador adecuado, tal como se conoce en la técnica (por ejemplo tal como se usa en el
producto biofarmacéutico de primera generacion/no modificado, sin albiumina o con albumina como excipiente), un
diluyente adecuado, tal como disoluciones estériles para la aplicacion i.v., i.m. o s.c.. La dosificacion requerida
dependera de la gravedad del estado que esta tratdndose, la respuesta individual de los pacientes, el método de
administracion usado, y similares. El experto puede establecer una dosificacion correcta basandose en sus
conocimientos generales.

Segun otro aspecto, la presente invencion también se refiere al uso de un conjugado de HAS-, preferiblemente un
conjugado de HES-proteina tal como se describié anteriormente o un conjugado de HAS-, preferiblemente un
conjugado de HES-proteina, que puede obtenerse mediante un método tal como se describié anteriormente, en el
gue la proteina es factor VIII, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de hemofilia A.

Segun otro aspecto, la presente invencion también se refiere al uso de un conjugado de HAS-AT IIl tal como se
describié anteriormente o un conjugado de HAS-proteina, que puede obtenerse mediante un método tal como se
describié, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de deficiencia hereditaria de AT I,
enfermedad venooclusiva, quemaduras y resistencia a la heparina en cirugia de injerto de derivacion arterial
coronaria (CABG), perforacion intestinal que resulta de un traumatismo o cirugia gastrointestinal; coagulacion
intravascular diseminada (CID) y/o septicemia asi como para la prevencién de formacién de microcoagulos asociada
con terapia de ventilacion. Por tanto, la composiciéon farmacéutica que comprende el conjugado de HAS-AT Il de la
invencion puede usarse para estos fines.

Segun otro aspecto, la presente invencion también se refiere al uso de un conjugado de HAS-, preferiblemente un
conjugado de HES-proteina tal como se describié anteriormente o un conjugado de HAS-, preferiblemente un
conjugado de HES-proteina, que puede obtenerse mediante un método tal como se describié anteriormente, en el
que la proteina es A1AT, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de enfisema, fibrosis quistica,
dermatitis atopica, y/o bronquitis. La composicién farmacéutica de la invencién que comprende el conjugado de
HAS-A1AT de la invencién también puede usarse para estos fines.
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Segun otro aspecto, la presente invencion también se refiere al uso de un conjugado de HAS-, preferiblemente un
conjugado de HES-proteina tal como se describié anteriormente o un conjugado de HAS-, preferiblemente un
conjugado de HES-proteina, que puede obtenerse mediante un método tal como se describié anteriormente, en el
gue la proteina es tPA, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de infartos de miocardio (ataques
al corazon), trombosis, tromboembolia o enfermedades oclusivas, especialmente enfermedades arteriales oclusivas.

Segun otro aspecto, la presente invencion también se refiere al uso de un conjugado de HAS-, preferiblemente un
conjugado de HES-proteina tal como se describié anteriormente o un conjugado de HAS-, preferiblemente un
conjugado de HES-proteina, que puede obtenerse mediante un método tal como se describié anteriormente, en el
gue la proteina es APC, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de septicemia grave, trombosis,
tromboembolia o enfermedades oclusivas, especialmente enfermedades arteriales oclusivas.

Segun otro aspecto, la presente invencion también se refiere al uso de un conjugado de HAS-, preferiblemente un
conjugado de HES-proteina tal como se describié anteriormente o un conjugado de HAS-, preferiblemente un
conjugado de HES-proteina, que puede obtenerse mediante un método tal como se describié anteriormente, en el
gue la proteina es IFN alfa, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de leucemia por ejemplo
tricoleucemia, leucemia mielégena crénica, mieloma mudltiple, linfoma folicular, cancer, por ejemplo tumor carcinoide,
melanoma maligno y hepatitis, por ejemplo hepatitis B crénica y hepatitis C cronica.

Segun otro aspecto, la presente invencion también se refiere al uso de un conjugado de HAS-, preferiblemente un
conjugado de HES-proteina tal como se describié anteriormente o un conjugado de HAS-, preferiblemente un
conjugado de HES-proteina, que puede obtenerse mediante un método tal como se describié anteriormente, en el
gue la proteina es IFN beta, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de esclerosis multiple,
preferiblemente formas recidivantes de esclerosis miltiple.

La invencion se refiere ademas al uso de un conjugado de GM-CSF-HAS tal como se describié anteriormente, para
la preparacion de un medicamento para la reconstitucion mieloide tras trasplante de médula dsea o quimioterapia de
induccién en adultos mas ancianos con leucemia mieldgena aguda, fallo o retraso del injerto de trasplante de médula
Gsea, movilizacion y trasplante posterior de células progenitoras de sangre periférica autlogas.

La presente invencion también se refiere al uso de un conjugado de HAS-Factor VIl para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de episodios en pacientes con hemofilia A o B con inhibidores del factor VIII o
factor IX.

La presente invencion también se refiere al uso de un conjugado de HAS-factor IX para la preparacion de un
medicamento para el control y la prevencion de episodios hemorragicos en pacientes con hemofilia B (por ejemplo
deficiencia de factor IX congénita o enfermedad de Christmas), incluyendo el control y la prevencion de sangrado en
entornos quirdrgicos.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1

La figura 1 muestra un andlisis de SDS page de los conjugados de HES-IFN beta, producidos segun el ejemplo 1.2.
Para la electroforesis en gel se emplearon un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
y una fuente de alimentacion Consort E143 (CONSORTnNv, Turnhout, B). Se usaron un gel de Bis-Tris al 12% junto
con un tampoén de ejecucion MOPS SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
segun las instrucciones del fabricante.

Carril A: Marcador proteico SeeBlue®PIlus2 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A). Marcador del peso molecular desde
arriba hasta abajo: 188 kD, 98 kD, 62 kD, 49 kD, 38 kD, 28 kD, 17 kD, 14 kD, 6 kD, 3 kD

Carril B: Producto bruto tras la conjugacion de IFN beta oxidado con derivado de HES preparado tal como se
describe en el ejemplo 1.1(a)

Carril C: Producto bruto tras la conjugacion de IFN beta oxidado con derivado de HES preparado tal como se
describe en el ejemplo 1.1(b)

Carril D: Producto bruto tras la conjugacion de IFN beta oxidado con derivado de HES preparado tal como se
describe en el ejemplo 1.1(c)

Carril E: Producto bruto tras la conjugacion de IFN beta oxidado con derivado de HES preparado tal como se
describe en el ejemplo 1.1(d).

Carril F: Producto bruto tras la conjugacion de IFN beta oxidado con derivado de HES preparado tal como se
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describe en el ejemplo 1.1(e)

Carril G: Producto bruto tras la conjugacion de IFN beta oxidado con derivado de HES preparado tal como se
describe en el ejemplo 1.1(f)

Carril H: Producto bruto tras la conjugacion de IFN beta oxidado con derivado de HES preparado tal como se
describe en el ejemplo 1.1(g)

Carril I: Producto bruto tras la conjugacion de IFN beta oxidado con derivado de HES preparado tal como se
describe en el ejemplo 1.1(h)

Carril J: Producto bruto tras la conjugaciéon de IFN beta oxidado con derivado de HES preparado tal como se
describe en el ejemplo 1.1(j)

Carril K: IFN beta oxidado, preparado como en el ejemplo 1.2(a)

Figura 2

La figura 2 muestra un analisis de SDS page de los conjugados de HES-IFN beta, producidos segun el ejemplo 1.4.
Para la electroforesis en gel se emplearon un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
y una fuente de alimentacion Consort E143 (CONSORTnNv, Turnhout, B). Se usaron un gel de Bis-Tris al 12% junto
con un tampoén de ejecucion MOPS SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
segun las instrucciones del fabricante. Se concentraron las muestras con un volumen mayor de 15 pl a vacio hasta
este volumen.

Carril A: Marcador proteico SeeBlue®Plus2 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A) Marcador del peso molecular desde
arriba hasta abajo: 188 kD, 98 kD, 62 kD, 49 kD, 38 kD, 28 kD, 17 kD, 14 kD, 6 kD, 3 kD.

Carril H: Conjugacion de IFN-beta con aldehido-HES sintetizado tal como se describe en el ejemplo 1.3(a).

Carril I: Conjugacién de IFN-beta con aldehido-HES sintetizado tal como se describe en el ejemplo 1.3(b).

Carril J: Control: IFN-beta, tratado con borohidruro de sodio sin aldehido-HES.

Figura 3

La figura 3 muestra un andlisis de SDS page de los conjugados de HES-IFN alfa, producidos segun el ejemplo 2.2.
Para la electroforesis en gel se emplearon un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
y una fuente de alimentaciéon Consort E143 (CONSORTnNv, Turnhout, B). Se usaron un gel de Bis-Tris al 12% junto
con un tampoén de ejecucion MOPS SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
segun las instrucciones del fabricante. Se concentraron las muestras con un volumen mayor de 15 pl a vacio hasta

este volumen.

Carril A: Marcador proteico SeeBlue®PIlus2 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A). Marcador del peso molecular desde
arriba hasta abajo: 188 kD, 98 kD, 62 kD, 49 kD, 38 kD, 28 kD, 17 kD, 14 kD, 6 kD, 3 kD.

Carril E: Conjugacién de IFN-alfa con aldehido-HES sintetizado tal como se describe en el ejemplo 2.1(a).

Carril F: Conjugacion de IFN-alfa con aldehido-HES sintetizado tal como se describe en el ejemplo 2.1(b).

Carril G: Control: IFN-alfa segun el ejemplo 2.2, tratado con borohidruro de sodio sin aldehido-HES.

Figura 4

La figura 4 muestra un analisis de SDS page de los conjugados de HES-AT lll, producidos segun el ejemplo 3.2.
Para la electroforesis en gel se emplearon un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
y una fuente de alimentacion Consort E143 (CONSORTnv, Turnhout, B). Se usaron un gel de Tris-Acetato al 3-8%
de NuPage junto con un tampon de ejecucion Tris-Acetato SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen

GmbH, Karlsruhe, A) segun las instrucciones del fabricante.

Carril A: Marcador proteico SeeBlue®PIlus2 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A) Marcador del peso molecular desde
arriba hasta abajo: 188 kD, 98 kD, 62 kD, 49 kD, 38 kD, 28 kD, 17 kD, 14 kD, 6 kD, 3 kD

Carril B: Producto bruto tras la conjugacion de ATIII oxidada con derivado de HES preparado tal como se describe
en el ejemplo 3.1(a)
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Carril C: Producto bruto tras la conjugacion de ATIII oxidada con derivado de HES preparado tal como se describe
en el ejemplo 3.1(b)

Carril D: Producto bruto tras la conjugacion de ATIII oxidada con derivado de HES preparado tal como se describe
en el ejemplo 3.1(c)

Carril E: Producto bruto tras la conjugacion de ATIII oxidada con derivado de HES preparado tal como se describe
en el ejemplo 3.1(d)

Carril F: Producto bruto tras la conjugacién de ATIII oxidada con derivado de HES preparado tal como se describe
en el ejemplo 3.1(e)

Carril G: Producto bruto tras la conjugacion de ATIII oxidada con derivado de HES preparado tal como se describe
en el ejemplo 3.1(f)

Carril H: Producto bruto tras la conjugacion de ATIII oxidada con derivado de HES preparado tal como se describe
en el ejemplo 3.1(g)

Carril I: Producto bruto tras la conjugacion de ATIII oxidada con derivado de HES preparado tal como se describe en
el ejemplo 3.1(h)

Carril K: ATl oxidado GlycoThera, segun el ejemplo 3.2

Figura 5

La figura 5 muestra un andlisis de SDS page de los conjugados de HES-AT lll, producidos segun el ejemplo 3.4.
Para la electroforesis en gel se emplearon un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
y una fuente de alimentacién Consort E143 (CONSORTnv, Turnhout, B). Se usaron un gel de Tris-Acetato al 3-8%
junto con un tampén de ejecucion Tris-Acetato SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, A) seguln las instrucciones del fabricante.

Carril A: Marcador proteico SeeBlue®Plus2 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A) Marcador del peso molecular desde
arriba hasta abajo: 188 kD, 98 kD, 62 kD, 49 kD, 38 kD, 28 kD, 17 kD, 14 kD, 6 kD, 3 kD.

Carril B: Conjugacién de AT IIl con aldehido-HES sintetizado tal como se describe en el ejemplo 3.3(a).

Carril C: Conjugacion de AT Il con aldehido-HES sintetizado tal como se describe en el ejemplo 3.3(b).

Carril D: Control: AT 1l segun el ejemplo 3.3, tratado con borohidruro de sodio sin aldehido-HES.

Figura 6

La figura 6 muestra el cromatograma de HPGPC (“High-Performance Gel Permeation Chromatography”
cromatografia de permeacion en gel de alto rendimiento) con respecto a la AT Il purificada a partir de glicerol segin
el ejemplo 3.5 (detector UV y MALLS dan como resultado un cromatograma individual, refiriéndose el eje x a

tiempo/minutos).

Se usaron los siguientes parametros en el analisis de HPGPC:

Columna: Superose 12 HR 10/30 300 x 10 mm D.l. (Pharmacia)

Eluyente: Na,HPO, 27,38 mM; NaH,PO., 12,62 mM; NaCl 0,2 M; NaNs; al 0,005% en 1 | de agua
desmineralizada

Flujo: 0,24 mi/h

Detector 1: detector MALLS

Detector 2: UV (280 nm)

Detector 3: IR (detector del indice de refraccion)

Figura 7

La figura 7 muestra el cromatograma de HPGPC (cromatografia de permeacion en gel de alto rendimiento) con
respecto al conjugado de AT Ill segun el ejemplo 3.5 (detector MALLS en el cromatograma superior, detector UV en
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el cromatograma inferior, refiriéndose el eje x al tiempo/minutos.).

Se usaron los siguientes parametros en el andlisis de HPGPC:

Columna: Superose 12 HR 10/30 300 x 10 mm D.I. (Pharmacia)

Eluyente: Na;HPO, 27,38 mM; NaH,PO, 12,62 mM; NaCl 0,2 M; NaNs; al 0,005% en 1 | de agua
desmineralizada

Flujo: 0,24 ml/h

Detector 1: detector MALLS

Detector 2: UV (280 nm)

Detector 3: IR (detector del indice de refraccion)

Figura 8

La figura 8 muestra un andlisis de SDS page de los conjugados de HES-GM-CSF, producidos segun el ejemplo 4.2.
Para la electroforesis en gel se emplearon un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
y una fuente de alimentacion Consort E143 (CONSORTnNv, Turnhout, B). Se usaron un gel de Bis-Tris al 12% junto
con un tampoén de ejecucion MOPS SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
segun las instrucciones del fabricante.

Carril A: Marcador proteico SeeBlue®Plus2 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A) Marcador del peso molecular desde
arriba hasta abajo: 188 kD, 98 kD, 62 kD, 49 kD, 38 kD, 28 kD, 17 kD, 14 kD, 6 kD, 3 kD

Carril B: Producto bruto tras la conjugacion de GM-CSF oxidado con derivado de HES preparado tal como se
describe en el ejemplo 4.1(a)

Carril C: Producto bruto tras la conjugacion de GM-CSF oxidado con derivado de HES preparado tal como se
describe en el ejemplo 4.1(b)

Carril D: Producto bruto tras la conjugacion de GM-CSF oxidado con derivado de HES preparado tal como se
describe en el ejemplo 4.1(c)

Carril E: Producto bruto tras la conjugacion de GM-CSF oxidado con derivado de HES preparado tal como se
describe en el ejemplo 4.1(d)

Carril F: Producto bruto tras la conjugacion de GM-CSF oxidado con derivado de HES preparado ta
describe en el ejemplo 4.1(e)

como se

Carril G: Producto bruto tras la conjugacion de GM-CSF oxidado con derivado de HES preparado tal como se
describe en el ejemplo 4.1(f)

Carril H: Producto bruto tras la conjugacién de GM-CSF oxidado con derivado de HES preparado tal como se
describe en el ejemplo 4.1(g)

Carril 1: Producto bruto tras la conjugacion de GM-CSF oxidado con derivado de HES preparado tal como se
describe en el ejemplo 4.1(g)

Carril J: Producto bruto tras la conjugacion de GM-CSF oxidado con derivado de HES preparado tal como se
describe en el ejemplo 4.1(h)

Carril K: GM-CSF oxidado segun el ejemplo 4.2.
Figura 9

La figura 9 muestra un andlisis de SDS page de los conjugados de HES-GM-CSF, producidos segun el ejemplo 4.4.
Para la electroforesis en gel se emplearon un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
y una fuente de alimentacion Consort E143 (CONSORTnNv, Turnhout, B). Se usaron un gel de Bis-Tris al 12% junto
con un tampoén de ejecucion MOPS SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
segun las instrucciones del fabricante. Se concentraron las muestras con un volumen mayor de 15 pl a vacio hasta
este volumen.
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Carril A: Marcador proteico SeeBlue®Plus2 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A) Marcador del peso molecular desde
arriba hasta abajo: 188 KD, 98 KD, 62 KD, 49 KD, 38 KD, 28 KD, 17 KD, 14 KD, 6 KD, 3 KD

Carril H: Conjugacion de GM-CSF con aldehido-HES sintetizado tal como se describe en el ejemplo 4.3(a)

Carril I: Conjugacién de GM-CSF con aldehido-HES sintetizado tal como se describe en el ejemplo 4.3(b)

Carril J: Control: GM-CSF segun el ejemplo 4.4, tratado con borohidruro de sodio sin aldehido-HES

Figura 10

La figura 10 muestra un andlisis de SDS page del conjugado de IFN beta, producido segin el ejemplo 5.2. Para la
electroforesis en gel se emplearon un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A) y una
fuente de alimentacién Consort E143 (CONSORTnNv, Turnhout, B). Se usaron un gel de Bis-Tris al 12% junto con un
tampon de ejecucién MOPS SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A) segun las

instrucciones del fabricante.

Carril A: Marcador proteico SeeBlue®Plus2 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A) Marcador del peso molecular desde
arriba hasta abajo: 188 kD, 98 kD, 62 kD, 49 kD, 38 kD, 28 kD, 17 kD, 14 kD, 6 kD, 3 kD.

Carril B: Producto bruto tras la conjugacion de IFN beta oxidado con derivado de hidroxilamino-HES preparado tal
como se describe en el ejemplo 1.1(c).

Carril C: IFN beta oxidado.
Figura 11

La figura 11 muestra un gel de SDS-PAGE de IFN-B (célula CHO) modificado con HAS purificado mediante RP-
HPLC. La flecha indica la posicion de migracion de IFN-B no modificado presumiblemente debido a formas que
carecen de derivados de acido sialico terminal mientras que se detecto el IFN-B modificado con HAS como un area
tefiida con Coomassie difusa amplia que abarca masas moleculares de 35 Kda-120 Kda.

Figura 12

La figura 12 muestra un analisis de HPAEC-PAD de oligosacéridos unidos a N liberados enziméaticamente a partir de
IFN-B modificado con HAS

Figura 13

La figura 13 muestra un andlisis de HPAEC-PAD de oligosacéaridos unidos a N tras hidrélisis suave preparados a
partir de IFN-B modificado con HAS

Figura 14A

La figura 14A muestra un andlisis de SDS-PAGE de antitrombina lll: 1 = AT Ill no tratada; 2 = AT Il tratada con
peryodato; 3 = AT llll modificada con HAS; se aplicaron 10 pg de uno sobre un gel de poliacrilamida al 10%

Figura 14B

La figura 14B muestra un andlisis de SDS-PAGE de antitrombina 1ll: 1 = AT Ill no tratada; 2 = AT Il tratada con
peryodato; 3 = AT Illl modificada con HAS; se aplicaron 10 pg de uno sobre un gel de poliacrilamida al 10%. 1+, 2+y
3+ indican muestras de AT Il tras des-N-glicosilacion con polipéptido N-glicosidasa.

Figura 15

La figura 15 muestra un analisis de HPAEC-PAD de glicanos unidos a N de muestras de AT IIl obtenidas tras el
tratamiento con polipéptido-N-glicosidasa tal como se describe en el ejemplo 8.6.b). 1 = N-glicanos a partir de AT lll
no tratada; 2 = N-glicanos a partir de AT Il tratada con peryodato suave; 3 = N-glicanos a partir de AT Il modificada
con HAS. A = éarea de elucion de oligosacéaridos neutros incluyendo glicanos oligomanosidicos (con de 6 a 9
residuos de manosa). B= area de elucién de N-glicanos monosialilados; C = area de elucién de N-glicanos
disialilados; D = area de elucién de N-glicanos trisialilados. La elucion de N-glicanos modificados con HAS se indica
en latraza n.° 3.
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Figura 16

La figura 16 muestra un andlisis de HPAEC-PAD de N-glicanos desialilados (a partir del tratamiento con acido suave
del ejemplo 8.6.(c)) obtenidos a partir de muestras de AT Il tras el tratamiento con polipéptido-N-glicosidasa
(Ejemplo 8.6.b)). 1 = N-glicanos a partir de AT Ill no tratada; 2 = N-glicanos a partir de AT Il tratada con peryodato
suave; 3 = N-glicanos a partir de AT modificada con HAS. En la traza n.°1 el pico que eluye a los 16 min. representa
acido N-acetilneuraminico, el pico a los 38 min. representa acido N-glicoliineuraminico. El pico principal a los 19 min.
representa una estructura diantenaria con fucosa unida a al-6 proximal. Los picos restantes son estructuras
diantenarias sin fucosa, diantenarias menos 1 galactosa y oligomanosidicas principalmente con 6-9 residuos de
manosa. La posicién de elucion de derivados de &cido sialico modificados con HAS se indica en la traza n.° 3.

Figura 17

La figura 17 muestra un andlisis de SDS-PAGE de GM-CSF modificado con HAS (10 Kda) 1 = eluato de RP-HPLC; 2
= material de partida de GM-CSF recombinante humano. Los paréntesis indican la posicion de migracion de C =
formas solo O-glicosiladas y no glicosiladas; B = formas GM-CSF con un sitio de N-glicosilacién individual ocupado;
A = GM-CSF con 2 sitios de N-glicosilacién ocupados con hidratos de carbono (véase Forno et al., 2004).

Figura 18

La figura 18 muestra un andlisis de SDS-PAGE de GM-CSF modificado con HAS (10 Kda) 1 = eluato de RP-HPLC; 2
= eluato de RP-HPLC tras digestién con polipéptido N-glicosidasa; 3 = eluato de RP-HPLC tras tratamiento con
acido suave. El paréntesis indica el GM-CSF que presumiblemente est4 modificado con HAS en residuos de acido
sidlico oxidados con peryodato unidos a O-glicanos.

Figura 19
La figura 19 muestra un andlisis de HPAEC-PAD de N-glicanos aislados a partir de GM-CSF

Traza 1 = proteina no tratada; traza 2 = GM-CSF oxidado con peryodato suave; GM-CSF modificado con HAS
(10 Kda) tras purificacion mediante RP-HPLC. Las flechas A-E indican las posiciones de elucién de asialo, mono, di,
tri y tetrasialooligosacéridos. La composicién de oligosacaridos del material de partida era esencialmente la misma
tal como se describio en la referencia Forno et al., 2004.

Figura 20

La figura 20 muestra un gel de electroforesis de los productos brutos tras la conjugacién de ATIIl oxidada con
derivados de HES segun el ejemplo 9.3.

Para la electroforesis en gel se emplearon un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
y una fuente de alimentacion Consort E143 (CONSORTnv, Turnhout, B). Se usaron un gel de Tris-Acetato al 3-8%
de NuPage junto con un tampén de ejecucion Tris-Acetato SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen
GmbH, Karlsruhe, A) segun las instrucciones del fabricante. Se tifié el gel con Roti-Blue (Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe, A) segun las instrucciones del fabricante.

Carril A: Marcador proteico Roti-Mark STANDARD (Carl Roth GmbH + Co0.KG, Karlsruhe, A) Marcador del peso
molecular desde arriba hasta abajo: 200 KD, 119 KD, 66 KD, 43 KD, 29 KD, 20 KD, 14,3 KD.

Carril B: Producto bruto tras la conjugacion de ATIII oxidada con derivado de HES preparado tal como se describe
en el ejemplo 9.1(a).

Carril C: Producto bruto tras la conjugacion de ATIII oxidada con derivado de HES preparado tal como se describe
en el ejemplo 9.1(b).

Carril D: Producto bruto tras la conjugacion de ATIII oxidada con derivado de HES preparado tal como se describe
en el ejemplo 9.1(c).

Carril E: Producto bruto tras la conjugacion de ATIII oxidada con derivado de HES preparado tal como se describe
en el ejemplo 9.1(d).

Carril F: Producto bruto tras la conjugacién de ATIII oxidada con derivado de HES preparado tal como se describe
en el ejemplo 9.1(e).

Carril G: Producto bruto tras la conjugacion de ATIII oxidada con derivado de HES preparado tal como se describe
en el ejemplo 9.1(f).
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Carril H: Producto bruto tras la conjugacion de ATIII oxidada con derivado de HES preparado tal como se describe
en el ejemplo 9.1(qg).

Carril K: Control de reaccion.

Figura 21

La figura 21 muestra un gel de electroforesis de conjugados de ATIII producidos segun el ejemplo 9.4.Para la
electroforesis en gel se emplearon un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A) y una
fuente de alimentacion Consort E143 (CONSORTnv, Turnhout, B). Se usaron un gel de Tris-Acetato al 3-8% de
NuPage junto con un tampon de ejecucion Tris-Acetato SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, A) segun las instrucciones del fabricante. Se tifio el gel con Roti-Blue (Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe, A) segun las instrucciones del fabricante.

Carril A: Marcador proteico Roti-Mark STANDARD (Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, A) Marcador del peso
molecular desde arriba hasta abajo: 200 KD, 119 KD, 66 KD, 43 KD, 29 KD, 20 KD, 14,3 KD.

Carril B: Producto bruto tras la conjugacion de ATIII con derivado de HES preparado tal como se describe en el
ejemplo 9.2(b).

Carril C: Producto bruto tras la conjugacion de ATIII con derivado de HES preparado tal como se describe en el
ejemplo 9.2(d).

Carril D: Control de reaccion.
Carril E: Marcador proteico Roti-Mark STANDARD.
Figura 22

La figura 22 muestra SEC de IFN-alfa-HES acoplado por medio de acidos alddnicos activados segun el ejemplo
10.3. Deteccion MALLS y UV probaron el alto grado de conversion de IFN-alfa en la reaccion.

Figura 23

La Figura 23 muestra la actividad de Intron® A en comparacion con patron de NIH de IFN-alfa 2a (véase el ejemplo
11.1)

Figura 24

La figura 24 muestra la actividad in vitro relativa de IFN-alfa-HES (columna derecha) en comparacién con Intron® A
(columna izquierda), véase el ejemplo 11.2.

Figura 25

La figura 25 muestra el resultado del ejemplo 12.2 (el triangulo representa material de partida de IFN-alfa, los
cuadrados representan IFN alfa modificado con HES; dilucion de muestras de suero requerida para lograr una
proteccion del 50% de células MDBK contra infeccion viral frente al tiempo tras inyeccion i.v. de 30 ug/kg en
ratones). El suero de ratones tratados con material de partida no modificado tiene un efecto antiviral muy bajo. La
modificacién de IFN-alfa con HES prolonga sustancialmente el efecto antiviral del suero.

Figura 26

La figura 26 muestra los resultados del ejemplo 13 (analisis de los conjugados de alAT-HES brutos preparados tal
como se describe en el ejemplo 13.5 mediante electroforesis en gel).

Para la electroforesis en gel se empelaron un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
y una fuente de alimentacién Power Pac 200 (Bio-Rad, Munich, A). Se usaron un gel de Tris-Acetato al 3-8% junto
con un tampdn de ejecucion Tris-Acetato SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
segun las instrucciones del fabricante.

Carril A: Marcador proteico de SDS Page no tefiido 6,5-200 KDa (SERVA Elektrophoresis GmbH, Heidelberg, A)
Marcador del peso molecular desde arriba hasta abajo: 200 KD, 116 KD, 67 KD, 45 KD, 29 KD, 21 KD, 14,3 KD,
6,5 KD;

Carril B: Conjugacion con aldehido-HES tal como se describe en el ejemplo 13.5;
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Carril C: Conjugacion con HES tal como se describe en el ejemplo 13.6.
Figura 27

La figura 27 muestra los resultados del ejemplo 13 (analisis de las fracciones B1-C6 recogidas tras la cromatografia
de intercambio i6nico (véase el ejemplo 13.7)

Condiciones para la electroforesis en gel, véase la figura 26.

Carril A: Marcador proteico de SDS Page no tefiido 6,5-200 KDa (SERVA Elektrophoresis GmbH, Heidelberg, A)
Marcador del peso molecular desde arriba hasta abajo: 200 KD, 116 KD, 67 KD, 45 KD, 29 KD, 21 KD, 14,3 KD,
6,5 KD;

Carril B: Fraccion B1

Carril C: Fraccion C1

Carril D: Fraccion C2

Carril E: Fraccion C3

Carril F: Fraccion C4

Carril G: Fracciéon C5

Carril H: Fraccion C6

Carril I: ALAT (GTC Biotherapeutics Inc., Framingham, MA, n.° de lote 080604A)

Figura 28

La figura 28 muestra el diagrama de la actividad enzimatica residual frente a la concentracion de Prolastin® HS
(Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Alemania, n.° de lote PR4HA43), A1AT (GTC Biotherapeutics Inc., Framingham,
MA, n.° de lote 080604A) y un conjugado de HES-A1AT sintetizado tal como se describe en el ejemplo 13.5.

Figura 29

La figura 29 muestra el andlisis de conjugados de IFN-alfa-HES del ejemplo 14.3.1 mediante electroforesis en gel.
Para la electroforesis en gel se emplearon un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
y una fuente de alimentacion Consort E143 (CONSORTnNv, Turnhout, B). Se usaron un gel de Bis-Tris al 10% junto
con un tampon de ejecucion MOPS SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)

segun las instrucciones del fabricante.

