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Descripcion
Farmacos pegilados reversibles
Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con la pegilacion reversible de farmacos y con farmacos pegilados que se convierten
lentamente en farmacos en condiciones fisioldgicas.

Abreviaturas: ANP, péptido natriurético atrial; t-Boc, terc-butiloxicarbonilo; BSA, albumina de suero bovino; DCC, N,N'-
diciclohexilcarbodiimida; DCU, diciclohexilurea; DMF, dimetilformamida; DTNB, 5,5-dithiobis(2-4cido nitrobenzoico); ESMS,
espectros de masas por ionizacibn por electrospray; Fmoc, 9-fluorenilmetoxicarbonilo; Fmoc-OSu, Fmoc-N-
hidroxisuccinimida éster; FMS, 2-sulfo-9-fluorenilo-metoxicarbonilo; GSH, glutatiéon reducido; hGH, hormona del crecimiento
humano; HOSu, N-hidroxi-succinimida; HPLC, cromatografia en liquido de alto rendimiento; IFN-a2, interferén-a2 humano;
ifnar2-EC, parte extracelular del receptor IFN-a2; MAL-FMS-NHS,N-[2-(maleimido-propionilo amino)-7-sulfo-fluoren-9-il-
metoxi -carboniloxi]succinimida. (Precursor 8 ); MAL-FMS-OSu, MAL-FMS-NHS; NHS, N-hidroxi-succinimida; PBS, solucion
salina tamponada con fosfato; PEG, polietilenglicol;PEGsgg0, 5,000 Da-PEG; PEGa4o 0 PEGa40000, 40,000 Da-PEG ramificado;
PEG40-SH, a 40 kDa-PEG ramificado que contiene una porcion sulfhidrilo; PEG4o-OSu, PEGao-N-hidroxisuccinimida éster;
SC, subcutaneo; TFA, acido trifluoacético; TNBS, acido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico.

Antecedentes de la invencién

La mayoria de los farmacos peptidicos y proteicos son de vida corta y frecuentemente tienen una vida media circulatoria
corta in vivo. Esto es particularmente valido para proteinas no glicosiladas de una masa molecular menor que 50 kDa. El
corto tiempo de vida de las proteinas in vivo se atribuye a varios factores, que incluyen filtracion glomerular en el rifién y
protedlisis. Teniendo en cuenta que los farmacos peptidicos y proteicos no se absorben por via oral, el mantenimiento
prolongado de farmacos terapéuticamente activos en la circulacion es una caracteristica deseable de importancia clinica
evidente. Las proteinas con masas moleculares por encima de ~60 kDa evaden grandemente la filtracién glomerular y no
son, en su parte principal filtradas en el rifién. Por lo tanto ellas permanecen en la circulacion por méas tiempo que las
proteinas mas pequefias.

Una estrategia atractiva para mejorar las propiedades clinicas de pequefios farmacos proteicos ha llegado a ser llamado
como PEGilacién (o pegilacion, como se usa de aqui en adelante). Mediante esta estrategia varias cadenas hidrofilicas de
polietilenglicol (PEG) se unen covalentemente a la proteina para incrementar su masa molecular efectiva. Ventajas clinicas
importantes se obtienen mediante la pegilacion. Por ejemplo, el tiempo de vida in vivo se puede prolongar en algunos casos
desde minutos a horas, debido a la interferencia estérica que protege los conjugados de la protedlisis in vivo y el incremento
de la masa molecular, que imposibilita la filtracion por el rifion. La pegilacion de proteinas también disminuye la
inmunogenicidad, presumiblemente mediante la proteccién de conjugados de ser reconocidos como antigenos extrafios por
el sistema inmune.

A pesar de las profundas ventajas frecuentemente obtenidas por la pegilacion de proteinas terapéuticas, esta tecnologia
tiene de un inconveniente principal. Por un lado, la unién covalente de cadenas de PEG a las proteinas prolonga su tiempo
de vida in vivo, mediante la proteccion de los conjugados de la protedlisis y escudandolos del sistema inmune. Por otro lado,
la interferencia estérica de las cadenas de PEG frecuentemente conduce a una pérdida drastica o incluso suprime las
potencias bioldgicas y farmacolégicas de las proteinas en los conjugados (Fuertges y Abuchowski, 1990; Katre, 1993; Bailon
y Berthold, 1998; Nucci y otros, 1991; Delgado y otros, 1992; Fung y otros, 1997; Reddy, 2000; Veronese, 2001). En
principio, esta deficiencia puede superarse mediante la introduccion de las cadenas de PEG a través de un enlace quimico
que es sensible a la hidrdlisis, o se puede escindir enzimaticamente por las proteasas séricas o esterasas. Claramente, una
velocidad constante de hidrdlisis es crucial. Por tanto, una condicién de requisito previo es que la hidrélisis de las cadenas
de PEG del conjugado tenga lugar a una velocidad lenta, y de una manera homogénea in vivo.

Seria altamente deseable disefiar derivados de PEG de proteinas o péptidos o pequefias moléculas de farmacos de la que
el PEG puede ser liberado por hidrdlisis. Un conjugado de PEG reversible adecuado tendria que ser hidrolizado lentamente
y espontaneamente en condiciones fisiolégicas y permitiria la reactivacion dependiente del tiempo de proteinas y péptidos
pegilados inactivos.

Se propusieron varios métodos para pegilacion reversible (Greenwald y otros, 1999, 2000; Lee y otros, 2001; Garman y
Kalindjian, 1987; Zalipsky y otros, 1999). Ellos adolecen, sin embargo, de los principales inconvenientes potenciales. Por
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ejemplo, la dependencia de desprendimiento enzimético como una etapa determinante de la velocidad (Greenwald y otros,
1999, 2000; Lee y otros, 2001) de PEGs de los conjugados por proteasas séricas y/o esterasas podria no producir perfiles
farmacocinéticos deseables in situ. Ademas, es dependiente de la disponibilidad de las enzimas. El conjugado unido por
disulfuro no se escinde en el medio ambiente no reductor de los fluidos corporales (Zalipsky y otros, 1999). Un conjugado
pegilado reversible que todavia conserva una porcion activa capaz de reaccionar con las funciones SH libres puede resultar
en entrecruzamiento complejo no deseado (Garman y Kalindjian, 1987). Seria muy deseable disefiar una version de
pegilacién reversible que pudiera superar estas deficiencias.

La publicacién internacional PCT nam. WO 98/05361 de los presentes solicitantes describe un nuevo enfoque conceptual
para prolongar la vida media de los farmacos por derivatizacién de un farmaco que tiene al menos un amino libre, carboxilo,
hidroxilo y/o grupos mercapto con una porcion que es altamente sensible a bases y es removible en condiciones basicas
suaves. El profarmaco obtenido es inactivo, pero se somete a transformacion en el farmaco activo bajo condiciones
fisiolégicas en el cuerpo. Los ejemplos de dichas porciones son los radicales 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) y 2-sulfo-9-
fluorenilmetoxicarbonilo (FMS). De acuerdo con este concepto, los derivados de Fmoc y FMS de farmacos peptidicos tales
como la insulina y la hormona del crecimiento humano, asi como de los farmacos no peptidicos, tales como propanolol,
cefalexina y piperacilina se han descrito en dicho documento WO 98/05361. Mas tarde, los derivados FMS de citocinas se
han descrito en el documento WO 02/36067, y derivados FMS de encefalina, doxorubicina, anfotericina B, gentamicina y
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) se divulgaron en el documento WO 02/7859.

La patente de Estados Unidos nim. 6,433,135 divulga un derivado pegilado de un analogo de la hormona liberadora de la
hormona luteinizante (LHRH o GnRH) en el que la porcion de PEG esta unida covalentemente a un residuo de serina de
dicho analogo de LHRH. En el proceso de preparacion de dicho analogo de LHRH-PEG mediante sintesis de péptidos en
fase sélida, un residuo de serina pegilado tales como Fmoc-Ser(PEG)-OH o tBoc-Ser(PEG)-OH se introduce en el analogo
de LHRH, y el analogo de LHRH-PEG producido se recupera (sin el grupo protector Fmoc o t-Boc).

La solicitud de patente de Japdn JP 3148298 describe conjugados de PEG-péptido, por ejemplo, el conjugado PEG-GnRH,
obtenido al reaccionar el grupo guanidino de un residuo de arginina con PEG, mientras se protegen los grupos amino
presentes en las moléculas.

La cita de cualquier documento en la presente no se debe pretender como una admisién de que tal documento sea técnica
anterior pertinente o material considerado para la patentabilidad de cualquier reivindicacion de la presente solicitud.
Cualquier declaracién acerca del contenido o una fecha de cualquier documento se basa en la informacion disponible por los
solicitantes en el momento de la presentacion y no constituye una admision acerca de la exactitud de dicha declaracion.

RESUMEN DE LA INVENCION

Se ha encontrado ahora, de acuerdo con la presente invencion, que por la combinacién de la tecnologia de pegilacion de
proteinas con la tecnologia de la derivatizacion con Fmoc o FMS o porciones similares removibles en condiciones basicas
suaves, las principales deficiencias de la tecnologia de pegilacién de proteinas, principalmente la pérdida de potencias
biolégicas y farmacoldgicas en los conjugados de PEG in vivo, se puede superar.

Es asi un objeto de la presente invencién disefiar conjugados de PEG-proteina de los que el PEG puede ser liberado por
hidrdlisis en condiciones fisiologicas en el cuerpo.

Es otro objeto de la presente invencién proporcionar conjugados de PEG-proteina reversibles que estan inactivos cuando se
administran y permiten la reactivacion dependiente del tiempo de la proteina pegilada inactivada en condiciones fisiologicas
en el cuerpo.

La presente invencion es como se define en las reivindicaciones adjuntas. En la presente se divulga mas ain un compuesto
de la formula:

X)n-Y

en donde

Y es una porcién de un farmaco que contiene al menos un grupo funcional seleccionado de amino, carboxilo, fosfato,
hidroxilo y/o mercapto, y

X es un radical que es altamente sensible a bases y es removible en condiciones béasicas suaves, dicho radical que lleva
una porcion de PEG lineal o ramificado;
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n es un entero de al menos uno, y sales farmacéuticamente aceptables de éstos.

El profarmaco obtenido es inactivo, pero se somete a transformacion en el farmaco activo Y en condiciones fisiol6gicas en el
cuerpo.

En modalidades preferidas de la invencion, el radical X es Fmoc o 2-sulfo-Fmoc (en la presente "FMS"), Y es un farmaco
peptidico o proteico unido a Y a través de un grupo amino, n es 1 o0 2, y la porcion de PEG lineal o ramificado tiene un peso
molecular de 5,000-40,000 Da.
En otro aspecto, la presente invencion proporciona nuevos métodos e intermediarios y precursores para la preparacion de
los conjugados de la invencién.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un portador
farmacéuticamente aceptable y un profarmaco de la invencion.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la estabilidad de la porcion funcional de maleimida en MAL-FMS-NHS en soluciones acuosas que
tienen diferentes valores de pH. MAL-FMS-NHS (1 mM) se incubé a temperatura ambiente en H,O. (pH 6.0), en acido
acético 0.007 M (pH~4.0), en tampoén de fosfato 0.1 M (pH 7.4), y en NaHCO30.1 M (pH 8.5). En los puntos de tiempo
indicados, las alicuotas se dejaron reaccionar con un ligero exceso de GSH (15 min a pH 7.2) y la concentracion de GSH
sin reaccionar se determin6 con 5,5-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB)

La Figura 2 muestra el grado de incorporacion de MAL-FMS-NHS a pH 7.2 en a-lactoalbimina (a-LA) como una funcion
de la cantidad de reactivo afiadido. Para muestras de a-LA (1.0 ml de 1mg/ml en tampén fosfato 0.1 M, pH 7.2), MAL-
FMS-NHS se afiadié a concentraciones que varian desde 1 equivalente hasta 14 equivalentes molares de MAL-FMS-
NHS. Para cada tratamiento, la cantidad incorporada en la proteina se determin6 por la absorbancia a 280 nm, después
de la dialisis, y por cuantificacion de la cantidad de porciones de cadena lateral de amino no modificadas con acido
trinitrobenceno sulfénico. (TNBS).

Las Figuras 3A-3B muestran el curso del tiempo de reactivacion de conjugados (PEGsooo-Fmoc)2-gentamicina y
(PEGs000-Fmoc):-gentamicina, respectivamente. Después de la incubacién a pH 8.5, 37°C, se retiraron alicuotas en los
puntos de tiempo indicados y se analizaron por su potencia para detener la replicacion de E. coli. La ICso se determiné
para cada alicuota. La gentamicina nativa inhibe la replicacion de E. coli con ICsp valor = 0.22+0.02 pM.

Las Figuras 4A-4B muestran la modificacion progresiva de las porciones de aminoacidos de la insulina humana con
PEGs000-Fmoc-OSu y la pérdida de potencia biolégica como una funcion de PEGsoo-Fmoc incorporado a la insulina,
respectivamente. (4A) La insulina (17.24 nmoles en 0.2 ml NaHCO30.01 M) reacciond con concentraciones crecientes de
PEGs000-Fmoc-OSu en un exceso molar sobre la proteina como se indica en la figura durante 2 horas a 25°C. El nimero
de grupos amino libres que permanecen sin modificar se cuantificaron con TNBS. (4B) Las alicuotas que contienen 0.4,
0.7, 1.1, 1.5y 2.2 moles de PEGsqg-Fmoc unido covalentemente por mol de insulina, se ensayaron para su potencia
lipogénica en adipocitos de rata. Bajo las condiciones del ensayo, la insulina humana estimula la lipogénesis, 4-6 veces
por encima de los niveles basales con EDsp valor de 0.2+0.02 ng/ml. Un derivado de insulina que exhibe EDsq de 2.0+0.2
ng/ml en este ensayo se considera que tiene 10% de la potencia lipogénica de la insulina nativa.

La Figura 5 muestra la velocidad de reactivacion de conjugados de PEGsogo-Fmoc-insulina tras la incubacion a pH 8.5,
37°C. Los conjugados de PEGspeo-Fmoc-insulina que contienen uno y dos moles de PEGspe-Fmoc/mol de insulina se
incubaron a una concentracion de 0.172 uM en NaHCO30.1 M -0.5% albimina de suero bovino y NaN3;1 mM a 37°C. Se
analizaron alicuotas en los puntos de tiempo indicados (en varias concentraciones para cada alicuota) para sus
potencias lipogénicas en adipocitos de rata.

La Figura 6 muestra un efecto hipoglicemiante prolongado después de una Unica administracion subcutanea (SC) de
(PEGs000-Fmoc)i-insulina en ratones. Los ratones recibieron SC, tanto insulina nativa (Zn2+-libre, 1.72 nmol/ratén en 0.2
ml tampén PBS) como (PEGsgoo-Fmoc)i-insulina (17.2 nmol/ratén, en 0.2 ml tampén PBS). Los niveles de glucosa en
sangre se determinaron en los puntos de tiempo indicados. Cada punto es la media aritméticatSEM de glucosa en
sangre de cinco ratones.

La Figura 7 muestra el patrén hipoglicemiante en ratones después de una sola administracién intraperitoneal (IP) de
(PEGs000-Fmoc)1-insulina. Los grupos de ratones recibieron tanto insulina IP (Zn2+-libre, 0.345 nmol/ratén, en 0.2 ml
tampdén PBS) como (PEGsgoo-Fmoc)l-insulina (3.45 nmoles/ratén, en 0.2 ml tampon PBS). Los niveles de glucosa en
sangre se determinaron en los puntos de tiempo indicados. Cada punto en la figura es la media aritmética + SEM de
cinco ratones.

La Figura 8 muestra la velocidad de liberacién de la exendina-4 del conjugado PEGao-FMS-exendina-4, tras la
incubacién a pH 8.5, 37°C. En los puntos de tiempo indicados, se cargaron alicuotas (50 pl) en HPLC, y se corrieron bajo
condiciones que resuelven bien la exendina-4 del conjugado. Los resultados se expresan como porcentaje de area del
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pico maximo de exendina-4 liberada, como una funcién del tiempo. La exendina-4 (50 pg) se asigné al 100% del area del
pico.

La Figura 9 muestra la velocidad de hidrdlisis de los conjugados de PEG-FMS, tras la incubacién a pH 8.5, 37°C. Las
soluciones de PEGsgg0-FMS-exendina-4 (circulos) y PEGsogo-FMS-4-nitro-fenetil amina (cuadrados) se incubaron en PBS
a pH 8.5, 37°C. En los puntos de tiempo indicados, las alicuotas (50 pl) se analizaron mediante el uso de HPLC en una
columna RP-4. Los resultados se expresan como porcentaje del area del pico maximo de exendina-4 y 4-
nitrofenetilamina liberadas, como una funcién del tiempo.

Las Figuras 10A-10B muestran los patrones hipoglicemiantes de exendina-4 nativa y PEGaoo00-FMS-exendina-4 a
continuaciéon de una Unica administracion subcutanea a ratones CD1. (10A) ratones CD1 se administraron SC con
cualquiera exendina-4 nativa (10 pg/raton) o con PEG4o-FMS-exendina-4 (10 pg/ratéon de equivalentes de exendina-4 ).
En los puntos de tiempo indicados, se determinaron los niveles de glucosa circulante. Cada grupo experimental consistié
en cinco ratones. Los datos se presentan como mediastSE. (10B) Tres grupos de ratones CD1 (n=6 por grupo)
experimentaron una administracion subcutanea de solucién salina, exendina-4 nativa (4 pg/raton) o PEGaoooo-FMS-
exendina-4 (4pg péptido/raton). Los niveles de glucosa circulante fueron monitoreados a continuacion. Los resultados se
expresan como el porcentaje de disminucién de la concentracion de glucosa en plasma en los grupos tratados con
exendina-4 o PEGao000-FMS-exendina-4 con respecto a la encontrada en el grupo tratado con solucion salina medido en
el mismo punto de tiempo durante el dia.

Las Figuras 11A-11C muestran la liberacion de IFNa2 activo tras la incubacion de PEGao-FMS-IFNa2 a pH 8.5, 37°C.
PEG40-FMS-IFNa2 (0.3 mg proteina/ml) se incubé en tampén de fosfato 0.1 M con NaN3 2 mM y 6 mg/ml de BSA (pH
8.5, 37°C). En los puntos de tiempo indicados, se retiraron alicuotas. (11A) Analisis de la descarga de IFNa2 del
conjugado por SDS-PAGE; las cantidades de descarga IFNa2 fueron cuantificadas en relacion con una referencia de
IFNa2 de concentracién e intensidad (los incrementos de tiempo y los porcentajes se indican) conocidas; (11B) Las
alicuotas retiradas en los puntos de tiempo indicados se analizaron por su capacidad de unién de Ifnar2 en BlAcore;
(11C) perfil ajustado de BlAcore de descarga IFNa2 nativo de PEG4o-FMS-IFNa2.

La Figura 12 muestra los resultados de la administracion SC de IFNa2 nativo y PEG4-FMS-IFNa2. Las ratas se
inyectaron SC con las concentraciones indicadas de IFNa2 nativo (100 pg/rata) o el conjugado de PEGaso-FMS-IFNa2
(12, 60, 120 pgl/rata) (0.2 mi/rata, disuelto en PBS). Alicuotas de sangre fueron retiradas en los puntos de tiempo
indicados. Las actividades antivirales circulantes en las alicuotas se determinaron en células WISH humanas con
diluciones seriadas de 3 veces cada alicuota.

La Figura 13 muestra el resultado de la administracion intravenosa de PEGa-FMS-IFNo2 a ratas. Las ratas se
inyectaron por via intravenosa con las concentraciones indicadas de IFNa2 nativo (30 pg/rata) o el conjugado de PEGao-
FMS-IFNa2 (30 pg/rata) (0.2 ml/rata, disuelto en PBS). Alicuotas de sangre fueron retiradas en los puntos de tiempo
indicados. Las actividades antivirales circulantes en las alicuotas se determinaron en células WISH humanas con
diluciones seriadas de 3 veces cada alicuota.

Las Figuras 14A-14B muestran el comportamiento experimental contra el simulado de IFNa2: (14A) a continuacién de
la administracion SC, con concentraciones iniciales de 60 nM y 1.5 nM de PEGas-FMS-IFNa2 y IFNa2 nativo,
respectivamente; (14B) a continuacion de la administracion intravenosa a ratas con concentraciones iniciales de 20 nM
de PEG4o-FMS-IFNa2, 1.5 nM de IFNa2 nativo en el volumen SC y no conjugado en circulacion. Los insertos son las
curvas experimentales.

La Figura 15 muestra la dosis-respuesta de PYY336 en la ingesta de alimentos en ratones. Los ratones macho C57BL6J
(10 por grupo), fueron privados de alimentos durante 24 h. En el momento de 23 h, los ratones recibieron una inyeccion
SC de solucion salina o de las dosis indicadas de PYYs.36. En el momento de 24 h los ratones se les permiti6 consumir
un exceso de comida pesada previamente durante 2 h. El agua potable se brind6 en todo momento. La cantidad de
alimento consumido por 10 ratones durante 2 h se muestra como una funcion de la dosis de PYY3.3s.

La Figura 16 muestra la reducciéon dependiente del tiempo en la ingesta de alimentos en ratones por PYYsass. LOs
ratones macho C57BL6J (10 por grupo) fueron privados de alimentos como se indica en la Figura 15 y se administro
PYY3.36 (5 nmol/ratén) en los tiempos indicados antes de comenzar el periodo de re-alimentacion. Los resultados son el
promedio de cuatro experimentos idénticos.

La Figura 17 muestra los efectos de la pegilacién irreversible sobre la actividad bioldgica de PYY3.36. PYY3.36 nativo se
dejo reaccionar con PEG4o-OSu. Los grupos de 10 ratones fueron inyectados con solucién salina SC, PYY3.36, 0 PEGao-
PYY3.36 (5 nmol/ratén) en 1 h antes de comenzar el periodo de re-alimentacién. Los resultados son el promedio de dos
experimentos idénticos.

La Figura 18 muestra que PEG4o-FMS esta unido al grupo a-amino de PYYs.36. PEG40-FMS-PYY3.36 (100 ug) se acetild
por un exceso molar de 500 de anhidrido acético a pH 7.0, se dializé, y se incub6 durante 3 dias a pH 8.5, 37 ° C para
eliminar cuantitativamente la porcion de PEG4o-FMS. El PYY3.36acetilado resultante después se someti6 a tres ciclos de
andlisis de la secuencia de proteinas N-terminal. La secuencia obtenida fue ile-(Ne-acetil)lys-pro. El andlisis de
secuencia del péptido nativo produjo ile, lys, y pro en ciclos 1, 2, 3, respectivamente (no mostrado).
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La Figura 19 muestra la cinética de liberacion de PYY3.s6 liberado de PEG40-FMS-PYY3.36. El PEG40-FMS-PYY3.36 (750
UM en tamp6n fosfato 0.1 M pH 8.5, NaNs) 2 mM, se incub6 a 37°C. Las alicuotas (100 pl) se retiraron en los tiempos
indicados y PYYs3.36 libre se midié por HPLC. La cantidad acumulada de PYY3.36 liberado se muestra como una funcion
del tiempo. La cantidad de PYY-3 en el conjugado inicial se determind por hidrélisis 4cida de una alicuota de 20 pl,
seguido por andlisis de aminoéacidos.

La Figura 20 muestra la velocidad de hidrolisis de PEG40-FMS-PYY3.36 en suero normal de raton. PEG40-FMS-PYY3.36
(0.5 uM) se incubo en suero normal de ratén a 37°C. Las alicuotas se retiraron en los tiempos indicados y la cantidad de
2-PEG40-9-sulfo-fulveno liberado de PEG4o-FMS-PYYs3 se determind por HPLC y tomado para el calculo de la
velocidad de hidrélisis de PEG40-FMS-PYY3.36. El inserto muestra que PYY3.3s degrada rapidamente en suero normal de
raton a 37°C. PYY3.36 (50 nM) se incub6 en suero normal de ratén a 37°C. En los tiempos indicados, alicuotas (0.1 ml) se
removieron, desproteinizaron por 3 volimenes de etanol y la cantidad de PYY3.3s se determind en los sobrenadantes por
HPLC.

La Figura 21 muestra que el PEG40-FMS-PYY3.3sprovoca saciedad prolongada. El protocolo descrito en la Figura 15 se
repitid, excepto que los ratones recibieron SC solucién salina 0 PEG4o-FMS-PYY3.36 (5 nmol/ratdn) en os tiempos
indicados antes de comenzar la realimentacion. Los resultados son el promedio de tres experimentos idénticos,
normalizados de acuerdo con el control de solucion salina.