Carril X: Roti®-Mark STANDARD (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, A) Marcador del peso molecular desde
arriba hasta abajo: 200 KD, 119 KD, 88 KD, 43 KD, 29 KD, 20 KD, 14,3 KD;

Carril A: Conjugacioén con aldehido-BES10/0.4 tal como se describe en el g]. 14.3.1, entrada A;

Carril B: Conjugacioén con aldehido-HES10/0.7 tal como se describe en el gj. 14.3.1, entrada B;

Carril C: Conjugacion con aldehido-HES30/0.4 tal como se describe en el ej. 14.3.1, entrada C;

Carril D: Conjugacion con aldehido-HES30/0.7 tal como se describe en el . 14.3.1, entrada D;

Carril E: Conjugacioén con aldehido-HES50/0.4 tal como se describe en el gj. 14.3.1, entrada E;

Carril F: Conjugacion con aldehido-HES50/0.7 tal como se describe en el g]. 14.3.1, entrada F;

Carril G: Control de reaccién, sin aldehido-HES tal como se describe en el gj. 14.3.1, entrada G;

Carril I: Control de reaccion, sin aldehido-HES y sin NaCNBH; tal como se describe en el gj. 14.3.1, entrada |;

Carril J: Control de reaccién, con HES10/0.4 tal como se describe en el gj. 14.3.1, entrada J;
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Carril K: Control de reaccion, con HES10/0.4 pero sin NaCNBHs; tal como se describe en el gj. 14.3.1, entrada K.
Figura 30

La figura 30 muestra el andlisis de conjugados de IFN-alfa-HES del ejemplo 14.3.2 mediante electroforesis en gel.
Para la electroforesis en gel se empelaron un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
y una fuente de alimentaciéon Consort E143 (CONSORTnNv, Turnhout, B). Se usaron un gel de Bis-Tris al 10% junto
con un tampoén de ejecucion MOPS SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
segun las instrucciones del fabricante.

Carril X: Roti®-Mark STANDARD (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, A) Marcador del peso molecular desde
arriba hasta abajo: 200 KD, 119 KD, 88 KD, 43 KD, 29 KD, 20 KD, 14,3 KD;

Carril A: Conjugacién con aldehido-HES tal como se describe en el ejemplo 14.3.2 entrada A,

Carril B: Conjugacioén con aldehido-HES tal como se describe en el ejemplo 14.3.2 entrada B;

Carril C: Conjugacion con aldehido-HES tal como se describe en el ejemplo 14.3.2 entrada C;

Carril D: Conjugacion con aldehido-HES tal como se describe en el ejemplo 14.3.2 entrada D;

Carril E: Conjugacién con aldehido-HES tal como se describe en el ejemplo 14.3.2 entrada E;

Carril F: Conjugacion con aldehido-HES tal como se describe en el ejemplo 14.3.2 entrada F;

Carril G: Control de reaccién, con HES tal como se describe en el ejemplo 14.3.2 entrada G.

Como resulta evidente a partir de la figura 30, no se observad reaccion para el control de reaccion G.

Figura 31

La figura 31 muestra el andlisis de conjugados de IFN-alfa-HES del ejemplo 14.3.3 mediante electroforesis en gel.
Para la electroforesis en gel se empelaron un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
y una fuente de alimentaciéon Consort E143 (CONSORTnv, Turnhout, B). Se usaron un gel de Bis-Tris al 10% junto
con un tampoén de ejecucion MOPS SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
segun las instrucciones del fabricante.

Andlisis de los conjugados de IFNa-HES brutos mediante electroforesis en gel.

Carril A: Roti®-Mark STANDARD (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, A) Marcador del peso molecular desde
arriba hasta abajo: 200 KD, 119 KD, 66 KD, 43 KD, 29 KD, 20 KD, 14,3 KD;

Carril B: Conjugacién de IFNa con aldehido-HES30/0.8 tal como se describe 14.3.3;

Carril C: Conjugacion de IFNa con aldehido-HES130/0.7 tal como se describe en 14.3.3;

Carril D: Conjugacion de IFNa con HES10/0.4 sddico (control de reaccién) tal como se describe en 14.3.3

Figura 32

La figura 32 muestra el andlisis de conjugados de IFN-alfa-HES del ejemplo 14.3.4 mediante electroforesis en gel.
Para la electroforesis en gel se emplearon un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
y una fuente de alimentacion Consort E143 (CONSORTnNv, Turnhout, B). Se usaron un gel de Bis-Tris al 10% junto
con un tampon de ejecucion MOPS SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)

segun las instrucciones del fabricante.

Carril X: Roti®-Mark STANDARD (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, A) Marcador del peso molecular desde
arriba hasta abajo: 200 KD, 119 KD, 88 KD, 43 KD, 29 KD, 20 KD, 14,3 KD

Carril A: Conjugacioén con aldehido-HES tal como se describe en el ejemplo 14.3.4;

Carril B: Control de reaccion; conjugacion con HES tal como se describe en el ejemplo 14.3.4.
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Como resulta evidente a partir de la figura 32, no se observé reaccion para el control de reaccion B.
Figura 33

La figura 33 muestra la actividad proliferativa de Intron® A en comparacién con patrén de NIH de rhIFN-alfa 2a
segun el ejemplo 15.1.

Figura 34

La figura 34 muestra la actividad in vitro relativa de IFN-alfa-HES incubado de manera simulada en comparacion con
material de partida de IFN-alfa no modificado segun el ejemplo 15.2.

Figura 35

La Figura 35 muestra la actividad in vitro relativa de conjugados de IFN-alfa-HES en comparacion con material de
partida de IFN-alfa no modificado, Intron® A y Pegasys, respectivamente, segun el ejemplo 15.3.

Figura 36

La figura 36 muestra la actividad in vitro relativa del conjugado de IFN-alfa-HES en comparacion con Intron® A
segun el ejemplo 15.4.

Figura 37

La figura 37 muestra los resultados del ejemplo 15.5 en una gréfica (actividad antiviral de conjugados de IFN-alfa-
HES)

Figura 38

La figura 38 muestra la dilucion de muestras de suero requerida para lograr una proteccion del 50% de células
MDBK contra infeccion viral frente al tiempo tras inyeccion i.v. de 30 ug/kg en ratones. El suero de ratones tratados
con material de partida no modificado tiene un efecto antiviral muy bajo. La modificacion de IFN-alfa con HES
prolonga el efecto antiviral del suero sustancialmente. La semivida aumenta con el peso molecular de HES usado
para la modificacién de IFN-alfa (véase el ejemplo 16).

Figura 39

La figura 39 muestra los resultados del ejemplo 16.3 en una gréfica (actividad antiviral de conjugados de IFN-alfa-
HES)

Figura 40

La figura 40 muestra datos del estudio de PK en conejos segun el ejemplo 17. IFN-alfa-HES muestra una
prolongacion clara de la semivida en comparacion con el material de partida de IFN-alfa. Para > 24 h
(aproximadamente < 1000 pCi/ml) la curva del material no modificado se estabiliza y casi no puede observarse
disminucion adicional de la actividad

Figura 41

La figura 41 muestra el estudio de PK en conejos segun el ejemplo 17. Se evaluaron los datos en el periodo entre 4
y 24 h. IFN-alfa-HES muestra una prolongacion clara de la semivida en comparacion con el material de partida de
IFN-alfa no modificado.

Figura 42

La figura 42 muestra la evaluacion estadistica del estudio de PK (mostrado: periodo hasta 12 h) segun el ejemplo 17.

En el caso del material de partida no modificado (véase la figura 42(a)), la concentraciéon cay6 hasta casi cero
durante las primeras dos horas, mientras que IFN-alfa-HES muestra una semivida claramente prolongada (figura 42

(b)).
Figura 43

La figura 43 permite un analisis de SDS-PAGE del conjugado de alfa-IAT-HES bruto preparado tal como se describe
en el ejemplo 18.5

Para la electroforesis en gel se empelaron un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
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y una fuente de alimentacién Power Pac 200 (Bio-Rad, Munich, A). Se usaron un gel de Tris-Acetato al 3-8% junto
con un tampoén de ejecucidn Tris-Acetato SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
segun las instrucciones del fabricante.

Carril A: Marcador proteico de SDS Page no tefiido de 6,5-200 KDa (SERVA Elektrophoresis GmbH, Heidelberg, A)
Marcador del peso molecular desde arriba hasta abajo: 200 KD, 116 KD, 67 KD, 45 KD, 29 KD, 21 KD, 14,3 KD,
6,5 KD;

Carril B: alfalAT (GTC Biotherapeutics Inc., Framingham, MA, n.° de lote 080604A);

Carril C: Conjugacién con maleimido-HES tal como se describe en el ejemplo 18.5;

Carril D: Conjugacion con maleimido-HES tal como se describe en el ejemplo 18.5 (concentracién doble);
Figura 44

La figura 44 muestra un andlisis de las fracciones A, B y C recogidas tras la cromatografia de intercambio i6nico
(véase el ejemplo 18.7)

Para la electroforesis en gel se empelaron un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
y una fuente de alimentacién Power Pac 200 (Bio-Rad, Munich, A). Se usaron un gel de Tris-Acetato al 3-8% junto
con un tampodn de ejecucion Tris-Acetato SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
segun las instrucciones del fabricante.

Carril 1: Marcador proteico de SDS Page no teflido Mark12® de 2,5-200 KDa (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
Marcador del peso molecular desde arriba hasta abajo: 200 KD, 116 KD, 97 KD, 66 KD, 55 KD, 36 KD, 31 KD,
21 KD; 14 KD, 4 KD

Carril 2: Fraccion A

Carril 3: Fraccion B

Carril 4: Fraccion C

Carril 5: alfalAT (GTC Biotherapeutics Inc., Framingham, MA, n.° de lote 080604A)

Ejemplos

Ejemplo 1: Sintesis de conjugados de IFN beta

Ejemplo de referencia 1.1 Sintesis de derivados de hidroxietilalmidén funcionalizados con hidroxiamino

Ejemplo 1.1(a) Sintesis de hidroxilaminoHES10/0.4

Se disolvieron 2 g de HES10/0.4 (PM = 10000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) en 17 ml de tampo6n acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2 y se afiadieron 20 mmol de O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-etil]-
hidroxilamina. Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadid la mezcla de reaccion a 100 ml de una mezcla 1:1 enfriada
con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogié el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se redisolvié
en 50 ml de agua, se dializ6 durante 21 h frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD,
Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizd. El peso molecular del HES10/0.4 cuando se midi6 con
LALLS-GPC era de 8500 D y el DS era de 0,41.

Ejemplo 1.1(b) Sintesis de hidroxilaminoHES10/0.7

Se disolvieron 2 g de HES10/0.7 (PM = 10000 D, DS = 0,7, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) en 18 ml de tampo6n acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2 y se afiadieron 20 mmol de O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-etil]-
hidroxilamina. Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadié la mezcla de reaccion a 100 ml de una mezcla 1:1 enfriada
con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogi6 el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se redisolvio
en 50 ml de agua, se dializ6 durante 21 h frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD,
Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizd. El peso molecular del HES10/0.7 cuando se midi6 con
LALLS-GPC era de 10500 Dy el DS era de 0,76.

Ejemplo 1.1(c) Sintesis de hidroxilaminoHES50/0.7

Se disolvieron 2 g de HES50/0.7 (PM = 50000 D, DS = 0,7, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) en 20 ml de tampdn acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2 y se afiadieron 4 mmol de O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-etil]-

90



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2438216713

hidroxilamina. Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadi6 la mezcla de reaccion a 100 ml de una mezcla 1:1 enfriada
con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogié el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se redisolvié
en 50 ml de agua, se dializ6 durante 21 h frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD,
Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. El peso molecular del HES50/0.7 cuando se midié con
LALLS-GPC era de 47000 D y el DS era de 0,76.

Ejemplo 1.1(d) Sintesis de hidroxilaminoHES50/0.4

Se disolvieron 2 g de HES50/0.4 (PM = 50000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) en 20 ml de tampoén acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2 y se afiadieron 4 mmol de O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-etil]-
hidroxilamina. Tras agitar durante 17,5 h a 22°C, se afiadié la mezcla de reaccién a 70 ml de una mezcla 1:1
enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogi6 el producto precipitado mediante centrifugacién a 0°C, se
lavd con 30 ml de una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v), se redisolvié en 50 ml de agua, se
dializé durante 19,5 h frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences
Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El peso molecular del HES50/0.4 cuando se midié con LALLS-GPC era
de 56000 D y el DS era de 0,41.

Ejemplo 1.1(e) Sintesis de hidroxilaminoHES18/0.4

Se preparé HES oxidado tal como se describe en el documento DE 196 28 705 Al. Se calentaron 200 mg de
HES18/0.4 oxidado (PM = 18000 D, DS = 0,4) a 80°C a vacio durante 17 h y se disolvieron en 2 ml de DMSO seco
(Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A). A la disolucion se le afiadieron 2 mmol de O-[2-(2-aminooxi-
etoxi)-etil]-hidroxilamina. Tras la incubaciéon durante 5 d a 65°C, se afiadié la mezcla de reaccion a 20 ml de 2-
propanol enfriado con hielo y se incubd a -20°C durante 1 h. Se recogi6 el producto precipitado mediante
centrifugacion a 4°C, se lavo con 42 ml de 2-propanol enfriado con hielo, se redisolvié en 10 ml de agua, se dializé
durante 27 h frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland
GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El peso molecular del HES18/0.4 cuando se midié con LALLS-GPC era de 18000 D y
el DS erade 0,41.

Ejemplo 1.1(f) Sintesis de hidrazidoHES10/0.4

Se prepar6 HES oxidado tal como se describe en el documento DE 196 28 705 Al. Se calentaron 200 mg de
HES10/0.4 oxidado (PM = 10000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim, A) a 80°C a
vacio durante 17 h y se disolvieron en 2 ml de DMSO seco (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A). A
la disolucién se le afiadieron 2 mmol de dihidrazida adipica (Lancaster Synthesis GmbH, Frankfurt/Main A). Tras la
incubacién durante 5 d a 65°C, se afiadi6 la mezcla de reaccion a 20 ml de 2-propanol enfriado con hielo y se incub6
a -20°C durante 1 h. Se recogi6 el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se lavé con 42 ml de 2-
propanol enfriado con hielo, se redisolvié en 10 ml de agua, se dializé durante 27 h frente a agua (tubos de dialisis
SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. El peso molecular
del HES10/0.4 cuando se midi6 con LALLS-GPC era de 11000 D y el DS era de 0,41.

Ejemplo 1.1(g) Sintesis de carbohidrazidoHES10/0.4

Se preparé HES oxidado tal como se describe en el documento DE 196 28 705 Al. Se calentaron 200 mg de
HES10/0.4 oxidado (PM = 10000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim, A) a 80°C a
vacio durante 17 h y se disolvieron en 2 ml de DMSO seco (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A). A
la disolucién se le afiadieron 2 mmol de carbohidrazida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A). Tras
la incubacién durante 5 d a 65°C, se afadi6 la mezcla de reaccién a 20 ml de 2-propanol enfriado con hielo y se
incubd a -20°C durante 1 h. Se recogio el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se lavo con 42 ml de
2-propanol enfriado con hielo, se redisolvié en 10 ml de agua, se dializé durante 27 h frente a agua (tubos de dialisis
SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El peso molecular
del HES10/0.4 cuando se midi6 con LALLS-GPC era de 11000 D y el DS era de 0,41.

Ejemplo 1.1(h) Sintesis de hidrazidoHES10/0.4

Se disolvieron 200 mg de HES10/0.4 (PM = 10000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-
Rodheim, A) en 2 ml de tampo6n acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2. A la disolucién se le afiadieron 2 mmol de
dihidrazida adipica (Lancaster Synthesis GmbH, Frankfurt/Main D). Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadio la
mezcla de reaccion a 21 ml de 2-propanol enfriado con hielo y se incubé a -20°C durante 1 h. Se recogio el producto
precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se lavo con 42 ml de 2-propanol enfriado con hielo, se redisolvié en 10 ml
de agua, se dializé durante 27 h frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio
Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. El peso molecular del HES10/0.4 cuando se midi6 con LALLS-
GPC erade 8500 Dy el DS era de 0,41.
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Ejemplo 1.1(i) Sintesis de carbohidrazidoHES10/0.4

Se disolvieron 200 mg de HES10/0.4 (PM = 10000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-
Rodheim, A) en 2 ml de tampdn acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2. A la disolucién se le afiadieron 2 mmol de
carbohidrazida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A). Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadi6 la
mezcla de reaccion a 21 ml de 2-propanol enfriado con hielo y se incubé a -20°C durante 1 h. Se recogio el producto
precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se lavé con 42 ml de 2-propanol enfriado con hielo, se redisolvié en 10 ml
de agua, se dializé durante 27 h frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio
Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. El peso molecular del HES10/0.4 cuando se midi6é con LALLS-
GPC erade 8500 Dy el DS era de 0,41.

Ejemplo de referencia 1.2 Sintesis de los conjugados de IFN beta
Ejemplo 1.2(a) Oxidacion de IFN beta

Interferon beta-1a humano recombinante que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica que los productos
comerciales AVONEX™ (BIOGEN) y Rebif (Serono) y se expreso a partir de una linea celular CHO transfectada tal
como se describié (Dittmar et al., 1989) y purificado tal como se describe en el ejemplo 6.1. La oxidacién fue
esencialmente tal como se describe en el ejemplo 6.2, seguido por intercambio de tampédn tal como se describe en el
ejemplo 6.3.

Ejemplo 1.2(b) Reaccién de IFN-beta oxidado del ejemplo 1,2(a) con derivados de HES de los ejemplos 1.1(a) —
1.1(i)

A 25,9 ul de una disolucion de IFN-beta oxidado en tampén acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5, se le afiadieron 5,27 pl
de una disolucién del derivado de HES en tampdn acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 y se incub6 la disolucién durante
16,5 h a 22°C. Se emplearon las siguientes concentraciones:

(i) 78,9 mg/ml para derivados de HES preparados segun el ejemplo 1.1(a), 1.1(b), 1.1(f), 1.1(g), 1.1(h) y 1.1(j)
(ii) 395 mg/ml para derivados de HES preparados segun el ejemplo 1.1(c) y 1.1(d)

(iii) 142 mg/ml para derivado de HES preparado segun el ejemplo 1.1(e)

Se analiz6 la mezcla de reaccion respectiva mediante electroforesis en gel (véase la figura 1).

Ejemplo de referencia 1.3 Sintesis de derivados de hidroxietilalmidén funcionalizados con aldehido

Ejemplo 1.3(a) Sintesis de aldehido-HES10/0.4 a partir de amino-HES10/0.4 y 4cido 4-formilbenzoico

Se prepar6é oxo-HES10/0.4 (PM = 10 kD, DS = 0,4) por Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim, A;
segun el documento DE 196 28 705 Al. El peso molecular del HES10/0.4 cuando se midié con LALLS-GPC era de
14500 Dy el DS era de 0,41.

Se disolvieron 5,1 g (0,51 mmol) de oxo-HES10/0.4 en 15 ml de dimetilsulféxido anhidro (DMSO, Fluka, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A)) y se afiadieron gota a gota bajo nitrégeno a una disolucién de 5,1 ml
(51 mmol) de 1,4-diaminobutano en 10 ml de dimetilsulféxido anhidro y se agit6 a 40°C durante 19 h. Se afiadio la
mezcla de reaccién a una mezcla de 80 ml de etanol y 80 ml de acetona. Se separd el precipitado resultante
mediante centrifugacion, se lavo con una mezcla de 20 ml de etanol y 20 ml de acetona y se redisolvié en 80 ml de
agua. Se dializo la disolucion durante 4 dias frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD,
Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn, A) y posteriormente se liofilizo. El rendimiento era del 67% (3,4 g) de
amino-HES10/0.4.

Se disolvieron 150 mg de acido 4-formilbenzoico y 230 mg de 1-hidroxi-1H-benzotriazol (ambos de Aldrich, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) en 10 ml de N,N-dimetilformamida (calidad para sintesis peptidica, Biosolve,
Valkenswaard, PB) y se afiadieron 204 pl de N,N’-diisopropilcarbodiimida. Tras la incubacion a 21°C durante
30 min., se afladié 1 g del amino-HES10/0.4. Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadi6 la mezcla de reaccién a
84 ml de una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogié el producto precipitado mediante
centrifugacién a 4°C, se redisolvi6 en 50 ml de agua, se dializé durante 2 d frente a agua (tubos de didlisis
SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizo.

Ejemplo 1.3(b) Sintesis de aldehido-HES10/0.4 mediante oxidacién con peryodato de HES10/0.4 oxidado en su
extremo reductor
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Se preparé Oxo-HES10/0.4 (PM = 10 kD, DS = 0,4) por Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim, A,
segun el documento DE 196 28 705 Al. El peso molecular del HES10/0.4 cuando se midi6 con LALLS-GPC era de
8500 Dy el DS erade 0,41.

Se disolvieron 300 mg de oxo-HES10/0.4 en 15 ml de tampon fosfato de sodio 20 mM, pH 7,2. Se disolvieron
64,2 mg de peryodato de sodio (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) en 15 ml del mismo tampén.
Se mezclaron ambas disoluciones y tras la incubacion durante 30 min. a 21°C, se afiadieron 2 ml de glicerol y se
incub6 la mezcla de reaccion a 21°C durante 10 min. Se dializé la mezcla de reaccion durante 24 h frente a agua
(tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizo.

Ejemplo de referencia 1.4 Sintesis de conjugados de IFN beta mediante aminacion reductora con hidroxietilalmidén
funcionalizado con aldehido sintetizado segun los ejemplos 1.3(a) y 1.3(b)

Interferon beta-1la humano recombinante que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica que los productos
comerciales AVONEX™ (BIOGEN) y Rebif (Serono) y se expreso a partir de una linea celular CHO transfectada tal
como se describi6 (Dittmar et al., 1989) y purificado tal como se describe en el ejemplo 6.1. A 40 pl de una disolucién
de IFN beta en tampdn acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0 (0,5 mg/ml) se le afiadieron 5 pl de una disolucion del
derivado de HES (sintetizado tal como se describe en los ejemplos 1.3(a) o 1.3(b)) en el mismo tampdn (200 mg/ml).
Se enfrié la mezcla hasta 4°C y se afiadieron 9 ul de una disolucién 120 mM de cianoborohidruro de sodio en el
mismo tampoén a 4°C y se incubd la mezcla durante 24 h a 4°C. Se analizé la mezcla de reaccién bruta mediante
electroforesis en gel. Se observd una conjugacion satisfactoria, tal como se indica por la migracion de la banda de
proteina a un peso molecular superior (véase la figura 2). El aumento de la anchura de la banda se debe a la
distribucién de peso molecular del derivado de HES usado y el nimero de derivados de HES unidos a la proteina.

Ejemplo 1.5 Descripcién del bioensayo de actividad antiviral de IFN beta — Observaciones generales

En la farmacopea europea, actualmente sdlo se facilitan ensayos para la determinacion de la actividad de interferon-
a e interferon-y. Sin embargo, debido a que la potencia antiviral de interferon-a. se mide en estas pruebas usando un
bioensayo de efecto citopéatico (CPE) in vitro tal como se describe en el Suplemento de 2001 (capitulo 5.6) y ya que

se aplica para los productos farmacol6gicos de IFN-B aprobados hasta la fecha, la actividad antiviral puede
someterse a prueba en analogia al interferén-a.

La actividad antiviral de IFN-B puede someterse a prueba utilizando un bioensayo de efecto citopatico in vitro
especifico por ejemplo con células de carcinoma de pulmén (A549) y virus de encefalomiocarditis (VEMC). Otras
posibles combinaciones que pueden usarse para la determinacion de la actividad antiviral de interferones son lineas
celulares WISH o lineas celulares de rifién bovino de Madin-Darby (MDBK) y VEV (virus de la estomatitis vesicular).
Ensayo antiviral de interferén — idea general

En una primera etapa, se comparo la actividad antiviral in vitro de conjugados de HES-IFN-beta con IFN-beta no
modificado.

En el ensayo de CPE (MDBK/VEV), se compararon diluciones de interferén patrén y conjugado de HES-IFN-beta.
Se trataron previamente las células con las muestras de prueba durante aproximadamente 48 h antes de que se
pusieran en contacto con el virus.

Tras un periodo de incubacion (aprox. 22 h), se estimé el efecto protector del interferon frente al efecto citopético
viral.

Ensayo antiviral de interferon — detalles experimentales
Se realizaron las siguientes etapas:

- Se diluyeron previamente disoluciones de interferon en medio de cultivo celular para células MDBK (1:10). Se
diluyeron secuencialmente estas disoluciones hasta 1:2 - 1:2.097.152 (=1:2%")

- 4 duplicados (100 ul cada pocillo)
- Se afiadieron células MDBK recién tripsinizadas (5.000 células/pocillo en 50 pl)
- Incubacién: 48 horas a 37°C

- Se afiadieron 50 pl de disolucion de VEV diluida previamente (250 virus/pocillo)
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- Incubacién: 22 horas a 37°C

- Determinacion del efecto protector del interferén frente al efecto citopatico viral
- Célculo del titulo de interfer6n usando el método de Spearman-Kérber
Controles:

Disoluciones de células MDBK con interferén, sin virus (control negativo)
Células MDBK sin interferén con virus (control positivo)

Resultados:

Se sometieron a prueba dos muestras de interferén beta y los respectivos conjugados de HES en el ensayo de CPE
usando dos diluciones diferentes (1.000.000 Ul/ml y 200.000 Ul/ml estimadas).

Se calcul6 el titulo de interferon segun la férmula de Spearman y Kérber. Se calcul6 la razén de las actividades de
las diferentes muestras. Teniendo en cuenta la actividad especifica estimada de las muestras, se calcularon y
compararon (datos no mostrados) las concentraciones CES50, a las cuales el 50% de las células estan protegidas
frente a la incubacion del virus.

El IFN-beta modificado conservaba la bioactividad.

Ejemplo de referencia 2 Sintesis de conjugados de IFN alfa

Ejemplo 2.1(a) Sintesis de aldehido-HES10/0.4 a partir de amino-HES10/0.4 y acido 4-formilbenzoico
Se preparo aldehido-HES10/0.4 segun el ejemplo 1.3(a).

Ejemplo 2.1(b) Sintesis de aldehido-HES10/0.4 a partir de amino-HES10/0.4 y 4cido 4-formilbenzoico
Se prepar6 aldehido-HES10/0.4 segun el ejemplo 1,3(b).

Ejemplo 2.2 Sintesis de conjugados de IFN alfa mediante aminacion reductora con hidroxietilalmidén funcionalizado
con aldehido sintetizado segun los ejemplos 2.1(a) y 2.1(b)

Se us6 rhIFN disponible comercialmente (Strathmann Biotec, Hamburgo, A, cédigo de producto hIFNa).

A 15 pl de una disolucidn de IFN beta en tampdn acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0 (1 mg/ml) se le afiadieron 3,91 ul de
una disolucion del derivado de HES (sintetizado tal como se describe en los ejemplos 2.1(a) o 2.1(b)) en el mismo
tampon (200 mg/ml). Se enfri6 la mezcla hasta 4°C y se afadieron 3,78 pl de una disolucion 120 mM de
cianoborohidruro de sodio en el mismo tampdén a 4°C y se incub6 la mezcla durante 24 h a 4°C. Se analizé la mezcla
de reaccion bruta mediante electroforesis en gel. Se observé una conjugacion satisfactoria, tal como se indica por la
migracion de la banda de proteina a un peso molecular superior (véase la figura 3). El aumento de la anchura de la
banda se debe a la distribucion de peso molecular de los derivados de HES usados y el nimero de derivados de
HES unidos a la proteina.

Ejemplo de referencia 3 Sintesis de conjugados de AT llI
Ejemplo 3.1 Sintesis de derivados de hidroxietilalmidon funcionalizado con hidroxiamino
Ejemplo 3.1(a) Sintesis de hidroxilaminoHES10/0.4

Se disolvieron 2 g de HES10/0.4 (PM = 10000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) en 17 ml de tampo6n acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2 y se afiadieron 20 mmol de O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-etil]-
hidroxilamina. Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadié la mezcla de reaccion a 100 ml de una mezcla 1:1 enfriada
con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogié el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se redisolvié
en 50 ml de agua, se dializé durante 21 h frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD,
Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizd. El peso molecular del HES10/0.4 cuando se midi6 con
LALLS-GPC era de 8500 D y el DS era de 0,41.

Ejemplo 3.1(b) Sintesis de hidroxilaminoHES10/0.7

Se disolvieron 2 g de HES10/0.7 (PM = 10000 D, DS = 0,7, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) en 18 ml de tampdn acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2 y se afladieron 20 mmol de O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-etil]-
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hidroxilamina. Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadié la mezcla de reacciéon a 100 ml de una mezcla 1:1 enfriada
con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogié el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se redisolvié
en 50 ml de agua, se dializ6 durante 21 h frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD,
Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. El peso molecular del HES10/0.7 cuando se midié con
LALLS-GPC era de 10500 D y el DS era de 0,76.

Ejemplo 3.1(c) Sintesis de hidroxilaminoHES50/0.7

Se disolvieron 2 g de HES50/0.7 (PM = 50000 D, DS = 0,7, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) en 20 ml de tampoén acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2 y se afiadieron 4 mmol de O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-etil]-
hidroxilamina. Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadié la mezcla de reaccion a 100 ml de una mezcla 1:1 enfriada
con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogio el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se redisolvio
en 50 ml de agua, se dializ6 durante 21 h frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD,
Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. El peso molecular del HES50/0.7 cuando se midié con
LALLS-GPC era de 47000 D y el DS era de 0,76.

Ejemplo 3.1(d) Sintesis de hidroxilaminoHES18/0.4

Se prepar6 HES oxidado esencialmente tal como se describe en el documento DE 19628705A1. Se calentaron
200 mg de HES18/0.4 oxidado (PM = 18000 D, DS = 0,4) a 80°C a vacio durante 17 h y se disolvieron en 2 ml de
DMSO seco (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A). A la disolucién se le afiadieron 2 mmol de O-[2-
(2-aminooxi-etoxi)-etil]-hidroxilamina. Tras la incubacion durante 5 d a 65°C, se afiadi6 la mezcla de reaccion a 20 ml
de 2-propanol enfriado con hielo y se incub6 a -20°C durante 1 h. Se recogid el producto precipitado mediante
centrifugacion a 4°C, se lavo con 42 ml de 2-propanol enfriado con hielo, se redisolvié en 10 ml de agua, se dializé
durante 27 h frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland
GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El peso molecular del HES18/0.4 cuando se midié con LALLS-GPC era de 18000 D y
el DS erade 0,41.