La Figura 22 muestra el curso temporal de reactivacion de PEGuaoo00-FMS-hGH tras la incubacion a pH 8.5, 37°C.
PEGu0000-FMS-hGH (1 mg/ml) se incubé en tampon fosfato 0.1 M, 0.6% BSA y -2 mM NaN3z a 37°C. Las alicuotas se
retiraron en los puntos de tiempo indicados, y se analizaron para sus potencias para desplazar ILhGH de la
preparacion enriquecida de receptor hGH extraida de las membranas plasmaticas de higado de conejo. La hGH nativa
desplaza 5 hGH en este ensayo el medio maximamente a una concentracion de 0.3+0.03 nM. Un derivado hGH que
exhibe desplazamiento medio maximo en este ensayo a una concentracion de 3.0+0.3 nM nM se considera que tiene
10% de potencia de union del receptor nativo. El inserto muestra la velocidad de liberacién de la hGH de PEG4o-FMS-
hGH tras la incubacién a pH 8.5, 37°C. PEGuo00FMS-hGH (1 mg de proteina) se incub6 como se describié
anteriormente. En los puntos de tiempo indicados, alicuotas de 0.1 ml se retiraron y sometieron a analisis por HPLC
analitica.

La Figura 23 muestra la velocidad de hidrdlisis de los conjugados de PEG-FMS, tras la incubacién a pH 8.5, 37°C. La
concentracion de PEGaooo0-FMS-exendina-4 y PEGaoo00-FMS-hGH se determiné para cada punto de tiempo por HPLC. El
gréafico lineal obtenido indica que la velocidad de hidrélisis es de reaccién de primer orden. El tiempo de vida media de
los conjugados se calculd a partir de ti2=In2/k, cuando k es la pendiente de la grafica lineal (h'l).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona un nuevo enfoque conceptual para la pegilacion reversible de farmacos, particularmente
péptidos y proteinas de peso molecular bajo o medio, por el cual la porcion de PEG vy el residuo de farmaco no estan unidos
directamente entre si, como en los procedimientos de pegilacion estandar, sino mas bien ambos residuos estan unidos a
diferentes posiciones de una estructura de andamio que es altamente sensible a bases y es removible en condiciones
fisiolégicas.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un compuesto de la formula:
Xn-Y
en donde
Y es una porcién de un farmaco que contiene al menos un grupo funcional seleccionado de amino libre, carboxilo, fosfato,

hidroxilo y/o mercapto, y
X es un radical de la férmula:

en donde:
R1 es un radical que contiene una porcién de polietilenglicol (PEG) lineal o ramificado con un peso molecular en el intervalo
de 5000 a 40000 Da;
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R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo (C1-C8), alcoxi (C1-C8), alcoxialquilo(C1-C8), arilo(C6-C10),
alcarilo(C1-C8), (C6-C10)ar(C1-C8)alquilo, halégeno, nitro, -SOsH, -SO.NHR, amino, amonio, carboxilo, PO3sHz, y OPO3H;;
R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo (C1-C8) y arilo(C6-C10);
R3y Ra4, iguales o diferentes, se seleccionan del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo (C1-C8) y arilo(C6-C10);

5 A es un enlace covalente cuando el radical esta unido a un grupo carboxilo, fosfato o0 mercapto del farmaco Y, o A es -OCO-
cuando el radical esta unido a un grupo amino o hidroxilo del farmaco Y;
n es un entero de al menos uno,
y sales farmacéuticamente aceptables de éste.

10 En la presente se describe ademéas un compuesto de la formula:
Rn-Y

en donde

15
Y es una porciéon de un farmaco que contiene al menos un grupo funcional seleccionado de amino libre, carboxilo, fosfato,
hidroxilo y/o mercapto, y X es un radical seleccionado del grupo de radicales que consiste en las formulas (i) a (iv):

20 R, R R
Sg¥h T
| CH,A

R
25 W H S, (if)
Ry

?:

: 0L GO

CHA
- (i) Gvy A

en donde:
40
R1 es un radical que contiene una porcién de polietilenglicol (PEG);
R2 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo, alcoxi, alcoxialquilo, arilo, alcarilo, aralquilo, halégeno,
nitro, -SO3H, -SO2NHR, amino, amonio, carboxilo, POsHz, y OPO3zHj;
R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo y arilo;
45 Rs3 y R4, iguales o diferentes, se seleccionan del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo y arilo;
A es un enlace covalente cuando el radical esta unido a un grupo carboxilo, fosfato o mercapto del farmaco Y, o A es
OCO- cuando el radical esta unido a un grupo amino o hidroxilo del farmaco Y;
n es un entero de al menos uno,
y sales farmacéuticamente aceptables de éste.

50
Los términos "alquilo”, "alcoxi", "alcoxialquilo”, "arilo", "alcarilo” y "aralquilo" en las definiciones de Ri, Rz, Rz y R4 en la
presente descripcidon se usan para denotar radicales alquilo de 1-8 dtomos de carbono; de preferencia 1-4, por ejemplo,
metilo, etilo, propilo, isopropilo y butilo, y radicales arilo de 6-10 4tomos de carbono, por ejemplo fenilo y naftilo. El término
"halégeno” incluye bromo, fluoro, cloro y yodo.

55

En la invencién, es un radical de la formula (i), preferentemente un radical de la férmula (i) en donde Rz, Rz y R4 son cada
uno hidrégeno y A es -OCO-, particularmente el radical 9-fluorenilmetoxicarbonilo (de aqui en adelante "Fmoc"), o con la
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méxima preferencia, un radical de la féormula (i) en donde Rz es - SOsH en la posicién 2 del anillo de fluoreno, R3 y R4 son
cada uno hidrégeno, y A es - OCO-, particularmente el radical 2-sulfo-9-fluorenilmetoxicarbonilo (de aqui en adelante
"FMS").

En otra modalidad de la invencion, el grupo funcional es el radical (i), en donde Rz, R3 y R4 son hidrogeno y A es un enlace
covalente, es decir el grupo 9-fluorenilmetilo (Fm), que es aplicable para enmascaramiento reversible de grupos mercapto
libres, de las funciones carboxilicas de porciones de 4cido aspértico y glutamico, y de funciones de carboxilo del C-terminal
de las moléculas de citocina. Los 9- ésteres de fluorenilmetilo resultantes (FM-ésteres) generan las funciones carboxilicas
principales libres a continuacion de una via de reaccion de B-eliminacién tras el tratamiento basico suave, y asi se pueden
emplear de manera similar para enmascaramiento reversible de funciones carboxilicas de farmacos. El grupo Fmoc es de
uso potencial adicional similar en la proteccion reversible de grupos hidroxilo de tirosina, serina y treonina.

Los radicales Fmoc halogenados (i) en donde R> es halégeno en la posicion 2 o 7, preferentemente Cl o Br, el radical 2-
cloro-1-indenilmetoxicarbonilo (CLIMOC) (ii), el radical 1-benzo[flindenilmetoxicarbonilo uretano (BIMOC) (iii), el radical
sulfona uretano (iv) y los radicales correspondiente (i) a (iv) en donde A es un enlace covalente, puede ser usado de manera
similar a Fmoc y Fm para sustitucion de funciones amino, carboxilo, hidroxilo y mercapto de farmacos, proporcionando asi
una amplia gama de sensibilidad hacia la eliminacién de tales grupos en condiciones basicas, por ejemplo, condiciones
fisiolégicas. De hecho, los radicales anteriores (i) a (iv) pertenecen a una familia general de entidades quimicas raras que
experimentan hidrélisis a pH neutro o ligeramente alcalino y condiciones suaves, y por lo tanto se pueden usar para la
proteccion reversible temporal de grupos a- y €-amino, por ejemplo en la sintesis de péptidos, y pueden ser retirados de la
funcién amino mediante una reaccién de B-eliminacion, en condiciones basicas suaves.

De acuerdo con la invencion, un radical (i), preferentemente Fmoc o FMS unido covalentemente a porciones amino y/o
hidroxilo o Fm unido covalentemente a porciones carboxilo y/o mercapto, experimenta hidrélisis (a través de B-eliminacion)
de nuevo a las funciones amino, hidroxi, mercapto o carboxilo libres, en condiciones fisiol6gicas en el fluido corporal,
particularmente a pH 7.4 y 37 °C.
En una modalidad de la invencién, R; es un radical de la férmula:

-Rs-R¢-PEG
en donde
Rs se selecciona del grupo que consiste en -NH-, -S-, -CO-, -COO-, -CHa-, - SO»-, -SO3-, -PO»-, y -POs-; y
Rs es un enlace o un radical mediante el cual la porcion de PEG esté unido covalentemente a Rs.

En una modalidad preferida, Rs es -NH-, y Re se selecciona del grupo que consiste en -CO-, -COO-, -CH,-, -CH(CHg)-, CO-
NH-, -CS-NH, - CO-CH3-NH-CO-, -CO-CH(CH3)-NH-CO-, -CO-CH-NH-CO-NH,

NS

N_.2N
Cl1 y
s
—C0-R, N

ZesO,SoNH;y
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R7 se selecciona del grupo que consiste en alquileno C1-C18 lineal o ramificado, fenileno, un radical oxialquileno que tiene
3-18 atomos de carbono en la cadena principal, un residuo de un péptido que contiene 2-10 residuo de aminoacidos, y un
residuo de un sacérido que contiene 1-10 residuos de monosacaridos.

En el radical 4-cloro-6-Z-triazin-2-il anterior, el grupo 6-Z- esta unido a la porcion PEG mientras que la posicién 2 esta unida
a Rs, que es NH- en este caso. En el radical - CO-R7-succinimido anterior, el grupo tio -S- en la posiciéon 3 esta unido a la
porcién PEG mientras que -CO- esta unido a Rs, que es NH- en este caso.

En una modalidad preferida, el farmaco pegilado de la invencion es un compuesto de la férmula:

"H
N O—PEG

en donde Rz es H 0 -SOsH en la posicion 2 del anillo de fluoreno, y Y es preferentemente un farmaco peptidico o proteico.
Cuando Rz es H, se obtiene un conjugado Y en la presente designado PEG-Fmoc-farmaco. En una modalidad mas
preferida, R, es -SOzH en la posicion 2 del anillo de fluoreno, y se obtiene un conjugado Y en la presente designado PEG-
FMS-farmaco.

En una modalidad més preferida, el farmaco pegilado de la invencién es un compuesto de la féormula:

O>—J\"O
O
S—PEG
SsoT LD A
0
SN
o H

en donde R; es H 0 -SOzH.

En una modalidad mas preferida, el farmaco pegilado de la invencién es un compuesto de la formula anterior, en donde R,
es -SOzH en la posicién 2 del anillo de fluoreno, y la porcion PEG es un PEG ramificado de 40 kDa. Estos conjugados estan
en la presente identificados como (PEG4o-FMS)s-péptido/proteina, en donde n es 1 a 3, preferentemente 1 o 2, con la
méaxima preferencia 1.

Los compuestos anteriores de la invencion en donde Rs es -NH- se pueden preparar a partir de N-(9-fluorenilmetoxi-
carboniloxi)-succinimida (Fmoc-OSu) o N-(2-sulfo-9-fluorenilmetoxi-carboniloxi)-succinimida (FMS-OSu) sustituidos por -NH»
en el anillo de fluoreno (representado en Esquema 7, la pagina a, primera fila, primera columna), por reaccién del grupo
amino con el PEG-OH activado (por ejemplo, PEG-O-CO-CI) o un PEG derivatizado activado tal como PEG-carboxilato
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(PEG-COOH, por ejemplo a través de PEG-CO-CIl), PEG-aldehido (PEG-CHO), PEG-isocianato (PEG-N=C=0), PEG-
isotiocianato (PEG-N=C=S), 2,4-dicloro-6-S-PEG- 1,3,5-triazina, 24-dicloro-6-NH-PEG-1,3,5-triazina, o 2,4-dicloro-6-O-PEG-
1,3,5-triazina (Esquema 7, pagina a, columna derecha) con el fin de obtener los derivados en donde -Rs-PEG es como se
presenta en el Esquema 7 (pagina a, columna central).

En una modalidad preferida de la invencion, el conjugado de la invencién es un (PEG-Fmoc).-péptido/proteina, y el
compuesto de partida para su preparacion es el derivado maleimido de Fmoc-OSu, en la presente designado Precursor 7 o
MAL-Fmoc-NHS o MAL-Fmoc-OSu, de la formula representada en el Esquema 3.

En una modalidad mas preferida de la invencién, el conjugado de la invencién es un (PEG-FMS),-péptido/proteina, y el
compuesto de partida para su preparacion es el derivado maleimido de FMS-OSu, en la presente designado Precursor 8 o
MAL-FMS-NHS o0 MAL-FMS-OSu, de la féormula representada en el Esquema 3.

Dos posibles vias para la pegilaciébn de péptidos/proteinas objetivo y la preparaciéon de conjugados (PEG-Fmoc)s-
péptido/proteina o (PEG-FMS),-péptido/proteina se proporcionan por la invencién, como se representa en el Esquema 6.
Ambas vias son procedimientos de dos etapas.

De acuerdo con una via, MAL-FMS-NHS o MAL-Fmoc-NHS se une primero al componente amina de péptido/proteina
objetivo, obteniendo asi un conjugado MAL-FMS-péptido/proteina o MAL-Fmoc-péptido/proteina, y después sustituir PEG-
SH por la porcion de maleimida, lo que produce el conjugado (PEG-FMS),-péptido/proteina o (PEG-Fmoc),-
péptido/proteina, respectivamente.

En la segunda via, MAL-FMS-NHS o MAL-Fmoc-NHS se hace reaccionar primero con PEG-SH, formando asi un conjugado
PEG-FMS-NHS o PEG-Fmoc-NHS, y después haciéndolo reaccionar con el componente amina del péptido o la proteina
objetivo resultante en el deseado conjugado (PEG-FMS),-péptido/proteina o (PEG-Fmoc).-péptido/proteina,
respectivamente. Esta via es adecuada para péptidos y proteinas que contienen sulfhidrilo o disulfuro.

Los compuestos en donde Rs es -NH- y Rg es -CO-NH- 0 -CS-NH- se pueden preparar a partir de Fmoc-OSu o FMS-OSu
sustituido por -N=C=0 o -N=C=S en el anillo de fluoreno (representado en el Esquema 7, pagina C, primera fila y la ultima
fila, primera columna), respectivamente, por reaccion con PEG-NH.. No es necesaria la activacion debido a que estas
especies de Fmoc/FMS ya estan activadas.

En una modalidad adicional de la invencion, Rs es -S-; y Res se selecciona del grupo que consiste en

en donde Zes O, S o NH.

Los compuestos anteriores de la invencién en donde Rs es -S- se pueden preparar a partir de Fmoc-OSu o FMS-OSu
sustituido por -SH en el anillo de fluoreno (representado en el Esquema 7, pagina b, segunda fila, primera columna), por
reaccion con PEG-maleimida de la férmula mostrada en el Esquema 7, pagina b, segunda fila, columna derecha),
obteniendo asi un compuesto pegilado de la invencién en donde la porcion de PEG esta unida al anillo de fluoreno a través
de un residuo como se representa en el Esquema 7, pagina b, segunda fila, columna central, o por reaccion con 2,4-dicloro-
6-S-PEG-1,3,5-triazina, 2,4-dicloro-6-NH-PEG-1,3,5-triazina, o 2,4-dicloro-6-O-PEG-1,3,5-triazina.

10
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En otra modalidad, en el farmaco pegilado de la invencion, Rs es - CO; Rg se selecciona del grupo que consiste en -O-; -NH-
;-NH-R7-COO-; -NH-R7 -NH; -NH-R7 -CO-NH;

ZesO,SoNH;y

Rz se selecciona del grupo que consiste en alquileno C1-C18 lineal o ramificado, fenileno, un radical oxialquileno que tiene
3-18 4tomos de carbono en la cadena principal, un residuo de un péptido que contiene 2-10 residuos de amino&cidos, y un
residuo de un sacérido contiene 1-10 residuos de monosacaridos.

Los compuestos anteriores de la invencion en donde Rs es -CO- se pueden preparar a partir de Fmoc-OSu o FMS-OSu
sustituidos por -COOH en el anillo de fluoreno (representado en el Esquema 7, pagina b, tercera fila, primera columna).
Cuando Rs es -O- o -NH-, la reaccién se produce con PEG (PEG-OH) o PEG-amina (PEG-NH;), respectivamente,
obteniendo asi un compuesto pegilado en donde la porcién PEG esta unida al anillo de fluoreno a través de un residuo -CO-
O- 0 -CO-NH-, respectivamente, como se muestra en el Esquema 7, pagina b, columna central (3" y 4% filas).

Los compuestos de la invencion en donde Rs es -CO- y Rg es NH-R7-COO- se pueden preparar a partir de Fmoc-OSu o
FMS-OSu sustituido por -COOH en el anillo de fluoreno, por reaccién con H,N-R7-CO-OtBu mediante el uso de un reactivo
de acoplamiento (por ejemplo DCC/HOBt, o PyBOP(benzotriazol-1-iloxi)tripirrolidinofosfonio hexafluorofosfato)/trietilamina),
por eliminacion del grupo protector tBu bajo condiciones acidas (por ejemplo, &cido trifluoroacético o HCI en dioxano), la
activacion del grupo carboxilo libre por trifdsgeno y la reaccion de -NH-R7,-COCI formado con PEG-OH para obtener el
derivado -CO-NH-R7-CO-O-PEG.

Los compuestos de la invencion en donde Rs es -CO- y Rs es NH-R7-NH se pueden preparar a partir de Fmoc-OSu o FMS-
OSu sustituidos por -COOH en el anillo de fluoreno, por reaccion con HzN-R7-NH-tBu mediante el uso de un reactivo de
acoplamiento y eliminar el grupo protectortBu como se describe anteriormente, reaccionar el grupo amino libre con PEG-
OSu para obtener el derivado -CO-NH-R7-NH-PEG.

Los compuestos de la invencion en donde Rs es -CO- y Rg es NH-R;,-CO-NH- se puede preparar a partir de Fmoc-OSu o
FMS-OSu sustituidos por -COOH en el anillo de fluoreno, por reaccién con H;N-R7-CO-NH-tBu mediante el uso de un
reactivo de acoplamiento y por eliminacion del grupo protector tBu como se describe anteriormente, activacion del grupo
carboxilo libre con DCC/NHS y reaccion de la -NH-R7-CO-N-hidroxisuccinimida éster formado con PEG-NH, para obtener el
derivado -CO-NH-R;-CO-NH-PEG.

Los compuestos de la invencion en donde Rs es -CO- y Rg es -NH-R7-NH-Z-(4-cloro-6-Z-PEG-1,3,5-triazin-2-il se pueden
preparar a partir de Fmoc-OSu o FMS-OSu sustituidos por -COOH en el anillo de fluoreno, por reacciéon con HyN-R7-NH-
tBoc 0 HoN-R7-O-tBu o H>N-R7-S-tritil mediante el uso de un reactivo de acoplamiento y por eliminacion de los grupos
protectores tBoc, tBu o tritl como se describe anteriormente, reaccionar el grupo NHz, OH o SH libres con 2,4,6-tricloro-
1,3,5-triazina, y después reaccionar -NH-R7-NH[O o S]-(4-cloro-6-NH[O o S]-1,3,5-triazin-2-il asi formado con PEG-NH,,
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PEG-OH o PEG-SH para obtener el correspondiente derivado -CO-NH-R7-NH[O o S]-(4-cloro-6-NH[O o S]-PEG-1,3,5-
triazina .

Los compuestos de la invencion en donde Rs es -CO- y Rg es NH-Ryz-etilen-succinimido se pueden preparar a partir de
Fmoc-OSu o0 FMS-OSu sustituidos por -COOH en el anillo de fluoreno, por reaccién con HoN-R-etilen-maleimida mediante
el uso de un reactivo de acoplamiento (por ejemplo DCC/HOBt, PyBoP/trietilamina) seguido por reaccién de la porcion de
maleimida con PEG-SH a pH 6-8 para obtener el derivado -CO-NH-R7-etilen-succinimido-S-PEG .

Los farmacos -Fmoc/FMS-pegilados de la invencion son después preparados a partir de estos intermediarios por el
procedimiento de una sola etapa descritos en el Ejemplo 5 méas adelante.

Aln en una modalidad adicional de la invencion, Rs es -CHa-; y Rees -(CH2),-S- 0 -(CH2),-NH-, en donde n es 0 a 18,
preferentemente 1.

Los compuestos anteriores de la invencién en donde Rs es -CH;- y Rg €s -CH»-S- 0 - Rg es -CH,-NH- se pueden preparar a
partir de Fmoc-OSu o FMS-OSu sustituidos por -COH en el anillo de fluoreno (representado en el Esquema 7, pagina c, 42
fila, primera columna), por reaccion con PEG-SH o PEG-NH;seguido por reaccion con NaHBHg3, respectivamente.

Los compuestos anteriores de la invencién en donde Rs es -CH,- y Rg es - (CH2)a-S- 0 Rs es -(CHz),-NH- se pueden
preparar a partir de Fmoc-OSu o FMS-OSu sustituidos por -(CHz)n-Hal en el anillo de fluoreno, en donde Hal es F, Cl, Br o |
(representado en el Esquema 7, pagina d, 3™ fila, primera columna), por reaccién con PEG-NH, o PEG- SH, obteniendo asi
un compuesto pegilado de la invencion en donde la porcion PEG esta unida al anillo de fluoreno a través de un residuo
como se representa en el Esquema 7, pagina d, columna central, 3® y 4® filas, respectivamente.

Los farmacos -Fmoc/FMS-pegilados de la invencién son después preparados a partir de los intermediarios anteriores por el
procedimiento de una etapa descrito en el Ejemplo 5 mas adelante.

En adn otra modalidad, Rs es -SO»- y Rs es -O-, -NH- 0 -CH>-CH,-S. Los compuestos en donde Rg es -O- 0 -NH- se pueden
preparar a partir de Fmoc-OSu 0o FMS-OSu sustituidos por -SO»Cl en el anillo de fluoreno (representado en el Esquema 7,
pagina C, primera columna, 3" fila), por reaccion con PEG-OH o PEG-NH,, respectivamente. Los farmacos -Fmoc/FMS-
pegilados de la invencion son después preparados a partir de estos intermediarios por el procedimiento de una etapa
descrito en el Ejemplo 5 mas adelante.

Los compuestos en donde Rg es -CH»-CH»-S, se pueden preparar a partir de Fmoc-OSu o FMS-OSu sustituidos por -
SO,CH=CH:; en el anillo de fluoreno (representado en el Esquema 7, pagina C, primera columna, 2daﬁla), por reaccién con
PEG-SH. Los farmacos -Fmoc/FMS-pegilados de la invencidon son después preparados a partir de estos intermediarios por
el procedimiento de dos etapas descrito en los Ejemplos 16 0 17 més adelante.

En adn otra modalidad Rs es -PO;- y Rg es -O- 0 NH-. Estos compuestos se pueden preparar a partir de Fmoc-OSu o0 FMS-
OSu sustituidos por -POCl en el anillo de fluoreno (representado en el Esquema 7, pagina d, primera columna, primera fila),
por reaccion con PEG-OH o PEG-NHy, respectivamente. Los farmacos -Fmoc/FMS-pegilados de la invencion son después
preparados a partir de estos intermediarios por el procedimiento de una etapa descrito en el Ejemplo 5 més adelante.

De conformidad con la presente invencion, Y es una porcion de un farmaco que contiene al menos un grupo funcional
seleccionado de amino libre, carboxilo, hidroxilo, fosfato y/o mercapto. En una modalidad méas preferida de la invencion, el
farmaco contiene al menos un grupo amino libre y es un farmaco peptidico o proteico o un farmaco no peptidico.

En una modalidad de la invencion, el farmaco es un farmaco no peptidico que contiene al menos un grupo amino y la
invencioén se refiere a conjugados PEG-Fmoc y PEG-FMS de éstos. Los farmacos no peptidicos que son susceptibles a la
tecnologia de la invencién incluyen aminoglucésidos antibiéticos tales como gentamicina y anfotericina B, y farmacos
antineoplasicos tales como el acido aminolevulinico, daunorrubicina y doxorrubicina.

En una modalidad mas preferida de la invencién, el farmaco que contiene al menos un grupo amino es un farmaco peptidico
0 proteico, con la maxima preferencia un péptido o proteina de peso molecular bajo o medio, que puede ser usado como un
medicamento para uso humano o veterinario.

Asi, la invencién proporciona ademas conjugados de farmacos pegilados PEG-FMS-Y y PEG-Fmoc-Y en la presente
identificados por las formulas:
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(PEG-FMS) Y 0 (PEG-FmoC),-Y

en donde Y es una porcion de un farmaco peptidico o proteico, n es un entero de al menos uno, preferentemente 1 02,y Y
esta unido al radical FMS o Fmoc a través de al menos un grupo amino. En la modalidad més preferida el conjugado es
(PEG-FMS)»-Y y la porcién PEG es PEGaooo0.