Ejemplo 3.1(e) Sintesis de hidrazidoHES10/0.4

Se prepar6 HES oxidado esencialmente tal como se describe en el documento DE 19628705A1. Se calentaron
200 mg de HES10/0.4 oxidado (PM = 10000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) a 80°C a vacio durante 17 h y se disolvieron en 2 ml de DMSO seco (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, A). A la disoluciéon se le afiadieron 2 mmol de dihidrazida adipica (Lancaster Synthesis GmbH,
Frankfurt/Main D). Tras la incubacién durante 5 d a 65°C, se afiadi6 la mezcla de reaccién a 20 ml de 2-propanol
enfriado con hielo y se incub6 a -20°C durante 1 h. Se recogi6 el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C,
se lavé con 42 ml de 2-propanol enfriado con hielo, se redisolvié en 10 ml de agua, se dializé durante 27 h frente a
agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se
liofilizé. El peso molecular del HES10/0.4 cuando se midioé con LALLS-GPC era de 11000 D y el DS era de 0,41.

Ejemplo 3.1(f) Sintesis de carbohidrazidoHES10/0.4

Se prepar6 HES oxidado esencialmente tal como se describe en el documento DE 19628705A1. Se calentaron
200 mg de HES10/0.4 oxidado (PM = 10000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) a 80°C a vacio durante 17 h y se disolvieron en 2 ml de DMSO seco (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, A). A la disolucién se le afiadieron 2 mmol de carbohidrazida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, A). Tras la incubacion durante 5 d a 65°C, se afiadi6 la mezcla de reaccion a 20 ml de 2-propanol
enfriado con hielo y se incub6 a -20°C durante 1 h. Se recogio el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C,
se lavé con 42 ml de 2-propanol enfriado con hielo, se redisolvio en 10 ml de agua, se dializé durante 27 h frente a
agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se
liofilizo. El peso molecular del HES10/0.4 cuando se midio con LALLS-GPC era de 11000 D y el DS era de 0,41.

Ejemplo 3.1(g) Sintesis de hidrazidoHES10/0.4

Se disolvieron 200 mg de HES10/0.4 (PM = 10000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-
Rodheim, A) en 2 ml de tampo6n acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2. A la disolucién se le afiadieron 2 mmol de
dihidrazida adipica (Lancaster Synthesis GmbH, Frankfurt/Main D). Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadio la
mezcla de reaccion a 21 ml de 2-propanol enfriado con hielo y se incubé a -20°C durante 1 h. Se recogio el producto
precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se lavé con 42 ml de 2-propanol enfriado con hielo, se redisolvié en 10 ml
de agua, se dializé durante 27 h frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio
Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. El peso molecular del HES10/0.4 cuando se midié con LALLS-
GPC erade 8500 Dy el DS era de 0,41.

Ejemplo 3.1(h) Sintesis de carbohidrazidoHES10/0.4

Se disolvieron 200 mg de HES10/0.4 (PM = 10000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-
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Rodheim, A) en 2 ml de tampdn acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2. A la disolucién se le afiadieron 2 mmol de
carbohidrazida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A). Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afadi6 la
mezcla de reaccion a 21 ml de 2-propanol enfriado con hielo y se incubé a -20°C durante 1 h. Se recogi6 el producto
precipitado mediante centrifugacién a 4°C, se lavé con 42 ml de 2-propanol enfriado con hielo, se redisolvié en 10 ml
de agua, se dializé durante 27 h frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio
Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El peso molecular del HES10/0.4 cuando se midié con LALLS-
GPC erade 8500 Dy el DS era de 0,41.

Ejemplo 3.2 Sintesis de conjugados de AT Il
Ejemplo 3.2(a) Oxidacion de AT Il

La AT Ill usada era AT Il humana recombinante (ATryn® de GTC Biotherapeutics). La oxidacién fue esencialmente
tal como se describe en el ejemplo 7.2, seguido por intercambio de tampdn tal como se describe en el ejemplo 7.3.

Ejemplo 3.2(b) Reaccion de AT Il oxidada del ejemplo 3.2(a) con derivados de HES de los ejemplos 3.1(a) — 3.1(h)
A 4 pl de una disolucion de ATIII oxidada en tampon acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5, se le afiadieron 3 pul de una
disolucién del derivado de HES en tampén acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 y se incubd la disolucion durante 16,5 h a
22°C. Se emplearon las siguientes concentraciones:

(i) 57 mg/ml para derivados de HES preparados segun el ejemplo 3.1(a), 3.1(b), 3.1(e), 3.1(f), 3.1(g) y 3.1(h)

(ii) 287 mg/ml para derivados de HES preparados segun el ejemplo 3.1(c)

(iii) 203 mg/ml para derivado de HES preparado segun el ejemplo 3.1(d).

Se analiz6 la mezcla de reaccion mediante electroforesis en gel (véase la figura 4).

Ejemplo 3.3 Sintesis de conjugados de AT Il

Ejemplo 3.3(a) Sintesis de aldehido-HES10/0.4 a partir de amino-HES10/0.4 y 4cido 4-formilbenzoico

Se preparo aldehido-HES10/0.4 segun el ejemplo 1.3 (a).

Ejemplo 3.3(b) Sintesis de aldehido-HES10/0.4 a partir de amino-HES10/0.4 y acido 4-formilbenzoico

Se prepar6 aldehido-HES10/0.4 segun el ejemplo 1.3 (b).

Ejemplo 3.4 Sintesis de conjugados de AT Il mediante aminacion reductora con hidroxietilalmidon funcionalizado
con aldehido sintetizado segun los ejemplos 3.3(a) y 3.3(b)

La AT Ill usada era AT Il humana recombinante (ATryn® de GTC Biotherapeutics).

A 6,67 ul de una disolucion de AT Il en tampdn acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0 (3 mg/ml) se le afiadieron 1,73 ul de
una disolucion del derivado de HES (sintetizado tal como se describe en los ejemplos 3.3(a) o 3.3(b)) en el mismo
tampon (200 mg/ml). Se enfrié la mezcla hasta 4°C y se afadieron 1,68 ul de una disolucion 120 mM de
cianoborohidruro de sodio en el mismo tampdén a 4°C y se incub6 la mezcla durante 24 h a 4°C. Se analizé la mezcla
de reaccion bruta mediante electroforesis en gel. Se observé una conjugacion satisfactoria, tal como se indica por la
migracion de la banda de proteina a un peso molecular superior (véase la figura 5). El aumento de la anchura de la
banda se debe a la distribucion de peso molecular del derivado de HES usado y el nimero de derivados de HES
unidos a la proteina.

Ejemplo 3.5 Sintesis de conjugados de AT Il mediante reaccion de hidroxietilalmidon que tiene un grupo éster
reactivo con AT IlI

Se us6 una disolucion de AT Il con una concentracion de aproximadamente 25 mg/ml en un tampon citrato de sodio
5 mM, glicerol 66 mM, NaCl 67 mM, pH de aproximadamente 7 para este ejemplo. La AT Ill usada era AT Il humana
recombinante (ATryn® de GTC Biotherapeutics).

Se liber6 AT 11l del glicerol no deseado mediante ultrafiltraciéon con un tampén fosfato, pH 7,2, y una membrana con
un punto de corte de 10 kD. La concentracion final de la disolucion purificada resultante era de aproximadamente
25 mg/1,25 ml. Se control6 la calidad de la proteina mediante andlisis de HPGPC (véase la figura 6).

Se usaron los siguientes parametros en el andlisis de HPGPC:
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Columna: Superose 12 HR 10/30 300 x 10 mm D.l. (Pharmacia)

Eluyente: Na;HPO, 27,38 mM; NaH,PO, 12,62 mM; NaCl 0,2 M; NaNs; al 0,005% en 1 | de agua
desmineralizada

Flujo: 0,24 mi/h

Detector 1: Detector MALLS

Detector 2: UV (280 nm)

Detector 3: RI

Se prepar6é Oxo-HES10/0.4 (PM = 10, 559 D, DS = 0,4) por Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A; segun el documento DE 196 28 705 Al. El grado de oxidacion de oxo-HES era del 95%

Se disolvieron 52 mg de oxo-HES10/0.4 en 0,2 ml de DMF anhidra. A esta disolucion, se le afiadieron 2,6 mg de
carbonato de N,N’-disuccinimidilo, y se agit6 la mezcla durante 2 h a temperatura ambiente.

Se afiadieron 0,5 ml de disolucion de bicarbonato de sodio 1 M a 0,5 ml de la disolucion de AT Il resultante en una
disolucién que tenia una concentracion de aproximadamente AT Il 10 mg/ml, pH 8,2. A esta disolucidn, se le afiadio
la disolucidn que contenia el oxo-HES reactivo, tal como se prepard anteriormente, en porciones de 50 ul hasta que,
tras aproximadamente 30 min., la reaccion habia llegado a su final. Entonces, se ajust6 el pH de la mezcla hasta 7
usando HCI 0,1 N y se congel6 a -18°C hasta que un analisis de HPGPC (cromatografia de permeacién en gel de
alta resolucién) dio un rendimiento de aproximadamente un 60% de conjugado. Este resultado se muestra en la
figura 7.

Se usaron los siguientes parametros en el analisis de HPGPC:

Columna: Superose 12 HR 10/30 300 x 10 mm D.I. (Pharmacia)

Eluyente: Na;HPO, 27,38 mM; NaH,PO, 12,62 mM; NaCl 0,2 M; NaNs; al 0,005% en 1 | de agua
desmineralizada

Flujo: 0,24 ml/h

Detector 1: Detector MALLS

Detector 2: UV (280 nm)

Detector 3: RI

Ejemplo de referencia 4 Sintesis de conjugados de GM-CSF
Ejemplo 4.1 Sintesis de derivados de hidroxietilalmidon funcionalizados con hidroxiamino
Ejemplo 4.1(a) Sintesis de hidroxilaminoHES10/0.4

Se disolvieron 2 g de HES10/0.4 (PM = 10000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) en 17 ml de tampon acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2 y se afiadieron 20 mmol de O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-etil]-
hidroxilamina. Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afadio la mezcla de reaccién a 100 ml de una mezcla 1:1 enfriada
con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogi6 el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se redisolvid
en 50 ml de agua, se dializ6 durante 21 h frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD,
Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizd. El peso molecular del HES10/0.4 cuando se midi6 con
LALLS-GPC era de 8500 D y el DS era de 0,41.

Ejemplo 4.1(b) Sintesis de hidroxilaminoHES10/0.7

Se disolvieron 2 g de HES10/0.7 (PM = 10000 D, DS = 0,7, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) en 18 ml de tampo6n acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2 y se afiadieron 20 mmol de O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-etil]-
hidroxilamina. Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadio la mezcla de reaccién a 100 ml de una mezcla 1:1 enfriada
con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogi6 el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se redisolvid
en 50 ml de agua, se dializ6 durante 21 h frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD,
Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El peso molecular del HES10/0.7 cuando se midi6é con
LALLS-GPC era de 10500 Dy el DS era de 0,76.

Ejemplo 4.1(c) Sintesis de hidroxilaminoHES50/0.7

Se disolvieron 2 g de HES50/0.7 (PM = 50000 D, DS = 0,7, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) en 20 ml de tampdn acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2 y se afiadieron 4 mmol de O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-etil]-
hidroxilamina. Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadio la mezcla de reaccién a 100 ml de una mezcla 1:1 enfriada
con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogi6 el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se redisolvié
en 50 ml de agua, se dializ6 durante 21 h frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD,
Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El peso molecular del HES50/0.7 cuando se midi6é con
LALLS-GPC era de 47000 Dy el DS era de 0,76.
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Ejemplo 4.1(d) Sintesis de hidroxilaminoHES50/0.4

Se disolvieron 2 g de HES50/0.4 (PM = 50000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) en 20 ml de tampén acetato de sodio, pH 5,2 y se afadieron 4 mmol de O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-etil]-
hidroxilamina. Tras agitar durante 17,5 h a 22°C, se afiadi6 la mezcla de reaccién a 70 ml de una mezcla 1:1
enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogi6 el producto precipitado mediante centrifugacion a 0°C, se
lavé con 30 ml de una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v), se redisolvié en 50 ml de agua, se
dializ6 durante 19,5 h frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences
Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El peso molecular del HES50/0.4 cuando se midié con LALLS-GPC era
de 56000 Dy el DS era de 0,41.

Ejemplo 4.1(e) Sintesis de hidroxilaminoHES18/0.4

Se prepar6 HES oxidado tal como se describe en el documento DE 19628705A1. Se calentaron 200 mg de
HES18/0.4 oxidado (PM = 18000 D, DS = 0,4) a 80°C a vacio durante 17 h y se disolvieron en 2 ml de DMSO seco
(Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A). A la disolucion se le afiadieron 2 mmol de O-[2-(2-aminooxi-
etoxi)-etil]-hidroxilamina. Tras la incubacion durante 5 d a 65°C, se afiadié la mezcla de reaccion a 20 ml de 2-
propanol enfriado con hielo y se incub6 a -20°C durante 1 h. Se recogi6 el producto precipitado mediante
centrifugacién a 4°C, se lavo con 42 ml de 2-propanol enfriado con hielo, se redisolvié en 10 ml de agua, se dializd
durante 27 h frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland
GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El peso molecular del HES18/0.4 cuando se midié con LALLS-GPC era de 18000 D y
el DS erade 0,41.

Ejemplo 4.1(f) Sintesis de hidrazidoHES10/0.4

Se prepar6 HES oxidado esencialmente tal como se describe en el documento DE 19628705A1. Se calentaron
200 mg de HES10/0.4 oxidado (PM = 10000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) a 80°C a vacio durante 17 h y se disolvieron en 2 ml de DMSO seco (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, A). A la disolucién se le afiadieron 2 mmol de dihidrazida adipica (Lancaster Synthesis GmbH,
Frankfurt/Main D). Tras la incubacién durante 5 d a 65°C, se afiadio la mezcla de reacciéon a 20 ml de 2-propanol
enfriado con hielo y se incub6 a -20°C durante 1 h. Se recogi6 el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C,
se lavé con 42 ml de 2-propanol enfriado con hielo, se redisolvio en 10 ml de agua, se dializé durante 27 h frente a
agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se
liofilizo. El peso molecular del HES10/0.4 cuando se midio con LALLS-GPC era de 11000 D y el DS era de 0,41.

Ejemplo 4.1(g) Sintesis de carbohidrazidoHES10/0.4

Se prepar6 HES oxidado tal como se describe en el documento DE 19628705A1. Se calentaron 200 mg de
HES10/0.4 oxidado (PM = 10000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim, A) a 80°C a
vacio durante 17 h y se disolvieron en 2 ml de DMSO seco (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A). A
la disolucion se le afiadieron 2 mmol de carbohidrazida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A). Tras
la incubacién durante 5 d a 65°C, se afiadio la mezcla de reaccion a 20 ml de 2-propanol enfriado con hielo y se
incubd a -20°C durante 1 h. Se recogio el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se lavo con 42 ml de
2-propanol enfriado con hielo, se redisolvié en 10 ml de agua, se dializé durante 27 h frente a agua (tubos de dialisis
SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. El peso molecular
del HES10/0.4 cuando se midi6 con LALLS-GPC era de 11000 D y el DS era de 0,41.

Ejemplo 4.1(h) Sintesis de hidrazidoHES10/0.4

Se disolvieron 200 mg de HES10/0.4 (PM = 10000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-
Rodheim, A) en 2 ml de tampo6n acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2. A la disolucién se le afiadieron 2 mmol de
dihidrazida adipica (Lancaster Synthesis GmbH, Frankfurt/Main D). Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadi6 la
mezcla de reaccion a 21 ml de 2-propanol enfriado con hielo y se incub6 a -20°C durante 1 h. Se recogio el producto
precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se lavo con 42 ml de 2-propanol enfriado con hielo, se redisolvié en 10 ml
de agua, se dializdé durante 27 h frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio
Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. El peso molecular del HES10/0.4 cuando se midié con LALLS-
GPC erade 8500 Dy el DS era de 0,41.

Ejemplo 4.1(i) Sintesis de carbohidrazidoHES10/0.4

Se disolvieron 200 mg de HES10/0.4 (PM = 10000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-
Rodheim, A) en 2 ml de tampdn acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2. A la disolucién se le afiadieron 2 mmol de
carbohidrazida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A). Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afadi6 la
mezcla de reaccion a 21 ml de 2-propanol enfriado con hielo y se incub6 a -20°C durante 1 h. Se recogio el producto
precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se lavé con 42 ml de 2-propanol enfriado con hielo, se redisolvié en 10 ml
de agua, se dializé durante 27 h frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio
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Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. El peso molecular del HES10/0.4 cuando se midi6é con LALLS-
GPC erade 8500 Dy el DS era de 0,41.

Ejemplo 4.2 Sintesis de conjugados de GM-CSF
Ejemplo 4.2(a) Oxidacion de GM-CSF

Se purific6 GM-CSF tal como se describe en el ejemplo 8.1. La oxidacion fue esencialmente tal como se describe en
el ejemplo 8.2, seguido por intercambio de tampdn tal como se describe en el ejemplo 8.3.

Ejemplo 4.2(b) Reaccién de GM-CSF oxidado del ejemplo 4.2(a) con derivados de HES de los ejemplos 4.1(a) —
4.1(i)

A 27 ul de una disolucién de GM-CSF oxidado en tampdn acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5, se le afiadieron 3,81 ul de
una disolucién del derivado de HES en tampdn acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 y se incub6 la disolucion durante
16,5 h a 22°C. Se emplearon las siguientes concentraciones:

(i) 78,9 mg/ml para derivados de HES preparados segun el ejemplo 4.1(a), 4.1(b), 4.1(f), 4.1(g), 4.1 (h) y 4.1(i)

(i) 395 mg/ml para derivados de HES preparados segun el ejemplo 4.1 (c) y 4.1(d)

(i) 142 mg/ml para derivado de HES preparado segun el ejemplo 4.1(e).

Se analiz6 la mezcla de reaccion mediante electroforesis en gel (véase la figura 8).

Ejemplo 4.3 Sintesis de conjugados de GM-CSF

Ejemplo 4.3(a) Sintesis de aldehido-HES10/0.4 a partir de amino-HES10/0.4 y acido 4-formilbenzoico

Se prepar6 aldehido-HES10/0.4 segun el ejemplo 1.3(a).

Ejemplo 4.3(b) Sintesis de aldehido-HES10/0.4 a partir de amino-HES10/0.4 y 4cido 4-formilbenzoico

Se prepar6 aldehido-HES10/0.4 segun el ejemplo 1.3(b).

Ejemplo 4.4 Sintesis de conjugados de GM-CSF mediante aminacion reductora con hidroxietilalmidon funcionalizado
con aldehido sintetizado segun los ejemplos 4.3(a) y 4.3(b)

A 20 pl de una disolucién de GM-CSF en tampoén acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0 (1 mg/ml) se le afiadieron 1,91 pl
de una disolucién del derivado de HES (sintetizado tal como se describe en los ejemplos 3.3(a) o 3.3(b)) en el mismo
tampon (200 mg/ml). Se enfrié la mezcla hasta 4°C y se afadieron 4,38 ul de una disolucion 120 mM de
cianoborohidruro de sodio en el mismo tampon a 4°C y se incub6 la mezcla durante 24 h a 4°C. Se analizé la mezcla
de reaccion bruta mediante electroforesis en gel. Se observé una conjugacion satisfactoria, tal como se indica por
migracion de la banda de proteina a un peso molecular superior (véase la figura 9). El aumento de la anchura de la
banda se debe a la distribucion de peso molecular del derivado de HES usado y el numero de derivados de HES
unidos a la proteina.

Ejemplo de referencia 5 Sintesis de conjugados de AT Ill, IFN beta y GM-CSF con hidroxietilalmidon funcionalizado
con hidroxilamino

Ejemplo 5.1 Sintesis de hidroxietilalmidén funcionalizado con hidroxilamino

(a) Se sintetizd hidroxilaminoHES10/0.4 tal como se describié en el ejemplo 1.1(a) anteriormente en el presente
documento.

(b) Se sintetizd hidroxilaminoHES50/0.7 tal como se describié en el ejemplo 1.1(c) anteriormente en el presente
documento.

Ejemplo 5.2 Sintesis de un conjugado de IFN beta con hidroxilaminoHES50/0.7 segun el ejemplo 5.1(b)
A 1190 pl de una disolucion de IFN beta oxidado en tampdn acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 (obtenido tras la etapa
del ejemplo 6.3), se le afiadié una disolucién de 81,4 mg de hidroxilaminoHES50/0.7 en 200 pl de tampdn acetato de

sodio 0,1 M, pH 5,5 y se incubd6 la disolucién durante 19 h a 22°C. Se analiz6é la mezcla de reaccidon mediante
electroforesis en gel (véase la figura 10).
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Ejemplo 5.3 Sintesis de un conjugado de AT Il con hidroxilaminoHES10/0.4 segun el ejemplo 5.1(a)

A 500 pl de una disolucion de AT Il oxidado en tampén acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 (obtenido tras la etapa del
ejemplo 7.3) se le afiadio una disoluciéon de 21,6 mg de hidroxilaminoHES10/0.4 en 1500 pl de tampdn acetato de
sodio 0,1 M, pH 5,5 y se incubd la disoluciéon durante 20,5 h a 22°C.

Ejemplo 5.4 Sintesis de un conjugado de GM-CSF con hidroxilaminoHES10/0.4 segun el ejemplo 5.1(a)

A 720 pl de una disolucién de GM-CSF oxidado en tamp6n acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 (obtenido tras la etapa del
ejemplo 8.3), se le afiadié una disolucion de 14,0 mg de hidroxilaminoHES10/0.4 en 180 nl de tampon acetato de
sodio 0,1 M, pH 5,5 y se incubd la disolucién durante 18 h a 22°C.

Ejemplo 6 Caracterizacion adicional de conjugados de IFN-beta 1a
Ejemplo 6.1(a) Purificacion y analisis de interferén beta humano recombinante

Interferon beta-1la humano recombinante que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica que los productos
comerciales AVONEX™ (BIOGEN) y Rebif (Serono) y se expreso a partir de una linea celular CHO transfectada tal
como se describié (Dittmar et al., 1989). Se purific6 IFN-B mediante un procedimiento de tres etapas que comprende
adsorcion del sobrenadante de cultivo sobre Blue Sepharose, elucidon con tampén fosfato de Na 0,05 M, pH 7,0 que
contiene NaCl 0,7 M + etilenglicol al 60% y cromatografia sobre una columna de quelato de Zn FF de 10 ml a
temperatura ambiental. Se equilibré previamente la columna con 30 ml de tampdn fosfato de Na 20 mM, NaCl 0,3 M,
pH 7,4. Se aplicé la muestra tras una dilucion 1:2 con 15 ml de fosfato de Na 20 mM, pH 7,2-7,5. Entonces se lavo la
columna con 25 ml de fosfato de Na 20 mM, NaCl 0,3 M, pH 7,4, seguido por la elucién | (20 ml de acetato de Na
0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 5,9) y la elucion 1l (15 ml de acetato de Na 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 4,7). Se realiz6 la
purificacion final mediante RP-HPLC en una columna Vydac C4 equilibrada en TFA al 0,1% (disolvente A) usando un
gradiente de desde el 0 - 100% de disolvente B (el 80% de acetonitrilo en TFA al 0,1%).

Ejemplo 6.1(b)

El IFN-beta 1la usado era > 95% puro (basandose en el analisis de SDS-PAGE y RP-HPLC y contenia < 5% de
dimeros (condiciones no reductoras). Las estructuras de hidrato de carbono de la preparacion eran esencialmente
las mismas que las de AVONEX™ y mostraban la presencia de un 42% de estructuras diantenarias, un 16% de
fucosa proximal negativa diantenaria, un 12% de triantenaria, un 7% de tetranatenaria y un 9% de triantenaria con 1
repeticion de N-acetil-lactosamina (el 12% restante eran estructuras de agalacto y pequefias cantidades de cadenas
con fucosa periférica). Basandose en la respuesta de HPAEC-PAD, aproximadamente el 14% de las cadenas de
oligosacéridos eran asialo, el 21% eran monosialo, el 35% eran disialo y el 19% eran trisialo. Estaban presentes
pequefias cantidades de estructuras de tetrasialo. La gran mayoria de los acidos sialicos se encontraron como &cido
N-acetilneuraminico y estaba presente < 5% de acido N-glicoliineuraminico en la preparacion, por tanto la
preparacion usada se parecia mas al producto comercial AVONEX™ puesto que Rebif (producto de Serono)
contiene >15% de acido N-glicoliineuraminico (datos no mostrados).

Ejemplo 6.2 Oxidacion con peryodato de residuos de &cido N-acetilneuraminico mediante tratamiento suave con
peryodato de IFN-Bla a partir de células CHO

A una disolucion de 500 pg/ml de IFN-B (en tampdn acetato de Na 0,1 M, pH 5,5 enfriado previamente y mantenido a
0°C) se le afiadio una disolucion enfriada con hielo de meta-peryodato de sodio 10 mM dando como resultado una
concentracion final de meta-peryodato de sodio 1 mM. Se incubd la mezcla a 0°C durante 1 hora en un bafio de hielo
en la oscuridad y se termino la reaccion mediante la adicion de 20 pl de glicerol y se incubd durante 5 minutos
adicionales. Posteriormente, se concentraron las muestras de IFN-f usando una unidad concentradora Vivaspin tal
como se describe a continuacion.

Ejemplo 6.3 Intercambio de tampdn de IFN-B1a oxidado con peryodato para su hesilacion posterior

Se realizo el intercambio de tampon usando 2 unidades concentradoras Vivaspin de 0,5 ml (Vivaspin AG, Hannover,
Alemania) con una membrana de polietersulfona (PES) y un punto de corte de 10 Kda. En primer lugar, se lavo la
unidad concentradora mediante la adicion de 0,5 ml de tampdn acetato de Na 0,1 M, pH 5,5 y centrifugacion a
4000 rpm a 6°C en un instrumento Megafuge 1.0R (Kendro Laboratory Equipment, Osterode, Alemania).
Posteriormente, se afiadieron 0,5 ml de la disolucion de IFN-B oxidado con peryodato a la unidad concentradora y se
centrifugd a 4000 rpm durante 25 min. hasta que se logré una concentracién de al menos 5 veces. Se afiadié
tampon acetato de Na pH 5,5 al concentrado hasta un volumen final de 0,5 ml que se centrifugé tal como se
describié anteriormente. Se repitid el ciclo de centrifugacion 3 veces, se separ6 el concentrado final y se transfirié a
un vial de plastico de 2 ml (Eppendorff, Alemania) y se mantuvo en hielo hasta su uso adicional en la reaccién de
modificacion con HAS.
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Ejemplo 6.4 Sintesis de conjugados de HAS e IFN-8
Se llevé a cabo la sintesis tal como se describié en el ejemplo 5.2 anteriormente.

Ejemplo 6.5 Separacion de IFN-B hesilado y derivados de HAS en exceso de incubaciones de la proteina oxidada
con peryodato, con hidroxilamino-HES50/0.7.

Resumen: Se realizaron ejecuciones de RP-HPLC a temperatura ambiente usando un equipo AKTA explorer 10 y
una velocidad de flujo de 1,25 ml/min. Se aplicaron alicuotas de las mezclas de incubacién que contenian 400 pg de
IFN-B sobre una columna de 250 mm x 10 mm de fase Cig equilibrada con 1,25 VC del 11% de disolvente B (TFA al
0,1%, acetonitrilo al 90%) y el 89% de disolvente A (TFA al 0,1%). Entonces se inyectaron las muestras (aprox.
1,25 ml) y se lavé el bucle de muestra con 11 ml del 11% de disolvente B. Tras lavar la columna con 0,2 VC del 11%
de disolvente B, se aplico un gradiente lineal del 11% al 90% de disolvente B a lo largo de 2 VC. Se continué la
elucién de la columna usando 0,8 VC del 90% de disolvente B, y finalmente se reequilibré la columna con 1,0 VC del
11% de disolvente B. Las proteinas de IFN-B eluyeron en un volumen de 7,5 ml a una concentracion del 62% de
disolvente B. La recuperacion de la proteina era del 60% (HES IFN-B CHO) basandose en el area de pico especifico
de 790 mAU x ml x mg'1 gue se obtuvo con una preparacion de IFN-B patrén en una columna de fase C4 usando el
mismo equipo.

Materiales y métodos para el ejemplo 6.5
Equipo y materiales
Equipo: AKTA explorer 10 (Amersham Pharmacia Biotech), con:
Bomba P-903
Mezclador M-925, con una camara de 0,6 ml
Monitor UV-900, con una célula de flujo de 10 mm
Monitor pH/C-900
Colector de fracciones Frac-900
Bucle de muestra de 2 ml
Software Unicorn version 3.21

Columna: 250 mm x 10 mm, Macherey-Nagel 250-1/2"-10 Nucleosil 7 C1g, n.° de cat. 715002, n.° de
lote 4020854

Volumen de la columna: 20 ml

Velocidad de flujo: 1,25 ml/min.
Disolvente A TFA al 0,1% en HPLC-agua
Disolvente B Acetonitrilo al 90%; TFA al 0,1% en HPLC-agua

Método para la ejecucién de RP-HPLC del ejemplo 6.5.

Volumen Etapa Disolvente A Disolvente B

0,25VC Equilibrado 89% 11%

11 ml Inyeccién de la muestra 89% 11%
Fraccionamiento 89% 11%

0,20 vC Lavado de la muestra no unida 89% 11%

2,00 VvC Gradiente lineal 89-10% 11-90%

0,80 VC Isocratico 10% 90%
Fraccionamiento final 10% 90%

1,00 vC Reequilibrado 89% 11%

101



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2438216713

Deteccion: A 280 nm
A 221 nm
A 206 nm
Conductividad
Fraccionamiento: 1,25 ml/fracciéon

Ejemplo 6.6 Experimentos analiticos:

Ejemplo 6.6(a) Liberacién de oligosacaridos unidos a N con polipéptido N-glicosidasa recombinante (Roche,
Penzberg, Alemania)

A 100-120 pg de IFN-Bla nativo, oxidado con peryodato o modificado con HAS en tampon fosfato de Na 50 mM,
pH 7,2 se le afadieron 25 pl de polipéptido N-glicosidasa recombinante (Roche, Penzberg, Alemania;
250 unidades/250 pl, lote: 101610420). Se incubd la mezcla de reaccion a 37°C durante 12-18 horas y se comprobo
la liberacion de oligosacaridos unidos de manera N-glicosidica mediante andlisis de SDS-PAGE de 3-5 pg de
proteina en condiciones reductoras y tincion posterior de las bandas de proteinas con azul de Coomassie (Carl Roth
GmbH Karlsruhe, Alemania) y deteccion del desplazamiento especifico de la banda de proteina de IFN-beta a la
posicién de migracién de la forma des-N-glicosilada.

Ejemplo 6.6(b)

Se separaron los N-glicanos liberados del polipéptido mediante adicién de 3 volimenes de etanol al 100% a -20°C y
se realizd6 una incubacion a -20°C durante al menos 2 horas. Se separd la proteina precipitada mediante
centrifugacién a 13.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Entonces se sometio el sedimento a dos lavados adicionales
con 500 pl de etanol al 70% enfriado con hielo. Se secaron los oligosacéridos en los sobrenadantes reunidos en una
centrifuga de vacio (Speed Vac concentrator, Savant Instruments Inc., EE.UU.). Se desalaron las muestras de
glicano usando cartuchos Hypercarb (100 6 200 mg) tal como sigue: antes de su uso, se lavaron los cartuchos tres
veces con 500 pl de acetonitrilo al 80% (v/v) en TFA al 0,1% (v/v) seguido por tres lavados con 500 pl de agua. Se
diluyeron las muestras con agua hasta un volumen final de al menos 300 pul antes de cargarse sobre los cartuchos.
Se lavaron rigurosamente con agua. Se eluyeron los oligosacaridos con 1,2 ml de acetonitrilo al 25% que contenia
TFA al 0,1% (v/v). Se neutralizaron los oligosacéridos eluidos con NH4OH 2 M y se secaron en un concentrador
Speed Vac. Se almacenaron a -20°C en HO.

Ejemplo 6.6(c) Hidrdlisis acida suave

Se realiz6 una hidrdlisis acida suave de los oligosacaridos (liberacion de acidos sialicos y derivados de acido sialico
modificados con HAS de N-glicanos) tal como sigue: se mezclaron alicuotas de los oligosacéaridos desalados u
oligosacéridos modificados con HAS con el mismo volumen de H,SO4 10 mM y se incubaron durante 90 minutos a
80°C. Tras la neutralizacion con NaOH 50 mM, se sec6 la mezcla de glicanos desialilados en un concentrador
Speed-Vac y se ajustd a una concentracion apropiada para el andlisis en HPAEC-PAD (cromatografia de
intercambio anionico a pH alto con deteccion amperométrica pulsada). Para el analisis de EM MALDI/TOF posterior
de oligosacéridos neutros se desalaron muestras (0,05-1 nmol) usando columnas Hypercarb pequefias preparadas
afiadiendo 25-40 ul de carbono grafitizado a puntas de pipeta de 200 pl.

Ejemplo 6.6(d) Mapeo de oligosacaridos mediante HPAEC-PAD (cromatografia de intercambio anionico a pH alto
con deteccion amperomeétrica pulsada)

Se uso6 un sistema BioLC, (Dionex, Sunnyvale) que consiste en un inyector automatico AS50, un compartimento
térmico AS50, un detector electroquimico ED50, una bomba de gradiente GS50, Software Chromeleon
Chromatography Management System, junto con una columna de separacion CarboPac PA-100 (4 x 250 mm) y una
precolumna CarboPac PA-100 (4 x 50 mm). Se usaron dos modos diferentes para el mapeo y para la cuantificacion
de oligosacaridos.

1) Modo de asialo:

Se sometieron oligosacaridos neutros a mapeo mediante HPAEC-PAD usando un gradiente de disolvente A (NaOH
200 mM) y disolvente B (NaOH 200 mM mas acetato de Na 600 mM) tal como se representa en la siguiente tabla:

Tabla: Gradiente para el mapeo de oligosacaridos neutros

Tiempo [min.] disolvente A [%)] disolvente B [%]
0 100 0
5 100 0
35 80 20
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45 70 30

47 0 100

52 0 100

53 100 0

60 100 0
Velocidad de flujo: 1 ml/min.

Los potenciales de detector para el detector electroquimico eran:

II) Modo de oligos:

Se sometieron oligosacaridos nativos a mapeo mediante HPAEC-PAD usando un gradiente de disolvente C (NaOH
100 mM) y disolvente D (NaOH 100 mM mas acetato de Na 600 mM) tal como se representa en la siguiente tabla:

Tabla: Potenciales de detector para oligosacaridos

Tiempo [ms] potencial [mV]

0 50

200 50

400 50

410 750

600 750

610 -150

1000 -150

Tabla: Mapeo en gradiente de oligosacaridos nativos (sialilados)

Tiempo [min.] disolvente C [%] disolvente D [%)]
0 100 0
2 100 0
50 65 35
60 0 100
63 0 100
64 100 0
70 100 0
Velocidad de flujo: 1 ml/min.

Los potenciales de detector para el detector electroquimico eran:

Tabla: Potenciales de detector para oligosacaridos

Tiempo [ms] potencial [mV]

50

200 50

400 50

410 750

600 750

610 -150

1000 -150

Se calcularon las areas de picos especificos (nC x min. x nmol'l) usando factores de respuesta obtenidos con
patrones de oligosacaridos definidos (estructuras diantenarias disialiladas, triantenarias trisialiladas y tetrantenarias
tetrasialiladas con y sin repeticiones de N-acetil-lactosamina (Nimtz et al., 1993, Schroeter et al., 1999, Grabenhorst
et al., 1999).

Resultados para IFN- modificado con HAS

Tras la RP-HPLC en fase C-18, se detectd IFN-B modificado con HAS en las fracciones 32-37. Se calculd la
recuperacion de HAS-IFN-B.

La flecha en la figura 11 indica la posicion de migracion de IFN- no modificado presumiblemente debido a formas
gue carecen de derivados de &cidos sidlicos terminales mientras que el IFN- modificado con HAS se detect6 como
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una zona tefiida con Coomassie difusa ancha que abarca masas moleculares de 35 Kda - 120 Kda.

Se reunieron las fracciones 32-37 del eluato de RP-HPLC y se concentraron en un concentrador Speed Vac tras la
neutralizacion. Normalmente, se secaron alicuotas de 100-200 ng de la muestra de IFN-B y se disolvieron en fosfato
de Na 50 mM, pH 7,2 mas Tween-20 al 0,05% y se incubd con polipéptido N-glicosidasa durante 20-30 horas a
37°C. Se sometieron los oligosacaridos resultantes a analisis mediante HPAEC-PAD (ejemplo 6.6d) antes y después
del tratamiento con &cido suave.

Tal como se representa en la figura 12, el material de oligosacéarido del IFN-B modificado con HAS eluyé tras
52 minutos de la columna en condiciones en las que se detectaron el asialo, mono, di y trisialilado a los 16-20 min.,
21-26 min., 28-33 min. y 34-38 min., respectivamente. Tras el tratamiento con acido suave de la muestra de
oligosacaridos en condiciones en las que se logra la liberacion completa de acidos sidlicos, se detectaron los N-
glicanos de tipo complejo neutros esperados de IFN-B en el perfil de HPAEC-PAD y se detecto el derivado de HAS
liberado a un tiempo de retenciéon de 46-49 min. (usando el gradiente del modo de asialo, véase el ejemplo 6.6 dI),
esto indica que HAS se une a los oligosacaridos unidos a N de IFN-B mediante un enlace labil al 4cido tal como se
espera (figura 13).

Ejemplo 7 Caracterizacion adicional de conjugados de AT Il
Ejemplo 7.1 AT Ill humana
La AT lll usada era AT Il humana recombinante (ATryn® de GTC Biotherapeutics).

Ejemplo 7.2 Oxidacion con peryodato de residuos de &cido N-acetilneuraminico mediante tratamiento con peryodato
suave de AT IlI

Se llev6 a cabo la oxidacion con peryodato esencialmente tal como se describié para IFN-beta en el ejemplo 6.2.
Ejemplo 7.3 Intercambio de tampdn de AT Ill oxidada con peryodato para su hesilacién posterior

Se llevo a cabo el intercambio de tamp6n esencialmente tal como se describi6 para IFN-beta en el ejemplo 6.3.
Ejemplo 7.4 Sintesis de conjugados de HAS y AT lli

La sintesis fue tal como se describi6 en el ejemplo 5.3 anterior.

Ejemplo 7.5 Cromatografia de intercambio iénico de AT Ill para la separacion de AT lll modificada con HAS del
reactivo de HAS en exceso

7.5.1. Se realiz6 el intercambio de tampdn de muestras de antitrombina Ill para su posterior purificaciéon mediante
cromatografia de intercambio i6nico usando concentradores Vivaspin (10.000 PM CO PES, n.° de cat. de
Vivascience VS0602, n.° de lote 03VS0633). Se diluyeron muestras de reacciones de modificacion con HAS (2 mg
de AT Ill en 1,6 ml) hasta 5 ml con tampdn A (acido N-morfolinopropanosulfénico 20 mM ajustado a pH 8,0 con
NaOH, MOPS). Se centrifugaron las muestras segun las recomendaciones del fabricante hasta aproximadamente
0,4-0,6 ml y se repitié dos veces la etapa de dilucién/concentracion dos veces. Finalmente, se lavaron las muestras
de proteina de la unidad concentradora.

7.5.2. Se realizo la purificacion de la muestra de AT Il a temperatura ambiental usando un sistema AKTA explorer
10 (Amersham Pharmacia Biotech) que consiste en una bomba P-903, una mezcladora M-925, con una camara de
0,6 ml, se us6 un monitor UV-900 junto con una célula de flujo de 10 mm, un monitor pH/C-900, una bomba de
muestra P-950 y un bucle de muestra de 5 ml. Se ejecutd el sistema AKTA con el Software Unicorn version 3.21. Se
aplico la mezcla de incubacién en tampén A (MOPS 20 mM, pH 8,0) a una velocidad de flujo de 0,6 ml/min. a una
columna que contenia 2 ml de Q-Sepharose Fast Flow (Amersham, n.° de cddigo 17-0510-01, n.° de lote 254665),
columna (Amersham Biosciences C 10/10) equilibrada con 6 VC de tampén A a una velocidad de flujo de 1 ml/min.
Se lavé la columna con 6 VC de tampén A a una velocidad de flujo de 0,8 ml/min. y se realizé la elucion usando
4 VC de tampoén B (NaCl 0,5 M en fosfato de Na 20 mM, pH 6,5) a una velocidad de flujo de 0,6 ml/min. Se regenerd
la columna usando 4 VC de tampén C (NaCl 1,5 M en fosfato de Na 20 mM, pH 6,5) a una velocidad de flujo de
0,6 mli/min. y se reequilibr6 con tampén A. Se eluy6 la proteina AT Il de la columna en un volumen de
aproximadamente 4 ml.
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Método

Volumen Etapa Tampén Velocidad de flujo

1vC Equilibrado 100% de tampo6n A 1,0 ml/min.
Inicio del fraccionamiento 100% de tampdn A 1,0 ml/min.

10 ml Carga de la muestra muestra en tampén A 0,6 ml/min.

6 VC Lavado de la muestra no unida 100% de tamp6n A 0,8 ml/min.

4VC Elucién 100% de tampén B 0,6 ml/min.

4VC Regeneracion (elucion 2) 100% de tampén C 0,6 ml/min.
Detencion del fraccionamiento 100% de tampdn C 0,6 ml/min.

5VvC Reequilibrado 100% de tampo6n A 1,0 ml/min.

Tampén A: MOPS 20 mM/NaOH pH 8,0; tampon B: fosfato de Na 20 mM, NaCl 0,5 M, pH 6,5; tampén C: fosfato de
Na 20 mM, NaCl 1,5 M, pH 6,5. Se detectd la elucion de proteina a A280 nm y se recogieron fracciones de 1 ml.

Ejemplo 7.6 Experimentos analiticos:

Ejemplo 7.6(a) Liberacién de N-glicanos de muestras de AT Il no modificada, oxidada con peryodato y modificada
con HAS se realizé con recombinante

Se redujeron 300-600 pg de muestras de AT Ill en presencia de ditioeritreitol 5 mM durante 10 min. a 90°C a pH 8,1
en presencia de SDS al 0,6%, después de eso se afiadid NP 40 hasta una concentracion final del 0,6%. A 0,3-
0,6 mg de AT lll nativa, oxidada con peryodato o modificada con HAS en tampén fosfato de Na 50 mM, pH 7,2 se le
afadieron 40 ul de polipéptido N-glicosidasa recombinante (Roche, Penzberg, Alemania; 250 unidades/250 pl del
lote: 101610420). Se incubé la mezcla de reaccion a 37°C durante 12-18 horas y se comprobo la liberacion de
oligosacéridos unidos de manera N-glicosidica mediante analisis de SDS-PAGE de 5-10 pg de proteina en
condiciones reductoras y tincion posterior de las bandas de proteinas con azul de Coomassie (Carl Roth GmbH
Karlsruhe, Alemania) y deteccion del desplazamiento especifico de la banda de proteina AT Ill a la posicién de
migracion de la forma de proteina des-N-glicosilada.

Ejemplo 7.6(b)

Se separaron los N-glicanos liberados del polipéptido mediante la adicién de 3 volimenes de etanol al 100% a -20°C
y se realizd una incubacién a -20°C durante al menos 2 horas. Se separ0 la proteina precipitada mediante
centrifugacion a 13.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Entonces se someti6 el sedimento a dos lavados adicionales
con 500 ul de etanol al 70% enfriado con hielo. Se secaron los oligosacaridos en los sobrenadantes reunidos en una
centrifuga de vacio (concentrador Speed Vac, Savant Instruments Inc., EE.UU.). Se desalaron las muestras de
glicano usando cartuchos Hypercarb (100 6 200 mg) tal como sigue: antes de su uso, se lavaron los cartuchos tres
veces con 500 ul de acetonitrilo al 80% (v/v) en TFA al 0,1% (v/v) seguido por tres lavados con 500 ul de agua. Se
diluyeron las muestras con agua hasta un volumen final de al menos 300 pul antes de cargarse sobre los cartuchos.
Se lavaron rigurosamente con agua. Se eluyeron los oligosacaridos con 1,2 ml de acetonitrilo al 25% que contenia
TFA al 0,1% (v/v). Se neutralizaron los oligosacéridos eluidos con NH4OH 2 M y se secaron en un concentrador
Speed Vac. Se almacenaron a -20°C en HO.

Ejemplo 7.6(c) Hidrdlisis &cida suave

Se realizé una hidrdlisis acida suave de oligosacaridos (liberacion de acidos sialicos y derivados de &cido sidlico
modificados con HAS de N-glicanos) tal como sigue: se mezclaron alicuotas de los oligosacaridos desalados u
oligosacaridos modificados con HAS con el mismo volumen de H,SO4 10 mM y se incubaron durante 90 minutos a
80°C. Tras la neutralizacion con NaOH 50 mM, se sec6 la mezcla de glicanos desialilados en un concentrador
Speed-Vac y se ajustd a una concentracion apropiada para el andlisis en HPAEC-PAD (cromatografia de
intercambio aniénico a pH alto con deteccién amperométrica pulsada). Para el analisis de EM MALDI/TOF posterior
de oligosacaridos neutros, se desalaron muestras (0,05-1 nmol) usando columnas Hypercarb pequefias preparadas
afiadiendo 25-40 pl de carbono grafitizado a 200 pl de puntas de pipeta.

Ejemplo 7.6(d) Mapeo de oligosacaridos mediante HPAEC-PAD (cromatografia de intercambio anionico a pH alto
con deteccion amperomeétrica pulsada)

Se uso6 un sistema BioLC, (Dionex, Sunnyvale) que consiste en un inyector automatico AS50, un compartimento
térmico AS50, un detector electroquimico ED50, una bomba de gradiente GS50, Software Chromeleon
Chromatography Management System, junto con una columna de separacion CarboPac PA-100 (4 x 250 mm) y una
precolumna CarboPac PA-100 (4 x 50 mm). Se usaron dos modos diferentes para el mapeo y para la cuantificacion
de oligosacaridos.
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1) Modo de asialo:

Se sometieron oligosacaridos neutros a mapeo mediante HPAEC-PAD usando un gradiente de disolvente A (NaOH
200 mM) y disolvente B (NaOH 200 mM mas acetato de Na 600 mM) tal como se representa en la siguiente tabla:
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Tabla: Gradiente para el mapeo de oligosacéaridos neutros

Tiempo [min.] disolvente A [%] disolvente B [%]
0 100 0
5 100 0
35 80 20
45 70 30
47 0 100
52 0 100
53 100 0
60 100 0
Velocidad de flujo: 1 ml/min.

Los potenciales de detector para el detector electroquimico eran:

II) Modo de oligos:

Se sometieron oligosacaridos nativos a mapeo mediante HPAEC-PAD usando un gradiente de disolvente C (NaOH
100 mM) y disolvente D (NaOH 100 mM mas acetato de Na 600 mM) tal como se representa en la siguiente tabla:

Tabla: Potenciales de detector para oligosacaridos

Tiempo [ms] potencial [mV]

50

200 50

400 50

410 750

600 750

610 -150

1000 -150

Tabla: Mapeo en gradiente de oligosacaridos nativos (sialilados)

Tiempo [min.] disolvente C [%] disolvente D [%]

0 100 0

2 100 0

50 65 35

60 0 100

63 0 100

64 100 0

70 100 0

Velocidad de flujo: 1 ml/min.

Los potenciales de detector para el detector electroquimico eran:

Tabla: Potenciales de detector para oligosacaridos

Tiempo [ms] potencial [mV]

50

200 50

400 50

410 750

600 750

610 -150

1000 -150
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Se calcularon las areas de picos especificos (nC x min. x nmol'l) usando factores de respuesta obtenidos con
patrones de oligosacaridos definidos (estructuras diantenarias disialiladas, triantenarias trisialiladas y tetrantenarias
tetrasialiladas con y sin repeticiones de N-acetil-lactosamina (Nimtz et al., 1993, Schroeter et al., 1999, Grabenhorst
etal., 1999).

Resultados

La modificacién con HAS de AT Il dio como resultado un desplazamiento de masa molecular significativo en SDS-
PAGE que indicaba la unién covalente de HAS a la proteina (véase la figura 14a.)

La cromatografia de intercambio idnico de la AT Il sometida a modificacion con HAS proporcioné una fraccion de AT
Il (> 85% de recuperacion basandose en la comparacion con AT llll no tratada).

La des-N-glicosilacion de la AT Il no tratada, la AT Illl tratada con peryodato y la AT-lll modificada con HAS
obtenida tras el intercambio anionico en Q-Sepharose dio como resultado un desplazamiento de peso molecular
comparable en SDS-PAGE tal como se representa en la figura 14B.

Se aislaron los N-glicanos liberados de las muestras de AT Ill mediante adsorcion a y elucion de cartuchos
Hypercarb y se sometieron a analisis mediante HPAEC-PAD. Los N-glicanos nativos de AT Il modificada con HAS
revelaron la presencia de todos los picos de oligosacéridos neutros detectados en muestras control (véase la traza 1
en la figura 15). Tras el tratamiento con acido suave, todas las tres preparaciones de N-glicanos mostraron un patrén
muy similar de los oligosacéridos neutros indicando la naturaleza labil al 4cido de la modificacion con HAS que es
compatible con la modificacion con HAS en los derivados de acido sialico de los oligosacaridos (véase la figura 16).
Se confirmo6 la comparabilidad de las estructuras desialiladas mediante analisis de MALDI/TOF (datos no
mostrados).

Ejemplo 8 Caracterizacion adicional de conjugados de GM-CSF
Ejemplo 8.1 Descripcion de GM-CSF

Se prepar6 GM-CSF recombinante humano tras la expresion a partir de células CHO K1 esencialmente tal como se
describe por Forno et al., 2004, (Guillermina Forno, Mariela Bollati Fogolin, Marcos Oggero, Ricardo Kratje, Marina
Etcheverrigaray, Harald S. Conradt, Manfred Nimtz (2004) N- and O- linked carbohydrates and glycosylation site
occupancy in recombinant human granulocyte- macrophage colony- stimulating factor secreted by a Chinese
hamster ovary cell line; Eur J Biochem, 271 (5), 907-919), y tenia las estructuras de hidrato de carbono descritas en
ese documento.

También se purificé el GM-CSF recombinante mediante etapas cromatograficas convencionales por ejemplo tal
como se describe en: Okamoto, M., Nakai, M., Nakayama, C., Yanagi, H., Matsui, H., Noguchi, H., Namiki, M., Sakai,
J., Kadota, K., Fukui, M. & Hara, H. (1991) Purification and characterization of three forms of diferentely glycosylated
recombinant human Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor. Archives of Biochemistry and Biophysics
286, 562-568.

Secuencia de aminoacidos de GM-CSF humano usado en este estudio:

1APA RSPSPSTQPW EHVNAIQEAR RLLNLSRDTA AEMNETVEVI SEMFDLQEPT CLQTRLELYK QGLRGSLTKL
KGPLTMMASH YKQHCPPTPE TSCATQIITF ESFKENLKDF LLVIPFDCWE PVQE;»; (segln la referencia Forno et
al., citado anteriormente).

Ejemplo 8.2 Oxidacion con peryodato de residuos de acido N-acetilaneuraminico mediante tratamiento con
peryodato suave de GM-CSF recombinante

A una disolucion de 0,80 mg/ml de GM-CSF en acetato de Na 0,1 M, pH 5,5 mantenida a 0°C se le afiadi6 una
disolucidn enfriada con hielo de meta-peryodato de sodio 10 mM dando como resultado una concentracion final de
meta-peryodato de sodio 1 mM. Se incubd la mezcla a 0°C durante 1 hora en un bafio de hielo en la oscuridad y se
termind la reaccién mediante la adicién de 20 ul de glicerol y se incub6 durante 5 minutos adicionales.

Ejemplo 8.3 Intercambio de tampdn de GM-CSF oxidado con peryodato para su posterior modificaciéon con HAS

Se realizo el intercambio de tamp6n usando un concentrador Vivaspin 6 de 5 ml (Vivaspin AG, Hannover, Alemania)
con una membrana de polietersulfona (PES). Se lavé la unidad concentradora mediante la adicién de 5 ml de
tampon acetato de Na 0,1 M, pH 5,5 y centrifugaciéon de la unidad concentradora a 4000 rpm a 6°C en un
instrumento Megafuge 1.0R (Kendro Laboratory Equipment, Osterode, Alemania). Posteriormente, se afiadieron 1-
5 ml de la disolucién de GM-CSF oxidado con peryodato a la unidad concentradora y se centrifugé a 4000 rpm
durante 25 min. hasta que se logré una concentracion de 5 veces. Se afiadieron 4 ml de tampén acetato de Na
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0,1 M, pH 5,5 al concentrado que se centrifugd tal como se describié anteriormente. Se repitid6 el ciclo de
centrifugacion 3 veces, se separd el concentrado final y se transfirid6 a un vial de plastico de 2,0 ml, tras lavar la
unidad concentradora 2 veces con 150 pl cada vez de tampon acetato de Na pH 5,5; se ajustd el volumen de la
proteina con tampén acetato de Na pH 5,5 a

Ejemplo 8.4 Sintesis de conjugados de HAS y GM-CSF

La sintesis fue tal como se describi6 en el ejemplo 5.4 anterior.

Ejemplo 8.5 Purificacién de GM-CSF tras la modificaciéon con HAS

Separacién de GM-CSF modificado con HAS de los derivados de HES activados en exceso a partir de incubaciones
de la proteina oxidada con peryodato con hidroxilamino-HES10/0.7.

Resumen: Se realizaron ejecuciones a temperatura ambiente usando un equipo AKTA explorer 10 y una velocidad
de flujo de 1,25 ml/min. Se aplicaron alicuotas de las mezclas de incubacion con 400 pg de IFN-B sobre una
columna de 250 mm x 10 mm de fase Cig equilibrada con 1,25 VC del 11% de eluyente B (TFA al 0,1%, acetonitrilo
al 90%) y el 89% de eluyente A (TFA al 0,1%). Entonces se inyectaron las muestras (aprox. 1,25 ml) y se lavé el
bucle de muestra con 11 ml del 11% de eluyente B. Tras lavar la columna con 0,2 VC del 11% de eluyente B, se
aplicé un gradiente lineal del 11% al 90% de eluyente B a lo largo de 2 VC. Se continud la elucién de la columna
usando 0,8 VC del 90% de eluyente B, y finalmente se reequilibré la columna con 1,0 VC del 11% de eluyente B.
La proteina GM-CSF eluyd en un volumen de 7,5 ml a una concentracion del % de eluyente B. La recuperacion de la
proteina era del 60% (HES GM-CSF) basandose en una preparacion de GM-CSF patron ejecutada en la columna
usando el mismo gradiente.
Materiales y métodos para el ejemplo 8.5
Equipo y materiales
Equipo: AKTA explorer 10 (Amersham Pharmacia Biotech), con:

Bomba P-903

Mezclador M-925, con una camara de 0,6 ml

Monitor UV-900, con una célula de flujo de 10 mm

Monitor pH/C-900

Colector de fracciones Frac-900

Bucle de muestra de 2 ml

Software Unicorn version 3.21

Columna: 250 mm x 10 mm, Macherey-Nagel 250-1/2"-10 Nucleosil 7 C1s, n.° de cat. 715002, n.° de
lote 4020854

Volumen de la columna: 20 ml

Velocidad de flujo: 1,25 ml/min.
Disolvente A TFA al 0,1% en HPLC-agua
Disolvente B Acetonitrilo al 90%; TFA al 0,1% en agua de calidad para HPLC
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Método para la ejecucion de RP-HPLC del ejemplo 8.5.

Volumen Etapa Disolvente A Disolvente B
0,25 VC Equilibrado 89% 11%
11 ml Inyeccién de la muestra 89% 11%
Fraccionamiento 89% 11%
0,20 vC Lavado de la muestra no unida 89% 11%
2,00 vC Gradiente lineal 89-10% 11-90%
0,80 VvC Isocréatico 10% 90%
Fraccionamiento final 10% 90%
1,00 vC Reequilibrado 89% 11%
Deteccion: 280 nm
221 nm
206 nm
Conductividad

Volumen de fraccion: 1,25 ml/fraccion

Resultados del ejemplo 8.5

La separacion mediante RP-HPLC de GM-CSF (ejemplo 8,5) del derivado de HAS en exceso (10 Kda) proporciond
las fracciones 26-32 que contenian todo el GM-CSF modificado con HAS que eluye de la columna. El patron de
SDS-PAGE de la proteina tras la modificacion HAS mostro una banda difusa ancha en la regiéon de masa molecular
entre 35-90 Kda, mientras que el GM-CSF no modificado mostr6 el patron de las formas no glicosilada, mono-N-
glicosilada y di-N-glicosilada (figura 17, véase la referencia Forno et al., 2004).

Ejemplo 8.6 Experimentos analiticos
a) Liberacion de oligosacaridos unidos a N con polipéptido N-glicosidasa recombinante

A 200 ug-1 mg de GM-CSF nativo, oxidado con peryodato o modificado con HAS en tampén fosfato de Na 50 mM,
pH 7,2 se le afadieron 25 pl de polipéptido N-glicosidasa recombinante (Roche, Penzberg, Alemania;
250 unidades/250 ul del lote: 101610420). Se incubd la mezcla de reaccién a 37°C durante 12-18 horas y se
comprobo la liberacion de oligosacaridos unidos de manera N-glicosidica mediante andlisis de SDS-PAGE de 5-
10 ug de proteina en condiciones reductoras y tincion posterior de las bandas de proteina con azul de Coomassie
(Carl Roth GmbH Karlsruhe, Alemania) y deteccion del desplazamiento de la banda de proteina de GM-CSF a la
posicion de migracion de las formas de proteina des-N-glicosiladas (véase la figura 18).

b) Aislamiento y desalacion de N-glicanos liberados enzimaticamente y N-glicanos modificados con HAS

Se separaron los N-glicanos liberados del polipéptido mediante la adicién de 3 volumenes de etanol al 100% frio e
incubacién a -20°C durante al menos 2 horas. Se separ6 la proteina precipitada mediante centrifugacién a
13.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Entonces se sometié el sedimento a dos lavados adicionales con 500 ul de
etanol al 70% enfriado con hielo. Se secaron los oligosacaridos en los sobrenadantes reunidos en una centrifuga de
vacio (concentrador Speed Vac, Savant Instruments Inc., EE.UU.). Se desalaron las muestras de glicanos usando
cartuchos Hypercarb (100 6 200 mg) tal como sigue: antes de su uso, se lavaron los cartuchos tres veces con 500 pl
de acetonitrilo al 80% (v/v) en TFA al 0,1% (v/v) seguido por tres lavados con 500 ul de agua. Se diluyeron las
muestras con agua hasta un volumen final de al menos 300 ul antes de cargarse sobre los cartuchos. Se lavaron
rigurosamente con 83 voliumenes del cartucho de agua). Se eluyeron los oligosacaridos con 1,2 ml de acetonitrilo al
25% que contenia TFA al 0,1% (v/v). Se neutralizaron los oligosacaridos eluidos con NH,OH 2 M y se secaron en un
concentrador Speed Vac. Se almacenaron a -20°C en H,O hasta su uso adicional.

¢) Hidrdlisis acida suave de oligosacaridos (eliminacién de acidos sialicos y derivados de acido sialico modificados
con HAS de oligosacaridos)

Se mezclaron alicuotas de los oligosacéridos desalados con el mismo volumen de H,SO, 10 mM y se incubaron
durante 90 minutos a 80°C. Tras la neutralizacion con NaOH 50 mM, se secaron los glicanos desialilados en un
instrumento Speed-Vac y se ajustaron a una concentracion apropiada para el analisis en HPAEC-PAD
(cromatografia de intercambio aniénico a pH alto con detecciébn amperométrica pulsada). Para el analisis de
MALDI/TOF-EM, se desalaron N-glicanos neutros usando puntas de pipeta que contenian 20-30 pl de material
Hypercarb para adsorcion, lavado y elucion con el 25% de acetonitrilo en trifluoro acido acético al 0,1% en H»O.

d) mapeo de oligosacaridos mediante HPAEC-PAD (cromatografia de intercambio aniénico a pH alto con deteccion
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amperomeétrica pulsada)

Se llevo a cabo el mapeo y la cuantificacion de oligosacéaridos esencialmente tal como se describio en el ejemplo
7.6.d).