Los ejemplos de péptidos y proteinas Y que pueden pegilarse de acuerdo con la invencion incluyen, pero no se limitan a,
insulina, un interferén, tal como IFN-a2, un agonista de PYY tal como el péptido PYYsss una exendina tales como la
exendina-3 y exendina-4 y andlogos y agonistas de exendina, péptido natriurético atrial (ANP), la hormona de crecimiento
humana (hGH), eritropoyetina, TNF-a, , calcitonina, hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) o un anélogo de ésta tal
como leuprolide y D-Lyse-GnRH, hirudina, el glucagén, y un fragmento de anticuerpo monoclonal tal como fragmento de
anticuerpo monoclonal anti-TNF-a.

En una modalidad preferida de la invencién, el farmaco peptidico es la insulina y la invencién proporciona conjugados PEG-
Fmoc-insulina y PEG-FMS-insulina y composiciones farmacéuticas que los comprenden para el uso en el tratamiento de la
diabetes mellitus y la hiperglicemia. Los ejemplos de esos conjugados son los conjugados (PEGsgio-Fmoc);-insulina,
(PEGs000-Fmoc)z-insulina y PEGago00-FMS-insulina.

En otra modalidad preferida de la invencion, el farmaco es una exendina o un agonista de la exendina.

En una modalidad mas preferida, el farmaco es exendina-4 de la secuencia representada por la sec. con nim. de ident.: 1
HGEGTFTSDL SKQMEEEAVR LFIEWLKNGG PSSGAPPPS-NH;

En otra modalidad preferida, el farmaco es exendina-3 de la secuencia representada por la sec. con nim. de ident.: 2
HSDGTFITSDL SKQMEEEAVR LFIEWLKNGG PSSGAPPPS-NH;

En una modalidad preferida adicional, el farmaco es un agonista de la exendina definida en la presente como un compuesto
gue imita la actividad de la exendina-3 o exendina-4 que se une al receptor(es) en el que la exendina-3 o exendina-4 ejerce
sus acciones que son beneficiosas como insulinotrépico y en el tratamiento de la diabetes mellitus o imitando los efectos de
la exendina en el aumento de flujo de orina, aumento de la excrecién urinaria de sodio y/o disminucién de la concentracion
de potasio en la orina, por la union al receptor(es) donde las exendinas causan estos efectos. Preferentemente, el agonista
de la exendina se selecciona del grupo de insulinotropicos exendina-4 fragmentos y anélogos que constan de agonistas de
la exendina representados por sec. con num. de ident.:3 a sec. con nim. de ident.: 10:

exendina-4 (1-31) HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGP [sec. con num. de ident.:3];
Y31exendina-4(l-31) HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGY [sec. con num. de ident.:4];

exendina-4 (1-30) HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGG [sec. con num. de ident.:5];

exendina-4 (1-30) amida HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGG-NH> [sec. con nim. de ident.:GJ;
exendina-4 (1-28) amida HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKN-NH: [sec. con nim. de ident.:7]; L 4
F®exendina-4 amida HGEGTFTSDLSKQLEEEAVRLFIEFLKNGG PSSGAPPPS-NH; [sec. con num. de ident.:8];
L F?® exendina-4 (1-28) amida HGEGTFTSDLSKQLEEEAVRLFIEFLKN-NH; [sec. con ntim. de ident.:9]; y

L A% F? exendina-4 (1-28) amida HGEGTFTSDLSKQLEEEAVRLAIE FLKN-NH- [sec. con nim. de ident.:10].

De acuerdo con esta modalidad, la invencion proporciona los conjugados PEG-Fmoc-exendina/agonista de exendina y PEG-
FMS-exendina/agonista de exendina y composiciones farmacéuticas que los comprenden para usar en la prevencion de la
hiperglicemia y para usar en el tratamiento de la diabetes mellitus seleccionado del grupo que consiste en diabetes mellitus
no dependiente de insulina, diabetes mellitus dependiente de insulina, y la diabetes mellitus gestacional. En una modalidad
mas preferida, el conjugado de exendina pegilado de la invencion es PEG4-FMS-exendina-4.

En una modalidad preferida adicional de la invencion, el farmaco peptidico es un interferon, preferentemente IFN-q, y la
invencion proporciona conjugados PEG-Fmoc-IFN-a y PEG-FMS-IFN-a y composiciones farmacéuticas que los comprenden
para usar en el tratamiento de enfermedades tratables por el IFN-a, particularmente enfermedades virales, mas
particularmente la hepatitis B o C, tanto como terapia Unica o junto con un agente antiviral tal como ribavirina, o para usar en
el tratamiento de céncer, por ejemplo, carcinoma de células transicionales, el tipo mas comin de cancer de vejiga, cancer
de ovario, melanoma céancer de péancreas, linfoma no-Hodgkin, leucemia de células pilosas, y el sarcoma de Kaposi
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relacionado con el SIDA, tanto como terapia Unica o junto con un agente citotdxico tal como carboplatino y/o ciclofosfamida.
En una modalidad més preferida, el conjugado es (PEGao-FMS)2-IFNa2 o, con la méaxima preferencia, PEG4o-FMS-IFNa2.

En aun otra modalidad preferida de la invencion, el farmaco peptidico es un agonista de PYY, definido en la presente como
una molécula que tiene actividad bioldgica como PYY- o PYY[3-36], tal como la reduccién de la ingesta de alimentos en los
mamiferos, y actia por un mecanismo similar al de PYY y PYY[3-36], por ejemplo, mediante la union al receptor Y2. El
agonista de PYY es preferentemente un agonista especifico para el receptor Y2 y es preferentemente un péptido que
contiene, en un minimo, la secuencia de aminoéacidos 25-36 de PYY, con la maxima preferencia la secuencia 3-36 de PYY.

En una modalidad de la invencioén, el agonista de PYY es el péptido PYY 36-mer de la secuencia representada por sec. con
nam. de ident.: 11:

YPIKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY-NH>

En una modalidad mas preferida, de la invencidn, el agonista de PYY es el péptido PYY[3-36] de la secuencia representada
por la sec. con nim. de ident.: 12:

IKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY-NH>

De acuerdo con esta forma de modalidad, la invencion proporciona conjugados de agonistas PEG-Fmoc-PYY y agonistas
PEG-FMS-PYY y composiciones farmacéuticas que los comprenden particularmente para usar en la reduccion de la ingesta
de alimentos, para inducir la pérdida de peso y para usar en el tratamiento de enfermedades o trastornos que pueden ser
aliviados mediante la reduccién de la ingesta de alimentos, tales como obesidad, hipertension, dislipidemia, riesgo
cardiovascular, resistencia a la insulina, y la diabetes mellitus (particularmente diabetes tipo II). En una modalidad preferida,
el agonista de PYY pegilado de la invencion es PEG4o-FMS-PYY3.36.

En otra modalidad preferida, el farmaco peptidico es la hormona de crecimiento humana (hGH) y la invencién proporciona
conjugados PEG-Fmoc-hGH y PEG-FMS-hGH y composiciones farmacéuticas que los comprenden para el tratamiento de
afecciones y trastornos tratables por hGH, particularmente para usar en el tratamiento de nifios patolégicamente de baja
estatura y como agente anti envejecimiento. En modalidades preferidas, los conjugados de hGH pegilados de la invencion
son (PEG4o-FMS),-hGH y PEG-FMS-hGH.

En una modalidad preferida adicional de la invencién, el farmaco peptidico es el péptido natriurético atrial (ANP) o un
analogo de éste, particularmente el ANP ciclico de 28 amino&cidos de la secuencia representada por la sec. con nim. de
ident.:13, como sigue:

Ser-Leu-Arg-Arg-Ser-Ser-[Cys7-Phe-Gly-Gly-Arg-Met-Asp-Arg-lle-Gly-Ala-GIn-Ser-Gly-Leu-Gly-Cys23]-Asn-Ser-
Phe-Arg-Tyr

De acuerdo con esta modalidad, la invencién proporciona conjugados PEG-Fmoc-ANP y PEG-FMS-ANP y composiciones
farmacéuticas que los comprenden para usar en el tratamiento de afecciones y trastornos tratables por la invencion
proporciona conjugados PEG-Fmoc-ANP y PEG-FMS-ANP y composiciones farmacéuticas que los comprenden para usar
en el tratamiento de afecciones y trastornos tratables por péptidos natriuréticos y las variantes de éstos, particularmente
para usar en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, insuficiencia cardiaca congestiva, hipertension, insuficiencia
renal aguda y sindrome de dificultad respiratoria del adulto (ARDS). En una modalidad preferida de la invencién, el ANP
pegilado es el conjugado PEGa4o-FMS-ANP.

También incluidas en el alcance de la invencién estan las sales farmacéuticamente aceptables de los conjugados pegilados
de la invencién. Como se usa en la presente, el término "sales" se refiere tanto a sales de grupos carboxilo como a sales de
adicion de acido de grupos amino del farmaco, por ejemplo péptido o proteina, molécula. Las sales de un grupo carboxilo
pueden formarse por medios conocidos en la técnica e incluyen sales inorganicas, por ejemplo, sales de sodio, calcio,
amonio, férricas o de zinc, y sales con bases organicas tales como las formadas por ejemplo, con aminas, tales como
trietanolamina, arginina, o lisina, piperidina, y procaina. Las sales de adicidon de &cido incluyen, por ejemplo, sales con
acidos minerales tales como, por ejemplo, &cido clorhidrico o &cido sulftrico, y sales con acidos orgéanicos, tales como, por
ejemplo, acido acético o acido oxalico.

La presente invencion se refiere ademéas a métodos para la preparacion de los conjugados pegilados de la invencién y a
varios precursores nuevos usados en estos métodos.
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Asi, la presente invencién se relaciona ademas con un precursor de la férmula:

en donde:

R: es un radical de la férmula -Rs-Re-B;

Rz es H 0 -SO3H en la posicion 2 del anillo de fluoreno;

B es maleimido, -S-CO-CHj3 o una porcién PEG;

Rs se selecciona del grupo que consiste en NH-, -S-, -CO-, -COO-, -CHy-, -SO>-, -SOs-, -PO>-, y -PO3-; y
Rs es un enlace o un radical por el cual el maleimido, -S-CO-CHj3 o la porcién PEG se une a Rs.

En una modalidad preferida, Rs es NH-; Rg se selecciona del grupo que consiste en -CO-, -COO-, -CH;-, -CH(CHg)-, CO-NH-
, -CS-NH-, - CO-CH,-NH-CO-, - CO-CH(CHj3)-NH-CO-, -CO-CH2-NH-CO-NH, -CO-Rg-;

~
YO
l
NN
Cl y
0 S/ >
—CO-R,—N
(0]

Zes O, SoNH;,

R7 se selecciona del grupo que consiste en alquileno C1-C18 lineal o ramificado, fenileno, un radical oxialquileno que tiene
3-18 &tomos de carbono en la cadena principal, un residuo de un péptido que contiene 2-10 residuos de amino&cidos, y un
residuo de un sacérido que contiene 1-10 residuos de monosacaridos; y

Rs es un alquileno C1-C8 lineal o ramificado, preferentemente etileno, cuando B es maleimido o -S-CO-CHs.

En una modalidad preferida, la invencién se refiere los Precursores 1-7 nuevos, cuyas férmulas se representan en los

Esquemas 1y 3. En la modalidad sumamente preferida, la invencion se refiere al compuesto que se identifica en la presente
descripcién como Precursor 8 0 MAL-FMS-NHS de la férmula:
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Precursor 8 es el compuesto N-[2-(maleimido-propionilo amino)-7-sulfo-fluoren-9-il-metoxicarboniloxi]-succinimida [0 9-
hidroximetilo-2-(amino-3-maleimidopropionato)-7-sulfo-fluoreno-N-hidroxisuccinimida] y se identifica ademas en la presente
descripcién como MAL-FMS-OSu.

MAL-FMS-NHS es un reactivo hetero-bifuncional, soluble en agua, que consiste en un éster sulfonado fluoreniloxicarbonil N-
hidroxisuccinimida que reacciona con grupos de péptidos y aminoacidos de la proteina. Un grupo maleimida se uni6 a la
cadena principal de fluorenilo para permitir el acoplamiento a sulfhidrilo que contiene PEG, con la méaxima preferencia
PEG4()000-SH.

Asi, proporcionados adicionalmente por la invencién estan los conjugados precursores de farmacos que se identifican en la
presente descripcién por la formula:

(MAL-FMS) o-Y 0 (MAL-Fmoc)s-Y

en donde Y es una porcion de un farmaco, con mayor preferencia un farmaco peptidico o proteico, n es un entero de al
menos uno, preferentemente 1 0 2, y Y se une al radical FMS o Fmoc a través de un grupo amino.

La presente invencion también proporciona un método para la preparacion de un conjugado (PEG-Fmoc),-Y, en donde Y es
una porcion de un farmaco, con mayor preferencia un farmaco peptidico o proteico, n es un entero de al menos uno,
preferentemente 1 0 2, y Y se une al radical Fmoc a través de un grupo amino, que comprende:

(i) reaccionar un farmaco Y, por ejemplo, un farmaco peptidico o proteico, con al menos un equivalente de Precursor 7,
obteniendo asi un conjugado (MAL-Fmoc),-Y;y
(ii) reaccionar el conjugado (MAL-Fmoc),-Y con PEG-SH.

En una modalidad més preferida, la invencion se refiere a un método para la preparacion de un conjugado (PEG-FMS),-Y,
en donde Y es una porcion de un farmaco, con mayor preferencia un farmaco peptidico o proteico, n es un entero de al
menos uno, preferentemente 1 0 2, y Y se une al radical FMS a través de un grupo amino, que comprende:

(i) reaccionar un farmaco Y, por ejemplo un farmaco peptidico o proteico, con al menos un equivalente de MAL-FMS-
NHS, obteniendo asi un conjugado (MAL-FMS),-Y;y
(ii) reaccionar el conjugado (MAL-FMS),-Y con PEG-SH, obteniendo asi el conjugado (PEG-FMS),-Y.

En otra modalidad mas preferida, la invencién se refiere a un método para la preparacion de un conjugado (PEG-FMS),-Y,
que comprende:

(i) reaccionar MAL-FMS-NHS con PEG-SH, obteniendo asi un conjugado PEG-FMS-NHS; y
(ii) reaccionar el farmaco Y, por ejemplo un farmaco peptidico o proteico, con al menos un equivalente de conjugado de
PEG-FMS-NHS, obteniendo asi el conjugado (PEG-FMS),-Y.

El reactivo PEG-SH es preferentemente PEG4o-SH, en donde la porcién PEG es una porcién de PEG ramificada de peso
molecular 40,000 Da.

Como se menciond en la seccién de antecedentes en la presente descripcion, la técnica de pegilacion se ha usado
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ampliamente para la modificacion de moléculas, particularmente, farmacos peptidicos y proteicos, en un intento de mejorar
algunas de sus caracteristicas, tales como la mejora de la estabilidad y la solubilidad, inmunogenicidad reducida, la
reduccion de la protedlisis, toxicidad reducida , reduccion de la depuracion por los rifiones, la mejora de la biodisponibilidad,
y vida circulante extendida por lo tanto se requiere una dosificacion menos frecuente. Sin embargo, uno de los principales
problemas de la pegilacion es que la unién covalente entre la porcién de PEG y el farmaco frecuentemente causa la pérdida
de la actividad bioldgica o una disminucion drastica de la potencia farmacolégica del farmaco. Por esta razén, la pegilacién
se usa mas para las proteinas de alto peso molecular, que son menos propensas a ser inactivadas por la reaccion con PEG,
pero es menos frecuente para péptidos y proteinas de bajo peso molecular.

Teéricamente, la disminucion de la bioactividad de péptidos y proteinas por pegilacion se puede superar mediante la unién
de las cadenas de PEG a través de un enlace quimico sensible a hidrdlisis alcalina suave y/o acida, o enzimaticamente
escindible por las proteasas séricas o de esterasas. Obviamente, una velocidad inconsistente de hidrolisis haria tal un
enfoque poco préactico. Por tanto, una condicién de requisito previo es que la hidrélisis de las cadenas de PEG del
conjugado tenga lugar a una velocidad lenta y de manera homogénea bajo las condiciones de pH y temperatura
estrictamente homeostaticos del sistema circulatorio de los mamiferos.

Anteriormente, hemos preparado 2-sulfo-9-fluorenilmetoxicarbonilo-N-hidroxisuccinimida (FMS-OSu) (Gershonov y otros,
1999, 2000; Shechter y otros, 2001, 2001a) como un modificador reversible de proteina. Las porciones proteicas unidas a
FMS experimentan hidrolisis lenta y espontdnea en condiciones fisiolégicas que generan la molécula principal sin modificar.
La hidrdlisis de los conjugados de FMS-proteina a 37°C C en suero humano normal, en tampones acuosos de pH 8.5, 0 en
el sistema circulatorio in vivo, tiene lugar con un ti> de 5-7 hrs. Mediante el uso de la porcién FMS como andamio para la
tecnologia de la pegilacion reversible sugerida permite que se pronostiquen las velocidades de hidrélisis de diversos
conjugados. El ty» para la hidrélisis de moléculas pequefias modificadas y polipéptidos conjugados con PEG y proteinas cae
dentro de un intervalo relativamente estrecho de 8-14h. La velocidad de hidrélisis constante para los conjugados de PEG-
FMS-proteina es debido a la reaccion de B-eliminacion, que se produce en la posicion 9 de la porcién de fluorenilo, siendo
dependiente Unicamente del pH del medio circundante. Asi, en contraste a lo que ocurre en los enfoques basados en la
escision enzimética del enlace hidrolitico, las velocidades de hidrélisis PEG-FMS similares se esperan de todos los
conjugados, independientemente de la identidad de la porcién proteina/péptido conjugada. Mediante el uso del presente
enfoque se puede controlar aiin més la velocidad de hidrdlisis por la sustitucion de la porcién de fluorenilo con aceptor de
electrones o grupos inductores de electrones que aumenten o disminuyan, respectivamente, la velocidad de hidrélisis. El
numero de cadenas de PEG-FMS unidas al farmaco también debe afectar a la velocidad a la que se libera el farmaco nativo.

La porcién de fluoreno sulfonado no es téxico, como se muestra anteriormente (Shechter y otros, 2001). El PEG de alto
peso molecular se sabe que es seguro en términos de toxicidad e inmunogenicidad y es ampliamente usado en las
industrias de alimentos, cosméticos y farmacéuticos (Working y otros, 1997; Roberts y otros, 2002).

Asi, la presente invencidn proporciona un procedimiento denominado en la presente descripcion "pegilacion reversible". En
este nuevo enfoque conceptual, que fue implementado de acuerdo con la invencion con polipéptidos y proteinas de bajo
peso molecular, la porcion de PEG no esta unida directamente al farmaco, como en el procedimiento de pegilacion estandar,
sino mas bien la porcion de PEG esta unida directamente o a través de un enlazador a una porcion de férmula (i) en la
presente descripcion, y el farmaco se une a otra posicion de la porcion (i). Dicha porcion (i), preferentemente la porcion
Fmoc o FMS (i), es altamente sensible a las bases y es removible en condiciones basicas suaves. Asi, de esta manera, se
obtiene un profarmaco que es inactivo, pero experimenta transformacion en el farmaco activo en las condiciones fisiolgicas
del cuerpo. El profarmaco tiene una vida de circulacion extendida, pero la porcion de PEG se elimina junto con la porcion de
Fmoc o FMS y el farmaco recupera su potencia farmacoldgica completa.

Este nuevo enfoque permite caracteristicas farmacolégicas deseables asociadas con la pegilacién que se confieren a los
farmacos peptidicos y proteicos de bajo peso molecular que de otro modo habrian sido total o parcialmente inactivados por
esta técnica. Un conjugado farmacolégicamente "silencioso" que esté ‘atrapado’ en el sistema circulatorio libera el péptido o
proteina principal unido covalentemente, con un perfil farmacocinético deseable. Se espera este nuevo enfoque para
extender el tiempo de vida, la biodisponibilidad y la eficacia de los farmacos peptidicos existentes, y extender lo mismo en
farmacos peptidicos conocidos y candidatos de farmacos peptidicos que aun se pueden descubrir.

Esta nueva tecnologia ha sido probada exitosamente de acuerdo con la invencién en varios farmacos peptidicos y proteicos.
Ademas de prolongar los tiempos de vida in vivo, el conjugado PEG-proteina inactivo pero reactivable tiene la profunda
ventaja de mantener un bajo nivel de circulaciéon del farmaco proteico activo en cualquier punto de tiempo después de la
administracién. De esta manera, se evita un riesgo bien conocido de la presencia de un "brote" téxico o la desensibilizacion
del farmaco en la circulacion.
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Como se menciond anteriormente, en teoria uno puede disefiar cadenas de PEG que se pueden liberar a partir de
conjugados de PEG-proteina por proteasas séricas o esterasas. Sin embargo, la velocidad rapida o impredecible de
liberacion no es til. Una condicidon de requisito previo con esta nueva tecnologia es que las cadenas de PEG se deben
hidrolizar espontaneamente a partir de los conjugados a una velocidad lenta, continua y predecible. La liberacion de
cadenas de PEG debe ocurrir durante un periodo prolongado, manteniendo asi los conjugados proyectados en el sistema
circulatorio, antes de la eliminacion de las cadenas de PEG por hidrdlisis. La presente invencion satisface estos requisitos.
Por ejemplo, tras la incubacion en suero humano normal a 37°C, las cadenas de PEG se hidrolizan de las proteinas, con un
tiempo medio de 8.0+2 hrs. Las velocidades de liberacion se fijan exclusivamente por la naturaleza de la porcion Fmoc
(Fmoc/FMS), por el pH vy la reactividad del suero sanguineo, y los mamiferos mantienen la homeostasis estricta con
respecto a estos dos Ultimos parametros.

De acuerdo con la presente invencién, un experimento piloto incluyé la sintesis de una insulina pegilada. Tras la incubacién
del derivado (PEGspoo-Fmoc)i-insulina a pH 8.5, o en suero humano normal a 37°C, la actividad lipogénica fue restaurada
con una vida media de 30+2 hrs. La regeneracion de la potencia lipogénica de insulina doble modificada, (PEGso00-Fmoc),-
insulina, siguié un periodo de latencia adicional de 10+1 hrs.

Una sola administracion subcutanea de (PEGsooo-Fmoc):-insulina en ratones, bajaron los niveles circulantes de glucosa, y la
vida media de retorno a los valores normoglicémicos excedi6 las 6.7 veces que para la insulina nativa. Después de la
administracion intraperitoneal de (PEGsoo-Fmoc)i-insulina, el retorno a la normoglicemia fue 3.4 veces mas lenta que
después de la administracion de la hormona nativa. En suma, se ha establecido un prototipo de un PEG reversible. Este se
somete a hidrélisis espontanea lenta después de la conjugacion, regenerando el farmaco principal no modificado, en
condiciones fisiolégicas. Asi, el inconveniente principal de inactivar farmacos por pegilacion, se resuelve mediante la
tecnologia de la presente invencion. Las porciones PEG-FMS hidrolizan a velocidades mas rapidas en comparacion con las
porciones PEG-Fmoc (t12 =5-7 hrs, ref.). Los compuestos que contienen porciones FMS -PEG son méas adecuados cuando
se introducen 2-5 cadenas de PEG en un farmaco peptidico o proteico, para obtener las caracteristicas farmacoldgicas
deseables de los conjugados.

En otro ejemplo de la presente invencién, se muestra en la presente que cuando exendina-4 nativa se administré por via
subcutanea en una dosis de 4 ug /raton, el nivel de glucosa en sangre (BGL) se redujo en 26-28% (desde 140 mg/dl hasta
104-101 mg/dl), con el mayor porcentaje de cambio en BGL que ocurre 0.5-1 h después de la administracion. Las
concentraciones de glucosa después volvieron a sus niveles iniciales con un ty; de 3.7+0.3 h. Después de la administracion
subcutanea de PEGao000-FMS-exendina-4, la disminucién del BGL se llevé a cabo a una velocidad mas moderada. La
glucosa circulante alcanz6 su concentracion mas baja de 8-12 horas después de la administracion (92 mg/dl, 33%). Las
concentraciones de glucosa circulantes bajas estables se mantienen después durante 12 horas adicionales. El retorno a los
niveles iniciales de glucosa se llevé a cabo con un ti» de 3012 h, que es 7.5 veces mas largo que el obtenido por la misma
dosis de la exendina-4 nativa.

En un ejemplo adicional de la presente invencion, se muestra en la presente que mediante el uso de un ensayo de unién
BlAcore, la velocidad de regeneracion in vitro del interferén nativo se estim6 que tiene una vida media de 65 horas. Después
de la administracion subcutanea a ratas y monitorear la potencia antiviral circulante, los niveles de IFNa2 activos alcanzaron
un maximo en 50 horas, es detectado con aun niveles sustanciales 200 horas después de la administracion. Este valor
contrasta con una vida media de aproximadamente de 1 hr medida para el interfer6n sin modificar. La concentracion de
IFNa2 activo escala linealmente con la cantidad inyectada Comparando la administracion subcutanea con la intravenosa de
PEG40-FMS-IFNa2, se encontr6 que la larga vida circulatoria de IFNa2 se vio afectada tanto por la lenta velocidad de
absorcion de la proteina pegilada del volumen subcutdneo como por la lenta velocidad de descarga a partir del PEG en
circulacion. Una simulacion numérica de los resultados fue de buen consenso con los resultados observados in vivo. El perfil
farmacocinético de este conjugado IFNa2pegilado nuevo combina un mantenimiento prolongado in vivo con la regeneracion
de IFNo2 nativo activo, garantizando un acceso rapido a los tejidos periféricos y asi una ventaja global sobre las
formulaciones actualmente usadas.

El péptido YY336 (PYY336) ha demostrado recientemente que induce la saciedad en ratones y humanos. Se describe en la
presente que la saciedad inducida por la administracion subcutanea de PYY3.36 a ratones en ayunas tuvo una vida media de
~3 h. La pegilacién de PYY3.36 a través de un enlace no hidrolizable produjo un conjugado inactivo excepto el conjugado de
la invencion PEG4o-FMS-PYY3.36YY3.36 gradualmente liberado no modificado en condiciones fisiolégicas. La administracion
subcutanea de PEG40-FMS-PYY3.3 a ratones result6 en la saciedad prolongada, con una vida media de ~24 h. Por lo tanto
PEG40-FMS-PYY3.36 puede servir como un profarmaco de accién prolongada de PYYsss, proporcionando de este modo
medios mas précticos para el control de la obesidad humana
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La porcion PEG de conformidad con la invencion puede ser PEG lineal o ramificado y tiene un peso molecular en el intervalo
de 200 a 200,000 Da, preferentemente hasta 80,000 Da, con mayor preferencia 5,000-40,000 Da, y con la maxima
preferencia entre aproximadamente 20,000 Da y 40,000 Da. Preferentemente, la porcion PEG es una molécula de PEG
ramificado de 40,000 Da.

Los profarmacos de la presente invencién se preparan mediante el uso de agentes de PEGilacién, es decir, cualquier
derivado de PEG que es capaz de reaccionar con un grupo funcional tal como NH,, OH, SH, COOH, CHO, -N=C=0, -
N=C=S, - SOCl, -SO,CH=CHj>, -PO.ClI, -(CH2)xHal, presente en el anillo de fluoreno de la porcion Fmoc o FMS. Ejemplos
de estos reactivos y de los productos obtenidos se representan en el Esquema 7 en la presente descripcion. Estos PEG
derivatizados que se pueden usar de acuerdo con la invencién y reactivos similares estan disponibles comercialmente. Cabe
sefialar que el agente de PEGilacion se usa usualmente en su forma monometoxilada donde sélo un grupo hidroxilo en un
terminal de la molécula de PEG esta disponible para la conjugacion. Sin embargo, una forma bifuncional de PEG, donde
ambos extremos estan disponibles para la conjugacion puede ser usada si, por ejemplo, se desea obtener un conjugado con
dos residuos peptidicos o proteicos unidos covalentemente a una Unica porcion de PEG.

En una modalidad preferida de la invencion, la porcién de PEG esta ramificado. Los PEG ramificados ramificados son de
uso comun. Ellos pueden ser representados como R(PEG-OH)n, en el que R representa una porciéon de nicleo central tal
como pentaeritritol o glicerol, y m representa el nimero de brazos de ramificacién. El nimero de brazos de ramificacion (m)
puede variar de tres a cien o mas. Los grupos hidroxilo estan sujetos a modificacién quimica.

El uso de moléculas de PEG ramificadas tiene varias ventajas, que incluyen el hecho de que requieren sustancialmente
menos lugares de conjugacion y la pérdida de bioactividad se minimiza. Las moléculas de PEG ramificados se describen en
las Patentes de Estados Unidos num. 6,113,906, nim. 5,919,455, nim. 5,643,575, y num. 5,681,567.

La presente invencién proporciona ademas composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto pegilado de
acuerdo con la invencién o una sal farmacéuticamente aceptable de éste, y un portador farmacéuticamente aceptable.

El portador debe ser "aceptable" en el sentido de ser compatible con el(los) ingrediente(s) activo(s) de la formulacion (y
preferentemente, capaz de estabilizar péptidos) y no perjudicial para el sujeto a tratar.

Las formulaciones pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacién unitaria y pueden prepararse por
cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de farmacia, por ejemplo, como se describe en Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, A.R. Gennaro, ed., edicion 20va, 2000. Todos los métodos incluyen la etapa de poner en
asociacion el(los) ingrediente(s) activo(s) con el portador lo cual constituye uno o mas ingredientes accesorio.

Cualquier via de administracion adecuada de los conjugados de la invencion a los humanos o para fines veterinarios se
prevé por la invencion, por ejemplo la administracion via oral convencional, intramuscular, intravenosa, subcutanea,
intranasal y transdérmica.

La invencion se ilustrar4 ahora mediante los siguientes Ejemplos.
EJEMPLOS

I. Seccion quimica

Materiales y Métodos (Seccién Quimica)

(i) Materiales: insulina humana (Zn2+-libre) fue donada por Novo Nordisk (Bagsvaerd, Dinamarca) o por
Biotecnologia General (Rehovot, Israel), y se usé sin purificacién adicional. La hGH recombinante fue un regalo de
Biotecnologia General (Rehovot, Israel). Fmoc-OSu se obtuvo de Novabiochem (Laufelfingen, Suiza). PEGs-OSu
(ademés referido en la presente como PEGs,00-OSu) y PEG4-OSu (ademas referido en la presente como
PEGu40,000-OSu) fueron de Shearwater (ahora Nektar Therapeutics, San Carlos, CA, Estados Unidos). TNBS, DTNB,
a-lactoalbumina, glutatién reducido (GSH), cistamina-2 HCI, ditiotreitol (DTT), yodoacetamida, gentamicina y
tripsina tratada con TPCK se compraron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, Estados Unidos). El IFN-a2
humano no glicosilado se prepar6 como se describe en WO 02/36067. La exendina-4, péptido YYs.36 y péptido 27,
un péptido sintético de 27 aminoacidos que no contiene lisina (AEISGQLSYVRDVNSWQHIWTNVSIEN) (sec. con
ndm. de ident.: 14), se us6 como control, se sintetizaron por el método en fase sélida mediante el uso de un
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sintetizador multiple de péptidos (AMS 422, Abimed Analysen-Technik GmbH, Langenfeld, Alemania). Todos los
demaés reactivos, incluyendo una larga lista de compuestos usados para sintetizar MAL-FMS-NHS, fueron de grado
analitico y adquiridos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, Estados Unidos).

(i) HPLC de fase inversa se realiz6 con un sistema de cromatografia liquida Spectra-Physics SP8800 (Spectro-
Physics, San Jose, CA) equipado con un detector de absorbancia de longitud de onda variable de Applied
Biosystem 757. Los efluentes de la columna fueron monitoreados por la absorbancia a 220 nm y y los
cromatogramas se registraron en un integrador chrom-Jet (Thermo-Separation, Riviera Beach, FL, Estados
Unidos). Las columnas de HPLC empacadas previamente usadas en los ejemplos incluyeron LIiChroCART 250-10
mm que contienen LiChrosorb RP-18 (7 pum) y LiChrospher 100 RP-18 (5 um) 250-4 mm (Merck, Rathway, NJ,
Estados Unidos) y columnas empacadas previamente Vydac RP-18 o RP-4 (22 x 250 mm; tamafio de la gota 12
pm; Vydac, Hesperia, CA, Estados Unidos). Los gradientes lineales se usaron entre la solucién A (0.1% TFA en
H20) y la solucién B (0.1% TFA en acetonitrilo-H.O, 75:25). Para los procedimientos de HPLC analitica, un
gradiente lineal entre 30 y 100% de la solucion B se corrié durante 50 min a un régimen de flujo de 0.8 mil/min.

(iii) Los analisis de HPLC se realizaron mediante el uso de un sistema de cromatografia liquida Spectra-Physics
SP8800 equipado con un detector de absorbancia Applied Biosystems 757 757 de longitud de onda variable y un
sistema de cromatografia liquida Spectra-SYSTEM P2000 equipado con un muestreador automatico Spectra-
SYSTEM AS100 y un Spectra-SYSTEM UV1000, todos controlados por un sistema de datos de cromatografia
ThermoQuest (ThermoQuest Inc., San Jose, CA, Estados Unidos). Los efluentes de la columna se monitorearon
mediante la absorbancia UV a 220 nm. La RP-HPLC analitica se realiz6 mediante el uso de un Chromlith™
preempacado Performance RP-18e (4.6x100mm, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). La columna se eluyé con un
gradiente binario de 10-100% de solucién B en 10 min con régimen de flujo de 3 ml/min (solucién A fue 0.1% TFA
en H,0 y solucién B fue 0.1% TFA en acetonitrilo:agua, 3:1, v:v). Los compuestos pegilados se analizaron mediante
el uso de una columna RP-4 (250x4 mm, tamafio de gota de 5 um, VYDAC, Hesperia, CA) con un gradiente binario
de 10-100% solucién B en 50 min a un régimen de flujo de 1 ml/min.

(iv) Espectroscopia de masa: Los espectros de masas (MS) se determinaron mediante el uso de espectrometria
de masas por desorcién/ ionizacién laser asistida por matriz (MALDI-TOF) (Micromass UK Ltd.) y las técnicas de
espectros de masas de ionizacién por electrospray (ESMS) (modelo Bruker-Reflex-Reflectron, Alemania, y
espectrometro de masas cuadripolar simple por electrospray VG-platform-Il, Micromass UK Ltd., respectivamente).
Los polipéptidos se depositaron sobre un objetivo metélico como cocristales con &cido sinaptico, y el espectro de
masas se determin6 en el modo de ion positivo.

(v) Espectros UV: Los espectros ultravioleta se obtuvieron con un espectrofotometro Beckman DU 7500 en
cubetas UV de 1 cm de longitud de trayecto.

(vi) La cromatografia en capa fina se realizé en placas de gel de silice, que se desarrollaron o bien con
cloroformo: metanol: acido acético (9.2:0.5:0.3, v:v:v, TLC, A) o por cloroformo: metanol (9:1, v:v, TLC, B).

(vii) Los andlisis de aminoacidos  se realizaron después de la hidrélisis acida con HCI 6N a 110°C durante 24 h
mediante el uso de un analizador de aminoacidos Dionex Automatic HP1090 (Palo Alto, CA, Estados Unidos). Los
andlisis de la secuencia N-terminal se realizaron con un modelo de secuenciador de proteinas 491A Procise
(Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos).

Identificacion de los compuestos intermedios - La mayoria de los compuestos quimicos usados como reactivos y
productos intermedios en los ejemplos son identificados por sus férmulas en los Esquemas 1-7 de aqui en adelante y la
siguiente caracterizacion: los intermedios se identifican por una letra subrayada en negrita una a a la k (letra mindscula) o
por el término Precursor y un nimero en negrita y cursiva, es decir Precursores 1-8.

Ejemplo 1: Sintesis de PEG 5 g00-Fmoc-OSu ( Precursor 1)

Precursor 1 de la férmula representa en el Esquema 1 se prepar6 partiendo de 2-aminofluoreno y t-Boc-alanina (BocAla) por
varias etapas, como se representa en el Esquema 2.

1(a). Sintesis de 2-(t-BocAla-amino)fluoreno (Inter  mediario a)_

t-Boc-Ala (4.16 gr, 22 mmol) se disolvié en 11 ml de dioxano. N,N'-Diciclohexilcarbodiimida (DCC) (11 mmol en 11 ml de
DMF 1M ) se afiadié después y la reaccion se llevo a cabo durante 3 horas a 25°C bajo agitacién. La diciclohexilurea (DCU)
formada se elimin6 por centrifugacion. El producto anhidrido simétrico asi obtenido (t-Boc-Ala-anhidrido) se hizo reaccionar
durante la noche bajo agitaciéon con 2-aminofluoreno (0.925 g, 11 mmol) en 30 ml de dioxano-agua (1: 1, v:v) que contiene
11 mmol de NaHCO:s. El sélido blanco formado se recogio y se secd en P,Os en vacio durante 24 horas. Intermediario a se
obtuvo en 60% de rendimiento (1.31 g, 3.34 mmol). Este migr6é en TLC (diclorometano) con Rt=0.17. La espectroscopia de
masas revel6 una masa de 352.45 Da (masa calculada = 352.2 Da).
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1(b). Sintesis de 9-formilo-2-(t-BocAla-amino)fluor  eno (Intermediario b) _

El Intermediario a (1.31 g, 3.34 mmol) obtenido en Ejemplo 1(a) se disolvié en 10 ml THF seco y se combina con hidruro de
sodio (NaH, 60%) (0.412 g, 11 mmol, 3.3 equivalentes) en suspension en THF seco. El formiato de etilo (0.675 ml, 8.35
mmol) se afiadié después y la reaccion se llevo a cabo durante 1 hora bajo agitacion y atmdsfera de argén. Después de la
adicion de trozos de hielo y agua, el disolvente orgénico se elimin6é por evaporacion en vacio. La solucién acuosa se lavo
con éter y se acidificé a pH 5.0 con acido acético. El precipitado formado se disolvio en acetato de etilo, la solucién organica
se lav@ varias veces con NaHCO30.5 M, y se secé sobre sulfato de sodio anhidro. El sélido amarillo formado después de la
evaporacion se tritur6 con éter y se secé en vacio. Intermediario b se obtuvo en 35% de rendimiento (0.46 g, 1.2 mmol).
Este migré en TLC (cloroformo:metanol:acido acético, 9.2:0.5:0.3, viviv) con Rf=0.59. El andlisis de espectro de masas
(técnica de ionizacion por electrospray) revel6 una masa de 380.26 Da (masa calculada = 380.2 Da).

1(c). Sintesis de 9-hidroximetilo-2-(t-BocAla-amino ) fluoreno (Intermediario ¢)_

El Intermediario b (0.46 g, 1.2 mmol) obtenido en Ejemplo 1(b) se suspendié en metanol seco. El borohidruro de sodio sélido
(NaBH4) (57 mg, 1.5 mmol) se afiadié en varias alicuotas y la mezcla de reaccion se agit6 durante 4 horas. El producto
crudo obtenido se purificd adicionalmente por cromatografia ultrarrdpida en columna de gel de silice y se eluy6 con
cloroformo: metanol (95:5), para producir 80 mg (17%, 0.2 mmol) del Intermediario puro ¢ que migra en TLC
(cloroformo:metanol; 9:1, v:v) con Rf=0.53. El andlisis del espectro de masas reveld una masa de 382.2 Da (masa
calculada=382 Da). 'H-NMR (CDsSOCD3)d: 1.4 (S, 12H), 3.8-4.0 (m, 2H), 4.29 (d, 1H), 6.2 (s, amplio), 7.2-7.3 (m, 2H), 7.6-
8.0 (m, 4H), 8.4 (5, 1H).

1(d). Sintesis de 9-hidroximetilo-2-(Ala-amino)fluo  reno (Intermediario d)

El Intermediario ¢ (80 mg, 0.2 mmol) obtenido en Ejemplo 1(c) se disolvié en 5 ml de diclorometano:acido trifluoroacético
(TFA) (1:1, v:v). Después de una hora, los disolventes se eliminaron por evaporacion, y el Intermediario d se suspendi6 en
éter, se recogio por precipitacion y se liofilizé.

1(e). Sintesis del Intermediario e _

A una solucién de Intermediario d (0.2 mmol) obtenido en Ejemplo 1(d) y NaHCO3 (0.8 mmol) en 3 ml H,0, PEGs 000-OSu (1
g, 0.2 mmol) se afiadi6. La reaccion se llevé a cabo a 25°C, durante varias horas, con agitacion. La formacién de producto
se verific6 mediante el procedimiento de HPLC analitica mediante el uso de una columna C18 (Rt=36.6 min). El andlisis de
espectro de masas (MALDI) del Intermediario e revel6 una masa de 5342 Da.

1(f). Sintesis de PEG 5,000-Fmoc-OSu (Precursor 1)

A una soluciéon del Intermediario e obtenida en Ejemplo 1(e) (0.2 mmol) en 2 ml cloroformo, trifésgeno (1 mmol, exceso
molar de 5) se afiadié en 3 ml cloroformo frio en porciones. La reaccién se lleva a cabo durante la noche con agitacion. El
disolvente se evapordé y el residuo se disolviéo en 1.0 ml THF seco. N-hidroxisuccinimida (NHS) (100 mg, 4 equivalentes) y
2,4,6-trimetilpiridina (0.163 ml, 6 equivalentes) se afiadieron, y la reaccion se llevé a cabo durante 2 horas a temperatura
ambiente con agitacion. El producto del titulo, PEGsa00-Fmoc-OSu, se purificé hasta la homogeneidad mediante
procedimiento de HPLC preparativa mediante el uso de una columna C18 (HPLC, Rt=39.0 min). El andlisis de espectro de
masas revel6 una masa de 5654 kDa.

A diferencia de Fmoc-OSu, PEGs go0-Fmoc-OSu s altamente soluble en soluciones acuosas, y absorbe en la region UV con
un coeficiente de extincién molar de €250=21,200 y €30:=10,100.

Ejemplo 2: Sintesis de PEG 5000-FMS-OSu (Precursor 2)

Precursor 2, PEGs000-FMS-OSu, representado en el Esquema 1, se prepard por sulfonacion del Precursor 1, PEGs,o00-
Fmoc-OSu, con acido clorosulfénico, como se representa en el Esquema 2. Brevemente, a una soluciéon de Precursor 1 en 1
en 4.0 ml CH,Cl,, se enfrié a 0°C, una solucién de CISOsH en CH,CI, se afiadi6 gota a gota durante un periodo de 15 min 'y
la solucion se agitd6 durante 2 horas a 25°C. El producto, PEGsg00-FMS-OSu, sulfonado en la posicion 2 del anillo de
fluoreno, se purificé por el procedimiento de HPLC preparativa, y se caracterizd por espectroscopia de masas, analisis
elemental (para azufre), después de una didlisis extensiva, y por su velocidad de hidrélisis (a pH 8.5, 37°C) ) después de la
conjugacion con cualquiera de gentamicina o insulina.
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Ejemplo 3: Sintesis de PEG 0000-Fmoc-OSu (Precursor 3) -

El Precursor 3, PEGaoo00-Fmoc-OSu, representado en el Esquema 1, se prepar6 como se describe en el Ejemplo 1, etapas 1
(e) y 1 (f), pero reemplazando el PEGsp00-OSu con PEGuago00-Osu bajo la mismas condiciones de reaccion.

Ejemplo 4: Sintesis de PEG 40000-FMS-OSu (Precursor 4)

El Precursor 4, PEGuaoo0o-FMS-OSu, , representado en el Esquema 1, se prepar6 por sulfonacion del Precursor 3, PEGaoooo-
Fmoc-OSu, como se describe en el Ejemplo 2, pero sustituyendo el Precursor 1 con Precursor 3 en las mismas condiciones
de reaccion.

Ejemplo 5: procedimiento de "una etapa" para la pre paracion de conjugados PEGFmoc/farmaco y conjugados
PEGFMS-farmaco

Para la preparacion de conjugados PEG-Fmoc y PEG-FMS con los farmacos de acuerdo con la invencion, un procedimiento
de "una etapa" puede usarse en donde un precursor de PEG-Fmoc-OSu o PEG-FMS-OSu reacciona con uno 0 mas grupos
amino del farmaco en condiciones acuosas

Asi, en los siguientes Ejemplos 6-8, el Precursor sélido 1, PEGsg00-FMS-OSu, obtenido en el Ejemplo 1, se afiadié en un
exceso molar de 10 veces a las soluciones agitadas de gentamicina o insulina (10 mg/ml) en solucién salina tamponada con
fosfato (PBS), pH 7.4, a 0°C. En estas condiciones, de cinco a siete moles de Precursor 1 se incorporaron por mol de
proteina. La reaccién se completd en 15 minutos después de la adicién del PEG-Fmoc-OSu sdélido.

Ejemplo 6: Sintesis de (PEG so00-Fmoc) 1-gentamicina

El Precursor soélido 1 obtenido en el Ejemplo 1 (6 mg, 1 mmol) se afiadié a una solucién agitada de gentamicina (200 pmol
en 1.0 ml de NaHCO030.01 M, pH ~7.5). La reaccion se llev6 a cabo durante 3 horas a 25°C y después se dializ6 frente a
H,0 a 7°C durante varios dias. Bajo estas condiciones de dialisis, la gentamicina libre, que no se ha unido covalentemente a
PEG-Fmoc, se separdé mediante dialisis. El producto, PEGsoe-Fmoc-gentamicina, contenia un mol de PEG-Fmoc unido
covalentemente a un mol de gentamicina, a juzgar por su absorbancia a 280 nm, y por analisis de amino&cidos, después de
la hidrolisis &cida de una alicuota medida. El hidrolizado contenia alanina (derivada de la porcion de PEG-Ala-Fmoc) y dos
picos que surgieron en las posiciones de prolina y leucina, después de la hidrdlisis 4cida de gentamicina (no mostrado).

Ejemplo 7: Sintesis de (PEG so00-Fmoc) 2-gentamicina

El Precursor s6lidol (11.3 mg, 2.1 umol) se afiadié a una solucién agitada de gentamicina (0.5 mg, 1 pmol, en 1.0 ml 0.05 M
NaHCO:s). La reaccion se llevo a cabo durante 2 horas a 25°C y se dializé durante la noche. El producto, (PEGsoe0-Fmoc),-
gentamicina, contenia aproximadamente dos moles de PEG-Fmoc unido covalentemente a la gentamicina, como se han
verific6 mediante analisis de aminoacidos después de la hidrélisis acida (ver el Ejemplo 6 anterior) y por determinacién de la
cantidad de grupos amino no modificados con TNBS.

Ejemplo 8: Sintesis de (PEG so00-Fmoc) i-insulina'y (PEG spo0-Fmoc) 2-insulina

Para la preparacion de (PEGsooo-Fmoc):-insulina, a una solucion agitada de Zn**-insulina libre (1 mg en 2.0 ml 0.01 M
NaHCOs, 0.172 umol), una solucién fresca de Precursor 1 (8.8 ul, 20 mg/ml en DMF) se afiadié (1.76 mg, 0.329 pmol, 1.9
exceso molar de reactivo en la proteina). La reaccion se llevé a cabo durante 2 horas a 25°C. La mezcla de reaccion se
dializé durante la noche contra H, para eliminar NaHCO3; y DMF. El producto del titulo contenia aproximadamente un mol
de PEG-Fmoc por mol de insulina, como se juzga por varios procedimientos descritos en la Seccién Bioldgica de aqui en
adelante. La concentracion de insulina en la muestra se determiné rutinariamente por hidrdlisis acida de una alicuota de 20
pl, seguido por analisis de aminoacidos, y se calcul6 de acuerdo a &cido glutdmico (7 residuos), acido aspartico (3 residuos)
e isoleucina (2 residuos).

La preparacion de (PEGsog0-Fmoc)z-insulina se llevé a cabo como se describe anteriormente al usar 4.63 mg, 0.865 mmol,
exceso molar de reactivo de 5 sobre la proteina.

Ejemplo 9: Sintesis de N-[2-(3-acetilhiopropionilam  ino)-9-fluorenil-metoxicarbonilooxi]-succinimida (Precursor 5)
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El Precursor 5, representado en el Esquema 3, se sintetiz6 a partir de 2-aminofluoreno por el procedimiento representado en
el Esquema 4, como sigue

9(a). Sintesis de 2-(t-Boc-amino)fluoreno (Intermed  iario f)_

Di-t-butil-dicarbonato (anhidrido Boc, 14 g, 64.2 mmol) en solucion de dioxano (50 ml) se combiné con 2-aminofluoreno (10
g, 55 mmol en 100 ml de dioxano: agua, 1: 1, v: v) y con NaHCOs (9.24 g, 110 mmol), y se agit6é durante la noche. El solido
blanco asi formado se filtro, se lavé con agua helada (200 ml) y se secé bajo alto vacio. El intermediario f se obtuvo con un
rendimiento del 60% (9.24 g, 33 mmol. TLC (cloroformo:metanol:acido acético, 9.5:0.5:0.3, v:viv); Ref=0.73. ESMS
calculado=280.4 Da, ESMS encontrado=280.45 Da.

9(b). Sintesis de 9-formilo-2-(t-Boc-amino)fluoreno (Intermediario g) .