Resultados

Se us6 el material purificado mediante RP-HPLC del ejemplo 8.5 para demostrar la modificacion de la proteina con
derivados de HAS en su cadena de hidrato de carbono por medio de acidos sialicos oxidados. El analisis de la
composicion de monosacaridos mediante analisis cromatografico de gases de sus derivados trimetilsialilados revelé
la presencia de glucosa y los derivados de glucosa mono y dihidroxietilados asi como manosa, galactosa y N-
acetilglucosamina y pequefias cantidades de N-acetilgalactosamina.

El andlisis mediante HPAEC-PAD de los oligosacéridos nativos liberados del GM-CSF modificado con HAS revel6
un pico correspondiente a la modificacién con HAS de los oligosacéridos de tipo complejo (véase la figura 19).

Tras el tratamiento con acido suave, se detectaron los N-glicanos neutros de GM-CSF en la muestra de la proteina
modificada con HAS y también el derivado de HAS modificado que eluye a los 47-49 minutos.

Ejemplo de referencia 9 Sintesis de conjugados de ATIII
Ejemplo 9.1 Sintesis de derivados de hidroxilamino-HES
Ejemplo 9.1(a) Sintesis de hidroxilaminoHES10/0.4

Se disolvieron 0,8 g de HES10/0.4 (PM = 10000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-
Rodheim, A) en 8 ml de tampén acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 y se afiadieron 8 mmol de O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-
etil]-hidroxilamina. Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadié la mezcla de reaccion a 40 ml de 2-propanol a -20°C.
Se recogio el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se redisolvié en 50 ml de agua, se dializé durante
45 h frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH,
Bonn, A) y se liofilizé. El rendimiento de producto aislado era del 73%. El peso molecular del HES10/0.4 cuando se
midi6 con LALLS-GPC era de 8500 D y el DS era de 0,41.

Ejemplo 9.1(b) Sintesis de hidroxilaminoHES10/0.7

Se disolvieron 1,06 g de HES10/0.7 (PM = 10000 D, DS = 0,7, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-
Rodheim, A) en 10 ml de tamp6n acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 y se afladieron 10,9 mmol de O-[2-(2-aminooxi-
etoxi)-etil]-hidroxilamina. Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadio la mezcla de reaccion a 40 ml de 2-propanol a
-20°C. Se recogio el producto precipitado mediante centrifugacién a 4°C, se redisolvié en 50 ml de agua, se dializd
durante 45 h frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland
GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El rendimiento de producto aislado era del 60%. El peso molecular del HES10/0.7
cuando se midio con LALLS-GPC era de 10500 D y el DS era de 0,76.

Ejemplo 9.1(c) Sintesis de hidroacilaminoHES30/0.4

Se disolvieron 2 g de HES30/0.4 (PM = 30000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) en 18 ml de tamp6n acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 y se afiadieron 6,67 mmol de O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-etil]-
hidroxilamina. Tras agitar durante 15,5 h a 22°C, se afiadié la mezcla de reaccién a 80 ml de 2-propanol a -20°C. Se
recogio el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se redisolvié en 50 ml de agua, se dializ6 durante
45 h frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH,
Bonn, A) y se liofilizé. El rendimiento de producto aislado era del 83%. El peso molecular del HES30/0.4 cuando se
midi6 con LALLS-GPC era de 33000 D y el DS era de 0,41.

Ejemplo 9.1(d) Sintesis de hidroxilaminoHES30/0.7

Se disolvieron 2 g de HES30/0.7 (PM = 30000 D, DS = 0,7, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) en 18 ml de tamp6n acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 y se afiadieron 6,67 mmol de O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-etil]-
hidroxilamina. Tras agitar durante 15 h a 22°C, se afiadié la mezcla de reaccion a 80 ml de 2-propanol a -20°C. Se
recogio el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se redisolvié en 50 ml de agua, se dializ6 durante
45 h frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH,
Bonn, A) y se liofilizé. El rendimiento de producto aislado era del 86%. El peso molecular del HES30/0.7 cuando se
midi6é con LALLS-GPC era de 31000 Dy el DS era de 0,76.

Ejemplo 9.1(e) Sintesis de hidroxilaminoHES50/0.4

Se disolvieron 2 g de HES50/0.4 (PM = 50000 D, DS = 0,4, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
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A) en 20 ml de tampoén acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 y se afiadieron 4 mmol de O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-etil]-
hidroxilamina. Tras agitar durante 19,5 h a 22°C, se afiadié la mezcla de reaccién a 80 ml de 2-propanol a -20°C. Se
recogio el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se redisolvié en 50 ml de agua, se dializ6 durante
45 h frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH,
Bonn, A) y se liofilizé. El rendimiento de producto aislado era del 94%. El peso molecular del HES50/0.4 cuando se
midi6 con LALLS-GPC era de 56000 D y el DS era de 0,41.

Ejemplo 9.1(f) Sintesis de hidroxilaminoHES50/0.7

Se disolvieron 2,5 g de HES50/0.7 (PM = 50000 D, DS = 0,7, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-
Rodheim, A) en 25 ml de tampén acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 y se afiadieron 5 mmol de O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-
etil]-hidroxilamina. Tras agitar durante 19,5 h a 22°C, se afiadi6 la mezcla de reaccién a 80 ml de 2-propanol a -20°C.
Se recogio el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se redisolvié en 50 ml de agua, se dializ6 durante
45 h frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH,
Bonn, A) y se liofilizé. El rendimiento de producto aislado era del 85%. El peso molecular del HES50/0.7 cuando se
midio con LALLS-GPC era de 47000 D y el DS era de 0,76.

Ejemplo 9.1(g) Sintesis de hidroxilaminoHES10/0.7

Se disolvieron 2 g de HES10/0.7 (PM = 10000 D, DS = 0,7, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) en 18 ml de tampon acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2 y se afiadieron 20 mmol de O-[2-(2-aminooxi-etoxi)-etil]-
hidroxilamina. Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afadio la mezcla de reaccion a 100 ml de una mezcla 1:1 enfriada
con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogié el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se redisolvié
en 50 ml de agua, se dializ6 durante 21 h frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD,
Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. No se determiné el rendimiento de producto aislado. El
peso molecular del HES10/0.7 cuando se midié con LALLS-GPC era de 10500 D y el DS era de 0,76.

Ejemplo 9.2 Sintesis de derivados de aldehido-HES
Ejemplo 9.2(a) Sintesis de aminoHES10/0.7

Se disolvieron 6,02 g de oxo-HES10/0.7 (PM = 10000 D, DS = 0,7, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-
Rodheim, A, preparado segun el documento DE 196 28 705 Al) bajo nitrégeno en 32 ml de dimetilsulféxido seco
(Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) y se afadieron 6,03 ml de 1,4-diaminobutano. Tras agitar a
40°C durante 17 h, se afiadio la mezcla de reaccion a 150 ml de una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y
etanol (v/v). Se recogi6 el producto precipitado mediante centrifugacién a 4°C, se lavo con 40 ml de una mezcla 1:1
enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v) y se recogié mediante centrifugacion. Se disolvio el producto bruto en
80 ml de agua, se dializé durante 4 d frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio
Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El rendimiento de producto aislado era del 52%. El peso
molecular del HES10/0.7 cuando se midié con LALLS-GPC era de 15000 D y el DS era de 0,76.

Ejemplo 9.2(b) Sintesis de aldehidoHES10/0.7

Se disolvieron 150 mg de acido 4-formilbenzoico y 230 mg de 1-hidroxi-1H-benzotriazol (ambos de Aldrich, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) en 10 ml de N,N-dimetilformamida (calidad para sintesis peptidica, Biosolve,
Valkenswaard, PB) y se afadieron 204 pl de N,N’-diisopropilcarbodiimida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, A). Tras la incubacién a 21°C durante 30 min., se afiadié 1 g de aminoHES10/0.7 (sintetizado tal como
se describié en 9.2 (a)). Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afadié la mezcla de reaccién a 84 ml de una mezcla 1:1
enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogié el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se
redisolvié en 50 ml de agua, se dializé durante 2 d frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de
3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El rendimiento de producto aislado era del 83%.

Ejemplo 9.2(c) Sintesis de aminoHES50/0.7

Se disolvieron 6,09 g de oxo-HES50/0.7 (PM = 50000 D, DS = 0,7, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-
Rodheim, A preparado segun el documento DE 198 26 705 Al con adaptacién de las razones molares de los
componentes) bajo nitrégeno en 32 ml de dimetilsulféxido seco (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
A) y se afiadieron 1,22 ml de 1,4-diaminobutano. Tras agitar a 40°C durante 17 h se afadi6 la mezcla de reaccién a
150 ml de una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogio el producto precipitado mediante
centrifugacién a 4°C, se lavé con 40 ml de una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v) y se recogio
mediante centrifugacién. Se disolvid el producto bruto en 80 ml de agua, se dializé durante 4 d frente a agua (tubos
de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El
rendimiento de producto aislado era del 67%. El peso molecular del HES50/0.7 cuando se midié con LALLS-GPC
era de 57000 Dy el DS era de 0,76.
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Ejemplo 9.2(d) Sintesis de aldehidoHES50/0.7

Se disolvieron 124 mg de &cido 4-formilbenzoico y 174 mg de 1-hidroxi-1H-benzotriazol (ambos de Aldrich, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) en 38 ml de N,N-dimetilformamida (calidad para sintesis peptidica, Biosolve,
Valkenswaard, PB) y se afadieron 155 ul de N,N’-diisopropilcarbodiimida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, A). Tras la incubacién a 21°C durante 30 min., se afiadieron 3,8 g de aminoHES50/0.7 (sintetizado tal
como se describié en 9.2 (c)). Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadi6é la mezcla de reacciéon a 160 ml de una
mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogio el producto precipitado mediante centrifugacion a
4°C, se redisolvié en 20 ml de N,N-dimetilformamida y se precipité con 80 ml de una mezcla 1:1 enfriada con hielo
de acetona y etanol (v/v) tal como se describi6é anteriormente. Tras la centrifugacion, se disolvié el precipitado en
50 ml de agua, se dializé durante 2 d frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio
Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El rendimiento de producto aislado era del 77%.

Ejemplo 9.3 Sintesis de los conjugados de ATIIlI mediante la estrategia de glicanos

Ejemplo 9.3(a) Reaccion de ATIII oxidada con productos de reaccion de los ejemplos 9.1(a) — 9.1(g)

A 685 ul de una disolucion de ATIII oxidada en tampdn acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 (GlycoThera, B52 perj-ox
STM LJ2-366, 4,375 mg/ml, véase el ejemplo 3.2.), se le afiadieron 814 ul de tamp6n acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5
y 1,5 ml de una disolucién del derivado de HES en tampén acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 y se incubd la disolucion
durante 26 h a 22°C.

Se emplearon las siguientes concentraciones de HES finales:

0,46 mg/ml para derivados de HES preparados segun el ejemplo 9.1(a) y 9.1(b).

1,38 mg/ml para derivados de HES preparados segun el ejemplo 9.1(c) y 9.1(d).

9,1 mg/ml para el derivado de HES preparado segun el ejemplo 9.1(e).

10,5 mg/ml para el derivado de HES preparado segun el ejemplo 9.1(f).

17,25 mg/ml para el derivado de HES preparado segun el ejemplo 9.1(g).

HES50/0.7 9 mg/ml (Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim, A) como control de reaccion. El peso
molecular del HES50/0.7 cuando se midié con LALLS-GPC era de 47000 D y el DS era de 0,76.

Se analiz6 la mezcla de reaccion respectiva mediante electroforesis en gel (véase la figura 20).

Ejemplo 9.4 Sintesis de los conjugados de ATIII mediante aminacion reductora

Ejemplo 9.4(a) Intercambio de tampodn:

Se disolvié ATIII (Atryn, GTC Biotherapeutics, Framingham, MA, EE.UU.) con 10 ml de agua para producir una
disolucién de ATIII 25 mg/ml en citrato de sodio 5 mM, glicina 67 mM y cloruro de sodio 68 mM, pH 7,0. Se diluy6o
1 ml de esta disolucion con tampon acetato de sodio 0,1 M frio, pH 5,0, se concentré6 mediante diafiltracion a 4°C
hasta 4 ml con un concentrador Vivaspin de 20 ml (VS2001, MWCO de 10 KD, membrana de PES, Vivascience AG,
Hannover, A) y volvié a diluirse hasta 20 ml con tampén. Se repitié esta diafiltracién dos veces. La concentracion
final en la Ultima etapa de diafiltracion era de 3 mg/ml.

Ejemplo 9.4(b) Reaccion de ATIII con productos de reaccion del ejemplo 9.2(b) y 9.2(d):

A 1 ml de una disolucion de ATIII tras el intercambio de tampdn a tampén acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0, se le
afadieron 1 ml de una disolucion del derivado de HES en tampén acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0 y 1 ml de una
disolucién de cianoborohidruro de sodio 60 mM en el mismo tampdén y se incubé la disolucion durante 15,5 h a 4°C.
Se enfriaron todas las disoluciones hasta 0°C antes de mezclar. Se emplearon las siguientes concentraciones de
HES finales:

13 mg/ml para el derivado de HES preparado segun el ejemplo 9.2(b).

64,7 mg/ml para el derivado de HES preparado segun el ejemplo 9.2(d).

HES50/0.7 64,7 mg/ml (Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim, A) como control de reaccién.

Se analizé la mezcla de reaccién respectiva mediante electroforesis en gel.
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Ejemplo de referencia 10 Sintesis de conjugados de IFN-alfa por medio de acidos aldénicos activados

El IFN-alfa usado era un interferon alfa-2b humano recombinante fabricado mediante tecnologia de ADN
recombinante usando Escherichia coli (E. coli). Esta compuesto por 165 aminoacidos y presenta una secuencia de
aminoacidos que es idéntica al interferén alfa 2b humano natural (hIFN-alfa 2b).

Ejemplo 10.1 Sintesis de HES oxidado (oxo-HES)

Se preparé HES oxidado a partir de HES (PM = 57 kD, DS = 0,76, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-
Rodheim, A) segun el documento DE 196 28 705 Al.

Ejemplo 10.2 Sintesis de oxo-HES activado con NHS

Se secaron 4,81 g de ox-HES 50/0.7 tal como se prepar6 en el ejemplo 10.1 en un horno a 80°C durante la noche.
Se disuelve el ox-HES a 80°C en DMF seca y se enfria hasta temperatura ambiente.

A partir de una disolucion de 102,1 mg de carbonato de N,N’-disuccinimidilo (Aldrich) en 1 ml de DMF seca, se
hacen gotear 400 ml en el recipiente de reaccion agitado y se agita durante 2 horas a temperatura ambiente. Se
afiade gota a gota la mezcla de reaccién a 50 ml de acetona seca y se recoge el producto precipitado mediante
centrifugacion y se lava con 4 X 50 ml de acetona seca, en la que se centrifuga el producto resuspendido. Se elimina
el disolvente residual a temperatura ambiente a vacio.

Ejemplo 10.3 Sintesis de un conjugado de IFN-alfa por medio de &cido aldodnico activado (AAA)

Se concentrd la proteina usando médulos de filtracién de Amicon Ultra 4 (punto de corte de peso molecular (MWCO)
de 5 kDa) en una centrifuga enfriada (4°C) hasta una concentracion final de 10 mg/ml. Se intercambi6 el tampén
durante este procedimiento a tampon fosfato isoténico, pH 8.

Para el acoplamiento, se incubaron 9 mg de la disolucién de proteina con la cantidad molar de 20 veces del ox-HES
activado con NHS del ejemplo 10.1 durante dos horas a temperatura ambiente. Se purificd la mezcla de reaccién de
NHS mediante ultrafiltracién usando médulos de filtracion Amicon Ultra 4 (MWCO de 5 kDa) en una centrifuga
enfriada (4°C). Se intercambio6 el tampon durante este procedimiento a fosfato de sodio 25 mM, cloruro de sodio
30 mM, EDTA 0,3 mM, a pH 7,5.

El rendimiento de reaccion del experimento fue de > 90% tal como se determina mediante SEC (véase la figura 22).
Ejemplo 10.4 Purificacion de IFN-alfa-HES

Se realizé la purificacion de la muestra a temperatura ambiente usando un equipo AKTA explorer 10. Se equilibré la
columna que contenia 5 ml de Q-Sepharose Fast Flow con 5 VC de tamp6n Al (Tris/HCI 20 mM, pH 8,0). Se
diluyeron las muestras 1:16 con tampon A y se aplicaron usando la bomba de muestra a una velocidad de flujo de
6 ml/min. Tras el lavado de la bomba de muestra con 20 ml de tamp6n Al, se lavé adicionalmente la columna con
15 ml de tampén Al a una velocidad de flujo de 1,0 ml/min. Se realiz6 la elucién usando un gradiente lineal del O-
100% de tampén B1 (NaCl 0,3 M en Tris/HCI 20 mM, pH 8,0) a lo largo de 37,5 min. y una ejecucion isocratica con
tampon B a lo largo de 12,5 min. a una velocidad de flujo de 0,8 ml/min. Se regenerd la columna usando 15 ml de
tampon B2 (NaCl 1,5 M en Tris/HCI 20 mM, pH 8,0) seguido por 5 ml de tamp6n B a una velocidad de flujo de
0,8 ml/min. Se realiz6 el reequilibrado para la siguiente ejecucion usando 25 ml de tampon Al y una velocidad de
flujo de 1,0 ml/min.

Equipo: Akta explorer 10 (Amersham Bioscience) con:

Bomba P-903

Mezclador M-925 con camara de 0,6 ml
Monitor UV-900 con célula de flujo de 10 mm
Monitor pH/C-900

Bomba P-950 (bhomba de muestra)

Software Unicorn version 3.21

Columna: Amersham Bioscience C 10/10
Material de la columna:  Q-Sepharose Fast Flow, n.° de lote OD 06453

Volumen de la columna: 5 ml
Programa: Q Seph 5 ml sin inyeccion para IFN-o

Eluyente A1: Tris/HCI 20 mM, pH 8,0 (PL0935)
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Eluyente B1.: NaCl 0,3 M en Tris/HCI 20 mM, pH 8,0 (PL0938)
Eluyente B2: NaCl 1,5 M en Tris/HCI 20 mM, pH 8,0 (PL0937)
Método
Volumen Etapa Eluyente Velocidad de flujo
25 ml Equilibrado 100% de eluyente Al 1 ml/min.
40 ml Carga de la muestra Sonda en eluyente A1 6 ml/min.
20 ml Lavado de la bomba de muestra  100% de eluyente Al 6 ml/min.
15 ml Lavado de la columna 100% de eluyente Al 1 ml/min.
30 ml Elucion (gradiente) del 0 al 100% de eluyente B1 0,8 ml/min.
10 mi Elucion (isocratica) 100% de eluyente B1 0,8 mil/min.
15 ml Regeneracion 100% de eluyente B2 0,8 mil/min.
5 mi Regeneracion 100% de eluyente B1 0,8 mi/min.
25 ml Reequilibrado 100% de eluyente Al 1,0 ml/min.
Deteccién 280 nm, 260 nm, 220 nm
pH
Conductividad
Fraccionamiento Fracciones de 1 ml

Ejemplo 11 Descripcion del ensayo de actividad antiviral de IFN alfa

Tras diluir previamente los articulos de prueba en medio de cultivo celular, se prepararon disoluciones en serie de
dos veces. En placas de microtitulacion de 96 pocillos, se afiadio interfer6n diluido (en duplicados de cuatro veces
por dilucién) a células MDBK recién tripsinizadas (40.000 células por pocillo). Se incubaron los ensayos durante
24 horas a 37°C (volumen total por pocillo: 150 pl (ejemplo 11.1) 0 175 ul (ejemplo 11.2)).

Posteriormente, se afadieron 50 pl de disolucion madre de VEV diluida a cada pocillo (excepto para los pocillos
control positivo) dando como resultado una multiplicidad de infeccion de 0,1.

Se incluyeron los siguientes controles en cada ensayo: 12 pocillos que recibieron virus mas medio de cultivo celular
en lugar de interferén (control negativo) y 12 pocillos que recibieron medio de cultivo celular en lugar de interferén y
virus (control positivo). Se encubaron los ensayos durante 42 horas a 37°C.

Al final del periodo de incubacidn, se reemplazé el sobrenadante de cultivo celular de cada pocillo por 50 ul de una
disolucién de MTT (al menos 2 mg/ml en medio de cultivo celular). Se incubaron las células durante tres horas. Se
solubilizé el colorante de formazan purpura formado por las células en proliferacion afiadiendo 100 ul de disolucién
de isopropanol/HCI (isopropanol con HCI 40 mM) a cada pocillo. Posteriormente, se midieron los valores de
absorbancia de las disoluciones a 570/630 nm en un lector de placas de microtitulacion.

Se calculd la actividad proliferativa de células MDBK hechas crecer en presencia de interferén y VEV para cada
dilucién de interferdn tal como sigue:

((Absorbancia media de cuatro pocillos tratados con interferén) — (absorbancia media del control negativo)) * 100

(Absorbancia media del control positivo) — (absorbancia media del control negativo)

Se determind la actividad antiviral de interfer6n-alfa en cuatro ensayos separados para cada uno de los articulos de
prueba.

Ejemplo 11.1 Actividad antiviral de Intron® A en relacion con un patron de NIH

En todos los experimentos, se usoé Intro® A (IFN-alfa 2b, Schering-Plough), calibrado frente al patron de NIH rhIFN-
alfa 2a (NIAID, NIH, Bethesda, EE.UU., Gxa01-901-535) como referencia de laboratorio interna. El patron de NIH
tenia una actividad especifica de 9.000 Ul/ml. La referencia de laboratorio interna Intron® A tenia una actividad
especifica de 8.487.000 Ul/ml en la prueba tal como se describe en el ejemplo 11 (véase la figura 23).

Ejemplo 11.2 Actividad antiviral de IFN-alfa-HES en relacion con Intron® A

En el sistema de ensayo descrito en el ejemplo 11, se someti6 a prueba el conjugado del ejemplo 10.4 en

comparacioén con Intron® A. Se calcul6 la concentracion CPE50 de ambos materiales. IFN-alfa-HES tenia mas del
25% de la actividad de Intron® A (véase la figura 24).
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Ejemplo 12 Bioactividad in vivo de IFN-alfa-HES (estudio PK en ratones)
Ejemplo 12.1 Influencia del suero de raton sobre el sistema de ensayo descrito en el ejemplo 11

Se prepararon diluciones de interferén-alfa en medio de cultivo celular (control) y en suero de ratén (dilucion 1:40 y
dilucién 1:80). Se realiz6 el ensayo tal como se describi6 en el ejemplo 11.

Se determiné la actividad antiviral de interferén-alfa en dos ensayos separados para el control, para el suero de
ratén diluido 1:40 asi como para el suero de raton diluido 1:80. Los resultados indicaron que el suero de ratén a una
dilucién 1:40 y 1:80 no afecta al bioensayo para la actividad antiviral de interferén-alfa.

Ejemplo 12.2 Estudio in vivo en ratones

Se sometié a ensayo la actividad antiviral de suero reunido en el ensayo antiviral. Se recogi6 suero de dos ratones
(ratones BALB/c hembra, de 8 semanas de edad) a cada tiempo, que se sacrificaron alas 2 h, 4 h, 12 hy 24 h tras
la inyeccion i.v. de 30 pg/kg (basdndose en el contenido en proteina) de IFN-alfa o el conjugado.

Se descongelaron las muestras de suero y se homogeneizaron meticulosamente mediante agitacién con vortex. Se
prepararon diluciones en serie de dos veces en medio de cultivo celular. Se descongeld un vial de Intron® A y se
homogeneiz6 meticulosamente mediante agitacion con vortex. Se prepararon diluciones en serie de dos veces en
medio de cultivo celular.

Se determinaron las diluciones de CE50 en el ensayo de CPE a partir de curvas de respuesta a la dosis de una serie
de dilucion 1:2 tal como se describié en el ejemplo 11.

Se determind la semivida de los materiales en comparacion con material de partida no modificado y Pegasys. Se
calculd la semivida a partir de un grafico semilogaritmico de la dilucién CE50 frente al tiempo tras la inyeccién (véase
la figura 25).

Se detect6 la actividad antiviral para IFN-alfa-HES hasta 24 h. Se observé un aumento de la semivida mediante la
derivatizaciéon de IFN-alfa con HES (semivida de aproximadamente 5 h). Para IFN-alfa no modificado, la actividad
antiviral del suero era demasiado baja como para calcular una semivida sérica.

Ejemplo de referencia 13 Conjugados de A1AT (a1AT, alfalaT) sintetizados mediante aminacion reductora
Ejemplo 13.1 Sintesis de amino-HES (A) a partir de HES oxidado

Se calentaron 6,09 g de oxo-HES (PM = 57.000 D, DS = 0,76, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-
Rodheim, A, preparado segun el documento DE 196 28 705 Al) durante la noche a 80°C a vacio, se disolvieron bajo
nitrégeno en 32 ml de dimetilsulfoxido seco (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) y se afiadieron
1,22 ml de 1,4-diaminobutano (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A). Tras agitar a 40°C durante 17 h
se afiadio la mezcla de reaccion a 150 ml de una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogio
el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se lavé con 40 ml de una mezcla 1:1 enfriada con hielo de
acetona y etanol (v/v) y se recogido mediante centrifugacion. Se disolvio el producto bruto en 80 ml de agua, se
dializé durante 4 d frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences
Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. El rendimiento de producto aislado era del 82%.

Ejemplo 13.2 Sintesis de aldehido-HES (A) a partir de amino-HES (A) del ejemplo 13.1

Se disolvieron 125 mg de acido 4-formilbenzoico y 174 mg de 1-hidroxi-1H-benzotriazol (ambos de Aldrich, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) en 38 ml de N,N-dimetilformamida (calidad para sintesis peptidica, Biosolve,
Valkenswaard, PB) y se afadieron 155 pul de N,N’-diisopropilcarbodiimida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, A). Tras la incubacion a 21°C durante 30 min., se afiadieron 3,8 g de amino-HES (A) (preparado tal
como se describio en el ejemplo 13.1). Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadi6 la mezcla de reaccion a 160 ml de
una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogié el producto precipitado mediante
centrifugacién a 4°C, se redisolvié en 20 ml de N,N-dimetilformamida y se precipit6 con 80 ml de una mezcla 1:1
enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v) tal como se describié en el ejemplo 13.1. Tras la centrifugacion, se
disolvié el precipitado en 50 ml de agua, se dializé durante 2 d frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de
corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. El rendimiento de producto aislado era
del 77%.

Ejemplo 13.3 Sintesis de amino-HES (B) a partir de HES oxidado

Se calentaron 10 g de oxo-HES (PM = 57 kD, DS = 0,76, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A, preparado segin el documento DE 196 28 705 Al) durante la noche a 80°C a vacio, se disolvieron bajo nitrégeno
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en 52 ml de dimetilsulféxido seco (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) y se afiadieron 2 ml de 1,4-
diaminobutano (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A). Tras agitar a 40°C durante 17 h se afiadio la
mezcla de reaccion a 350 ml de 2-propanol enfriado con hielo (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, A). Se recogi6
el producto precipitado mediante centrifugacién a 4°C, se lavé con 80 ml de 2-propanol enfriado con hielo y se
recogio mediante centrifugacion. Se disolvié el producto bruto en 80 ml de agua, se dializé durante 2 d frente a agua
(tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6.
El rendimiento de producto aislado era del 85%.

Ejemplo 13.4 Sintesis de aldehido-HES (B) a partir de amino-HES (B) del ejemplo 13.3

Se disolvieron 153 mg de &cido 4-formilbenzoico y 241 mg de 1-hidroxi-1H-benzotriazol (ambos de Aldrich, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) en 51 ml de N,N-dimetilformamida (calidad para sintesis peptidica, Biosolve,
Valkenswaard, PB) y se afadieron 170 ul de N,N’-diisopropilcarbodiimida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, A). Tras la incubaciéon a 21°C durante 30 min., se afiadieron 5,1 g de amino-HES (B) (preparado tal
como se describié en el ejemplo 13.3). Tras agitar durante 16 h a 22°C, se afiadi6 la mezcla de reaccion a 360 ml de
una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogié el producto precipitado mediante
centrifugacion a 4°C, se redisolvié en 50 ml de agua y se precipité con 360 ml de una mezcla 1:1 enfriada con hielo
de acetona y etanol (v/v) tal como se describio en el ejemplo 13.1. Tras la centrifugacion, se disolvié el precipitado
en 50 ml de agua, se dializé durante 2 d frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio
Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz4. El rendimiento de producto aislado era del 87%.

Ejemplo 13.5 Conjugacion de aldehido-HES (A) y (B) con ALAT mediante aminacién reductora

Se disolvi6 una mezcla de 189 mg de aldehido-HES (B) (preparado tal como se describié en el ejemplo 13.4) y
172 mg de aldehido-HES (A) (preparado tal como se describi6 en el ejemplo 13.2) en 2,88 ml de tamp6n de reaccion
(tampon fosfato de sodio 0,1 M, cloruro de sodio 150 mM, pH 7,2). A 20°C, se afiadieron 1,67 ml de una disolucién
de cianoborohidruro de sodio 60 mM en el mismo tampén seguido por 0,455 ml de una disolucion de A1AT (c
(A1AT) = 11,0 mg/ml en tampodn fosfato de sodio 0,1 M, cloruro de sodio 150 mM, pH 7,2, A1AT = rh A1AT
proporcionada por GTC Biotherapeutics Inc., Framingham, MA, n.° de lote 080604A). Se incubé la mezcla a 20°C.
Tras 17 h, se afiadieron 6,7 mg adicionales de cianoborohidruro de sodio disuelto en 200 pl del tamp6n de reaccion
y se incubd la mezcla durante 24 h adicionales a la misma temperatura. Se analizaron 10 pl de esta disolucion tras
un tiempo de incubacion total de 25 h mediante electroforesis en gel (véase la figura 26).