Intermediario f (3 g, 10 mmol), obtenido en la etapa 9(a), se disolvié en THF seco (30 ml) y se afiadi6 a una suspension de
hidruro de sodio (NaH) (60%, 1.23 g, 33 mmol, 3.3 eq) en THF seco en atmésfera de argon. Se afiadié después formiato de
etilo (2 ml, 25 mmol, 2.5 eq) y la mezcla de reaccion se agité durante 1 hora. Se afiadieron trozos de hielo y agua, el
disolvente organico se evapord y la solucion acuosa se lavé con éter y se acidific6 con acido acético (pH ~5). El precipitado
asi formado se disolvié en acetato de etilo, se lavé con NaHCO3 (0.5 N), salmuera y se secé sobre sulfato de sodio anhidro.
El s6lido amarillo se lavd con éter y se secé. Intermediario g _se obtuvo en un rendimiento del 90% (2.8 g, 9 mmol). TLC
(cloroformo: metanol:acido acético ; 9.5:0.5:0.3, v:v:v), Ref=0.66. ESMS Calculado =309 Da, ESMS encontrado=309.2 Da.
M-1: 308.20, M+Na: 332.36, dimero [M+Na]+: 641.59.

9(c)Sintesis de 9-hidroximetil-2-(t-Boc-amino)fluor  eno (Intermediario h_)

Se afiadi6 en porciones borohidruro de sodio (NaBH,) (0.38 g, 10 mmol) a una suspension del Intermediario g (2.8 g, 9
mmol) obtenido en la etapa 9(b), en metanol seco, y la reaccion se dejé proceder durante 4 horas. El producto, Intermediario
h, se purific6 por cromatografia ultrarrdpida en columna de gel de silice, que se eluyd con cloroformo:metanol (98:2, viv), y
se obtuvo en 50% de rendimiento (1.4 g, 4.5 mmol). TLC (cloroformo:metanol, 9:1, v:v), Rf = 0.54; ESMS calculado=311 Da,
ESMS encontrado=311.42 Da, para [M+Na] = 334.42, para [M+K]'=350.34.

9(d). Sintesis de 9-hidroximetil-2-aminofluoreno (I ntermediario i)

El Intermediario h (1.4 g, 4.5 mmol) se obtuvo en la etapa 9(c) se disolvié en 110 ml HCI 5N en dioxano. Después de 1 hora,
el disolvente se concentrd por evaporacion y el producto se precipitd con éter y se liofilizé. El Intermediario | se obtuvo en
84% de rendimiento (0.79 g, 3.78 mmol). TLC (cloroformo:metanol, 9:1,v:v), Rf = 0.38; ESMS calculado=211.26 Da, ESMS
encontrado para [M+H]'=211.10 Da.

9(e). Sintesis de acido 3-S-acetilhiopropidnico

La piridina (6.9 ml, 84.6 mmol) se afiadi6 a una mezcla de acido 3 -mercaptopropiénico (2.5 ml, 28.2 mmol) y anhidrido
acético (16 ml, 84.6 mmol). La solucién de reaccion se agité durante 16 h y se concentré al vacio. Se afiadié agua (5 ml)
durante 20 min y la solucion se concentr6 al vacio. El aceite obtenido se disolvié en éter (50 ml) y se lavé con agua y KHSO4
(0.5 N). ). La fraccién de éter se sec6 con Na,SO4 y vacio para producir el producto del titulo (Rendimiento: 85%, 24 mmol,
3.6 g). "H-NMR (CDCl3)5: 2.21 (s, 3H), 2.6 (t, 2H), 2.9 (t, 2H).

9(f). Sintesis de 3-S-acetiltiopropiénico anhidrido

El &cido 3-S-acetiltiopropidnico de la etapa 9(e) (1.8 g, 12 mmol) y DCC (1.4 g, 6 mmol) se disolvieron en DMF (15 ml)
durante 4 horas. El precipitado de DCU se separ6 por filtracion y el anhidrido asi formado se mantuvo a 4°C hasta su uso.

9(g). Sintesis de 9-hidroximetil-2-(3-acetiltioprop  ionil-amino)-fluoreno (Intermediarioj )

El Intermediario | (0.422 g, 2 mmol) obtenido en la etapa 9(d) y NaHCOs (0.74 g, 18 mmol) se disolvieron en agua/dioxano
(1:1, 20 ml) y se afiadié anhidrido 3-S-acetiltiopropionico de la etapa 9(f) en DMF (17 ml, 6 mmol). La solucién de reaccion
se agitd durante 1 hora. Los disolventes organicos se eliminaron mediante vacio y la solucién liquida se extrajo con éter, se
lavé con Na;SO4 (0.5 N) y agua y se sec6 al vacio. El producto crudo obtenido, el Intermediario j, se purificé adicionalmente
por cromatografia ultrarrapida en columna de gel de silice y eluciéon con acetato de etilo: hexano (1:1, v:v). Rendimiento:
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60%, 0.4 g, 1.2 mmol. ESMS, (ca. 431) M+Na": 464, dimero 2M: 682, dimero 2M: Na": 705.67. "H-NMR (CDCI3)d: HPLC
(Columna Chromolith) 5.3 min (10-100% solucién B en 10 min, 3 ml/min).

9(h). Sintesis del Precursor 5

El Intermediario | obtenido en la etapa 9(g) se hizo reaccionar con N-hidroxisuccinimida y fosgeno, tal como se representa
en el Esquema 4. Asi, la piridina (0.215 ml, 2.7 mmol) se afiadi6é gota a gota a una solucion agitada del Intermediario  (0.385
g, 0.9 mmol) y trifésgeno (0.265 g, 0.9 mmol, 3 eq) en THF seco (5 ml). Después de 20 min, el precipitado de la sal de
clorhidrato de piridina se separ6 por filtracion y el THF se elimind por evaporacion. El aceite obtenido se disolvié en THF
seco (10 ml). Se afiadieron después N-hidroxisuccinimida (0.5 g, 4.4 mmol, 5 eq) y piridina (0.215 ml, 2.7 mmol) y la
solucion se agitdé durante 20 min. El precipitado de la sal de clorhidrato de piridina se separd por filtracion y el THF se
eliminé por vacio. El aceite obtenido se purifico adicionalmente por cromatografia ultrarrapida en columna de gel de silice y
elucién con acetato de etilo: hexano (1:1 y 4:1). El producto, Precursor 5, se obtuvo con un rendimiento del 88% (0.38g, 0.78
mmol). ESMS: (ca 482) M: 482.2. HPLC (Columna Chromolith) 6.68 min (10-100% solucién B en 10 min, 3 ml/min). TLC (etil
acetato:hexano, 1:1, v:v) Rf=0.4.

Ejemplo 10: Sintesis de N-[2-(3-acetiltiopropionila  mino)-7-sulfo-9-fluorenilmetoxicarbonilooxi]-succin imida
(Precursor 6)

El Precursor 6, representado en el Esquema 3, se prepar6 por sulfonacion del Precursor 5 con acido clorosulfénico como se
describié anteriormente en el Ejemplo 2.

Ejemplo 11: Sintesis de MAL-Fmoc-NHS, N-[2-(maleimi  dopropionil-amino)fluoren-9-il-
metoxicarbonilooxi[succinimida)  (Precursor 7)

El Precursor 7, MAL-Fmoc-NHS representado en el Esquema 3, se prepard como se representa en el Esquema 5 a partir de
2-aminofluoreno a través de la sintesis de los Intermedios de f a i, descritos en el Ejemplo 9 anterior, seguido de las etapas
mas abajo:

11(a). Sintesis de 9-hidroximetil-2-(maleimidopropi  onil-amino)fluoreno (Intermediario k) __

El anhidrido 3-Maleimidopropiénico se prepard por disolucién de acido 3-maleimidopropiénico (1 g, 5.9 mmol) y DCC (0.69
g, 2.95 mmol) en 10 ml de DMF e incubaciéon durante 4 h.DCU se separé por filtracién y el anhidrido asi formado se
mantuvo a 4°C.

El 9-hidroximetil-2-amino-fluoreno (Intermediario i; (0.4 g, 1.9 mmol) i NaHCOs (0.74 g, 8.85 mmol) se disolvieron en agua y
se afiadié anhidrido 3-maleimidopropiénico en DMF (12 ml, 2.95 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 40 miny la
formacion de producto se monitore6 por HPLC analitica en una columna Chromolith (Rt=4.46 min, 10-100% B en 10 min, 3
ml/min). El producto crudo, el Intermediario k, se purific6 usando HPLC preparativa (columna RP-18, 10-100%
acetonitrilo:agua [75:25; v:v], 60 min, 12 ml/min). Rendimiento: 57%, 1.08 mmol, 0.39 g. ESMS Calculado = 362.38 Da,
ESMS encontrado = 362.42 Da).

11(b). Sintesis de MAL-FMOC-NHS

La piridina (0.167 ml, 2 mmol) se afiadié gota a gota a una solucion agitada del Intermediario k (0.37 g, 1.02 mmol) obtenido
en la etapa 11(a) y trifésgeno (0.425 g, 1.43 mmol, 4.2 eq) en THF seco (10 ml). Después de 20 min el precipitado de la sal
de clorhidrato de piridina se separ6 por filtracion y el THF se elimind por vacio. El aceite obtenido se disolvié en 10 ml de
THF seco con N-hidroxisuccinimida (0.61g, 5.3 mmol). La piridina (0.26 ml, 3.2 mmol) se afiadi6 después y la solucién se
agité durante 20 min. Algo de la sal clorhidrato de piridina precipitada se separé por filtracion y el THF se eliminé por vacio.
El aceite obtenido se disolvi6 en cloroformo (100 ml) y se lavd con una solucidon acuosa de NaHCO3; (0.5 N, 3x 50 ml), HCI
(0.1 N, 3x 50 ml), agua (2x 50 ml) y salmuera. El cloroformo se eliminé mediante vacio y el producto, el Precursor 7, se
desecé. Rendimiento: 89% (0.9 mmol, 0.45 g). HPLC (Columna Chromolith) Rt=5.7 min (10-100% B in 10 min, 3 mi/min).
ESMS Calculado = 503 Da, ESMS encontrado para [M+Na]* = 526.38 Da, ESMS encontrado para [M+K]" = 542.30 Da.

Ejemplo 12: Sintesis de MAL-FMS-NHS, N-[2-(maleimid  o-propionilamino)-7-sulfo-fluoren-9-
illmetoxicarbonilooxisucinimida  (Precursor 8)
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El Precursor 8, representado en el Esquema 3, en la presente identificado también por la abreviatura MAL-FMS-NHS (o
MAL-FMS-OSu), se prepar6 por sulfonacién del Precursor 7, MAL-Fmoc-NHS, con 4cido clorosulfénico como se muestra en
el Esquema 5, como sigue:

A una solucién del Precursor 7 (0.2 mmol, 0.1 g) obtenido en el Ejemplo 11 en acido trifluoroacético (TFA) (10 ml), se afiadié
acido clorosulfonico (0.5 ml). Después de 15 minutos, se afiadio éter frio (90 ml) y el producto precipitado. Precursor 8, se
lavé con éter (x3) y se desecd. Rendimiento: 95% (0.11 g, 0.19 mmol). HPLC (Columna Chromolith) Rt=2.65 min (10-100%
B in 10 min, 3 ml/min). ESMS Calculado = 583 Da, ESMS encontrado para [M-H]" = 582.24 Da, para [M+H]" = 584.52 Da, y
para [M+Na] = 606.47 Da.

Ejemplo 13: Caracterizacion quimica de MAL-FMS-NHS

MAL-FMS-NHS o MAL-FMS-OSu es un reactivo heterobifuncional soluble en agua que consiste en un éster de N-
hidroxisuccinimida fluorenilmetoxicarbonil sulfonado que reacciona con grupos amino de péptidos y proteinas. Un grupo
maleimida se unié a la cadena principal de fluorenilo para permitir el acoplamiento a PEGago00-SH que contiene sulfhidrilo.

MAL-FMS-NHS es un reactivo escindible capaz de reaccionar covalentemente con las cadenas laterales amino de los
péptidos, proteinas y aminoglucésidos. De acuerdo con la presente invencion, este permite que las cadenas de PEG se
unan a péptidos y proteinas a través de un enlace quimico lentamente hidrolizable. Los conjugados PEG-FMS-
péptido/proteina asi formados experimentan hidrélisis espontanea a una velocidad lenta después de la incubacion a pH 8.5,
37°C, con un valor de t;» de 8-14 + 2 h, lo que genera la molécula principal sin modificar.

Caracteristicas quimicas de MAL-FMS-NHS. La Tabla 1 resume varios de los rasgos caracteristicos de MAL-FMS-NHS. Es
un compuesto soluble en agua y DMF. El andlisis del espectro de masas ha producido una masa calculada de 583 Da. El
compuesto absorbe en la regién UV con un coeficiente de extincién molar €2g0=21,0002200 mol*cm™. La curva muestra un
méaximo a 290 nm, y un hombro que se extiende hasta 330 nm. A 320 nm, donde los péptidos o proteinas absorben
insignificante, MAL-FMS-NHS, ya sea libre o unido por enlace covalente a las proteinas, absorbe con un coeficiente de
extincion molar €320=16,100+150 mol*cm™ (Tabla 1).

Estabilidad de la fraccién de MAL-funcional en soluciones acuosas. Con el fin de probar la estabilidad de la funcion
maleimida de MAL-FMS-NHS en soluciones acuosas a diferentes valores de pH, MAL-FMS-NHS (1 mM) se incub6 a
temperatura ambiente en agua (pH 6.0), en acido acético 0.007M (pH~4.0), en tampon fosfato 0.1 M (pH 7.4), y en NaHCO3
0.1M (pH 8.5). En varios puntos de tiempo, las alicuotas se dejaron reaccionar con un ligero exceso de glutatién reducido
(GSH) (15 min a pH 7.2) y la concentracibn de GSH sin reaccionar se determind con DTNB (5,5-ditio-bis-2-4cido
nitrobenzoico, reactivo de Ellman), por medicién de la absorbancia del &cido 5-tio-2-nitrobenzoico producido coloreado de
amarillo (TNB) a 405 o 412 nm. La Figura 1 demuestra la potencia de la reaccion de MAL-FMS-NHS con GSH como una
funcién del tiempo, a diferentes valores de pH. MAL-FMS-NHS se encontr6 totalmente estable a un pH de 4 a 6 durante un
periodo de un dia 0 dos y a pH 7.2 es estable durante un periodo de varias horas. A pH 8.5, la porcién de maleimida se
destruyé a una velocidad acelerada (ty2 valor = 2.7 £ 0.3 hr, Fig. 1).

Ejemplo 14: Grado de incorporacién de MAL-FMS-NHS a  un pH de 7.2 en la a-lactoalbimina como una funcién de la
cantidad de reactivo afiadido

Para evaluar el grado de incorporacion de la porcién de maleimida en péptidos/proteinas como una funcién del reactivo, se
us6 como modelo a-lactoalbumina. Asi, a las muestras de a-lactoalbumina (a-LA, 1.0 ml de mg/ml), se afiadié MAL-FMS-
NHS en 0.1 M PBS, pH 7.2, a concentraciones que varian desde 1 equivalente hasta 14 equivalentes molares de MAL-FMS-
NHS, durante 30 min a 25°C, esto es, en condiciones experimentales donde la capacidad de alquilacion de maleimida del
separador permanece sin modificar. Para cada tratamiento, la cantidad incorporada en la proteina se determin6é por
absorbancia UV a 280 nm, después de la didlisis, y por cuantificacion de la cantidad de porciones de cadena lateral amino
no modificadas con TNBS. Como se muestra en la Figura 2, aproximadamente un mol de MAL-FMS se incorporé en a-LA
por 2.1 mol de reactivo afiadido, hasta un exceso molar de catorce por encima de la proteina.

Ejemplo 15: Sintesis de PEG 40-SH (Ejemplo de referencia)

PEGu40-SH se preparé ya sea por reaccion de 2-tritiltioetilamina y PEG4o-OSu OSu como se describe méas abajo en 15(a), o a
partir de PEG4o-OSu y cistamina [2,2'-ditio-bis(etilamina)] diclorhidrato, como se describe méas abajo en 15 (b).

15(a).Sintesis de PEG 40-SH a partir de 2-tritiltioetilaminay PEG ~ 4-OSu
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Sintesis de 2-tritiltioetilamina. Se disolvieron 2-amino-etanotiol (3 g, 26.5 mmol) y alcohol trifenilmetilo (7 g, 26.9 mmol) en
TFA (20 ml) y se agité durante 30 min a temperatura ambiente. El TFA se eliminé por evaporacion y el residuo de aceite
restante se disolvio en éter (400 ml) y se almacend a -20°C. El producto aislado se lavo con éter y agua frios. Después se
afiadio una solucién concentrada de amoniaco (25%, 30 ml), y la fase acuosa se lavé varias veces con éter. El éter se
eliminé por vacio y el producto se desecé. Rendimiento, 78% (6.6 g, 20.7 mmol), Rt=5.35 min.

Se disolvieron 2-tritiltioetilamina y PEG40-OSu (0.25 g, 6.25 pumol) en 4 ml THF:acetonitrilo (1:2, v:v). Después de una hora,
el producto se precipité con éter enfrid y se lavo (x3). El sedimento seco se disolvié en TFA: trietilsilano: agua (95:2.5:2.5, 6
ml) y, después de una hora, PEG4-SH se precipit6 con éter frio (100 ml) y se desecb.

15(b). Sintesis de PEG 40-SH a partir de cistaminay PEG 40-OSu

PEG40-OSu se disolvio a una concentracion de 40 mg/ml en una solucién acuosa de cistamina-di-HCI (1M) y se llev6 a pH
8.5 con NaHCO:s. La reaccion se llevo a cabo durante 2 h a 25°C. El producto asi obtenido se dializ6 durante la noche contra
NaHCO3 0.1 M, se tratd con ditiotreitol 30 mM (25°C, 1 h) y se re-dializ6 frente a HCI 0.01 M que contiene acido ascoérbico
10 mM. PEGu40-SH se obtuvo con un rendimiento del 93%. Este contenia 1 mol de porcién de sulfhidrilo por mol de PEGua,
como se determina con DTNB en presencia de ascorbato. PEG4o-SH se mantuvo congelado hasta su uso.

Ejemplo 16: Preparacién de conjugados de PEG-FMS-faA  rmaco a partir de MAL-FMS-NHS (Procedimiento I)

Para la preparacion de conjugados de PEG-FMS-farmaco de acuerdo con la invencién, un Procedimiento | de "dos etapas”
se puede usar como se representa en el Esquema 6 mediante el cual MAL-FMS- NHS se hace reaccionar primero con un
farmaco que contiene amino o con el grupo amino de un farmaco peptidico o proteico y el conjugado resultante MAL-FMS-
farmaco se hace reaccionar adicionalmente con PEG-SH. como sigue:

16(a). Preparacion de conjugados MAL-FMS-farmaco

En una primera etapa, un conjugado MAL-FMS-farmaco se prepara por adicién de uno a siete de exceso molar de MAL-
FMS-NHS, Precursor 8, a una solucién agitada del farmaco (1 mg/ml) en tampdn PBS 0.1 M, pH 7.2. La reaccion se lleva a
cabo durante 30 min a 25°C, y después se dializ6 contra agua a 7°C durante un periodo de 24 h para eliminar el exceso de
MAL-FMS-NHS. La cantidad de residuos de FMS-MAL incorporados en el farmaco, por ejemplo, un farmaco peptidico o
proteico, se determina tanto por la absorcion a 320 nm usando el coeficiente de extincién molar de €320=16,100, como por
cuantificacion de la funcién MAL incorporada en el farmaco. Esto se realiza mediante la adicién de una alicuota medida en
una soluciéon de GSH (en tampon fosfato 0.1 mM, pH 7.2). La concentracion de GSH sin reaccionar remanente se determina
con DTNB.

16(b). Preparacion de conjugados PEG-FMS-farmaco

En la segunda etapa, una cantidad estequiométrica de PEG4o-SH sélido se afiade al conjugado MAL-FMS-farmaco de la
etapa 16(a), y la reaccion prosigue por 60 min adicionales en tamp6n de fosfato 0.1 M, pH 7.2, que contiene &cido ascérbico
2mM. El conjugado de PEG-FMS-farmaco asi obtenido se purifica adicionalmente por procedimientos de HPLC usando
columnas C4 o C18 de fase inversa bajo condiciones que resuelven el conjugado del farmaco, preferentemente un farmaco
peptidico o proteico (o proteina-FMS-MAL) que no se ha unido covalentemente a PEG40-SH.

Ejemplo 17: Preparacion de conjugados de PEG-FMS-fa  rmaco a partir de MAL-FMS-NHS (Procedimiento II)

Los conjugados de PEG-FMS-farmaco de acuerdo con la invencién se pueden preparar también mediante un procedimiento
Il de "dos etapas" alternativo representado en el Esquema 6 mediante el cual MAL-FMS-NHS se hace reaccionar primero
con PEG-SH y el conjugado de PEG-FMS-NHS resultante se hace reaccionar adicionalmente con un farmaco que contiene
amino o con el grupo amino de un farmaco peptidico o proteico, como sigue

17(a). Preparacion de conjugados PEG-FMS-NHS

En la primera etapa, un conjugado de PEG-FMS-NHS se prepara por MAL-FMS-NHS a una solucién agitada de PEG-SH en

tampon PBS, pH 7.4. La reaccion se lleva a cabo durante 30 min a 25°C y el producto se purifica después por HPLC y se
liofiliza.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2512499 T3

17(b). Preparacion de conjugados PEG-FMS-farmaco

En la segunda etapa, una cantidad estequiométrica del conjugado MAL-FMS-NHS de la etapa 17(a) se afiade al farmaco
gue contiene amino, y la reaccién prosigue con agitacion durante 2 horas. El producto se purifica después por HPLC y se
liofiliza.

Ejemplo 18: Sintesis de (PEG 40-FMS)i-insulina.

(PEGa40-FMS)1-insulina, se prepar6 por el procedimiento de dos etapas descrito en el Ejemplo 16. Asi, MAL-FMS-NHS (6 g,
10 pmol) se disolvié en agua (0.25 ml) y se afiadié a una solucién de insulina (Zn2+-libre, 25 mg, 4.16 pmol) en PBS (0.5 ml,
pH=7.4).El pH se ajustd a 7-8 con NaHCOs. La reaccion se detuvo después de 30 min con una solucién de clorhidrico
diluido (pH=6). El producto se aisl6 mediante el uso de HPLC preparativa (columna C18, 10-80% de acetonitrilo: agua,
75:25, v:v, 50 min, 10 ml/min) y se identificé como derivado de insulina monosustituido MAL-FMS-insulina mediante el uso
de espectrometria de masas por electrospray (ESMS (ca. 6280), M-1: 6278.83, M+1: 6280.73). HPLC analitica (columna
Chromolith), Rt=4.58 min.

PEG40-SH (20 mg, 0.5 pmol) se afiadié a una solucién del Intermediario Mal-FMS-insulina (2 mg, 0.317 pumol) en PBS (0.3
ml, pH=7.4), el pH se ajust6 a 7-8 con NaHCOg y la reaccion se detuvo después de 30 min con una solucién de clorhidrico
diluido (pH=6). El producto del titulo, PEG4o-FMS-insulina, se sometié a HPLC analitica (columna Chromolith), Rt= 6.6 min.

Ejemplo 19: Sintesis de PEG 40-FMS-exendina-4.

PEG4o-FMS-exendina-4 se prepar6 por el Procedimiento | de dos etapas descrito en el Ejemplo 16. Asi, 280 pg de MAL-
FMS-NHS (28 pl a partir de una solucion fresca de MAL-FMS-NHS en DMF, 10 mg/ml, 2.0 exceso molar sobre el péptido) a
una solucién agitada de la exendina-4 (1 mg en 1.0 ml de tampén fosfato 0.1 M, ascorbato 2 mM, pH 7.2, 0.239 mM).
Después de 7 min, PEGuaoo00-SH sélido se afiadié a una concentracion final de 0.5 mM (2.1 exceso molar sobre el péptido).
La reaccion se llevé a cabo durante 1 h, se dializ6 durante la noche contra agua y después se filtr6 adicionalmente a través
de Centricon con un corte de peso molecular de 50 kDa para eliminar cualquier exendina-4 o MAL-FMS-exendina-4 residual
que no se habia unido a PEGap000-SH. La concentracion del conjugado se determin6 por hidrélisis acida de una alicuota de
20 pl seguido por analisis de amino&cidos, de acuerdo con acido aspartico (2 residuos), alanina (2 residuos) y valina (1
residuo), y se monitore6 la absorbancia a 280 nm. El coeficiente de extinciéon calculado a 280 nm es 269404100, un valor
que es la absorbancia aditiva de la exendina-4 (£250=5740) y PEGu40000-FMS (€280 = 21200). Una solucién de 20 uM PEGuaoooo-
FMS-exendina tuvo ODzgo= 0. 5 1. Asi el conjugado tuvo una estequiometria de 1:1 1 PEGaoo00-FMS/exendina (como se
determina a partir de la absorcién UV del conjugado después de la purificacion y la hidrélisis &cida seguida por andlisis de
amino&cidos como se describe anteriormente).

Ejemplo 20: Sintesis del PEG sp00-FMS-exendina-4 .

El PEGs00-FMS-exendina-4 se prepar6 por el Procedimiento Il de dos etapas que se describe en el Ejemplo 17. Asi, se
afiadio MAL-FMS-MHS (1.8 mg, 3 pmol) a una disolucion de PEGsp00-SH (15 mg, ~3 umol) en PBS (0.5 ml, pH=7.4) y la
reaccion se agité durante 30 min. El producto PEGsge-FMS-NHS se purificd por HPLC en una columna RP-4 y se liofilizé.

PEGs000-FMS-NHS (2.3 mg, ~0.42 umol) se afiadié después a una disolucién de exendina-4 (1.6 mg, 0.4 mmol) en PBS (0.5
ml, pH=8) y la disolucién de reaccién se agité durante 2 h. El producto PEGspo0-FMS-exendina-4 se purific6 por HPLC en
una columna RP-4 vy se liofiliz6.

Ejemplo 21: Sintesis y caracterizacion del PEG  4-FMS-IFNa2

La unién de una sola cadena de PEG de 40 kDa al IFNa2 parece suficiente para detener burdamente la filtracion renal del
conjugado (Bailon y otros, 2001). Por lo tanto, previmos que el enlace de una sola cadena de PEG4-FMS al IFNa2 seria
suficiente para obtener un conjugado de accién prolongada que libere IFNa2, con un perfil farmacocinético deseable. En el
procedimiento que se encontré 6ptimo para la introduccion de un mol PEGa4o-FMS proteina/mol, el IFNa2 se dej6 reaccionar
primero con 3 equivalentes de MAL-FMS-NHS, a pH 7.2, durante 7 min, seguido de la adicién de 3 equivalentes de PEGao-
SH, a pH 7.2, durante 1 hora. La funciéon de NHS de MAL-FMS-NHS es relativamente inestable en condiciones acuosas
neutras prolongadas, mientras que la funcion de MAL del espaciador conserva su capacidad de alquilacién durante varias
horas a pH 7.2 (no se muestra). Por lo tanto, preferimos utilizar el Procedimiento | del Ejemplo 16 y hacer reaccionar el MAL-
FMS-NHS primero con el IFNa2 y posteriormente enlazar el PEG4o-SH al conjugado IFNa2-FMS-MAL.
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A una disolucién agitada de IFNa2 (1 mg/1.0 ml) en tampdn fosfato, pH 7.2 (52 uM), se afiadieron 91 ug de MAL-FMS-NHS
(9,1 pl de una disolucién fresca de MAL-FMS-NHS, (10 mg/ml) en DMF, (3.0 molar en exceso sobre la proteina). Después
de 7 min, el PEG4o-SH se afiadio para obtener una concentracion final de 156 uM (tres molar de exceso sobre la proteina).
La reaccién se llevo a cabo durante 1 h, y después se dializé durante la noche contra H>O para eliminar el DMF residual y el
tampon fosfato. El conjugado que se obtuvo asi se caracteriz6 por MALDI-TOF como PEG4o-FMS-IFN-a2.

La Tabla 2 resume varios rasgos caracteristicos del conjugado que se obtuvo asi. El andlisis de espectros de masas MALDI-
TOF muestra una estequiometria 1:1 PEG4o-FMS/IFNa2. La masa experimental que se obtuvo, 63.540 Da, corresponde a
las masas aditivas que se encontraron para el PEGas-SH (43818 Da), el IFNa2 (19278 Da) y la molécula espaciadora
después de la conjugacion (473 Da). El PEG4e-FMS-IFNa2 migra en una HPLC analitica como un amplio pico con Rt = valor
de 43 min. El conjugado es altamente soluble en disoluciones acuosas. Tiene un coeficiente de extincion molar €230 =
392704100, lo que corresponde a la absorcion de la citocina nativa y del FMS (g280 = 21,200) (Gershonov y otros, 2000).

Ejemplo 22: Sintesis de (PEG 40-FMS),-IFNa2.

El (PEGa40-FMS),-IFNa2 se preparé como se describe anteriormente en el Ejemplo 21 para el PEGao-FMS-INFa2, pero
utilizando 6 eq (16 ug, 44.5 nmol, en 10 yl de DMF) de MAL-FMS-NHS.

Ejemplo 23: Sintesis del PEG 40-FMS-PYY3.36

En el procedimiento encontraron méas éptima para el acoplamiento de aproximadamente un mol de PEG4o-SH por mol de
MAL-FMS-PYY3.36, €l PYY3.36 se dejo reaccionar en primer lugar con 2 equivalentes de MAL-FMS-NHS, a pH 7.2, durante 7
min, seguido de la adicién de 2.1 equivalentes de PEGa4o-SH, a pH 7.2, durante 1 hora.

A una disolucion agitada de PYYsz.3 (1 mg en 1.0 ml de tampén fosfato, pH 7.2, 10 mM Na ascorbato (0.247 M), se
afiadieron 288 pug de MAL-FMS-NHS (28.8 pl, a partir de una disolucion fresca 10 mg/ml de MAL-FMS-NHS en DMF; doble
molar de exceso sobre el péptido). Después de 7 min, el PEG40-SH se afiadié para obtener una concentracion final de 0.52
mM (2.1 molar de exceso sobre el péptido). La reaccion se llevo a cabo durante 1 h y después la mezcla se dializé durante
la noche contra agua. El PEG4o-FMS-PYY3.36 resultante se caracterizd6 mediante MALDI-TOF MS.

Ejemplo 24: Sintesis de (PEG 40-FMS),-hGH

El (PEG4o-FMS),-hGH se prepar6 por el procedimiento de dos etapas descrito en el Ejemplo 16, como sigue: a una
disolucion agitada de la hormona de crecimiento humana (4.4 mg, 0.22 pumol) en tampén fosfato (1 ml, 0.1 M, pH 7.2), se
afiadio MAL-FMS-NHS (4 eq, 0.47 mg, 0.8 pmol). La reaccién se llevd a cabo durante 30 min a 25°C, y se dializ6 después
contra H,O (pH 6) a 4°C durante 24 h, para eliminar el exceso de MAL-FMS-NHS. Se afiadi6 PEG40-SH sélido (7 eq, 65 mg,
1.5 pmol), y la reaccion procedié durante 2 h en tampén fosfato (1 ml, 0.1 M, pH 7.2, que contenia 2 mM de &cido
ascorbico). El compuesto del titulo que se obtuvo asi se purificé por RP-HPLC mediante la utilizacién de una columna C4, y
se caracterizé por electroforesis en gel de SDS (12.5 %) que indic0 la presencia de (PEG40-FMS)>-hGH.

Ejemplo 25: Sintesis del PEG 40-FMS-hGH

Se afiadio MAL-FMS-NHS (280 ug) a una disolucion de hGH (4.5 mg, 0.225 pmol) en 0.5 ml de PBS, pH = 7.4. Después de
10 min, se afiadié el PEG40-SH (10 mg) y la mezcla de reaccién se agitdé durante 1 h y se dializ6 durante la noche contra
agua. El producto, PEG40-FMS-hGH, se purificé por RP-HPLC.

Ejemplo 26: Sintesis del PEG 40-FMS-ANP

A una disolucion agitada de péptido natriurético atrial (PNA) (0.32 mmol, 1 mg) en tamp6n fosfato (1 ml, 0.1 M pH 7.2), se
afiadi6 MAL-FMS-NHS (2 eq, 0.2 mg, 0.7 umol). La reaccion se llevd a cabo durante 10 min a 25°C. Se afiadié el PEG40-SH
sélido (2.2 eq, 30 mg, 0.7 umol), y la reaccién procedi6 durante 2 h en tamp6n fosfato (1 ml, 0,1 M, pH 7,2, que contiene 2
mM de acido ascorbico). El producto se purific6 mas aun por HPLC.

Il. SECCION BIOLOGICA

En esta seccion, la actividad bioldgica del PEG-Fmoc y del PEG-FMS conjugados con gentamicina, péptidos y proteinas que
se prepararon en los ejemplos anteriores, se puso a prueba.
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Ejemplo 27: Conjugados inactivos PEGFmoc-gentamicin a experimentan reactivacion

Para ensayar la potencia antibacteriana de la gentamicina y sus derivados, una suspension de Escherichia coli (E. coli cepa
N-4156-W.T, 1% v/iv en medio LB) se dividié en tubos de plastico (0.5 ml por tubo) y se incubé en un bafio de agua con
agitacion a 37°C, en la ausencia o la presencia de concentraciones crecientes de gentamicina (0.02 a 2 pM) y
concentraciones crecientes de derivados PEGs ooo-gentamicina (0.02-50 uM). La replicacién de E. coli se evalué midiendo la
absorbancia a 600 nm. La incubacién se termin6é cuando la ODgoo hm en los tubos que no contenian gentamicina alcanzé un
valor de 0.6 + 0,1. Bajo nuestras condiciones de ensayo, la gentamicina nativa inhibe a la mitad del maximo la replicacion de
E. coli a una concentraciéon de 0.22+0.02 uM (0.1 pg/ml), Un derivado del PEG-gentamicina que muestra un valor de ICso de
2.2+0.2 yM en este ensayo se considera que tiene un 10% de la potencia antibacteriana de la gentamicina nativa.

El (PEGs 000-Fmoc)i-gentamicina y el (PEGs 000-Fmoc),-gentamicina, que contienen uno o dos moles de PEGs goo-Fmoc/mol
de gentamicina, respectivamente, se prepararon como un modelo para evaluar la reversibilidad de las porciones del PEG-
Fmoc. Ambos derivados (0.2 mM de cada uno) se incubaron en 0.1 M NaHCO; (pH 8.5) a 37°C, y se retiraron alicuotas a
diferentes tiempos y después se analizaron para determinar su potencia para detener la replicacion de E. coli (véase el
método (xi) anteriormente). Para cada alicuota se determiné la ICso. La gentamicina nativa inhibié la replicacion de E. coli
con un valor de ICsp de 0.2240.2 uM. El (PEGs goo-Fmoc),- y el (PEGs go0-Fmoc)i-gentamicina tienen 0.01 y 2.1+0.1% de la
potencia antibacteriana de la gentamicina, respectivamente.

Los resultados se muestran en las Figs. 3A-3B. El (PEGsgo0-Fmoc),-gentamicina mostr6 un periodo de latencia prolongado
(de aproximadamente 15 horas) antes de la reactivacion perceptible (Fig. 3A). Una elevacién brusca en la potencia
antibacteriana ocurrié entonces, hasta alcanzar el 50 o el 100% de la potencia nativa después de 30+2 o 60+3 horas de
incubacién, respectivamente (Fig. 3A). No se observé un periodo de latencia tras la incubacion del (PEGs og0-Fmoc):-
gentamicina. La reactivacion procedi6é de forma continua con la reactivacion maxima media a 6+0.3 horas, y la activacion
completa (100%) después de 30 horas de incubacion (Fig. 3B).

Ejemplo 28. Actividad biolégica de los conjugados P EGFmoc-insulina
Materiales y Métodos

(i) Materiales . La insulina humana recombinante se obtuvo de Biotechnology General (Rehovot, Israel). La D-
[U*C]Glucosa (4-7 mCi/mol) de obtuvo de Du Pont NEN (Boston, MA, USA). La colagenasa tipo | (134 U/mg) se
adquiri6 de Worthington (Freehold, NJ, USA).

(i) Los adipocitos de rata se prepararon a partir de los paniculos adiposos de ratas Wistar macho (100-200 gr)
mediante digestion con colagenasa como se describe (Rodbell, 1964). Los paniculos adiposos se cortaron en
trozos pequefios con tijeras y se suspendieron en 3 ml de tamp6n KRB que contenia NaCl, 110 mM; NaHCO3, 25
mM; Kcl, 5 mM; KH2PO4, 1.2 mM; CaClz, 1.3 mM; MgSO,, 1.3 mM; y 0.7% BSA (pH 7.4). La digestion se realizd
con colagenasa de tipo | (1 mg/ml) en una botella de 25 ml de plastico flexible bajo una atmdsfera de carbégeno
(95% O3, 5% CO,) durante 40 min a 37°C con agitacion vigorosa. Después se afiadieron cinco ml de tampén, y se
pasaron las células a través de un tamiz de malla. Las células se dejaron en reposo después durante varios
minutos en un tubo de ensayo de plastico de 15 ml a temperatura ambiente, flotando, y el tamp6n de abajo se
elimind. Este procedimiento (suspension, flotacién, y la eliminacion del agente tampdn de abajo) se repitio tres
veces.

(i) Llpogene3|s (incorporacion de [U C] glucosa en los lipidos de adipocitos intactos). La incorporacion de
[U C] glucosa en el tejido adiposo en adlpOC|tos de rata se realiz6 como se describe (Moody y otros, 1974). Se
dividieron las suspensiones de adipocitos (3x10 células/ml) en viales de plastlco (0.5 ml por vial) y se incubaron
durante 60 minutos a 37°C bajo una atmoésfera de carbégeno con 0.2 mM [U-**C]glucosa, tanto en la ausencia
como en la presencia de insulina. La lipogénesis se termind por la adicion de liquido de centelleo a base de tolueno
(2.0 ml por vial) y se conto la radiactividad en los lipidos que se extrajeron. En un experlmento tipico, la lipogénesis
estimulada por msullna fue 4-5 veces mayor que la basal (basal: 2000 cpm por 3x10° células/h; Vinsuina 8,000-
10,000 cpm por 3x10° células/h). En este ensayo, la insulina estimula la lipogénesis con un valor de EDsp =
0.15+0.03 ng/ml. Un anélogo de insulina que presenta un valor de EDsp =15 ng/ml se considera que tiene ~1 % de
la potencia biolégica de la hormona nativa.

(iv) La potencia reductora de glucosa de la insulin  ay sus derivados se determind en ratones después de la
administracién bajo las condiciones que se especificaron en cada experimento. Las muestras de sangre se tomaron
de la vena de la cola en diferentes puntos temporales después de la administracion, y los niveles de glucosa en
sangre se determinaron con un analizador de glucosa (Beckman Instrumen, Fullerton, CA, Estados Unidos)
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mediante el método de la glucosa oxidasa. El nivel de glucosa en los ratones-CD1 sanos normales fue de 140+7
mg/dl (7.77 mM). Cada grupo consisti6 de 4-5 ratones. Los datos se presentan como medias + SEM.

28 (i). Modificacion progresiva de porciones de ami  noécidos de la insulina con PEG  spo0-Fmoc-OSu.
La insulina humana se modificé con concentraciones crecientes del Precursor 1 y se determiné la pérdida de la potencia
biolégica como una funcion del PEGsooo-Fmoc que se incorpora a la insulina.

La insulina (17.24 nmoles en 0.2 ml 0.01 M NaHCO3) reacciond con concentraciones crecientes del PEGsgoo-Fmoc-OSu a un
exceso molar sobre la proteina como se indica en la Fig. 4A durante 2 horas a 25°C. El grado de derivatizacion se cuantifico
mediante la determinacion del nimero de grupos amino libres que quedaron sin modificar y estaban disponibles para la
reaccion con TNBS. Tedricamente, la insulina puede incorporar 3 moles de PEGso00-Fmoc en las cadenas laterales amino
de la Lys B29, la PheB1 y la GlyAl. Como se muestra en la Fig. 4A, al reaccionar la insulina con 0.6, 1.3, 1.9, 2.5y 5.0 de
exceso molar de PEGsooo-Fmoc-OSu, se incorporaron 0.3+0.03, 0.5940.05, 1.140.1, 1.540.2 y 2.2+0.2 moles de PEG 500~
Fmoc a la insulina, respectivamente, lo que indica que dos (de las tres) cadenas laterales amino de la insulina son de facil
acceso para la derivacion.

Las alicoutas que contenian 0.4, 0.7, 1.1, 1.5 y 2.2 moles de PEGsn00-Fmoc covalentemente unidos por mol de insulina, se
analizaron para determinar sus potencias biolégicas en un ensayo lipogénico en adipocitos de rata. En las condiciones de
ensayo, la insulina humana estimula la lipogénesis, 4-6 veces por encima de los niveles basales con un valor de EDs, de
0.2+0.02 ng/ml. Un derivado de insulina que presenta una EDsp de 2.0+0.2 ng/ml en este ensayo se considera que tiene un
10% de la potencia lipogénica de la insulina nativa. Los resultados en la Fig. 4B muestran que las respectivas potencias
biolégicas fueron 87+4, 60+3, 8+1, 4+0.3 y de menos del 1% cuando se incorporan 0.3, 0.6, 1.1, 1.5 y 2.2 mol PEGsqgo-
Fmoc/mol insulina.

28(ii). Los conjugados PEG sq00-Fmoc-insulinas experimentan la reactivacion depend iente del tiempo

Los conjugados de insulina que contienen uno y dos moles de PEGso-Fmoc/mol de insulina se incubaron durante
diferentes tiempos a una concentracion de 0.172 uM en 0.1 M NaHCO3 -0.5% de albimina de suero bovino (BSA) y 1 mM
NaNs (pH 8.5) a 37°C. Los resultados se muestran en la Fig. 5. A los puntos temporales que se indican se analizaron las
alicuotas (en varias concentraciones para cada alicuota) para determinar sus potencias lipogénicas en adipocitos de rata.
Con el (PEGsog-Fmoc)z-insulina, no pudo observarse ninguna reactivacion en las primeras 10 horas de incubacion. La
actividad lipogénica aument6 después, hasta alcanzar el 45+3 y el 90% de la potencia de la insulina nativa a las 3012 y las
80+4 horas, respectivamente.

Con el (PEGsooo-Fmoc)i-insulina, no se observé tal periodo de latencia. La actividad se regenera lentamente pero
continuamente produciendo un 16, 24, 30, 36 y 95% de la potencia nativa después de 2, 4, 10, 17 y 80 horas de incubacion,
respectivamente. La insulina que contiene aproximadamente un mol de PEGsgo-Fmoc/mol de insulina (PEGsgoo-Fmoci-
insulina) por lo tanto se selecciond para estudios adicionales. Los analisis de espectros de masas y de HPLC analitica
revelaron que esta preparacion contiene predominantemente derivados monomodificados de insulina (MW=11.096 kDa),
siendo el resto insulina no modificada (aproximadamente 5%, PM = 5,813 kDa) y pequefias cantidades de derivados
modificados bis (MW = 16,587 kDa) y tris (MW = 22,661 kDa).

Como se muestra en la Fig. 4B, el (PEGso00-Fmoc):-insulina tiene 7+1% de la potencia bioldgica de la hormona nativa antes
de experimentar la hidrélisis PEG-Fmoc. En base a estos hallazgos in vitro, el (PEGso00-Fmoc)i-insulina se administré in vivo
a concentraciones diez veces mas altas que la hormona nativa, a fin de obtener el mismo efecto reductor de la glucosa (ver
mas abajo).

28(iii). El (PEG s000-Fmoc) 1-insulina facilita la prolongada accion reductora d e la glucosa in vivo

La insulina nativa (libre de Zn**, 1.72 nmol/raton) o el (PEGsogo-Fmoc)i-insulina (17.2 nmoles/ratén) se administraron por via
subcutanea a los grupos de ratones (n=5 en cada grupo), y se determinaron los perfiles de disminucién de la glucosa. Los
resultados se muestran en la Fig. 6. La insulina nativa reduce el nivel de glucosa en la sangre al maximo a los 30 min. Los
niveles de glucosa circulante volvieron después a valores normales con un t12,=1.8+0.2 horas. Después de la administracion
subcutanea de (PEG-Fmoc);-insulina, los niveles de glucosa circulante se redujeron al maximo a las 4 horas, y después se
mantuvieron al bajo nivel de glucosa durante 4 horas, antes de retornar a los valores normales con un ty,= 1241 horas (Fig.
6).
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28(iv) El (PEG spo0-Fmoc)1-insulina manifiesta una prolongada accién reductor a de la glucosa después de la
administracion intraperitoneal

La accién prolongada del (PEGsoo0-Fmoc)i-insulina que se administra por via subcutanea se puede atribuir, en teoria, a una
velocidad de absorcién mas lenta desde el compartimento subcutaneo a la circulacion, asi como también a la corta fraccion
de material que se administra expuesto a la degradacion mediada por el receptor y la hidrélisis de los inactivos hasta la
especies activas. Con el fin de diferenciar entre estos factores, el compartimento subcutaneo se dejé de lado por la
administracion de la insulina nativa (Zn2+-libre, 0.345 nmoles/raton, en 0.2 ml de tampén PBS) o del (PEGsgo-Fmoc):-
insulina (3.45 nmoles/raton, en 0.2 ml de tampdn PBS) por via intraperitoneal. Después se controlaron las capacidades
reductoras de glucosa. Los niveles de glucosa sanguinea se determinaron en diferentes puntos temporales.

Los resultados se muestran en la Fig. 7. Después de la administracién de la insulina, los niveles de glucosa circulante
cayeron al maximo a los 15 min y volvieron a niveles normales a un valor de t1> de 1.0+0.1 horas. En el caso del (PEGsoo0-
Fmoc)i-insulina que se administré por via intraperitoneal, el nivel de glucosa circulante disminuyé de manera mas gradual,
hasta alcanzar una caida maxima a 1.0 hora. Los niveles se elevaron después gradualmente, mostrando un valor de t;, de
3.440.1 horas, y regresando a los valores normales solo 6 horas después de la administracion (Fig. 7).

Ejemplo 29: Actividad bioldgica de los conjugados P EG-FMS-exendina

La exendina-4 es un agonista insulinotrépico del péptido similar al glucagén-1 (GLP-1) que se asocia con ellas células -
pancreaticas, eleva los niveles de cAMP enddgenos, aumenta la secrecién de insulina, y reduce los niveles de glucosa
circulante (Eng y otros, 1992; Goke y otros, 1993; Schepp y otros, 1994; Fehmann y otros, 1994). Una profunda ventaja
farmacoldgica de este agonista de GLP-1 es que, tras la administracién a cualquier dosis, el nivel de glucosa sanguinea
circulante (BGL) nunca cae debajo de un nivel umbral de glucosa que, en ratones CD1 sanos no diabéticos, es de 74+7
mg/dl (Shechter y otros, 2003).

De acuerdo con la presente invencion, se preparé el conjugado de PEGaoo00-FMS-exendina-4 (Ejemplo 19). La exendina-4
contiene una funcién amino His Na y dos grupos amino Lys Ng, lo que permite la modificacion en estas tres posiciones.
Claramente, la secuenciacion de los aminoacidos N-terminales revel6 que, aunque el producto PEGaoo00-FMS-exendina-4
eluyé como un Unico pico en HPLC, en realidad era una mezcla que contiene principalmente la hormona modificada-Na. Sin
embargo, en vista de la reversibilidad de la reaccion de pegilacion de acuerdo con la presente invencién, la regeneracion de
las hormonas proteicas y de los péptidos nativos en un entorno fisiolégico, este punto sélo merece una consideracion
menor.

Materiales y Métodos

(i) Materiales. La exendina-4 y un péptido sintético irrelevante de 27 aminoacidos que no contiene lisina (sec. con
nam. de ident.: 14) se sintetizaron por el método en fase sélida que utiliza un sintetizador multiple de péptido, AMS
422 (Abimed Analizador Technik GmbH, Langenfeld, Alemania). Una estrategia de Fmoc se emple6 a lo largo del
ensamblaje de la cadena peptidica. El 5,5-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB), el glutation reducido (GSH) y el
acido sulfonico trinitrobenceno (TNBS) se adquirieron de Sigma Chemical Co., (St. Louis, MO, USA). Todos los
demés materiales que se utilizaron en este estudio fueron de grado analitico.

El PEGuao000-FMS-exendina-4 y el PEGso00-FMS-exendina-4 se prepararon como se describe en los Ejemplos 18 y
19, respectivamente.

Para la preparacion del PEGagoo0-exendina-4, se disolvié exendina-4 (0.3 mg, 75 nmol) en PBS (pH = 7.5) y se hizo
reaccionar con PEGag000-OSu (20 mg, 470 nmol) durante 3 h, se filtré (x 7) a través de un Centricon (valor de corte
=50 kDa) y se caracterizd por espectrometria de masas MALDI-TOF (se encontr6 a 48074 Da).
PEGuo000-FMS-Péptido 27 se preparé como se describe para el PEGago00-FMS-exendina-4.

Un dispositivo de ultrafiltracion Centricon-50 para las soluciones acuosas se adquirié de Millipore S.A. (Francia).
Los espectros ultravioleta se obtuvieron por un espectrofotdmetro Beckman DU 7500 en cubetas UV de 1 cm de
trayecto Optico. Los espectros de masas se determinaron mediante la utilizacion de técnicas MALDI-TOF y ESMS
(modelo Bruker Reflex--Reflectron, Alemania, y espectrometro de masas de cuadrupolo sencillo electrospray VG-
plataforma-Il, Micro Mass, Reino Unido, respectivamente).