Ejemplo 13.6 Conjugacion de HES con A1AT mediante aminacion reductora (control de reaccién)

Se disolvieron 362 mg de HES (PM = 42 kD, DS = 0,41, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim, A)
en 2,88 ml de tampdn de reaccion (tampdn fosfato de sodio 0,1 M, cloruro de sodio 150 mM, pH 7,2). A 20°C, se
afadieron 1,67 ml de una disolucién de cianoborohidruro de sodio 60 mM en el mismo tampén seguido por 0,455 ml
de una disolucion de A1AT (c (A1AT) = 11,0 mg/ml en tampodn fosfato de sodio 0,1 M, cloruro de sodio 150 mM,
pH 7,2, alAT= rh alAT proporcionada por GTC Biotherapeutics Inc., Framingham, MA, n.° de lote 080604A). Se
incub6 la mezcla a 20°C. Tras 17 h, se afiadieron 6,7 mg adicionales de cianoborohidruro de sodio disuelto en 200 pl
del tampon de reaccion y se incubd la mezcla durante 24 h adicionales a la misma temperatura. Se analizaron 10 pl
de esta disolucion tras un tiempo de incubacion total de 25 h mediante electroforesis en gel (véase la figura 27).

Ejemplo 13.7 Purificacion del conjugado de HES-A1AT mediante cromatdgrafo de intercambio iénico (IEC)

Se purificaron conjugados de A1AT mediante cromatografia de intercambio i6nico en una columna HiTrap Q HP
usando un sistema de cromatografia AKTA-Explorer (ambos de Amersham Biosciences). Se realizé la purificacion
segun el aislamiento de A1AT de plasma humano tal como se describe en “Chen, Hammond, Lang y Lebing,
Purification of alProteinase Inhibitor from Human Plasma Fraction IV-1 by lon Exchange Chromatography,
VoxSanguinis 1998, 74, 232-241".

Preparacion de la muestra: Intercambio de tampon en una columna de desalacion HiPrep 26/10 (Amersham
Biosciences) en combinacion con el sistema de cromatografia AKTA-Explorer usando fosfato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 20 mM, pH 8 como eluyente.

Se realiz6 el intercambio de tampdn tras la dilucién de la mezcla de reaccién bruta (preparacion tal como se describe
en el ejemplo 13.5, aproximadamente 5 ml) con agua desalada hasta un volumen final de 10 ml usando los
siguientes parametros:

Columna: HiPrep 26/10 de desalacion
Velocidad de flujo: 10 ml/min.
Eluyente: fosfato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 20 mM,
pH 8
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Volumen de la muestra: 10 mi
Fraccionamiento del eluato: 2,5 ml
Equilibrado: 5 volumenes de columna

Longitud de elucién: 2 volumenes de columna

Se reunieron los primeros 14 ml de eluyente, y se afiadié tampon de unién para producir un volumen final de 20 ml.
Se purificd esta disolucion, que contenia aproximadamente 5 mg de proteina, mediante IEC usando los siguientes

parametros:

Columna:
Velocidad de flujo:
Tampodn de union (BB):

Tampodn de elucion (EB):

Volumen de la muestra:
Fraccionamiento de la fraccion
no retenida

Fraccionamiento del eluato:
Concentracion inicial de EB:
Equilibrado:

Lavado de la muestra no unida:
Concentracion objetivo de EB:
Longitud de gradiente:

HiTrap Q HP de 1 ml

1 ml/min.

fosfato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 20 mM,
pH 8

fosfato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 1 M,
pH 8

20 mi

2mi

1ml

0%

5 volumenes de columna
15 mi

15%

20 mi

Se analizaron las fracciones recogidas tras la cromatografia mediante SDS-Page. Se reunieron las fracciones que
contenian conjugado de HES-A1AT (volumen de elucién de desde 40 hasta 47 ml que corresponde a las fracciones
B1 - C6, véase la figura 27). En algunas de las fracciones reunidas podia detectarse una pequefa cantidad de A1AT
sin reaccionar. La concentracion inicial de la fraccién reunida tras la cromatografia determinada mediante BCA (n.°
de cat. de Pierce 23225), usando A1AT (proporcionada por GTC Biotherapeutics Inc., Framingham, MA, n.° de lote
080604A) como patron de referencia) era de 170 ug/ml. Tras la dilucién y el intercambio de tampdn a fosfato de
sodio 20 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 7,2 la concentracién de proteina resultante era de 54,5 pg/ml (BCA
(Pierce con A1AT de GTC como patron de referencia)). Se usé esta disolucion final para determinar la eficacia
inhibidora del conjugado.

Ejemplo 13.8 Determinacion de la capacidad de inhibicion in vitro del conjugado de HES-A1AT para elastasa de
granulocitos humanos

Se realizaron pruebas de las actividades inhibidoras de elastasa de los conjugados segun Castillo et al., Anal.
Biochem. 1979, 99, 53-64 usando un lector de placas UV-VIS de Tecan modelo Sunrise.

Este ensayo se basa en la liberacion de p-nitroanilina a partir de N-Met-O-succinil-Ala-Ala-Pro-Val-p-NO,-anilina
catalizada por elastasa. Esta hidrolisis puede seguirse por el aumento de la absorbancia a 405 nm. La tasa de
hidrélisis inicial esta en correlacion estrecha con la actividad de la enzima. El ensayo puede llevarse a cabo en
ausencia y en presencia de diferentes concentraciones del inhibidor que va a someterse a prueba. La disminucion
de la actividad enzimatica segun la actividad inhibidora de las sustancias sometidas a prueba esta representada en
una disminucién de la pendiente en el grafico de Asgs frente al tiempo. La actividad elastasa residual en presencia de
una determinada concentracién de inhibidor se facilita por la pendiente de la curva inhibida dividida entre la
pendiente de la curva no inhibida. Hay una correlacion lineal entre la actividad enzimatica residual y la concentracion
de inhibidor. Usando regresion lineal, puede lograrse una linea uniforme lineal y puede calcularse la actividad
enzimatica residual para una concentracion de inhibidor dada. De este modo puede compararse la actividad
inhibidora (= 1- actividad enzimatica residual) de la misma concentracion de diferentes inhibidores (Véase la figura
28).

Se usaron los siguientes parametros:

Concentracién de sustrato: 1,5 mM
Actividad elastasa: 7,5 muU
Longitud de onda: 405 nm
Temperatura: 20°C
Intervalo de tiempo: 15s
Ciclos cinéticos: 25
Modo de medicién: Centro
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La disolucién de ensayo consistia en 300 pl de tampo6n (Hepes 0,1 M, NaCl 0,5 M, Triton X-100 al 0,05% (m/v), pH
7,5) que contenia DMSO al 10%, N-Met-O-succinil-Ala-Ala-Pro-Val-p-NOs-anilina 1,5 mM, 7,5 mU de elastasa y
cantidades variables de inhibidores.

Se adquiri6 la elastasa de Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg. Se adquirieron todas las otras sustancias de
Sigma Aldrich, Taufkirchen.

Se someti6 a prueba la actividad inhibidora del conjugado sintetizado tal como se describié en el ejemplo 13.5 en
comparacion con Prolastin® HS (Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Alemania n.° de lote PR4HA43) como referencia y
con A1AT (GTC Biotherapeutics Inc., Framingham, MA, n.° de lote 080604A) como material de partida para la
conjugacion. Se facilita el grafico de actividad enzimatica residual frente a concentracién en la figura 28. La
linealidad para todas las curvas era R? > 0,98. A continuacion, se facilitan los valores de Clso y la inhibicién de la
elastasa para c (inhibidor) = 1 pg/ml, asi como la actividad inhibidora del material de partida y el conjugado en
relacién con la referencia. Los datos resumidos en la tabla a continuaciéon demuestran claramente que la parte
principal de la actividad de A1AT permanecia tras la conjugaciéon con HES.

Tabla del ejemplo 13.8

o . Inhibicién de elastasa Actividad de
Inhibidor EC”""‘}'"” del.'a ||r|1ea C'/SOI ¢ (inhibidor) = 1 pg/ml | inhibicion en relacion
uniforme finea [ng/mi] [%0] con prolastina [%]
Prolastina Y =-0,6754x + 0,9627 0,685 71,3
alAT Y =-0,5046x + 0,9558 0,903 54,9 77,0
Conjugado de HES-A1AT | Y =-0,3757x + 0,9627 1,232 41,3 57,9

Ejemplo 13.9 Determinacion de la semivida in vivo del conjugado de HES-rh alfalAT en comparacion con rh alfalAT
y h alfalAT derivada de plasma

Se utilizaron ratones hembra de 8-10 semanas de edad (BALB/cOlaHsd, Harlan GmbH, Borchen, Alemania) como
organismo de prueba (42 ratones, 14 por muestra). Se detectd el “peso corporal” de cada animal justo antes de la
administracion de las diferentes disoluciones de muestra. Se inyectaron por via intravenosa 100 ul de una disolucién
50 ug/ml de las muestras resumidas anteriores en un tampén de pH = 7,2 (fosfato de sodio 20 mmol, cloruro de
sodio 150 mmol) en la vena de la cola de los ratones.

Muestra 1: rh alfalAT (GTC Biotherapeutics Inc., Framingham, MA, n.° de lote 080604A).

Muestra 2: conjugado de rh alfalAT-HES tal como se preparé en el ejemplo 13.5.

Muestra 3: h alfalAT derivado de plasma (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Alemania).

Alas 1, 2, 4, 10, 24, 31,5 y 48 horas tras la inyeccion, se sacrificaron dos ratones de cada grupo y se extrajeron
muestras de sangre completa (~500 pl) del corazon de los animales. Se prepar6 suero usando Microvette® 500 Z-
Gel (Sarstedt, Niumbrecht, Alemania). Se almacenaron las muestras de suero a -80°C hasta el comienzo de las

mediciones de la concentracién de alfalAT.

Se detectaron las concentraciones de alfalAT usando un ELISA de alfalAT disponible comercialmente
(Immundiagnostik, Bensheim, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los resultados obtenidos demuestran un aumento de la semivida plasmatica significativo para el conjugado de rh
alfalAT-HES en comparacion con el material de partida de rh alfalAT no modificada. La semivida medida del
conjugado esta en el mismo intervalo que la de la h alfalAT derivada de plasma segun la siguiente tabla.

Tabla del ejemplo 13.9: Semivida plasmatica de las muestras 1-3

N.° de muestra Semivida plasmatica en ratones [h]
1 1,2
2 3,6
3 3,2

Ejemplo de referencia 14 Sintesis de conjugados de HES-IFN-alfa mediante aminacion reductora
El IFN-a usado era un interferén alfa-2b humano recombinante fabricado mediante tecnologia de ADN recombinante

usando Escherichia coli (E. coli). Estd compuesto por 165 aminoacidos y presenta una secuencia de aminoacidos
gue es idéntica al interferén alfa 2b humano natural (hIFN-alfa 2b).
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Ejemplo 14.1 Sintesis de oxo-HES

Se preparé HES oxidado en su extremo reductor tal como se describe a continuacion en el presente documento
(oxo-HES) a partir de HES usando una disolucion de yodo alcalina tal como se describe en el documento DE 196 28
705 A1, cuyo contenido respectivo (ejemplo A, columna 9, lineas 6 a 24) se incorpora en el presente documento
como referencia.

Ejemplo 14.2 Sintesis de derivados de HES

En un procedimiento de dos etapas, se modificé oxo-HES del ejemplo 14.1 en su extremo reductor con una amina, y
se introdujo un grupo aldehido en una segunda reaccién. Se us6 el aldehido-HES resultante para producir los
conjugados de IFN-alfa-HES mediante aminacién reductora tal como se describe en el ejemplo 14.3.

Ejemplo 14.2.1 Sintesis de amino-HES a partir de oxo-HES del ejemplo 14.1

Se calentaron 5,12 g de oxo-HES del ejemplo 14.1 (PM = 14,5 kD, DS = 0,41, Supramol Parenteral Colloids GmbH,
Rosbach-Rodheim, A) durante la noche a 80°C a vacio y se disolvieron bajo nitrégeno en 25 ml de dimetilsulféxido
seco (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) y se afiadieron 5,13 ml de 1,4-diaminobutano. Tras agitar
a 40°C durante 17 h se afiadié la mezcla de reaccién a 150 ml de una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y
etanol (v/v). Se recogi6 el producto precipitado mediante centrifugacién a 4°C, se lavo con 40 ml de una mezcla 1:1
enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v) y se recogié mediante centrifugacion. Se disolvio el producto bruto en
80 ml de agua, se dializé durante 4 d frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio
Sciences Deutschland, GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. El rendimiento de producto aislado era del 67%.

Ejemplo 14.2.2 Sintesis de aldehido-HES a partir de amino-HES del ejemplo 14.2.1

Se disolvieron 105 mg de acido 4-formilbenzoico y 135 mg de 1-hidroxi-1H-benzotriazol (ambos de Aldrich, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) en 7 ml de N,N-dimetilformamida (calidad para sintesis peptidica, Biosolve,
Valkenswaard, PB) y se afadieron 135 ul de N,N’-diisopropilcarbodiimida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, A). Tras la incubacion a 21°C durante 30 min., se afiadieron 0,7 g de amino-HES (sintetizado tal como
se describi6 en el ejemplo 14.2.1). Tras agitar durante 18 h a 22°C, se afiadio la mezcla de reaccién a 42 ml de una
mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogio el producto precipitado mediante centrifugacion a
4°C, se redisolvié en 5 ml de DMF y se precipitd con 42 ml de etanol/acetona tal como se describid anteriormente.
Tras la centrifugacion, se disolvid el precipitado recogido con agua, se dializé durante 4 d frente a agua (tubos de
dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El
rendimiento de producto aislado era del 95%.

Ejemplo 14.2.3 Sintesis de amino-HES a partir de oxo-HES del ejemplo 14.1

Se calentaron 6,02 g de oxo-HES del ejemplo 14.1 (PM = 14,7 kD, DS = 0,76, Supramol Parenteral Colloids GmbH,
Rosbach-Rodheim, A) durante la noche a 80°C a vacio y se disolvieron bajo nitrégeno en 32 ml de dimetilsulfoxido
seco (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) y se afiadieron 6,03 ml de 1,4-diaminobutano. Tras agitar
a 40°C durante 17 h se afiadié la mezcla de reaccion a 150 ml de una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y
etanol (v/v). Se recogio el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se lavo con 40 ml de una mezcla 1:1
enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v) y se recogié6 mediante centrifugacion. Se disolvid el producto bruto en
80 ml de agua, se dializé durante 4 d frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio
Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El rendimiento de producto aislado era del 52%.

Ejemplo 14.2.4 Sintesis de aldehido-HES a partir de amino-HES del ejemplo 14.2.3

Se disolvieron 150 mg de acido 4-formilbenzoico y 230 mg de 1-hidroxi-1H-benzotriazol (ambos de Aldrich, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) en 10 ml de N,N-dimetilformamida (calidad para sintesis peptidica, Biosolve,
Valkenswaard, PB) y se afadieron 204 ul de N,N’-diisopropilcarbodiimida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, A). Tras la incubacién a 21°C durante 30 min., se afiadié 1 g de amino-HES (sintetizado tal como se
describié en el ejemplo 14.2.3). Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadi6 la mezcla de reaccion a 84 ml de 2-
propanol enfriado con hielo. Se recogi6 el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se redisolvié en 50 ml
de agua, se dializ6 durante 2 d frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences
Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El rendimiento de producto aislado era del 83%.

Ejemplo 14.2.5 Sintesis de amino-HES a partir de oxo-HES del ejemplo 14.1

Se calentaron 5 g de oxo-HES del ejemplo 14.1 (PM = 28 kD, DS = 0,41, Supramol Parenteral Colloids GmbH,
Rosbach-Rodheim, A) durante la noche a 80°C a vacio y entonces se disolvieron bajo nitrégeno en 28 ml de
dimetilsulfoxido seco (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) y se afadieron 1,67 ml de 1,4-
diaminobutano. Tras agitar a 40°C durante 17 h se afiadi6é la mezcla de reaccion a 175 ml de una mezcla 1:1
enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogié el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C. Se
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disolvié el producto bruto en 40 ml de agua, se dializé durante 2 d frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto
de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. No se determiné el rendimiento de
producto aislado.

Ejemplo 14.2.6 Sintesis de aldehido-HES a partir de amino-HES del ejemplo 14.2.5

Se disolvieron 130 mg de acido 4-formilbenzoico y 153 mg de 1-hidroxi-1H-benzotriazol (ambos de Aldrich, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) en 36 ml de N,N-dimetilformamida (calidad para sintesis peptidica, Biosolve,
Valkenswaard, PB) y se afadieron 110 ul de N,N’-diisopropilcarbodiimida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, A). Tras la incubacién a 21°C durante 30 min., se afiadieron 2,61 g de amino-HES (sintetizado tal como
se describio en el ejemplo 14.2.5). Tras agitar durante 22,5 h a 22°C, se afiadi6 la mezcla de reaccién a 160 ml de
una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogié el producto precipitado mediante
centrifugacion a 4°C y se lavé con una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Tras la centrifugacion,
se disolvio el precipitado en 30 ml de agua, se dializé durante 1 d frente a agua (tubos de didlisis Snake Skin, punto
de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. El rendimiento de producto aislado
era del 81%.

Ejemplo 14.2.7 Sintesis de amino-HES a partir de oxo-HES del ejemplo 14.1

Se calentaron 5 g de oxo-HES del ejemplo 14.1 (PM = 30,8 kD, DS = 0,76, Supramol Parenteral Colloids GmbH,
Rosbach-Rodheim, A) durante la noche a 80°C a vacio y entonces se disolvieron bajo nitrégeno en 28 ml de
dimetilsulféxido seco (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) y se afiadieron 1,67 ml de 1,4-
diaminobutano. Tras agitar a 40°C durante 17 h se afiadi6 la mezcla de reacciéon a 175 ml de una mezcla 1:1
enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogié el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C. Se
disolvié el producto bruto en 40 ml de agua, se dializ6 durante 2 d frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto
de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizd. No se determind el rendimiento de
producto aislado.

Ejemplo 14.2.8 Sintesis de aldehido-HES a partir de amino-HES del ejemplo 14.2.7

Se disolvieron 122 mg de acido 4-formilbenzoico y 144 mg de 1-hidroxi-1H-benzotriazol (ambos de Aldrich, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) en 34 ml de N,N-dimetilformamida (calidad para sintesis peptidica, Biosolve,
Valkenswaard, PB) y se afadieron 103 pul de N,N’-diisopropilcarbodiimida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, A). Tras la incubacion a 21°C durante 30 min., se afiadieron 2,46 g de amino-HES (sintetizado tal como
se describio en el ejemplo 14.2.7). Tras agitar durante 22,5 h a 22°C, se afiadi6 la mezcla de reaccion a 160 ml de
una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogié el producto precipitado mediante
centrifugacion a 4°C y se lavé con una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Tras la centrifugacion,
se disolvio el precipitado en 30 ml de agua, se dializé durante 4 d frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto
de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El rendimiento de producto aislado
era del 87%.

Ejemplo 14.2.9 Sintesis de amino-HES a partir de oxo-HES del ejemplo 14.1

Se calentaron 10 g de oxo-HES (PM = 42,1 kD, DS = 0,41, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) durante dos dias a 80°C a vacio y entonces se disolvieron bajo nitrégeno en 53 ml de dimetilsulféxido seco
(Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) y se afiadieron 2,01 ml de 1,4-diaminobutano. Tras agitar a
40°C durante 17 h se afiadio la mezcla de reaccion a 350 ml de 2-propanol enfriado con hielo (Carl Roth GmbH +
Co. KG, Karlsruhe, A). Se recogi6 el producto precipitado mediante centrifugacién a 4°C, se lavé con 80 ml de 2-
propanol enfriado con hielo y se recogié mediante centrifugacion. Se disolvié el producto bruto en 80 ml de agua, se
dializ6 durante 2 d frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences
Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. El rendimiento de producto aislado era del 76%.

Ejemplo 14.2.10 Sintesis de aldehido-HES a partir de amino-HES del ejemplo 14.2.9

Se disolvieron 900 mg de acido 4-formilbenzoico y 1053 mg de 1-hidroxi-1H-benzotriazol (ambos de Aldrich, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) en 30 ml de N,N-dimetilformamida (calidad para sintesis peptidica, Biosolve,
Valkenswaard, PB) y se afadieron 930 pl de N,N’-diisopropilcarbodiimida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, A). Tras la incubacién a 21°C durante 30 min., se afiadieron 3 g de amino-HES (sintetizado tal como se
describié en el ejemplo 14.2.9 y disuelto en 20 ml de N,N-dimetilformamida). Tras agitar durante 22,5 h a 22°C, se
afadio la mezcla de reacciéon a 210 ml de una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogio el
producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C y se lavé con una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y
etanol (v/v). Tras la centrifugacion, se disolvié el precipitado en 30 ml de agua, se dializé durante 2 d frente a agua
(tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6.
El rendimiento de producto aislado era del 97%.
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Ejemplo 14.2.11 Sintesis de amino-HES a partir de oxo-HES del ejemplo 14.1 (A)

Se calentaron 6,09 g de oxo-HES (PM = 56,8 kD, DS = 0,76, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-
Rodheim, A) durante la noche a 80°C a vacio y entonces se disolvieron bajo nitrégeno en 32 ml de dimetilsulféxido
seco (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) y se afiadieron 1,22 ml de 1,4-diaminobutano. Tras agitar
a 40°C durante 17 h se afiadi6 la mezcla de reacciéon a 150 ml de una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y
etanol (v/v). Se recogié el producto precipitado mediante centrifugacién a 4°C, se lavo con 40 ml de una mezcla 1:1
enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v) y se recogié6 mediante centrifugacion. Se disolvid el producto bruto en
80 ml de agua, se dializé durante 4 d frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio
Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El rendimiento de producto aislado era del 82%.

Ejemplo 14.2.12 Sintesis de aldehido-HES a partir de amino-HES del ejemplo 14.2.11

Se disolvieron 125 mg de acido 4-formilbenzoico y 174 mg de 1-hidroxi-1H-benzotriazol (ambos de Aldrich, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) en 38 ml de N,N-dimetilformamida (calidad para sintesis peptidica, Biosolve,
Valkenswaard, PB) y se afiadieron 155 pul de N,N’-diisopropilcarbodiimida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, A). Tras la incubacion a 21°C durante 30 min., se afiadieron 3,8 g de amino-HES (sintetizado tal como
se describio en el ejemplo 14.2.11). Tras agitar durante 19 h a 22°C, se afiadi6 la mezcla de reaccién a 160 ml de
una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogié el producto precipitado mediante
centrifugacién a 4°C, se redisolvié en 20 ml de N,N-dimetilformamida y se precipit6 con 80 ml de una mezcla 1:1
enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v) tal como se describié anteriormente. Tras la centrifugacion, se disolvio el
precipitado en 50 ml de agua, se dializ6 durante 2 d frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de
3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz4. El rendimiento de producto aislado era del 77%.

Ejemplo 14.2.13 Sintesis de amino-HES a partir de oxo-HES del ejemplo 14.1 (B)

Se calentaron 10 g de oxo-HES (PM = 56,8 kD, DS = 0,76, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) durante la noche a 80°C a vacio y entonces se disolvieron bajo nitrégeno en 53 ml de dimetilsulféxido seco
(Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) y se afiadieron 2 ml de 1,4-diaminobutano. Tras agitar a 40°C
durante 17 h se afiadio la mezcla de reaccion a 350 ml de 2-propanol enfriado con hielo (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, A). Se recogi6 el producto precipitado mediante centrifugacion a 4°C, se lavé con 80 ml de 2-propanol
enfriado con hielo y se recogié mediante centrifugacién. Se disolvié el producto bruto en 80 ml de agua, se dializé
durante 2 d frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences Deutschland
GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El rendimiento de producto aislado era del 85%.

Ejemplo 14.2.14 Sintesis de aldehido-HES a partir de amino-HES del ejemplo 14.2.13

Se disolvieron 153 mg de acido 4-formilbenzoico y 241 mg de 1-hidroxi-1H-benzotriazol (ambos de Aldrich, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) en 51 ml de N,N-dimetilformamida (calidad para sintesis peptidica, Biosolve,
Valkenswaard, PB) y se afadieron 170 pl de N,N’-diisopropilcarbodiimida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, A). Tras la incubacion a 21°C durante 30 min., se afiadieron 5,1 g de amino-HES (sintetizado tal como
se describié en ejemplo 14.2.13). Tras agitar durante 16 h a 22°C, se afiadi6 la mezcla de reaccion a 360 ml de una
mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y etanol (v/v). Se recogi6 el producto precipitado mediante centrifugacion a
4°C, se redisolvio en 50 ml de agua y se precipitd con 360 ml de una mezcla 1:1 enfriada con hielo de acetona y
etanol (v/v) tal como se describio anteriormente. Tras la centrifugacion, se disolvié el precipitado en 50 ml de agua,
se dializé durante 2 d frente a agua (tubos de didlisis SnakeSkin, punto de corte de 3,5 kD, Perbio Sciences
Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. El rendimiento de producto aislado era del 87%.

Ejemplo 14.2.15 Sintesis de amino-HES a partir de oxo-HES del ejemplo 14.1

Se calentaron 5,0 g de oxo-HES (PM = 29,3 kD, DS = 0,86, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) durante la noche a 80°C a vacio, se disolvieron bajo nitrégeno en 20 ml de dimetilsulfoxido seco (Fluka, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) y se afiadieron 1,67 ml de 1,4-diaminobutano (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, A). Tras agitar a 40°C durante 30,5 h se afiadi6 la mezcla de reaccion a 175 ml de una mezcla
1:1 (v/v) enfriada con hielo de acetona (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, A) y etanol (Sonnenberg, DAB,
Braunschweig, A). Se recogio el producto precipitado mediante centrifugacion durante 120 min. a 4°C, se disolvié en
40 ml de agua, se dializ6 durante 2 d frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 10 kD, Perbio
Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofilizé. El rendimiento de producto aislado era del 87%.

Ejemplo 14.2.16 Sintesis de aldehido-HES a partir de amino-HES del ejemplo 14.2.15

Se disolvieron 150 mg de acido 4-formilbenzoico y 230 mg de 1-hidroxi-1H-benzotriazol (ambos de Aldrich, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) en 10 ml de N,N-dimetilformamida (calidad para sintesis peptidica, Biosolve,
Valkenswaard, PB) y se afadieron 166 pl de N,N’-diisopropilcarbodiimida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, A). Tras la incubacion a 21°C durante 30 min., se afiadié una disolucién de 3,02 g de aminoHES
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(sintetizado tal como se describié en el ejemplo 14.2.15) en 20 ml de DMF. Tras agitar durante 16 h a 22°C, se
afiadio la mezcla de reaccién a 215 ml de una mezcla 1:1 enfriada con hielo (v/v) de acetona (Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe, A) y etanol (Sonnenberg, DAB, Braunschweig, A). Se recogid el producto precipitado mediante
centrifugacion a 4°C, se redisolvio en 20 ml de agua y se precipitd con acetonal/etanol tal como se describio
anteriormente. Tras la centrifugacion, se disolvié el precipitado en 30 ml de agua, se dializé durante 2,5 d frente a
agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 10 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se
liofilizé. El rendimiento de producto aislado era del 87%.

Ejemplo 14.2.17 Sintesis de amino-HES a partir de oxo-HES del ejemplo 14.1

Se calentaron 5,0 g de oxo-HES (PM = 97,9 kD, DS = 0,76, Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim,
A) durante la noche a 80°C a vacio, se disolvieron bajo nitrégeno en 20 ml de dimetilsulféxido seco (Fluka, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) y se afiadieron 0,50 ml de 1,4-diaminobutano (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, A). Tras agitar a 40°C durante 30,5 h se afiadi6 la mezcla de reaccion a 175 ml de una mezcla
1:1 (v/v) enfriada con hielo de acetona (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, A) y etanol (Sonnenberg, DAB,
Braunschweig, A). Se recogi6 el producto precipitado mediante centrifugacion durante 120 min. a 4°C, se disolvié en
40 ml de agua, se dializé durante 2 d frente a agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 10 kD, Perbio
Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz4. El rendimiento de producto aislado era del 90%.

Ejemplo 14.2.18 Sintesis de aldehido-HES a partir de amino-HES del ejemplo 14.2.17

Se disolvieron 73 mg de acido 4-formilbenzoico y 112 mg de 1-hidroxi-1H-benzotriazol (ambos de Aldrich, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) en 10 ml de N,N-dimetilformamida (calidad para sintesis peptidica, Biosolve,
Valkenswaard, PB) y se afiadieron 81,3 ul de N,N’-diisopropilcarbodiimida (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, A). Tras la incubaciéon a 21°C durante 30 min., se afiadié una disolucion de 3,09 g de aminoHES
(preparado tal como se describié en el ejemplo 14.2.17) en 20 ml de DMF. Tras agitar durante 16 h a 22°C, se
afadio la mezcla de reaccion a 215 ml de una mezcla 1:1 enfriada con hielo (v/v) de acetona (Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe, A) y etanol (Sonnenberg, DAB, Braunschweig, A). Se recogi6 el producto precipitado mediante
centrifugacion a 4°C, se redisolvid en 20 ml de agua y se precipitd con acetona/etanol tal como se describié
anteriormente. Tras la centrifugacion, se disolvio el precipitado en 30 ml de agua, se dializ6 durante 2,5 d frente a
agua (tubos de dialisis SnakeSkin, punto de corte de 10 kD, Perbio Sciences Deutschland GmbH, Bonn, A) y se
liofilizé. El rendimiento de producto aislado era del 96%.

Ejemplo 14.3 Sintesis conjugados de IFN-alfa mediante aminacion reductora
Ejemplo 14.3.1 Conjugacion con IFN-alfa a una escala de 20 pug

A 0,675 mg de IFN-alfa, disuelto en 0,375 ml de tamp6n fosfato de sodio 25 mM, pH 7,5, que contenia NaCl 150 mM
y EDTA 0,3 mM, se le afiadieron 4 ml del tampoén de reacciéon (tampén acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0) y se
centrifugé la disolucién durante 30 min. a 3939 x g en un concentrador Vivaspin 6 (Viva Science, MWCO de 5 kD,
Hannover, Alemania). Se repitié el procedimiento de lavado dos veces mediante dilucién de la disolucién residual
con el tampdn de reaccion hasta 6 ml y centrifugacién tal como se describe. El volumen de la disolucion de IFN-alfa
final era de 0,236 ml, correspondiente a una concentracion final calculada de IFN-alfa 2,86 mg/ml. No se comprobd
experimentalmente la concentracion de proteina.