(i) Los analisis de HPLC se realizaron utilizando un sistema de cromatografia en liquido Spectra-Physics SP8800
equipado con un detector de absorbancia de longitud de onda variable Applied Biosystems 757, y un sistema de
cromatografia en liquido Spectra SYSTEM-P2000 equipado con un muestreador automatico Spectra-SYSTEM AS
100 y un Spectra-SYSTEM UV1000, todos bajo el control de un sistema de datos de cromatografia ThermoQuest
(ThermoQuest Inc., San José, CA, Estados Unidos). Los efluentes de la columna se monitorearon mediante
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absorbancia UV a 220 nm. Una RP-HPLC analitica se realiz6 mediante la utilizacion de una Chromlith™
Performance RP-18e (4.6 x 100 mm, Merck, Darmstadt, Alemania) pre-envasada. La columna se eluy6 con un
gradiente binario de 10-100% de disolucién B en 10 min con una velocidad de flujo de 3 ml/min (la disolucion A fue
0.1% de TFA en H»>O y la disolucion B fue 0.1% de TFA en acetonitrilo:H20; 3:1, v:v). Los compuestos pegilados se
analizaron mediante la utilizacion de una columna de RP-4 (250x4 mm, 5 um de tamafio de grano, VYDAC,
Hesperia, CA, Estados Unidos) con un gradiente binario de 10-100% de disolucién B en 50 min a una velocidad de
flujo de 1 ml/min.

(iii) Las separaciones preparativas  se realizaron con columnas preenvasadas VYDAC RP-18 o RP-4 (250x22
mm; Hesperia, CA). La columna se eluy6 con una disolucion de 10-100% de B durante 60 min (12 ml/min).

(iv) Ensayo de disminucion de la glucosa.  Tres grupos de ratones CD1 (n=6 por grupo) se administraron por via
subcutanea con disolucion salina, exendina-4 nativa (4 pg/raton) o PEGaooco-FMS-exendina-4 (4 ug péptido/raton).
Los niveles de glucosa circulante se midieron con un analizador de glucosa (Beckman Instrument, Fullerton, CA,
Estados Unidos) mediante el método de glucosa oxidasa. Las muestras de sangre para los andlisis de glucosa
sanguinea se tomaron de las venas de la cola. El nivel de glucosa en los ratones CD1 sanos normales fue de
14047 mg/dl (7.77 mM).

29(i) El PEG-FMS-exendina-4 libera exendina-4 después de la incubacion.

Una disolucion de PEGuo-FMS-exendina-4 (0.25 mM, 1ml/ml en términos de exendina-4 en 0.1 M NaHCOs;, pH 8.5) se
incubé a 37°C. A diferentes puntos temporales, se retiraron alicuotas (50 pl) y se analizaron para determinar la liberacion de
exendina-4 a partir del conjugado, mediante la utilizacién de HPLC en una columna RP-4. Como se muestra en la Fig. 8, la
exendina-4 se liber6 del conjugado [PEG4o-FMS],-exendina-4 en una manera lenta, homogénea, con un ti» de 16+2 h. La
exendina-4 se liberé completamente del conjugado después de 48 h de incubacién.

29(ii) Las velocidades de hidrdlisis y los 6rdenes de reaccion del PEG 40-FMS-exendina-4, del PEG so00-FMS-exendina-
4 y del PEG sp00-FMS-4-nitro-feniletilamina

Se evaluaron las velocidades de hidrdlisis y los 6rdenes de reaccién de los conjugados PEG-FMS PEGsago-FMS-4-nitro-
feniletilamina, PEGsgo0-FMS-exendina-4 y PEGa4o-FMS-exendina-4, y un conjugado MAL-FMS, N-(MAL-FMS)-Péptido 27, se
evaluaron a pH = 8.5, 37°C. Las estructuras y la vida media de los conjugados se presentan en la Tabla 3. El PEGsgoo-FMS-
4-nitro-fenetilamina se prepar6 como se describe en el Ejemplo 20. El conjugado MAL-FMS-Péptido 27 se prepar6 por la
reaccion del MAL-FMS-NHS con el péptido no relevante 27 (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 14).

La Fig. 9 muestra la hidrélisis del PEGspo-FMS-exendina-4 (circulos) y del PEGsooo-FMS-4-nitro-fenetilamina (cuadrados)
después de la incubacién en PBS a pH 8.5, 37°C. Los resultados en las Figs. 8 y 9 se expresan como porcentaje del area
maéxima del pico de liberacion de exendina-4 y de 4-nitrofenetilamina, como una funcién del tiempo.

La velocidad de hidrdlisis a pH 8.5 es equivalente a la velocidad de hidrdlisis en el suero. La liberacion de la 4-nitro-
fenetilamina y de la exendina-4 se monitore6 mediante RP-HPLC y se determind como una reaccion de primer orden (Tabla
3 y Figs. 8, 9). Como se muestra (Figs. 8-9, Tabla 3), los péptidos y las proteinas se liberaron de los conjugados en una
manera lenta homogénea, con un ty2 de 9.4 (PEGsgo-FMS-4-nitro-fenetilamina), 13.8 (PEGse00-FMS-exendina-4), y 11.9
(PEGuao000-FMS-exendina-4). La exendina-4 se liberé completamente del conjugado PEG4o después de 48 h de incubacion.

El conjugado MAL-FMS-Péptido 27 es TNBS negativo debido a que la Unica porcién a amino del péptido 27 se derivatizo.
Una disolucion del MAL-FMS-péptido 27 (0.5 mM en 0.1 M NaHCOs;, pH 8.5) se incub6 a 37°C. Las alicuotas (0.2 ml) se
retiraron en diferentes puntos temporales y se analizaron para la apariencia de los grupos libres a-amino mediante la
utilizacion de TNBS. La porciobn FMS-MAL (maleimida N-etil) se hidroliz6 de una manera lenta y casi homogénea de la
porcién a-amino del péptido, con un valor de ti» de 8.4 h. La hidroélisis se completd después de 32 horas de incubacion.

29(iii) El PEG 4-FMS-exendina-4 facilita la accién prolongada de di  sminucién de la glucosa en los ratones.

Las Figs. 10A-10B muestran el perfil de disminucién de la glucosa de exendina-4 nativa que se administré por via
subcuténea y del PEG4o-FMS-exendina-4, ambos a una dosis de 10 pg (Fig. 10A) o 4 pg (Fig. 10B) péptido/ratdn con
relacién a un grupo de ratones que se trata con la disolucion salina.

La Fig. 10A muestra el perfil de disminucion de la glucosa de la exendina-4 nativa que se administré por la via subcutanea y
del PEG4o-FMS-exendina-4, ambos a una dosis de 10 pg/ratén. Con el péptido nativo, los niveles de glucosa sanguinea se
redujeron de 139410 a 9647 en 0.5 h hasta alcanzar una caida maxima en 2-4 horas después de la administracion (74
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mg/dl). Después se procedio al retorno al nivel inicial de la glucosa con un valor de ti» de 14.2+1 h. Tras la administracion
subcutanea del PEG4o-FMS-exendina-4, se observo poca disminucion del nivel de glucosa sanguinea en 0.5 h después de
la administracion. El nivel de glucosa circulante después cae poco a poco, y alcanza la concentracion de glucosa mas baja a
las 6-8 horas después de la administracion (80-90 mg/dl). Las concentraciones de glucosa circulante bajas, estables, se
mantienen después durante casi 50 horas, antes de retornar a los niveles iniciales de glucosa con un valor de ti» de 703
hrs.

La Fig. 10B muestra el perfil de disminucién de la glucosa de la exendina-4 nativa que se administra por via subcutéanea y
del PEG40-FMS-exendina-4, ambos a una dosis de 4 pg/ratén. Con el péptido nativo. los niveles de glucosa sanguinea se
redujeron en un 26-28% (de 140 mg/dl a de 104-101 mg/dl), con el mayor porcentaje de cambio en los niveles de glucosa
sanguinea que ocurren a las 0.5-1 horas después de la administracion. Las concentraciones de glucosa retornaron después
a sus niveles iniciales con un valor de ty» de 3.74£0.3 h. Tras la administracion subcutanea del PEG4o-FMS-exendina-4, la
disminucién en el nivel de la glucosa sanguinea tuvo lugar a una velocidad mas moderada. La glucosa circulante alcanz6 su
concentracién mas baja 8-12 horas después de la administracion (92 mg/dl, 33%). Las concentraciones bajas de glucosa
circulante, estables, se mantuvieron después durante otras 12 horas. El retorno a los niveles iniciales de glucosa tuvo lugar
con un ty» de 30+2 h, siendo 7.5 veces mas largo que el que se obtiene por la misma dosis de la hormona nativa.

Los célculos que se basaron en las velocidades de hidrélisis de la FMS-exendina-4 (como se describe en la solicitud de
patente de Estados Unidos nim. 10/408,262) y del PEGaoo00-FMS-exendina-4 a 37°C en el suero normal y en PBS (pH 8.5),
respectivamente, revelaron que el~ 4% de la exendina-4 se libera del conjugado a cada hora in vivo (Shechter y otros,
2001). Se hipotetiz6 ademdas que esta velocidad de liberacién, si se combina con un mantenimiento prolongado del
conjugado en el sistema circulatorio, antes de la hidrdlisis de la exendina-4, debe producir una sefial de larga duracién de
disminucién de la glucosa en los ratones, como de hecho se encuentra después de una sola administracion subcutédnea del
conjugado PEGuaoo00-FMS-exendina-4 (Fig. 10B). El PEGagooo-exendina-4 conjugado irreversiblemente tiene sélo <1% de la
actividad de la exendina-4 nativa (IC5,=2504+30 pmol/raton contra la IC50=2.5+0.24 pmol/raton para la exendina-4 nativa, no
se muestra).

Ejemplo 30. Actividad biolégica del PEG  4-FMS-IFNa2

Los interferones de tipo | (IFNs) son proteinas que inician respuestas antivirales y antiproliferativas. Los interferones son
clinicamente importantes, y varios subtipos de IFNa2 se aprobaron como farmacos para el tratamiento de las hepatitis B y C,
asi como también para los canceres tales como la leucemia mielégena crénica y la leucemia de células pilosas. Los
interferones regulan las sefiales a través de la tirosina quinasa Janus (proteinas Jak/STAT), y mediante la reduccion de la
fosforilacion y la activacion de MEK1 y ERK1/2 a través de las vias independientes Ras/Raf (Romerio y otros, 2000). Los
interferones humanos de tipo | inducen efectos celulares diferenciales, pero actlan a través de un complejo comdn de
receptor de superficie celular compuesto por las dos subunidades, Ifnarl e Ifnar2. La subunidad Ifnar2 humana une a todos
los IFN de tipo |, pero con una menor afinidad y especificidad que el complejo Ifnar. La subunidad Ifnarl humana tiene una
afinidad de union intrinseca baja hacia los IFNs humanos, pero modula la especificidad y la afinidad de otros ligandos del
complejo Ifnar (Cutrone y Langer, 2001).

El IFNa2 se puede administrar por via intramuscular, subcutanea o intravenosa, lo que resulta en diferentes perfiles
farmacocinéticos. En cualquier modo, la citocina que se administra se inactiva rapidamente por los tejidos y fluidos del
cuerpo (O 'Kelly y otros, 1985), y se aclara del plasma de la sangre varias horas después de la administracion (Rostaing y
otros, 1998). Las principales rutas de la eliminacion del IFNa2 del sistema circulatorio son a través de la protedlisis, la
endocitosis mediada por receptor y la filtracién por el rifion (Goodman y Gilman, 2001).

El prolongar la dosis de mantenimiento de IFNa2 en circulacién es una tarea clinica deseable. Un conjugado PEG-IFNa2 de
12 kDa, irreversible, se aprobd terapéuticamente en el 2001. Se administra una vez a la semana a los pacientes con
hepatitis C, y facilita una velocidad de respuesta anti-viral sostenida del 24%, en comparacion con una velocidad de
respuesta del 12% que se obtiene por la citocina nativa (Schering-Plough Corporation, 2001 comunicado de prensa; Baker,
2003). Sin embargo, mientras que la unidon covalente de las cadenas de PEG a las proteinas prolonga su vida in vivo, a
menudo resulta en una draméatica reduccion o aun en la pérdida de las actividades bioldgicas y farmacolégicas (Fuertges y
Abuchowski, 1990; Katre, 1993; Bailon y Berthold, 1998; Nucci y otros, 1991;. Delgado y otros, 1992;. Fung y otros, 1997;
Reddy, 2000; Veronese, 2001). La formulacion pegilada de IFNa2 en uso actualmente tiene un 7% de la actividad de la
citocina nativa, lo que llama a que se administren a dosis mas altas (Bailon y otros, 2001). Ademas, el PEG-IFN no penetra
facilmente en todos los tejidos: mientras que el PEG-IFNa2b de 12 kDa se distribuye ampliamente, el PEG-IFNa2a de 40
kDa se restringe a la sangre y el liquido intersticial (Glue y otros, 2000; Reddy y otros, 2002). Este inconveniente principal
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puede superarse mediante el disefio de un conjugado PEG-IFNa2 capaz de generar IFNa2 nativo a una velocidad lenta en
condiciones fisiologicas.

Estos problemas de la técnica anterior pueden superarse por los conjugados mono-y bis-PEGso-FMS-IFN-a2 de la
invencién, en los que el IFN-a2 se une a la porcion de PEG a través de la porcion de FMS que proporciona el enlace
lentamente hidrolizable. Estos novedosos conjugados pegilados reversibles y su actividad anti-viral prolongada in vivo se
discuten aqui en detalle.

Materiales y Métodos

(i) Materiales. EIl IFN-a2 humano no-glicosilado se prepar6é como se describe en WO 02/36067 como se describe
anteriormente por Piehler y Schreiber (1999). La preparacion del PEG4o-FMS-IFNa2 y del (PEGa4o-FMS)2-IFNa2 se
describe en los Ejemplos 21 y 22, respectivamente.

(i) Las afinidades de unién al receptor  se evaluaron por mediciones en BlAcore (Deteccion de SPR).El sistema
BlAcore ® 3000, el chip del sensor CM5, el HBS (Hepes 10 mM, EDTA 3.4 mM, NaCl 150 mM, 0,05% de
tensioactivo P20, pH 7.4) y el estuche de acoplamiento de aminas eran de BlAcore (Suecia). La inmovilizacion del
chip por Ifnar2 y las mediciones de BlAcore se llevaron a cabo de acuerdo con Piehler y Schreiber (2001). En
resumen, el Ifnar2-CE se inmoviliz6 a la superficie mediante la utilizacién del mAb 46.10 no neutralizante anti-
Ifnar2-CE (Ifnar2-extra celular), seguido por la reticulacion con un segundo mAb (117,7) (que amablemente
proporcioné D. Novick, Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israel). Las curvas de unioén se evaluaron con el
software BlAevaluation (Biacore AB, Suecia) mediante la utilizaciéon de un modelo cinético sencillo uno-a-uno. Un
aumento de RU (Unidad de resonancia) después de la unién especifica al receptor se corresponde a la cantidad de
proteina que se une a la superficie del sensor. Para estimar el aumento en RU resultante del efecto no especifico
de la proteina en el indice de refraccién mayor, la unién de la proteina a una superficie control sin ligando
inmovilizado también se midié y se rest6. Para la determinacién de la concentracion activa de interferon la
respuesta de equilibrio se represento contra la concentracion inicial que se estimé. Los datos se ajustaron mediante
la utilizacion del KaleidaGraph (version 3.0 0.4, Abelbeck Software) mediante la utilizacion de la ecuacion:

O 1*10° * ml*m2
Y ST 0 ml*m0+1

de manera que un Ka de 1x10® se determin6 de forma independiente para la unién del IFNa2 y se fij6 para todas
las muestras, m1 = es Ru/Rmax (el porcentaje de interferon activo que se mide en la muestra), m2 es Rmax, y m0
es la Ru observada.

(iii) Los experimentos in vivo  se realizaron con ratas Wistar macho (150-170 g). Las ratas se inyectaron por via
subcutanea o por via intravenosa (0.2 ml/rata).

(iv) La actividad antiviral del IFN a2 y de sus derivados se determind por la capacidad de la citocina para
proteger las células amnidticas humanas WISH contra los efectos citopaticos que induce el Virus de la Estomatitis
Vesicular (VSV) (Rubinstein y otros, 1981).

(v) Las simulaciones de los datos experimentales se realizaron mediante la utilizacion de Pro-Kineticist II, un 2%
programa de Order Global Kinetic Analysis (Applied Photophysics Ltd., Inglaterra).

Para la administracién i.v., se considerd el siguiente modelo:

ki k
\IEG.W-FMS-IFNQE —» IFNo2Z |—»  Eiminacién

circulacion
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De manera que, k;=0.01 hr' y k,=0.65 hr* (determinado experimentalmente por ensayo antiviral).

Para la administracion s. c., se consideré el siguiente modelo:

k k k.
PEGq-FMS-IFNo2 —#| PEG,-FMS-IFNw2 — [FNa2 |—# Eiminacién

Voldmenes subcutaneos circulacian

De manera que, k;=0.02 hr?, k,=0.01 hr™, y k3=0.65 hr™.

La ki, que no pudo determinarse directamente, se estim6 en 0.02 hr'a partir del ajuste de la simulacién a los datos
experimentales.

30(i) El PEG 40-FMS-IFNa2 modificé su capacidad de unién al receptor

La capacidad de unién del IFNa2 modificado de la invencién hacia la parte extracelular recombinante inmovilizada del
receptor IFNa2 (ifnar2-CE) se controlé bajo condiciones de flujo pasante mediante una sonda 6ptica lo que se llama
espectroscopia de interferencia reflectométrica (RIFS). Este método detecta interacciones biomoleculares de ligandos a las
proteinas que se unen a un transductor como un cambio en el espectro de interferencia que se causa por el cambio del
espesor optico aparente del chip transductor. Un cambio de 1 pm se corresponde a aproximadamente 1 pg/mm2 de proteina
en la superficie. La superficie del transductor se modificé con una capa de dextrano y se carboxilé mediante la reacciéon con
glutérico anhidrido fundido (Sigma) a 75° durante 2-8 h. En tales superficies, la preconcentraciéon electrostatica y la
inmovilizacion covalente de las proteinas se llevaron a cabo por los protocolos estandares BlAcore. Después de este
procedimiento, el ifnar2-CE se inmoviliz6 en una capa de dextrana carboxilada. Todas las mediciones se llevaron a cabo en
HEPES 50 mM (pH 7.4) que contenia NaCl 150 mM y 0.01% de Triton X-100. Se inyecté una muestra de 0.8 ml durante 80
s con una velocidad de adquisicion de datos de 1 H,. Se aplicaron velocidades de flujo de 50 pl/s. Bajo estas condiciones, se
intercambiaron las muestras en la celda de flujo en un segundo, lo que permite el andlisis de los procesos en 5 segundos.

Los resultados se resumen en la Tabla 4. Los conjugados monomodificados y bis-modificados conjugados del PEG4o-FMS-
IFNa2 tenian 9+1 y 0.41#0.05% de la capacidad de unién al receptor del IFNa2, respectivamente. Estos derivados
conjugados, sin embargo, experimentaron una reactivacion dependiente del tiempo tras la incubacion a 37°C en tampén
fosfato pH 8.5 0 en suero humano normal (no se muestra). La reactivacion procedi6 con un valor de ti» de 9+1 y 24+3 horas
para los derivados mono y bis-pegilados, hasta alcanzar respectivamente la reactivacion casi completa tras 50 horas de
incubacion (Tabla 4).

30(ii) El PEG 40-FMS-IFNa? libera IFN a2 nativo-activo tras la incubacion, a una constante de velocidad de 0.01hr .

En la serie de experimentos se resumen en las Figs. 11A-C, el PEG4-FMS-IFNa2 se incubd en tampon fosfato 0.1 M en
presencia o ausencia de 0.6% de BSA y de 2 mM de azida sédica (NaN 3) (pH 8.5, 37 °C). A este valor de pH, la velocidad
de hidrélisis del FMS a partir de los conjugados FMS-proteinas es casi idéntica a la que se obtiene en el suero humano
normal, in vitro, o en el sistema circulatorio in vivo (Gershonov y otros, 2000; Shechter y otros, 2001 y 2002). Se extrajeron
alicuotas a diferentes tiempos y se analizaron para determinar la liberacion de IFNa2 del conjugado mediante SDS-PAGE
(Fig. 11A) y BlAcore, midiendo la concentracién activa de Ifnar2 de acuerdo con la ley de acciéon de masas (Fig. 11B). La
curva de union del interferén en la superficie del Ifnar2 se asemeja a la de una poblacién homogénea de interferén nativo, lo
que sugiere que el PEGa4o-FMS-IFNa2 no une el Ifnar2. Para el andlisis de SDS-PAGE, las cantidades de IFNa2 que se
descargaron se cuantificaron con relacién a una referencia de IFNa2 de concentracién e intensidad conocidas. En ambos
casos, los perfiles de descarga estan en buen acuerdo. El 10% de interferén activo que se observa en el tiempo cero en el
perfil del BlAcore se debe al interfer6n nativo presente en la muestra. La velocidad de descarga se determiné mediante el
ajuste de la cantidad de interferén activo a una Unica ecuacion exponencial (Fig. 11C). En consecuencia, el IFNa2 se libera
a partir del conjugado con una constante de velocidad de 0.01hr™ (Fig, 11). Después de 66 horas de incubacién, el 50% del
IFNa2 en el conjugado se descarga y estd completamente activo. A partir de la extrapolacién de la curva de ajuste que se
obtiene, se asume que casi todo el interferén se liberara eventualmente y recuperaré la actividad completa. No se colectaron
datos del BlAcore en los puntos temporales muy tardios debido a que mantener las proteinas durante semanas a 37°C no
es recomendable.
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30(iii) La administracion subcutanea del PEG  4-FMS-IFNa2 aumenta dramaticamente su vida media in vivo.

A continuacion, se determiné la vida media y la actividad del PEG4o-FMS-IFNa2 en ratas. El IFNa2 humano no es activo en
ratas, aunque su concentracion se puede determinar a partir de la potencia antiviral en suero de rata mediante la medicion
de los efectos citopéticos inducidos por el VSV en células WISH (ver métodos anteriores, el ensayo de actividad antiviral). El
IFNa2 nativo o el PEG40-FMS-IFNa2 se administraron por via subcutanea a las ratas. Se extrajeron alicuotas de sangre en
varios puntos temporales, y se analizé para determinar su potencia antiviral. Después de la administracién del IFNa2 nativo
sin modificar (100 pg/rata), la actividad antiviral declind con un valor de ti» de ~1 hr hasta alcanzar un nivel inferior a 20 pM
IFNa2, 12 h después de la administracion (Fig. 12).

El comportamiento circulatorio del PEG4o-FMS-IFNo2 después de la administracion subcutanea a las ratas (a dosis de 12
pg/rata, 60 pg/rata, o 120 pg/rata) muestra un comportamiento dependiente de la dosis claramente visible (Fig. 12). La
administracion de 12 pg/rata del IFNa2 conjugado produjo niveles de mantenimiento de 70+10 pM IFNa2 que se
mantuvieron 56 horas después de la administracién. Cuando se administré6 un aumento de 10 veces en el PEG4o-FMS-
IFNa2, el IFNa2 estuvo continuamente presente en el suero 56 horas a una concentracién molar de 450 pM. La
administracion de 60 pg/rata del conjugado resultd en niveles de interferon de 225 pM a las 56 horas, y de 25 pM a las 200
horas. El IFNa2 nativo presente en la muestra que se administré (aproximadamente el 10% segin se determiné por el
BlAcore) contribuy6 a los inicialmente altos niveles de IFNa2 que se observaron en el suero de las ratas. Estos valores
muestran una curva de clarificacion similar a la del IFNa2 nativo. EI 90% restante del IFNa2 se descarg6 lentamente a partir
del conjugado.

30(iv) Administracion intravenosa del PEG  4-FMS-IFNa?2 a las ratas.

Para eliminar la contribucion del intercambio subcutaneo, tanto el conjugado como la citocina nativa se administraron a las
ratas (30 pg/rata) por via intravenosa. Para el interferén nativo, se midié la misma vida media, lo que indica que penetra
facilmente en el sistema circulatorio tras la administracion subcutanea (Fig. 13). Para el PEGao-FMS-IFNa2, la actividad
antiviral se detecto todavia 150 horas después de la administracion intravenosa, lo que demuestra los efectos prolongados
de la citocina pegilada. El nivel de IFNa2 que se descargd de 10 pM todavia permanecia 150 horas después de la
administracion, mientras que el IFNa2 nativo se eliminé en 30 horas después de la administracion. Hay que sefialar que el
gran hombro que se observa tras la administracion subcutanea del conjugado (Fig. 12) no se observa cuando el PEGao-
FMS-IFNa2 se administré por via intravenosa (Fig. 13).