A 7 pl de la disolucion de IFN-alfa preparada tal como se describié anteriormente y enfriada hasta 0°C, se le
afadieron 10 ul (50 equiv.) de la disolucion de aldehido-HES respectiva (véase la tabla a continuacion) y 11,3 pl de
una disolucién de cianoborohidruro de sodio 60 mM, ambas en el mismo tampdn (acetato de sodio, pH 5,0) y
enfriadas hasta 0°C, y se incubd la mezcla durante 17 h a 0°C. Se analiz6 la mezcla de reaccion mediante
electroforesis en gel. Se emplearon las siguientes concentraciones de las disoluciones de aldehido-HES:

Tabla del ejemplo 14.3.1

Entrada Derivado de HES Concentracién [mg/ml]

A aldehido-HES (ejemplo 14.2.2) 52
B aldehido-HES (ejemplo 14.2.4) 52
C aldehido-HES (ejemplo 14.2.6) 156
D aldehido-HES (ejemplo 14.2.8) 156
E aldehido-HES (ejemplo 14.2.10) 260
F aldehido-HES (A) (ejemplo 14.2.12) 260
G Sin derivado de HES pero con NaCNBH3 -

| Sin derivado de HES y sin NaCNBH3 -

J HES no oxidado (PM 7,6 kD, DS = 0,41) con NaCNBH3 52
K HES no oxidado (PM 7,6 kD, DS = 0,41) sin NaCNBH; 52
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Se muestra el analisis de SDS-Page de los conjugados en la figura 29.
Ejemplo 14.3.2 Conjugacion con IFN-alfa a una escala de 3 mg

A 20 mg de IFN-alfa, disuelto en tampoén fosfato de sodio 25 mM, pH 7,5, que contenia NaCl 150 mM y EDTA
0,3 mM, se le afiadieron 8 ml del tamp6n de reacciéon (tampdn acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0) y se centrifugoé la
disolucién durante 99 min. a 3939 x g en un concentrador Vivaspin 15R (Viva Science, MWCO de 5 KD, Hannover,
Alemania). Se repitio el procedimiento de lavado dos veces mediante dilucion de la disolucién residual con el tampén
de reaccién hasta 18 ml y centrifugacion tal como se describe. Se diluy6 la disolucion de IFN-alfa final con tampén
de reaccién hasta 6,66 ml dando una concentraciéon calculada final de IFN-alfa de 3 mg/ml. No se comprobd
experimentalmente la concentracion de proteina.

A 1 ml de la disolucién de IFN-alfa preparada tal como se describié anteriormente y enfriada hasta 0°C, se le
afiadieron 1 ml de la disolucién de aldehidoHES (75 equiv.) y 1 ml de una disolucién de cianoborohidruro de sodio
60 mM, ambas en el mismo tampén (acetato de sodio, pH 5,0) y enfriadas hasta 0°C, y se incubé la mezcla durante
22 h a 0°C. Se purifico la mezcla de reaccion tras el analisis mediante electroforesis en gel. Para la reaccion descrita
en la entrada G, solo se usaron 0,666 pl de las disoluciones correspondientes. Se emplearon las siguientes
concentraciones de las disoluciones de aldehidoHES:

Tabla del ejemplo 14.3.2

Entrada Derivado de HES Concentracion [mg/ml]
A aldehido-HES (ejemplo 14.2.2) 117
B aldehido-HES (ejemplo 14.2.4) 117
C aldehido-HES (ejemplo 14.2.6) 350
D aldehido-HES (ejemplo 14.2.8) 350
E aldehido-HES (ejemplo 14.2.10) 584
F aldehido-HES (A) (ejemplo 14.2.12) 584
G HES no oxidado (PM 7,6 kD, DS = 0,41) 117

Se muestra el andlisis de SDS-Page de los conjugados en la figura 30.
Ejemplo 14.3.3 Conjugacion con IFN-alfa a una escala de 3 mg

14.3.3.1 Conjugacion de aldehidoHES tal como se prepard en el ejemplo 14.2.16 con IFNa mediante aminacion
reductora

A 10 mg de IFNaq, disuelto en tampén fosfato de sodio 25 mM, pH 7,5, que contenia NaCl 150 mM y EDTA 0,3 mM,
se le afadieron 8 ml del tampdn de reaccion (tampon acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0) y se centrifug6 la disolucién
durante 30 min. a 3939 x g en un concentrador Vivaspin 15R (Viva Science, MWCO de 5 kD, Hannover, Alemania).
Se repitid el procedimiento de lavado dos veces mediante dilucion de la disolucion residual con el tampon de
reaccion hasta 18 ml y centrifugacién tal como se describe. Se diluyé la disolucion de IFNa final con tampén de
reaccion hasta 3,33 ml dando una concentracién calculada final de IFNa de 3 mg/ml. No se comprobd
experimentalmente la concentracion de proteina.

A 1 ml de la disolucion de IFNa preparada tal como se describié anteriormente y enfriada hasta 0°C, se le afiadieron
1 ml de la disolucién de aldehidoHES tal como se prepar6 en el ejemplo 14.2.16 (75 equiv., 352 mg/ml) y 1 ml de
una disolucion de cianoborohidruro de sodio 60 mM, ambas en el mismo tampén y enfriadas hasta 0°C, y se incubd
la mezcla durante 22 h a 0°C. Se purificd la mezcla de reaccion tras el analisis mediante electroforesis en gel. Para
la electroforesis en gel, se emplearon un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A) y
una fuente de alimentacién Consort E143 (CONSORTnNv, Turnhout, B). Se usaron un gel de Bis-Tris al 12% junto
con un tampon de ejecucion MOPS SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
segun las instrucciones del fabricante.

14.3.3.2 Conjugacion de aldehidoHES tal como se prepardé en el ejemplo 14.3.18 con IFNa mediante aminacién
reductora

A 1 ml de la disolucion de IFNa preparada tal como se describié en 14.3.3.1 y enfriada hasta 0°C, se le afiadieron
2 ml de la disolucion de aldehidoHES tal como se prepar6 en el ejemplo 14.3.18 (75 equiv., 369 mg/ml) y 1,5 ml de
una disolucion de cianoborohidruro de sodio 60 mM, ambas en el mismo tampén y enfriadas hasta 0°C, y se incubd
la mezcla durante 22 h a 0°C. Se purifico la mezcla de reaccion tras el analisis mediante electroforesis en gel. Para
la electroforesis en gel, se emplearon un instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A) y
una fuente de alimentacién Consort E143 (CONSORTnNv, Turnhout, B). Se usaron un gel de Bis-Tris al 12% junto
con un tampon de ejecucion MOPS SDS en condiciones reductoras (ambos de Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A)
segun las instrucciones del fabricante.
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14.3.3.3 Control de reaccion: Conjugacion de HES10/0.4 (PM 7,6 kD DS = 0,41) con IFNa mediante aminacion
reductora

A 1 ml de la disolucién de IFNa preparada tal como se describié en 14.3.3.1 y enfriada hasta 0°C, se le afiadieron
1 ml de la disolucién de HES10/0.4 (75 equiv., 117 mg/ml) y 1 ml de una disolucién de cianoborohidruro de sodio
60 mM, ambas en el mismo tampoén y enfriadas hasta 0°C, y se incub6 la mezcla durante 22 h a 0°C. Se purifico la
mezcla de reaccion tras el analisis mediante electroforesis en gel. Para la electroforesis en gel, se emplearon un
instrumento XCell Sure Lock Mini Cell (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A) y una fuente de alimentaciéon Consort E143
(CONSORTnNv, Turnhout, B). Se usaron un gel de Bis-Tris al 12% junto con un tampén de ejecucion MOPS SDS en
condiciones reductoras (ambos de Invitrogen GmbH, Karlsruhe, A) segln las instrucciones del fabricante.

Se muestra el analisis de SDS-Page de los conjugados en la figura 31.
Ejemplo 14.3.4 Conjugacion con IFN-alfa a una escala de 16 mg

Se intercambi6 el tampon de una disolucion de IFN-alfa de 20 mg tal como se describié en el ejemplo 14.3.2. Se
diluy6 la disolucién de IFN-alfa final con tampén de reaccion hasta 6,37 ml dando una concentracion calculada final
de IFN-alfa de 3,14 mg/ml. Se diluyeron 100 ul de esta disolucién con 900 ul de tampon de reaccion y se determind
espectrofotométricamente a 279 nm que la concentracién de proteina era de 3,01 mg/ml, basandose en el
coeficiente de extincién molar de 18000. Tras la combinacion con el material usado para la determinacion de la
concentracion de proteina, el volumen final era de 7,0 ml con una concentracion de proteina de 2,74 mg/ml.

A 5,91 ml de esta disolucién de IFN-alfa (16,2 mg) preparada tal como se describié anteriormente y enfriada hasta
0°C, se le afadieron una disolucién de 3,152 g de aldehido-HES del ejemplo 14.2.14 (75 equiv.) en 5 ml de tampon
de reaccion y 6 ml de una disolucion de cianoborohidruro de sodio 60 mM, ambas en el mismo tampon (acetato de
sodio, pH 5,0) y enfriadas hasta 0°C, y se incubé la mezcla durante 22 h a 0°C (véase la figura 32, linea A).

Como control de reaccion, se mezclaron 1,09 ml de la disolucion de IFN-alfa enfriada previamente (3 mg) con 1 ml
de una disolucion de 122 mg de HES no oxidado (PM 7,6 kD, DS = 0,41) en el tampdn de reaccion y 1 ml de una
disolucién de cianoborohidruro de sodio 60 mM, ambas en el mismo tamp6n y enfriadas hasta 0°C (véase la figura
32, linea B).

Se muestra el andlisis de SDS-Page del conjugado en la figura 32.
Ejemplo 14.4 Purificacion de los conjugados de IFN-alfa-HES

14.4.1 Purificacion de HES-IFN-a. de incubaciones de la proteina aminada de manera reductora con derivados
activados de HES (separacion de la proteina modificada y no modificada de derivados de HES)

Se realiz6 la purificacion de todas las muestras a temperatura ambiente usando un equipo AKTA explorer 10. Se
equilibré la columna que contenia 3 ml de Q-Sepharose Fast Flow con 10 VC de tamp6n A (Tris/HCI 20 mM, pH 8,0).
Se diluyeron las muestras 1:10 con tampon A y se aplicaron usando la bomba de muestra a una velocidad de flujo
de 1 mi/min. Tras el lavado de la bomba de muestra con 10 ml de tampdn A, se lavo la columna adicionalmente con
6 VC de tampdn A a una velocidad de flujo de 1,0 ml/min. Se realiz6 la elucién usando un gradiente lineal del O-
100% de de tampdn B (NaCl 0,3 M en Tris/HCI 20 mM, pH 8,0) a lo largo de 2 VC y una ejecucion isocratica con
0,5 VC de tampon B a una velocidad de flujo de 0,8 ml/min. Se regeneré la columna usando 2 VC de tamp6n C
(NaCl 1,5 M en Tris/HCI 20 mM, pH 8,0) seguido por 0,5 VC de tamp6n B a una velocidad de flujo de 0,8 ml/min. Se
realizé el reequilibrado durante la siguiente ejecucion usando 6 VC de tampon A y una velocidad de flujo de
1,0 ml/min.
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14.4.2 Materiales y métodos

Equipo:

Columna:
Material de la columna:
Volumen de la columna:
Tampoén A
Tampodn B:
Tampén C:
Método
Volumen
1VvC
5-28 mi
10 ml
5VC
6 VC
2VC

2VvC
0,5VvC

5VvC

14.4.3 Resultados

AKTA explorer 10 (Amersham Pharmacia Biotech), con:

Bomba P-903

Mezclador M-925, con una camara de 0,6 ml

Monitor UV-900, con una célula de flujo de 10 mm

Monitor pH/C-900

Bomba P-950 (bomba de muestra)

Software Unicorn version 3.21

Amersham Biosciences C 10/10

Q-Sepharose Fast Flow, n.° de cddigo 17-0510-01, n.° de lote OD 06453

3ml

Tris/HCI 20 mM, pH 8,0, n.° de lote PL0746

NacCl 0,3 M en Tris/HCI 20 mM, pH 8,0, n.° de lote PLO747

NaCl 1,5 M en Tris/HCI 20 mM, pH 8,0, n.° de lote PL0748

Etapa

Equilibrado

Carga de la muestra
Lavado de la bomba de
muestra

Lavado de la muestra no
unida

Inicio del fraccionamiento
Elucion, gradiente lineal
Elucion, isocrética
Regeneracion
Regeneracién

Detencién del
fraccionamiento
Reequilibrado

Deteccion:

Fraccionamiento:

14.4.3.1 Muestra segun el ejemplo 14

composicion de la muestra:

volumen de partida:

fraccién no retenida/lavado

fecha de ejecucion:

Tampoén

100% de tampdn A
muestra 1:10 en tampén A
100% de tampdn A

100% de tampdn A

100% de tampdn A
0-100% de tamp6n B
100% de tampdn B
100% de tampon C
100% de tampdn B
100% de tampdn B

100% de tampdn A

280 nm, 260 nm, 220 nm
pH

Conductividad
Fracciones de 1 ml

0,3mM,pH75%0,2
0,5 ml, diluido 1:10 en tamp6n A =5 ml

9,3 ml

29-04-2004

125

Velocidad de flujo
1,0 ml/min.
1,0 ml/min.
1,0 ml/min.

1,0 ml/min.

1,0 ml/min.
0,8 ml/min.
0,8 ml/min.
0,8 ml/min.
0,8 ml/min.
0,8 ml/min.

1,0 ml/min.

1 mg de EP2001 (rhIFN-a2b) en fosfato de Na 25 mM, NaCl 0,13 M y EDTA
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QS24 D39 (véase la tabla para el ejemplo 14.4.4.1

14.4.3.2 Muestra segun el ejemplo 14.3.2 (entrada A)

composicion de la muestra:

volumen de partida:
fraccion no retenida/lavado:
fecha de ejecucion:

n.° de ejecucion:

2,5 mg de EP2001 + 97,5 mg de aldehidoHES10/0.4 (NZA256) en acetato de Na
0,1 M, cianoborohidruro de Na 20 mM, pH 5,0

2,5 ml, diluido 1:10 en tampén A = 25 ml
44 ml
29-04-2004

QS25 D56 (véase la tabla para el ejemplo 14.4.4.1)

14.4.3.3 Muestra segun el ejemplo 14.3.2 (entrada B)

composicion de la muestra:

volumen de partida:
fraccién no retenida/lavado:
fecha de ejecucion:

n.° de ejecucion:

2,5 mg de EP2001 + 97,5 mg de aldehidoHES10/0.7 (NZA235A) en acetato de
Na 0,1 M, cianoborohidruro de Na 20 mM, pH 5,0

2,5 ml, diluido 1:10 en tampén A = 25 ml
41 ml
30-09-2004

QS26 D57 (véase la tabla para el ejemplo 14.4.4.1)

14.4.3.4 Muestra segun el ejemplo 14.3.2 (entrada C)

composicion de la muestra:

volumen de partida:
fraccion no retenida/lavado:
fecha de ejecucion:

n.° de ejecucion:

2,5 mg de EP2001 + 292 mg de aldehidoHES30/0.4 (NZA328) en acetato de Na
0,1 M, cianoborohidruro de Na 20 mM, pH 5,0

2,5 ml, diluido 1:10 en tampén A = 25 ml
42 ml
30-09-2004

QS27 D58 (véase la tabla para el ejemplo 14.4.4.1)

14.4.3.5 Muestra segun el ejemplo 14.3.2 (entrada D)

composicion de la muestra:

volumen de partida:
fraccion no retenida/lavado:
fecha de ejecucion:

n.° de ejecucion:

2,5 mg de EP2001 + 292 mg de aldehidoHES30/0.7 (NZA329) en acetato de Na
0,1 M, cianoborohidruro de Na 20 mM, pH 5,0

2,5 ml, diluido 1:10 en tampén A = 25 ml
40 ml
30-09-2004

QS28 D59 (véase la tabla para el ejemplo 14.4.4.1)

14.4.3.6 Muestra segun el ejemplo 14.3.2 (entrada E)

composicion de la muestra:

volumen de partida:
fraccion no retenida/lavado:
fecha de ejecucion:

n.° de ejecucion:

2,5 mg de EP2001 + 487 mg de aldehidoHES50/0.4 (NZA303) en acetato de Na
0,1 M, cianoborohidruro de Na 20 mM, pH 5,0

2,7 ml, diluido 1:10 en tampén A = 27 ml
50 ml
30-09-2004

QS29 D60 (véase la tabla para el ejemplo 14.4.4.1)
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14.4.3.7 Muestra segun el ejemplo 14.3.2 (entrada F)

composicion de la muestra: 2,5 mg de EP2001 + 487 mg de aldehidoHES30/0.7 (NZA309) en acetato de Na
0,1 M, cianoborohidruro de Na 20 mM, pH 5,0

volumen de partida: 2,6 ml, diluido 1:10 en tampén A = 26 ml

fraccion no retenida/lavado: 50 ml

fecha de ejecucion: 30-09-2004

n.° de ejecucion: QS30 D61 (véase la tabla para el ejemplo 14.4.4.1)

14.4.3.8 Muestra segun el ejemplo 14.3.2 (entrada G)

composicion de la muestra: 1,7 mg de EP2001 + 98 mg de HES10/0.4 (lote de Supramol 407B) en acetato de
Na 0,1 M, cianoborohidruro de Na 20 mM, pH 5,0

volumen de partida: 2,5 ml, diluido 1:10 en tampén A = 25 ml

fraccion no retenida/lavado: 42 ml

fecha de ejecucion: 01-10-2004

n.° de ejecucion: QS31 D62 (véase la tabla para el ejemplo 14.4.4.1)

14.4.4 Comparacion de los resultados
14.4.4.1 Andlisis de SDS-PAGE de los picos de elucién de IFN-alfa

Tabla para el ejemplo 14.4.4.1: Comparacion de las areas de los picos detectados a 280 nm durante la
cromatografia en Q-Sepharose de IFN-o hesilado

Area de eluato Rendimiento calculado de

Cantidad aplicada (280nm) / mg de proteina total [ma]

N.'o L de calculada de IFN-o Azrseg de AUeIuatlo proteina no (cuantificacibn mediante
gjecucion no modificado ( nm) [mAU x mi] modificada [mMAU x HPLC a 280 nm*)
ml x mg-1]

QS-24 D39 1,0 mg 961 961 0,42

QS-25 D56 2,5mg 4370 1748 1,20

QS-26 D57 2,5mg 5669 2268 1,64

QS-27 D58 2,5mg 3350 1340 1,60

QS-28 D59 2,5mg 2854 1142 1,54

QS-29 D60 2,5mg 2255 902 1,52

QS-30D61  2,5mg 9278 3711 3,44

QS-31D62 1,7mg 1918 1128 1,40

* datos del andlisis cuantitativo derivado de RP-HPLC-3

Ejemplo 15 Descripcion del bioensayo de actividad antiviral de IFN alfa
Descripcion del procedimiento de prueba: Actividad antiviral de interferon-alfa

Tras diluir previamente los articulos de prueba en medio de cultivo celular, se prepararon diluciones en serie de dos
veces. En placas de microtitulacion de 96 pocillos, se afadié interferon diluido (en duplicados de cuatro veces por
dilucién) a células MDBK recién tripsinizadas (40.000 células por pocillo). Se incubaron los ensayos durante
24 horas a 37°C (volumen total por pocillo: 150 ul (ejemplo 15.1) o 175 pl (ejemplo 15.2, 15.3, 15.4, 15.5, 16.2,
16.3)).

Posteriormente, se afiadieron 50 ul de disolucion madre de VEV diluida a cada pocillo (excepto para los pocillos
control positivo) dando como resultado una multiplicidad de infeccion de 0,1.

Se incluyeron los siguientes controles en cada ensayo: 12 pocillos que recibieron virus mas medio de cultivo celular

en lugar de interferén (control negativo) y 12 pocillos que recibieron medio de cultivo celular en lugar de interferén y
virus (control positivo).
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Se incubaron los ensayos durante 42 horas a 37°C.

Al final del periodo de incubacion, se reemplazé el sobrenadante de cultivo celular de cada pocillo por 50 ul de una
disolucién de MTT (al menos 2 mg/ml en medio de cultivo celular). Se incubaron las células durante tres horas. Se
solubilizé el colorante de formazan purpura formado por las células en proliferacion afiadiendo 100 pl de disolucién
de isopropanol/HCI (isopropanol con HCI 40 mM) a cada pocillo. Posteriormente, se midieron los valores de
absorbancia de las disoluciones a 570/630 nm en un lector de placas de microtitulacion.

Se calcul6 la actividad proliferativa de células MDBK hechas crecer en presencia de interferon y VEV para cada
dilucién de interferén tal como sigue:

((Absorbancia media de cuatro pocillos tratados con interferén) — (absorbancia media del control negativo)) * 100

(Absorbancia media del control positivo) — (absorbancia media del control negativo)

Se determind la actividad antiviral de interferén-alfa en cuatro ensayos separados para cada uno de los articulos de
prueba.

Ejemplo 15. Actividad antiviral de Intron® A en relacion con un patrén de NIH

En todos los experimentos, se uso Intron® A (IFN-alfa 2b, Schering-Plough), calibrado frente al patron de NIH rhIFN-
alfa 2a (NIAID, NIH, Bethesda, EE.UU., Gxa01-901-535) como referencia de laboratorio interna. El patron de NIH
tenia una actividad especifica de 9.000 Ul/ml. La referencia de laboratorio interna Intron® A tenia una actividad
especifica de 8.487.000 Ul/ml en la prueba tal como se describe en el ejemplo 15.

Se muestra la actividad proliferativa de Intron® A en comparacion con el patrén de NIH rhIFN-alfa 2a en la figura 33.

Ejemplo 15.2 Actividad antiviral de IFN-o-HES incubado de manera simulada en relacion con material de partida no
modificado

Tal como se describe en el ejemplo 14.3.4, se usO IFN-alfa-HES incubado de manera simulada (descrito en el
ejemplo 14.3.2, entrada G) como control de reaccién. Se compar6 la actividad antiviral del material con la del
material de partida no modificado para investigar la influencia del procedimiento de acoplamiento y purificacién sobre
la bioactividad. La incubacion de manera simulada no afecté a la bioactividad in vitro de IFN-alfa.

Se muestra la actividad in vitro relativa de IFN-alfa-HES incubado de manera simulada en comparacion con material
de partida de IFN-alfa no modificado en la figura 34.

Ejemplo 15.3 Actividad antiviral de conjugados de IFN-alfa-HES en relacién con Intron® A

En el sistema de ensayo descrito en el ejemplo 15, se sometieron a prueba los conjugados (entradas A, B, C, D, E
del ejemplo 14.3.2 purificados seguin el ejemplo 14.4) en comparacion con material de partida de IFN-alfa no
modificado, Intron® A y Pegasys (Roche). Se calcul6 la concentracion CPE50 de los materiales. Todos los
conjugados de IFN-alfa-HES conservaban una actividad antiviral que era sustancialmente superior a la de Pegasys.

Se muestra la actividad in vitro relativa de conjugados de IFN-alfa-HES en comparacién con material de partida de
IFN-alfa no modificado, Intron® A y Pegasys en la figura 35.

Ejemplo 15.4 Actividad antiviral de conjugado de IFN-alfa-HES en comparacién con Intron® A

En el sistema de ensayo descrito en el ejemplo 15, se sometid a prueba el conjugado de IFN-alfa-HES del ejemplo
14.3.4 purificado segun el ejemplo 14.4 en comparacion con Intron® A. Se calculé la concentracion CPES0 de los
materiales. El conjugado de IFN-alfa-HES conservaba una alta actividad antiviral de aproximadamente el 25% en
comparacion con Intron® A.

Se muestra la actividad in vitro relativa de conjugados de IFN-alfa-HES en comparacién con Intron® A en la figura
36.

Ejemplo 15.5 Actividad antiviral de conjugado de IFN-alfa-HES en comparacién con Intron® A

En el sistema de ensayo descrito en el ejemplo 15, se sometieron a prueba los conjugados de IFN-alfa-HES del
ejemplo 14.3.3, purificados segun el ejemplo 14.4 en comparacion con Intron® A y Pegintron®. Se calcul6 la
concentracion CPE50 de los materiales. Los conjugados de IFN-alfa-HES conservaban una actividad antiviral de
aproximadamente el 25% en comparacién con Intron® A, que es del mismo nivel que la actividad in vitro de
Pegintron.
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Se muestra la actividad in vitro relativa de conjugados de IFN-alfa-HES en comparacion con Intron® A en la figura
37.

Ejemplo 16 Bioactividad in vivo de conjugados de IFN-alfa-HES (estudio PK en ratones)
Ejemplo 16.1 Influencia del suero de raton sobre el sistema de ensayo tal como se describe en el ejemplo 9

Se prepararon diluciones de interferén-alfa en medio de cultivo celular (control) y en suero de raton (diluciéon 1:40 y
dilucién 1:80). Se realiz6 el ensayo tal como se describe en el ejemplo 15.

Se determind la actividad antiviral de interferén-alfa en dos ensayos separados para el control, para el suero de
raton diluido 1:40 asi como para el suero de ratdn diluido 1:80. Los resultados indicaron que el suero de ratén a una
dilucién 1:40 y 1:80 no afecta al bioensayo para la actividad antiviral de interferén-alfa.

Ejemplo 16.2 Estudio in vivo en ratones (1)

Se sometid a prueba la actividad antiviral de suero reunido en el ensayo antiviral. Se recogié suero de dos ratones
(ratones BALB/c hembra, de 8 semanas de edad) a cada tiempo, que se sacrificaron alas 2 h, 4 h, 12 hy 24 h tras
la inyeccion i.v. de 30 ug/kg (basandose en el contenido en proteina) de IFN-alfa o el conjugado de IFN-alfa-HES.

Se descongelaron las muestras de suero y se homogeneizaron meticulosamente agitando con vértex (y se
diluyeron). Se prepararon diluciones en serie de dos veces en medio de cultivo celular. Se descongel6 un vial de
Intron® A (diluido) y se homogeneiz6 meticulosamente agitando con vortex. Se prepararon diluciones en serie de
dos veces en medio de cultivo celular.

Se determinaron las diluciones CE50 en el ensayo de CPE a partir de curvas de respuesta a la dosis de una serie de
dilucion 1:2 tal como se describe en el ejemplo 15.

Se determiné la semivida de los materiales en comparacion con material de partida no modificado y Pegasys. Se
calcul6 la semivida a partir de un grafico semilogaritmico de la dilucién CE50 frente al tiempo tras la inyeccion.

Se detectd la actividad antiviral para (i) IFN-alfa-HES (ejemplo 14.3.2, entrada B de la tabla), (ii) IFN-alfa-HES
(ejemplo 14.3.2, entrada D de la tabla), (iii) IFN-alfa-HES (ejemplo 14.3.4) hasta 24 h. Tal como puede observarse a
partir de la figura 38, la semivida aumento desde (i) (aproximadamente 3 h) a lo largo de (ii) (aprox. 5 h) hasta (iii)
(aproximadamente 7 h).

Para IFN-alfa no modificado, la actividad antiviral del suero era demasiado baja como para calcular una semivida
sérica. En K.R. Reddy et al. Advanced Drug Delivery Reviews 54 (2002) 571-586 se determiné una semivida sérica
de IFN-alfa en ratas (i.v.) de 2 h.

Ejemplo 16.3 Estudio in vivo en ratones (l1)

Se sometid a prueba la actividad antiviral de suero reunido en el ensayo antiviral. Se recogié suero de dos ratones
(ratones BALB/c hembra, de 8 semanas de edad) a cada tiempo, que se sacrificaron alas 2 h, 4 h, 12 hy 24 h tras
la inyeccion i.v. de 30 ug/kg (basandose en el contenido en proteina) de IFN-alfa o el conjugado de IFN-alfa-HES.

Se descongelaron las muestras de suero y se homogeneizaron meticulosamente agitando con vortex (y se
diluyeron). Se prepararon diluciones en serie de dos veces en medio de cultivo celular. Se descongel6 un vial de
Intron® A (diluido) y se homogeneiz6 meticulosamente agitando con vortex. Se prepararon diluciones en serie de
dos veces en medio de cultivo celular.

Se determinaron las diluciones CE50 en el ensayo de CPE a partir de curvas de respuesta a la dosis de una serie de
dilucioén 1:2 tal como se describe en el ejemplo 15.

Se determind la semivida de los materiales en comparacion con material de partida no modificado y Pegasys. Se
calcul6 la semivida a partir de un grafico semilogaritmico de la dilucién CE50 frente al tiempo tras la inyeccion.

Se detecto la actividad antiviral para (i) Peglntron, (ii) IFN-alfa-HES (ejemplo 14.3.3,1) y (iii) IFN-alfa-HES (ejemplo
1.3.3.2) hasta 24 h. Tal como puede observarse a partir de la figura 39, la semivida aumenté desde (i)
(aproximadamente 3,6 h) hasta (ii) y (iii) (aproximadamente 6,5y 6,8 h).

Ejemplo 17 Bioactividad in vivo de conjugados de IFN-alfa-HES (estudio PK en conejos)

Ejemplo 17.1 Marcaje radiactivo de IFN-alfa y conjugados de IFN-alfa-HES

125

Se marcaron las muestras usadas para el estudio PK con "I con el método de cloramina T. Se hace reaccionar
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cloramina T con yoduro y se forma una especie de interhalégeno (I-Cl). El interhalégeno reacciona con el anillo
aromatico de la tirosina y lo sustituye en la posicion o.

Ejemplo 17.2 Experimento de referencia: Marcaje de oxo-HES 50/0.4 con **°|

En una primera serie experimental en las condiciones de reaccion dadas, se investigé si cantidades traza de yodo
podian detectarse por ejemplo mediante yodo, poliyodo o poliyoduro que forman complejos con HES. En
comparacion, se marcaron oxo-HES (PM 42,1 kD, DS = 0,41) e IFN-alfa-HES (ejemplo 14.3.2, entrada E de la tabla)
en las mismas condiciones y tras el procedimiento de purificacién, se midié la radiactividad en las muestras. Segin
la bibliografia, la amilopectina puede formar complejos con yodo, poliyodo o poliyoduro cuando las estructuras
helicoidales tienen al menos 11 unidades de glucosa anhidra.

Solo se detect6 radiactividad en la muestra de IFN-alfa-HES. Este resultado demostré que la radiactividad estaba
provocada exclusivamente por la modificacion covalente de residuos de tirosina en IFN-alfa pero no por yodo
posiblemente unido fisicamente, que no se elimind en el procedimiento de purificacién. Puede considerarse oxo-HES
50/0.4 (PM 42,1 kD, DS = 0,41) como control negativo. Debido al alto peso molecular y el bajo grado de sustitucion
en esta especie de oxo-HES, se esperarian las estructuras helicoidales mas largas si estuviese presente alguna y,
por tanto, en este caso habria habido el riesgo mas alto de complejacion de yodo.

Ejemplo 17.3 Marcaje de interfer6n-alfa con yodo no radiactivo (“yodacion fria”)

Se marcé interferén alfa con yodo no radiactivo en el mismo procedimiento de marcaje y purificacion que los
conjugados de IFN-alfa-HES. En el ensayo antiviral se conservo la actividad antiviral. Sin embargo, no se realizé
cuantificacion, porque en el procedimiento de marcaje y purificacion se cambidé la concentracion y no pudo
determinarse debido a la pequefia cantidad de material disponible.

Ejemplo 17.4 Marcaje radiactivo de conjugados de IFN-alfa-HES
Se marcaron muestras segun el ejemplo 17.1 con 25| radiactivo. Las muestras eran material de partida de IFN-alfa,
IFN-alfa-HES (ejemplo 14.3.2, entrada D de la tabla). Las muestras tenian una actividad especifica de 38 puCi/ug
(material de partida de IFN-alfa), 41 uCi/ug (IFN-alfa-HES 30/0.7).

Ejemplo 17.5 Estudio PK in vivo en conejos
Ejemplo 17.5.1 Procedimiento experimental

Se usaron los articulos de prueba como una dilucién. Se prepard una disolucion de 4 pCi/ml. El tampén de dilucién
era PBS.

Cuatro conejos blancos de Nueva Zelanda HsdIf:NZW. Fuente Harlan Winkelmann GmbH, D-33178 Borchen, sexo:
hembra; peso corporal al comienzo del estudio: > 2,5 kg. A todos los animales se les habia aplicado por via
intravenosa las sustancias de prueba radiomarcadas, recibiendo un volumen de 1 ml/kg de peso corporal, que es
equivalente a una dosificacion de 4 uCi/kg de peso corporal. Se habian tomado muestras de sangre a puntos de
tiempo definidos. En cada punto de toma de muestras, se tomaron aprox. 600 ul de sangre de la vena auricular de
los animales para investigaciones adicionales.

Para la toma de muestras de sangre, se colocd un catéter permanente intravenoso con anestesia general
(ketamina/Rompun) en la vena auricular. La anestesia les mantuvo tranquilos durante el punto de toma de muestras
de sangre, durante la propia aplicacion y las primeras tres tomas de muestras de sangre tras la aplicacion
(0,5 horas, 1 hora y 2 horas). Se dejaron los catéteres en los animales durante los puntos de toma de muestras
adicionales hasta que los cortaron los propios animales. Se determinaron tomas de muestras de sangre adicionales
con una canula a través de diferentes zonas de las venas auriculares.

Se realizd el procesamiento adicional de las muestras de sangre tras la toma de muestras de sangre. Para
determinar el articulo de prueba radiomarcado en la sangre, se procesaron las muestras de sangre recogidas segun
un protocolo de solubilizacion especifico. Para esto, se transfirieron 250 ul de las muestras de sangre a un vial
nuevo y se afiadié un volumen igual de Solvable™. Se incubaron las muestras durante una hora a 50°C en un bafio
de agua con agitacion. Tras el tiempo de incubacién, se enfriaron las muestras hasta temperatura ambiente y se
afiadieron 100 pl de disolucion de EDTA [100 mM]. Posteriormente se afiadieron 300 ul de H,O; [30%)] y tras agitar
de nuevo se incubaron las muestras durante una hora a 50°C en un bafio de agua con agitacion. Antes del
procesamiento adicional se recogieron las muestras.

Al final de la recogida de sangre y la solubilizacion, se transfirieron las muestras a un vial de centelleo de 20 ml y se

afiadieron 10 ml del coctel de centelleo Ultima Gold™. Hasta la medicion del isétopo *?°I en un contador de centelleo
(aproximadamente 72 h tras la adicidn del coctel), se almacenaron las muestras en la oscuridad a 2-8°C.
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Antes del procesamiento y el analisis estadistico de los datos, se determind la deteccién de la extincion de la
actividad en las condiciones experimentales especificas. El coeficiente de regresion (r2 =0,9970) es una medida del
ajuste a la linea. Se encontr6 que el factor de extincion [pCi/cpm] era de 3,315938.

Resultados (véase la figura 40):

IFN-alfa-HES mostré una prolongacién definida de la semivida en comparacion con el material de partida. Mas alla
de 24 h (aproximadamente < 1000 pCi/ml) la curva del material no modificado se nivel6 y casi no se observé
disminucion de la actividad. La pequefia desviacion estandar de la radiactividad medida para todas las muestras
demuestra la calidad del experimento.

Se calculd la semivida a partir de la concentracion de IFN-alfa en las muestras de sangre. Para la evaluacion
mostrada en la figura 41, sélo se consideraron los datos de muestras de sangre tomadas entre 4 y 24 h. Para el
material no modificado, se calculé una semivida de 7 h. Con IFN-alfa-HES, se observ6 un aumento sustancial de la
semivida (aproximadamente 33 h).

Se evaluaron los datos estadisticamente segin diferentes modelos compartimentales tal como se muestra en los
diagramas en la figura 42 a, y b (recorte 0-12 h). En el modelo monocompartimental, es obvio que la concentracion
de IFN-alfa desciende rapidamente durante las primeras 2 horas tras la inyeccion. Para IFN-alfa-HES, la semivida se
prolonga claramente. La semivida calculada estadisticamente era de 0,26 h para IFN-alfa, 7,7 h para IFN-alfa-HES.
Segun el modelo no compartimental, la evaluacién estadistica da como resultado una semivida de 147 h para IFN-
alfa no modificado (basdndose en datos de 24-120 h), 42,7 h para IFN-alfa-HES (basandose en datos de 36-120 h).
Tal como se describi6 anteriormente, la semivida del IFN-alfa no modificado se prolonga sustancialmente desde que
la curva se nivela mas alla de 24 h.

Se resume la semivida de las dos muestras en la siguiente tabla, basandose en los modelos descritos para el
calculo.

Tabla del ejemplo 17.5.1:

Semivida de IFN-alfa e IFN-alfa-HES calculada segun diferentes modelos

Material de partida de IFN-alfa IFN-alfa-HES
ti2 ta
modelo no compartimental (147,0%) 42,7
modelo monocompartimental 0,26 7,7

Gréfico semilogaritmico

(véase la fig. 40, 4-24 h) 7 33
* datos evaluados 24-120 h,

** datos evaluados 36-120 h

Ejemplo de referencia 18.1 Sintesis de hidroxietilalmidon funcionalizado con amino

Se prepar6é oxo-HES (PM = 41.000 D, DS = 0,76) por Supramol Parenteral Colloids GmbH, Rosbach-Rodheim, A;
segun el documento DE 196 28 705 Al.

A una disolucién de 0,51 g de oxo-HES (19,15 umol) en 2 ml de dimetilsulfoxido seco (DMSO, Acros Organics
BVBA, Geel, B) se le afiadieron gota a gota bajo nitrégeno 200 ul (19,9 mmol) de 1,4-diaminobutano (Acros Organics
BVBA, Geel, B) y se agit6 la mezcla durante 24 h a 70°C. Se afiadié la mezcla de reaccién a 20 ml de acetona fria
(0°C). Se separo el precipitado resultante mediante filtracion, se lavd con 40 ml acetona y se redisolvio en 20 ml de
agua. Se dializé la disolucién durante un dia frente a agua (tubos de didlisis Snake-Skin, punto de corte de 4-6 kD,
Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn, A) y se liofiliz6. El rendimiento era de un 80% (0,41 g) de amino-HES.

Se logré la purificacién del producto mediante aplicacion a una columna de desalacién HiPrep 26/10 (100 mm,
Amersham Biosciences) usando un sistema AKTA explorer (Amersham Biosciences). Por tanto, se equilibra la
columna de desalacion HiPrep 26/10 con disolucion de NaCl 0,1 M (10 ml/min.) y se aplico el amino-HES en NaCl
0,1 M (5 mg/ml, volumen de inyeccion de 10 ml). Se aplicaron las fracciones de amino-HES reunidas a la columna
de desalacion HiPrep 26/10 equilibrada con agua (volumen de inyeccién de 10 ml). Volvieron a aplicarse las
fracciones de HES reunidas en las mismas condiciones a la columna. Se liofiliz6 el producto puro y se determind la
cantidad de amina mediante derivatizacion con acido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico (TNBSA (Pierce), nimero de
producto de instrucciones de TNBSA 28997) y Boc-Lys-OH para la calibracion. Se encontr6 que la cantidad de
amina era de 34,02 nmol/mg (92%)
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Ejemplo de referencia 18.2 Sintesis de hidroxietilalmidén funcionalizado con yodoacetilo

A una disolucion de 101,9 mg de hidroxietilalmiddn funcionalizado con amino (amino-HES pmol tal como se preparé
en el ejemplo 18.1) en 5 ml de Na,COs3 0,1 M (pH = 8,3) se le afiadieron 12,63 mg de éster de N-hidroxisuccinimida
de &cido yodoacético (44,65 umol, Sigma, Taufkirchen, Alemania). Se agité la mezcla a temperatura ambiente en la
oscuridad bajo nitrégeno durante 15 h. Se afiadieron 15 ml de agua a la disolucién acuosa y se logro la purificacion
del producto mediante aplicacion a una columna de desalacién HiPrep 26/10 (Amersham Biosciences). Por tanto, se
equilibra una columna de desalacion HiPrep 26/10 (100 mm) con disolucién de NaCl 0,1 M (10 ml/min.) y se aplicé el
hidroxietilalmidén funcionalizado con yodoacetilo (volumen inyectado de 10 ml). Se aplicaron las fracciones de
yodoacetil-HES reunidas a la columna de desalaciéon HiPrep 26/10 equilibrada con agua y volvieron a aplicarse las
fracciones reunidas en las mismas condiciones a la columna. Se liofilizd el producto puro y se determind
indirectamente la cantidad de yodoacetilo mediante cuantificacion de amina con acido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico
tal como se describié anteriormente. Se encontr6 que la cantidad de amina era de 1,65 nmol/mg correspondiente a
una cantidad de yodoacetilo de 32,37 nmol/mg (95%).

Ejemplo de referencia 18.3 Sintesis de maleimidoHES a partir de aminoHES del ejemplo 18.1

Se disolvieron 25 mg de amino HES (preparado tal como se describid en el ejemplo 18.1) con un contenido en
amino calculado de ~ 29 nmolmg-1, en 450 ul de tampdn de reaccién (fosfato de sodio 0,1 M, NaCl 150 mM, EDTA
5,0 M, pH 7,0). Por separado, se disolvieron 9 mg de éster de N-[a-maleimidoacetoxi]succinimida (AMAS, Aldrich,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) en 200 ul de DMSO seco (Acros Organics BVBA, Geel, B). Se
reunieron las dos disoluciones.

Se dejo la disolucion final bajo agitacion durante 100 min. a 22°C y durante 20 min. adicionales a 40°C. Entonces se
diluy6 la disolucion resultante hasta 5 ml y se aplicé sobre una columna de desalacion usando un sistema AKTA
Explorer (Amersham Biosciences) con el fin de eliminar el AMAS, NHS y DMSO sin reaccionar.

Por tanto, se equilibré una columna de desalacion HiPrep 26/10 (100 mm, Amersham Biosciences) con el tampon de
reaccion (fosfato de sodio 0,1 M, cloruro de sodio 150 mM, EDTA 5 mM, pH 7,0) y se inyecté la disolucién de
maleimido-HES (volumen de inyeccion de 5 ml) y se fracciond. Se eligieron los parametros de purificacion tal como
sigue:

Columna: HiPrep 26/10 de desalacion

Velocidad de flujo: 10 ml/min.

Eluyente: tampon fosfato de sodio 0,1 M,
cloruro de sodio 150 mM,
EDTA 5 mM,
pH=7,0

Volumen de la muestra: 5,0ml

Fraccionamiento del eluato: 2,5 ml

Equilibrado: 0,5 volumenes de columna

Longitud de la elucion: 2,0 volumenes de columna

Volvieron a inyectarse las fracciones de HES reunidas (7 ml) en las mismas condiciones para garantizar la ausencia
de AMAS, NHS y DMSO en la disolucion final. La segunda purificacion produce 10 ml de maleimidoHES puro listo
para el acoplamiento con alfalAT.

Después de eso, se concentro el polimero eluido hasta un volumen final de 250 ul en el mismo tampén.
Ejemplo de referencia 18.4a Reduccioén de alfalAT con DL-ditiotreitol (DTT)

A una disolucién de disolucién de alfalAT (c (alfalAT) = 5,0 mg en 0,5 ml de tamp6n fosfato de sodio 0,1 M, cloruro
de sodio 150 mM, pH 7,2, alfalAT = rh alfalAT proporcionada por GTC Biotherapeutics Inc., Framingham, MA, n.° de
lote 080604A) se le afadieron 4 ml del tampon de reaccién (tampon fosfato de sodio 0,1 M, cloruro de sodio
150 mM, EDTA 5 mM, pH = 7,0) y 68,77 mg de DTT (Sigma Taufkirchen, Alemania). Se incubd la mezcla a 20°C
durante 2 h y se purifico la proteina reducida mediante cromatografia de exclusion molecular (SEC) usando un
sistema AKTA explorer (Amersham Biosciences). Por tanto, se equilibré una columna de desalacion HiPrep 26/10
(200 mm, Amersham Biosciences) con disolucion de tamp6n fosfato de sodio 0,1 M, cloruro de sodio 150 mM, EDTA
5 mM, pH = 7,0 y se aplico la disolucidn de proteina reducida (volumen de inyeccion de 4,5 ml) y se fracciond. Se
eligieron los parametros de purificacion tal como se resume a continuacion:
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Columna: HiPrep 26/10 de desalacion
Velocidad de flujo: 10 ml/min.
Eluyente: tampon fosfato de sodio 0,1 M,
cloruro de sodio 150 mM, EDTA 5 mM, pH =7,0
Volumen de la muestra: 4.5 ml
Fraccionamiento del eluato: 2,5ml
Equilibrado: 0,5 volimenes de columna
Longitud de la elucion: 2,0 volimenes de columna

Volvieron a inyectarse las fracciones de proteina reunidas (8 ml) en las mismas condiciones para garantizar la
ausencia de DTT en la disolucién de proteina. La segunda purificacion produce 10 ml de disoluciéon de olAT
reducida pura con una concentracion aproximada de 0,5 mg/ml y se uso para el acoplamiento con maleimido HES
tal como se describe en el ejemplo 18.5.

Ejemplo 18.4b Tratamiento previo de alAT con clorhidrato de tris-(2-carboxietil)-fosfina (TCEP) y aislamiento de
proteina que contiene tiol

Se traté de manera reciente alfalAT (GTC Biotherapeutics Inc., Framingham, MA, n.° de lote 080604A) con TCEP
inmovilizada (Pierce 77712, 2 ml de suspension de gel por mg de proteina) con el fin de reducir posibles enlaces
disulfuro. Se preparé TCEP inmovilizada tal como se describe mediante la fabricacion usando un tampén pH= 7,0
(fosfato de sodio 100 mM, cloruro de sodio 150 mM y EDTA 5 mM). Se realiz6 la reduccion segun las instrucciones
del fabricante. Se incub0 la proteina reducida con Sepharose activada con tiol (Amersham Biosciences 71-7106-00;
0,15 g de gel por mg de proteina) con el fin de unir covalentemente proteina que contiene tiol. Se lavo la proteina no
unida con un tampon que contenia fosfato de sodio 100 mM, cloruro de sodio 150 mM y EDTA 5 mM, pH= 7 hasta
que no podia detectarse proteina en el eluato. Para la deteccidén de proteina se empled un ensayo de BCA (Pierce).
Se libero la proteina unida a la columna usando un tampoén pH = 7,0 (fosfato de sodio 100 mM, cloruro de sodio
150 mM y EDTA 5 mM) que contenia TCEP 20 mM.

Ejemplo de referencia 18.5 Preparacion de conjugado de HES-alfalAT a partir de maleimidoHES del ejemplo 18.3
por medio de acoplamiento con cisteina

Se afiadieron 725 nmol de maleimidoHES (preparado tal como se describio en el ejemplo 18.3) en 250 ul de tampo6n
de reaccion (fosfato de sodio 0,1 M, NaCl 150 mM, pH 7,0) a 1540 ul de una disolucion de alfalAT 0,5 mgml-1 en el
mismo tampoén. Se incubd previamente la proteina con DTT tal como se describe en el ejemplo T8/4a). Se agité la
reaccion a 22°C durante 18 h, entonces se detuvo congelando en nitrogeno liquido y se almacené a -80°C. Se
analizé la mezcla de reaccion mediante electroforesis en gel (véase la figura 43).

Ejemplo de referencia 18.6 Preparacién de conjugado de HES-a1AT a partir de yodoacetamidoHES del ejemplo 18.2
por medio de acoplamiento con cisteina

Se disolvieron 96 mg de yodoacetamidoHES (preparado tal como se describié en el ejemplo 18.2) con un contenido
en yodo calculado de ~ 16 nmolmg-1, en 1,0 ml de tampdn de reaccién (carbonato de sodio 1,0 M, EDTA 2,0 mM,
pH 8,3) y 2,5 ml de agua destilada. Se mezclaron 500 ul de una disolucién de alfalAT 3 mgml-1 (tratada previamente
tal como se describié en el ejemplo 18.4b) en tampon fosfato de sodio 0,1 M, NaCl 150 mM (pH 7,0) con la
disolucién de polimero y finalmente se afiadieron 500 pl de una disolucion que contenia 7,2 mg de TCEP (Aldrich,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, A) para producir una concentracion final de 5 mM del agente reductor.
Se dejé que avanzara la reaccién con exclusién de luz y agitacion, durante 18 h a temperatura ambiente. Después
de eso, se detuvo congelando en nitrdgeno liquido y se almacené a -80°C.

Ejemplo de referencia 18.7 Purificacion de conjugado de HES-alfalAT preparado a partir de yodoacetamidoHES del
ejemplo 18.2 por medio de acoplamiento con cisteina

Preparacion de la muestra: intercambio de tampén en una columna de desalacion HiPrep 26/10 (Amersham
biosciences) en combinacién con el sistema de cromatografia AKTA-Explorer usando fosfato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 20 mM, pH 8 como eluyente. Se realizé el intercambio de tampdn con la mezcla de reaccion bruta
(preparacion tal como se describe en el ejemplo T8/6, aproximadamente 4 ml) usando los siguientes parametros:
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Columna: HiPrep 26/10 de desalacion
Velocidad de flujo: 10 ml/min.
Eluyente: fosfato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 20 mM,
pH 8
Volumen de la muestra: 10 ml
Fraccionamiento del eluato: 2,5ml
Equilibrado: 5 volimenes de columna
Longitud de la elucion: 2 volimenes de columna

Se agruparon las fracciones de desde 6 hasta 16 ml. Se elimind el exceso de derivados de HES mediante IEC
usando los siguientes parametros:

Columna: HiTrap Q HP de 1 ml

Velocidad de flujo: 1 ml/min.

Tampon de unién (BB): fosfato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 20 mM,
pH 8

Tampon de elucion (EB): Fosfato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 1 M,
pH 8

Bucle vacio con: 12 mi

Fraccionamiento de la fraccion 2 ml

no retenida:

Fraccionamiento del eluato: 1ml

Concentracion inicial de EB: 0%

Equilibrado: 5 volimenes de columna

Lavado de la muestra no unida: 15 ml

Concentracion objetivo de EB: 15 %

Longitud del gradiente: 50 ml

Se recogieron las fracciones desde 43 hasta 73 ml y se concentraron hasta un volumen final de 10 ml mediante
ultracentrifugacion. Tras desalar tal como se describidé anteriormente (volumen de la muestra de 10 ml, las fracciones
recogidas contienen los primeros 14 ml), se realizé una segunda IEC para la separacion del conjugado de la
proteina no unida usando los siguientes parametros:

Columna: HiTrap Q HP de 1 ml

Velocidad de flujo: 1 ml/min.

Tampodn de unién (BB): fosfato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 20 mM,
pH 8

Tampon de elucion (EB): fosfato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 1 M, pH 8

Bucle vacio con: 15 ml

Fraccionamiento de la fraccion 2 ml

no retenida:

Fraccionamiento del eluato: 1ml

Concentracion inicial de EB: 0%

Equilibrado: 1 volumen de columna

Lavado de la muestra no unida: 2ml

Gradiente: 5-15%

Longitud del gradiente: 100 ml

Se recogieron las siguientes fracciones y se analizaron mediante SDS-Page (véase la figura 44):
A: 26 - 32 ml
B: 37 - 45 ml

C:55-65m
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REIVINDICACIONES

Método para preparar un conjugado que comprende una proteina y un polimero, en el que el polimero es
un hidroxialquilalmidén (HAS), comprendiendo el método introducir al menos un grupo funcional A, en el
que A es un grupo carboxilo reactivo, en el polimero para dar un derivado de polimero haciendo reaccionar
al menos un grupo hidroxilo del polimero cuyo extremo reductor no esta oxidado, con un diéster carbonico
para dar el grupo carboxilo reactivo A, y hacer reaccionar al menos un grupo funcional A del derivado de
polimero con al menos un grupo funcional Z de la proteina y formar de ese modo un enlace covalente, en el
gue Z es un grupo amino y en el que la proteina se selecciona del grupo que consiste en IFN alfa, IFN beta,
GM-CSF, APC, tPA, A1AT, AT lll, factor VII, factor VIl y factor IX.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el hidroxialquilalmidén es hidroxietilalmidén.

Método segun la reivindicacion 2, en el que el hidroxietilalmidén tiene un peso molecular de desde 2 hasta
200 kD, preferiblemente de desde 4 hasta 130 kD, més preferiblemente de desde 4 hasta 70 kD.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el diéster carbdénico es un diéster
simétrico.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el componente de alcohol del éster se
selecciona del grupo que consiste en N-hidroxisuccinimida, N-hidroxisuccinimida sulfonatada, N-
hidroxibenzotriazol y fenoles sustituidos con nitro y halégeno.

Método segun la reivindicacién 5, en el que los fenoles sustituidos con nitro y halégeno se seleccionan del
grupo que consiste en nitrofenol, dinitrofenol, triclorofenol, trifluorofenol, pentaclorofenol y pentafluorofenol.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la reaccién del al menos un grupo
hidroxilo del polimero cuyo extremo reductor no esta oxidado con el diéster carbénico para dar un grupo
éster reactivo A se lleva a cabo en un disolvente polar aprético anhidro.

Método segun la reivindicacion 7, en el que el disolvente es dimetilacetamida, dimetilformamida o una
mezcla de las mismas.

Conjugado tal como puede obtenerse mediante un método segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

Conjugado segun la reivindicacion 9, en el que A es un grupo carboxilo reactivo, y en el que A se introdujo
en el polimero cuyo extremo reductor no estaba oxidado, haciendo reaccionar al menos un grupo hidroxilo
del polimero con un diéster carbodnico, y en el que dicho conjugado que comprende una molécula de
polimero y al menos una, en particular de desde 1 hasta 10 moléculas de proteina unidas al polimero
mediante enlaces amida, y en el que la proteina se selecciona del grupo que consiste en IFN alfa, IFN beta,
GM-CSF, APC, tPA, A1AT, AT lll, factor VII, factor VIII y factor IX.

Conjugado que comprende una proteina y un polimero o un derivado del mismo, en el que el polimero es

un hidroxialquilalmidén (HAS) y la proteina se selecciona del grupo que consiste en IFN alfa, IFN beta, GM-
CSF, APC, tPA, A1AT, AT lll, factor VII, factor VIl y factor X, que tiene una estructura segun la formula

H
HAS"—O0 N—Proteina’

0]

en la que el enlace -O-(C=0)- se formé mediante una reaccién de un grupo carboxilo o un grupo carboxilo
reactivo con un grupo hidroxilo de la molécula de HAS, y en la que HAS” se refiere a la molécula de HAS
sin dicho grupo hidroxilo.

Conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, para su uso en un método para el tratamiento
del cuerpo humano o animal.

Composicion farmacéutica que comprende en una cantidad terapéuticamente eficaz un conjugado segin
cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11.

Composicion farmacéutica segln la reivindicacién 13, que comprende ademas al menos un diluyente,
adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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Uso de un conjugado de HAS-proteina, preferiblemente un conjugado de HES-proteina, segun cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 11, en el que la proteina es IFN alfa, para la preparacion de un medicamento
para el tratamiento de leucemia por ejemplo tricoleucemia, leucemia mielégena crénica, mieloma mudltiple,
linfoma folicular, cancer, por ejemplo tumor carcinoide, melanoma maligno y hepatitis, por ejemplo hepatitis
B croénica y hepatitis C cronica.

Uso de un conjugado de HAS-proteina, preferiblemente un conjugado de HES-proteina, segun cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 11, en el que la proteina es IFN beta, para la preparacion de un medicamento
para el tratamiento de esclerosis mdltiple, preferiblemente formas recidivantes de esclerosis mdltiple.

Uso de un conjugado de HAS-proteina, preferiblemente un conjugado de HES-proteina, segun cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 11, en el que la proteina es GM-CSF, para la preparacion de un medicamento
para la reconstitucion mieloide tras trasplante de médula ésea o quimioterapia de induccién en adultos mas
ancianos con leucemia mielégena aguda, fallo o retraso del injerto de trasplante de médula Osea,
movilizacion y tras trasplante de células progenitoras de sangre periférica autdlogas.

Uso de un conjugado de HAS-proteina, preferiblemente un conjugado de HES-proteina, segun cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 11, en el que la proteina es APC, para la preparacion de un medicamento para
el tratamiento de septicemia grave, trombosis, tromboembolia o enfermedades oclusivas, especialmente
enfermedades arteriales oclusivas.

Uso de un conjugado de HAS-proteina, preferiblemente un conjugado de HES-proteina, segun cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 11, en el que la proteina es tPA, para la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de infartos de miocardio (ataques al corazon), trombosis, tromboembolia o enfermedades
oclusivas, especialmente enfermedades arteriales oclusivas.

Uso de un conjugado de HAS-proteina, preferiblemente un conjugado de HES-proteina, segun cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 11, en el que la proteina es A1AT, para la preparacion de un medicamento para
el tratamiento de enfisema, fibrosis quistica, dermatitis atépica y/o bronquitis.

Uso de un conjugado de HAS-proteina, preferiblemente un conjugado de HES-proteina, segun cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 11, en el que la proteina es AT Ill, para la preparacién de un medicamento para
el tratamiento de deficiencia hereditaria, enfermedad venooclusiva, quemaduras y resistencia a la heparina
en cirugia de injerto de derivacion arterial coronaria (CABG), la prevencion de la formacion de
microcodgulos asociada con terapia de ventilacion, el tratamiento de perforacion intestinal que resulta de
traumatismo o cirugia gastrointestinal; coagulacién intravascular diseminada (DIC) y/o septicemia.

Uso de un conjugado de HAS-proteina, preferiblemente un conjugado de HES-proteina, segun cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 11, en el que la proteina es factor VII, para la preparacion de un medicamento
para el tratamiento de episodios en pacientes con hemofilia A o B con inhibidores para el factor VIl o el
factor IX.

Uso de un conjugado de HAS-proteina, preferiblemente un conjugado de HES-proteina, segun cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 11, en el que la proteina es factor VIII, para la preparaciéon de un medicamento
para el tratamiento de hemofilia A.

Uso de un conjugado de HAS-proteina, preferiblemente un conjugado de HES-proteina, segun cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 11, en el que la proteina es factor IX, para la preparaciéon de un medicamento
para el control y la prevencion de episodios hemorragicos en pacientes con hemofilia B, preferiblemente
deficiencia de factor IX congénita o enfermedad de Christmas, incluyendo el control y la prevencién de
hemorragia en entornos quirlrgicos.
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Fig. 4
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 10
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Fig. 11
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Fig.12

HPAEC-PAD de oligosacaridos unidos a N liberados enzimaticamente a partir de
IFN-p modificado con HAS

1 Oligosacéridos de IFNP A62-HES 50 kDa nativos al 25%; SK LJ2 S.26
2 Oligosacaridos de IFNP de células CHO oxidados con peryodato natives al 25%; SK LJ2 §.20
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Fig.13
IFN-B HPAEC-PAD de oligosacaridos unidos a N tras hidrélisis suave

preparados a partir de IFN-[} modificado con HAS

1 Oligosacéaridos de IFNp A62-HES 50 kDa al 37,5%; SK LJ2 5.29
2 Oligosacaridos de IFNf de células CHO oxidados con peryodato al 60% de H+; SK LJ2 5.24
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Fig.15

HPAEC-PAD de oligosacaridos unidos a N liberados enzimaticamente
a partir de AT lll no tratada, oxidada con peryodato y modificada con HAS

1 Oligosacaridos de AT Il A64 nativos al 40%; SK LJ2 S.44
2 Oligosacéridos de AT Ill A64 oxidados con peryodato nativos al 40%; SK LJ2 S.44

3 Oligosacéridos de AT Ill A70-HES 10 kDa nativos al 40%; SK LJ2 S.44
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Fig.16

HPAEC-PAD de oligosacaridos unidos a N tras hidrélisis suave

preparados a partir de antitrombina lll no tratada, oxidada con
peryodato y modificada con HAS

1 Oligosacaridos de AT Il AG4 al 25% de H+; SK LJ2

‘20ligosacaridos de AT Il A64 oxidados con peryodato al 25% de H+; SK LJ2
30ligosacaridos de AT Ill ATO-HES 10 kDa al 25% de H+; SK LJ2
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Fig. 17
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Fig. 19

1 Oligosacaridos de GM-CSF-HES nativos;

Oligosacaridos de GM-CSF oxidados con peryodato nativos al 25%;
Oligosacaridos de GM-CSF nativos al 25%;
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modificados con HAS
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Fig. 20
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Fig. 21
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Fig. 22
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Fig. 23
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Fig. 24

Actividad In vitro relativa frente a Intron A
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Actividad in vitro relativa del conjugado de IFN-HES frente a Intron A
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Fig. 25
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Fig. 26
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Fig. 27
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Fig. 28
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Fig. 29
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Fig. 33
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Fig. 34
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Fig. 35

actividad In vitro relativa frente a Intron A
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Fig. 38
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Fig. 39
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Fig. 40
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Fig. 41
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Fig. 42
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