30(v) Simulaciones de los datos experimentales.

Mediante la utilizacion de las constantes de velocidad que se obtuvieron a partir de los datos del BlAcore (k = 0.01 hr para
la descarga del IFNa2 a partir del conjugado PEG) y el ensayo de la actividad antiviral del IFNa2 nativo k = 0.65 hr™ para la
eliminacion del interferdn), tanto la administracion subcutdnea como la intravenosa del PEG4o-FMS-IFNa2 a las ratas se
estimuld (Figs 14A y 14B, respectivamente). En ambos casos, los datos que se simularon y los resultados experimentales
se encontraban en buen acuerdo. Como se hizo evidente a partir de los datos que se simularon, el paso del conjugado, pero
no del interferén nativo, a partir del volumen subcutaneo al torrente sanguineo, procede a una velocidad lenta y esta en el
orden de la descarga de interferén a partir del conjugado. Esto explica el hombro que se observa entre las 10-70 horas en la
concentracion de proteina activa. Como era de esperar, este hombro no se encuentra cuando el PEG4o-FMS-IFNa2 se
administra por la via intravenosa.

Discusién

Como se menciond antes, la tecnologia pegilante que se aplicé a las proteinas terapéuticas frecuentemente conduce a una
pérdida drastica en las potencias biolégica y farmacolégica de los conjugados. En principio, esta deficiencia se puede
superar mediante la introduccién de las cadenas de PEG a través de un enlace quimico que sea sensible a la hidrélisis o
gue se pueda escindir enziméaticamente por las proteasas o las esterasas del suero. Una condicion previa para una eficiente
pegilacién es que la hidrélisis de las cadenas de PEG del conjugado se lleve a cabo a una velocidad lenta, y de un modo
homogéneo in vivo.

Dos conjugados PEG-IFNa2 bésicos irreversibles estan en uso terapéutico en la actualidad. El primero, un PEG-IFNa2 de
12 kDa, que permea de manera satisfactoria en los tejidos. Esta preparacion, sin embargo, es relativamente de vida corta in
vivo, debido a que su baja masa molecular (masa calculada = 32 kDa) es insuficiente para detener marcadamente la
filtracion renal. La segunda formulacion, un PEG-IFNa2 de 40 kDa, es una especie de vida extremadamente larga in vivo.
Este conjugado, sin embargo, tiene poca permeabilidad en los tejidos. Después de la administracion, el conjugado se
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distribuye solo en el sangre y en los fluidos intestinales (Bailon y otros, 2001). Tenemos, por lo tanto, por anticipado que los
dos prerrequisitos para un conjugado 6ptimo de PEG-IFNa2, entiéndase, un mantenimiento prolongado in vivo en
combinacion con el acceso libre a los tejidos periféricos, se pueden obtener mediante el enlazamiento de una cadena de
PEG4o lentamente hidrolizable al IFNa2.

Se encontr6 previamente que después del enlazamiento del FMS a las proteinas, el conjugado FMS-proteina experimenta a
hidrdlisis en condiciones fisiolégicas con un patron farmacocinético deseable (Gershonov y otros, 2000; Shechter y otros,
2001, 2002, 2003). La velocidad de hidrélisis del FMS se dicta exclusivamente por el pH y la nucleofilicidad del suero, los
cuales se mantienen en mamiferos bajo una estricta homeostasis (Shechter y otros, 2001). Por lo tanto, basamos nuestro
nuevo desarrollo en el principio del FMS. En disoluciones neutras, acuosas, las porciones de FMS experimentan una
hidrélisis espontanea, lenta, lo que resulta en la regeneracion de las proteinas nativas (Shechter y otros, 2001). Para este
proposito, se sintetiz6 el NHS-FMS-MAL, que nos permite enlazar las cadenas de PEG que contienen sulfhidrilo a los
grupos amino de los péptidos y proteinas a través de la funcién hidrolizable de FMS. La hipétesis de trabajo era que un
conjugado PEG-interferdn inactivo podria regenerar la proteina nativa a su forma activa de un modo continua durante un
largo periodo de tiempo. El principal conjugado monomodificado de PEG4o-FMS-IFNa2 que se obtiene (Tabla 2) no tiene la
potencia de union de la citocinas y por lo tanto puede referirse como un ‘profarmaco’. Tras la incubacion, la citocina nativa se
libera por hidrélisis, y la potencia de unién del IFNa2 al Ifnar2 se regenera con una constante de velocidad de 0.01hr™.

Una sola administracion subcutanea del PEG4o-FMS-IFNa2 prolong6 significativamente los niveles de IFNa2 en el suero de
las ratas. Mientras que el IFNa2 era de vida corta in vivo, con una vida media de ~1 hr, el conjugado PEG4-FMS-IFNa2
ejerce su actividad antiviral durante un periodo de 200 horas. Ademas, hay una relacién dependiente de la dosis entre la
cantidad administrada y los niveles de interferén activos durante una duracion prolongada in vivo. Esta observacion es
beneficiosa para la optimizacion de los regimenes de dosificacion en el futuro uso clinico.

Debe sefialarse que la molécula de IFNa2 contiene 13 funciones amino teéricamente disponibles para la union del PEGao-
FMS. El sitio exacto de la pegilacién no se determiné. En vista sin embargo, de su reversibilidad y de la generacién de la
proteina nativa, parece que este punto merece una consideracion mas bien menor.

En resumen, siguiendo el nuevo enfoque conceptual para la pegilacion reversible de la invencién, de manera que un
conjugado farmacolégicamente 'silente' estd 'atrapado’ en el sistema circulatorio y libera la proteina parental con un perfil
farmacocinético deseable, tuvimos éxito en combinar el mantenimiento prolongado del IFNa2 in vivo con la liberacion de
IFNa2 nativo activo para garantizar el acceso a los tejidos periféricos.

Ejemplo 31: Actividad biolégica del conjugado PEG 40-FMS-PYY3.35

La familia hipotalamica de los receptores del neuropéptido Y (NPY), desempefia una funciéon importante en la regulacién de
la saciedad y la ingesta de alimentos (Schwartz, 2000). El receptor putativo de Y2 inhibidora presinéptica (Y2R) se expresa
en el nicleo arqueado, que es accesible a los agonistas locales y periféricos de la familia NPY (Broberger y otros, 1997;
Kalra y otros, 1999). Uno de tales agonistas de Y2R es el péptido YYazs (PYVY3.36), que se libera en el tracto gastrointestinal
post-prandialmente en proporcién al contenido caldrico de una comida (Pedersen-Bjergaard y otros, 1996; Adrian y otros,
1985; Grandt y otros, 1994). Recientemente, se demostré que la administracion periférica de PYY3.3s inhibe la ingesta de
alimentos en los seres humanos, los ratones y las ratas y reduce el aumento de peso en las ratas [Pittner y otros, 2002;
Batterham y otros, 2002, 2003). Por lo tanto, la infusién de PYY3.gpara alcanzar las concentraciones circulatorias normales
post-prandiales de este péptido conducen a un pico en el suero de PYYs3s en los 15 minutos, seguido de un rapido
descenso a niveles normales a los 30 min. A pesar de este rapido aclaramiento, la administracion de PYY3.36 para acelerar a
los individuos disminuye su apetito y reduce la ingesta de alimentos en un 33% en un periodo de 12 h después de la
administracion de PYY3.36. Ademas, no se produce la ingesta de alimentos compensatoria en las préximas 12 h (Batterham
y otros, 2002). Por lo tanto, el PYY3.36 puede encontrar un uso clinico en el tratamiento de la obesidad y de sus trastornos
asociados, incluyendo la diabetes mellitus de tipo Il y las enfermedades cardiovasculares (Schwartz y Morton, 2002).

La corta vida media circulatoria de PYY3.36 y su potencial en el manejo de la obesidad nos llevé a desarrollar una forma de
accién mas prolongada de PYY3.36. De hecho, en nuestras manos la saciedad que se induce por el PYY3.35 en ratones dur6
sélo 2-4 h tras la inyeccion subcutanea (sc). Como se mencion6 antes, la unién covalente del PEG a las proteinas y los
péptidos prolonga su vida media in vivo pero frecuentemente conduce a una drastica pérdida de su actividad biologica o
farmacoldgica. Encontramos que el PYY3.36, pegilado mediante la utilizacion de la quimica estandar, es decir, a través de la
formacion de un enlace estable, claramente pierde su actividad bioldgica. Después preparamos y comprobamos aqui la
actividad biolégica del pro-farmaco de la invencién PEG40-FMS- PYY3.36.
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Materiales y Métodos

(i) Animales. Se utilizaron ratones machos C57BL/6J (Harlan Labs) de edad de 9+1 semanas (20-30 g de peso
corporal). Los ratones se mantuvieron a temperatura (21-23°C) y condiciones de luz controladas (luz de 6:00-18:00)
en el animalario del Weizmann Institute of Science (Rehovot, Israel). Los ratones se aclimataron durante al menos
una semana antes del inicio del estudio. Los ratones tenian libre acceso al agua potable en todo momento durante
los experimentos. Todos los protocolos experimentales estuvieron de acuerdo con las regulaciones israelies de
bienestar de los animales de laboratorio y se aprobaron por el Comité Interno Institucional para el Bienestar de los
Animales.

(i) Reactivos. El péptido YY3.36 Se sintetizé por el método en fase sélida, mediante la utilizacién de un sintetizador
de péptido multiple AMS 422 (Abimed Analizador Technik GmbH, Langenfeld, Alemania). El péptido resultante se
purificd por HPLC y se caracterizd por espectrometria de masas (MS) MALDI-TOF y microsecuenciacion del N-
terminal de las proteinas. Todos los demas reactivos fueron de grado analitico y se adquirieron de Sigma Chemical
Co. (Ness Ziona, Israel).

(iii) Procedimientos analiticos. Los espectros de masas se determinaron mediante la utilizacién de las técnicas de
MALDI-TOF y de Electro Spray (ES-MS) (modelo Bruker-Reflex-Reflectrén, Alemania, y espectrometro de masas
de cuadrupolo sencillo VG-plataforma-Il electrospray, Micro Misa, Reino Unido, respectivamente). El PYY3.3, €l
PEG40-FMS-PYY3.3 y el PEG40 se resolvieron por una HPLC analitica (columna Lichrosorb RP-4, 4x250 mm,
Merck). El tampén A fue 0.1% de &cido trifluoroacético ac. (TFA) y el tampén B fue 0.1% de TFA en 75% aq.
Acetonitrilo. Se utilizdé un gradiente de 10-100% de tamp6n B durante 50 min. a una velocidad de flujo de 1 ml/min.
Los tiempos de retencion (Rt) del PYY3.36, del PEG4o-FMS-PY Y336 y del PEG40-9-sulfo-fulveno fueron 21.53, 39.03
y 44.387 min., respectivamente. Los analisis de aminoacidos se desarrollaron después de la hidrélisis con HCI 6N a
110°C durante 24 h mediante la utilizaciéon de un analizador de aminoacidos HP1090 Dionex Automatic (Palo Alto,
CA, Estados Unidos). Los andlisis de la secuencia N-terminal se realizaron con un secuenciador de proteinas
modelo 491A Procise (Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos).

(iv) Procedimientos de Sintesis:
El PEG40-FMS-PYY3.35 se prepar6 como en el Ejemplo 23.

Ester etilico de PEG4o-FMS-Glicina (PEG4o-FMS GEE). A una disolucion agitada de PEG4o-SH (0.25 mM en 0.1M de tampén
fosfato pH 7.2-10 mM Na ascorbato), se afiadieron 292 ug de MAL-FMS-NHS (dos veces de exceso molar sobre el PEGgo-
SH). Después de 7 min, se afiadieron 0.2 ml de una disolucién de 0.5 M de éster etilico de glicina. La reaccion se llevé a
cabo durante 1 h, y después la mezcla se dializd6 durante la noche contra agua. El éster etilico de PEG4o-FMS-glicina
resultante se caracterizé y cuantificO mediante su absorbancia a 280 nm/ezgp = 21,200) y por la cantidad de glicina en la
preparacién después de la hidrélisis acida de una alicuota de 20 pl y andlisis de aminoéacidos.

PEGu40-PYY336. Se prepar6 el PYYs.3s irreversiblemente pegilado mediante la reaccion del PYYs.36 (1 mg/ml en 0.1 M de
tampon fosfato pH 7.2) con cuatro equivalentes de PEG4o-OSu solido, (43 mg). La reaccion se llevo a cabo durante 1 h'y
después la mezcla se dializé durante la noche contra agua. El conjugado que se obtiene asi contiene un residuo de PEGao
por PYY3.36, como se determiné mediante MALDI-TOF MS. (PEG40-OSu, 43,626 D; PYY3.36, 4,047 D; conjugado, 47,712 D).

(v) Mediciones de la ingesta de alimentos:  Grupos de 10 ratones se privaron de alimentos durante 24 horas y
después se le dio un exceso de alimento estandar que se pesoé previamente por un periodo de 2 h. El agua potable
se le proporcioné en todo momento. Los ratones recibieron inyecciones sc de disolucién salina (0.1 ml/ratén), de
PYY3.36 nativo o de derivados de PYYs.35 a las dosis y tiempos que se indicaron dentro de las 24 horas antes del
inicio del periodo de 2 h de realimentacion. Un intervalo minimo de 1 h se introdujo entre la inyeccion y la
realimentacion para evitar una disminucién dependiente del estrés en la ingesta de alimentos. La cantidad de
alimento que se consumié por grupo se determiné al final del periodo de alimentacion. El pienso restante se pes6
después de las 2 h del periodo de realimentacién y se calcul6 la ingesta de alimentos acumulativa por 10 ratones.
Los valores de la ingesta de alimentos en los experimentos que se replicaron se normalizaron de acuerdo con los
controles de disolucién salina. Los resultados se expresan como la ingesta de alimentos por 10 ratones + SD de 2-5
experimentos que se replicaron.

(vi) Analisis estadisticos. La significacion de las diferencias en el consumo de alimentos se determiné mediante la
prueba t de Student, utilizando el peso total de alimentos que se consumieron por cada grupo de 10 ratones como
un solo valor. Un grupo de 10 ratones que se inyect6 con la disolucion salina se incluy6 en cada experimento como
un control. Una prueba t pareada, de dos colas se realiz6 entre el control y los grupos que se trataron.
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31(i) El efecto de PYY 336 €n la ingesta de alimentos en ratones.

Para evaluar la duracién y la magnitud del efecto de PYYs.36y de sus derivados sobre la ingesta de alimentos, empleamos el
modelo de ratdén de realimentacién de 24 h de inaniciéon seguido de un periodo de realimentacion de 2 h. Inicialmente
repetimos los estudios anteriores, donde el PYY 336 se administré inmediatamente antes del periodo de realimentacion. Sin
embargo, encontramos que el estrés de la mera manipulaciéon de los ratones tuvo un efecto profundo e inconsistente en la
ingesta de alimentos, lo que reduce de esta manera la diferencia entre la disolucion salina y el PYY3.36. Después inyectamos
los ratones sc 1 h antes del inicio del periodo de realimentacion y obtuvimos una diferencia mucho méas consistente entre el
PYY3.36y la salina. La Fig. 15 muestra que el PYY3.36 inhibid la ingesta de alimentos de una manera dependiente de la dosis.
Los ratones que recibieron la disolucién salina o el PYY336 @ una dosis de 5 nmol/ratén consumieron 10.7+1.26 y 5.26+1.47
g de pienso por cada 10 ratones, respectivamente (P<0.001, N=5). Estas cifras se corresponden a una disminucién del 50%
en la ingesta de alimentos por los grupos que recibieron el PYY3.35, en comparacion con los grupos de control que recibieron
la disolucién salina. La inhibicion fue estadisticamente significativa en todas las dosis que se utilizaron, incluyendo la dosis
mas baja de 0.2 nmol/ratén (0.8 pg/raton, P>0.05, N=3). La dosis-respuesta corresponde a la mitad del efecto maximo del
PYY3.36 a aproximadamente 0.5 nmol/ratén (Fig. 15).

Después determinamos la duracion de la saciedad que se induce por la administracién sc del PYY3.3s (5 nmol/raton) en
diferentes momentos antes del periodo de realimentacion. La saciedad que se induce por el PYY3.36 fue maxima cuando se
administré 1 h antes de la realimentacion y disminuyd rapidamente cuando el PYY3.36 Se administr6 a tiempos anteriores. La
vida media de su respuesta bioldgica fue de alrededor de 3 h y no se observo efecto con 5 nmol de PYY336 cuando se
administré casi 10 h antes del periodo de realimentacion (Fig. 16).

La administracion por via intraperitoneal (en lugar de por via subcutanea) de PYYs.3s a los ratones indujo un efecto de
saciedad considerablemente de menor duracién. Por ejemplo, una dosis ip de 5 nmol de PYY3.3s/raton fue completamente
efectiva cuando se administré 30 min antes de la realimentacion, pero no tuvo efecto cuando se administré 2 h antes de la
comida (no se muestra).

A continuacion, intentamos extender la actividad biolégica del PYYs3s por la pegilacion convencional. Asi, el PYY3.36
monopegilado se prepard (ver Materiales y Métodos anteriormente) y se probd para determinar su actividad biologica
mediante la administracién sc (5 nmol/ratén) 1 h antes del periodo de realimentacién. No se obtuvo una reduccion
significativa en la ingesta de alimentos en comparacion con el control que recibi6 la disolucién salina, lo que indica que la
pegilacién convencional, que resulta en un péptido pegilado estable, aboli6 la actividad biolgica del PYY3.3s(Fig. 17).

Después comprobamos si la inactivacion del PYYs36 se debio a la voluminosidad del grupo PEG o se debid al bloqueo de
los residuos amino del PYY3.36. La acetilacion de los dos grupos amino del PYYs.36 abolieron en gran medida el efecto del
PYY3.36 de inducir in vivo. Asi, los ratones que se inyectaron con 20 pug de Na-Ne-diacetil-PYYs36 por ratbn comieron
10.5440.08 g de pienso por cada 10 ratones, en comparacion con 10.6+1.26 g en el grupo que recibié la disolucion salina y
5.26+1.47 g en el grupo que recibié PYY3.36. Por lo tanto, incluso la uniéon de un pequefio grupo acetilo fue suficiente para
alterar la actividad bioldgica del PYY3.3.

31(ii) Preparacion y caracterizacion del PEG  40-FMS-PY Y3360

La falta de actividad biolégica después de la pegilacion o incluso de la acetilacién del PYY3.36 nos impuls6 a preparar el
conjugado PEG4-FMS-PYYs3s que se describe en el Ejemplo 23 anteriormente. Este producto se analizé por
espectrometria de masas para determinar la relacion del PEGao respecto al PYYs3.36 mediante andlisis de MALDI-TOF MS. El
PYY3.36 exhibié una masa molecular de 4047.51 D (calc. = 4049.6 D). El PEG40-SH tenia una masa media de 43,626 D, y el
conjugado produjo un pico principal correspondiente a una masa molecular de 47,712.6 D (no se muestra). La masa
calculada del conjugado 1:1 del PEGa4o-SH y del MAL-FMS-PYY3.36 es 48,087 D. Asi, el principal producto se corresponde a
tal conjugado 1:1.

31(iii) El PEG 4-FMS se uni6 al grupo a amino del PYY 3.36.

El péptido YY3.3s contiene el grupo-a amino N-terminal de isoleucina y un grupo e-amino de lisina en la posicion 2, los cuales
estan potencialmente disponibles para la acilacién por el MAL-FMS-OSu. Para determinar el (los) sitio (s) de acilacion, el
PEG40-FMS-PYY3.35 se hizo reaccionar con 500 de exceso molar de anhidrido acético a pH 7.0 durante 1 h, seguido por la
dialisis contra agua durante la noche. El grupo PEG4-FMS se eliminé después por incubacion del PEGo-FMS-PYY3.36
acetilado durante 4 dias a pH 8.5. El producto se sometid después al andlisis de la secuencia N-terminal de las proteinas.
Como se muestra en la Fig. 18, los ciclos 1, 2 y 3 produjeron las cantidades que se esperaban de isoleucina, €-acetil lisina y
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prolina, respectivamente. No se encontro lisina libre en el ciclo 2. Asi, el conjugado consiste del PEG4o-FMS y del PYY3.36 a
una relacion 1:1. Ademas, basandose en los rendimientos de secuenciacion, el grupo PEG4e-FMS se vincula principalmente
con el grupo a-amino N-terminal del PYY3.36. Sin embargo, este andlisis no podria excluir por completo la presencia de un
PYY3.36 mono-sustituido en su cadena lateral de ¢-lisina. Sin embargo, en vista de la regeneracion completa del péptido
nativo, este punto es de un significado mas bien menor.

31(iv) El PEG 40-FMS-PYY3.36 se hidroliza para obtener el PYY 3.3 bajo condiciones fisioldgicas.

Para evaluar la velocidad de liberacion del PYY3.3s a partir del PEG40-FMS-PYY3.36, incubamos el conjugado en tampon
fosfato (pH 8.5, 0.1 M, 37°C). Se retiraron alicuotas en diferentes momentos y se sometieron a una HPLC analitica,
utilizando condiciones de elucién, que resuelven el PEG40-FMS-PYY3.36 del PYY3.36. A pH 8.5, la velocidad de hidrdlisis del
FMS a partir de proteinas o péptidos-FMS es casi idéntica a la que se obtiene en el suero humano normal (Shechter y otros,
2001). Como se muestra en la Fig. 19, el PYYa.3s se liber6 del conjugado de un modo lento, casi homogéneo, con una vida
media de 5.3 h. Después de 40 h, la cantidad que se acumul6 de PYY libresss alcanzé el 79% del PEG4o-FMS-PYY3.36-
introducido.

31 (v) Hidrdlisis del PEG 40-FMS-PYY3.36 en suero de raton normal.

Se encontré que el PYYs.36 experimenta una protedlisis rapida en suero de ratdon normal a 37°C con una vida media de
3+0.7 min. (Fig. 20, inserto). Por lo tanto, la velocidad de hidrélisis del PEG40-FMS-PYY3.36 se evalud por la cantidad de 2-
PEG40-9-sulfo-fluoreno que se liberé durante la hidrélisis. El PEG40-FMS-PYY3.36 Se incub6 en suero de ratdn normal a 37°C.
Se tomaron alicuotas en diferentes momentos, se afiadi6é etanol (3 voliumenes) para precipitar las proteinas del suero, y
después de la centrifugacion se midié la cantidad de 2-PEG4o-9-sulfo-fluoreno en los sobrenadantes mediante HPLC. Como
se muestra en la Fig. 20, la hidrélisis del PEG4o-FMS-PYY3.36 en el suero de ratén normal a 37°C procedié de un modo casi
homogéneo con una vida media de 7.0 £ 0.3 h.

31(vi) El PEG 40-FMS-PYY3.36 induce una prolongada saciedad en ratones.

Después se determiné la duracion de los efectos del PEGo-FMS-PYY3.36 (5 nmol/raton) en la ingesta de alimentos. La vida
media de la respuesta bioldgica del PYY3.36 fue de aproximadamente 3 h (Fig. 16). En comparacion, la actividad biol6gica
del PEG4o-FMS-PYY3.36 fue mucho mas persistente (Fig. 21). Los ratones que recibieron el PEG4o-FMS-PYY3.36 18 h antes
de la realimentacién comieron 4.7+0.14 g de pienso por cada 10 ratones, un valor que representa una reduccion del 52% en
la ingesta de alimentos en comparacion con el grupo control (disolucion salina)P>0.05). Una reduccion estadisticamente
significativa del 27% en la ingesta de alimentos se observé ademas en los ratones que recibieron el PEG4o-FMS-PYY3.36 24
h antes de la realimentaciéon (P<0.05; Fig. 21). Asi, la vida media del efecto de saciedad que se ejerce por el PEG4-FMS-
PYY3.36 fue de aproximadamente 24 h, es decir, 8 veces mas larga que el del PYY no modificadozss. En un estudio de
control, la administracion sc de éster etilico de PEG40-FMS-Glicina (5 nmoles/raton) 15 h antes de la realimentacioén no tuvo
efecto alguno sobre la ingesta de alimentos en comparacion con la administracion de la disolucién salina (Fig. 21, columnas
derechas).

Ejemplo 32: Actividad biolégica del (PEG  40-FMS)2-hGH y del PEG 40-FMS-hGH

La hormona de crecimiento humano (hGH) es una hormona pituitaria esencial que regula el crecimiento y el desarrollo de
los tejidos periféricos. La HGH es un farmaco que se aprobd por la FDA que se utiliza ampliamente para terapia de
reemplazo en nifios con deficiencia de la hormona de crecimiento. Como es valido para otros farmacos de proteinas no
glicosiladas de masa molecular inferior a 50 kDa, la hGH se elimina rdpidamente del sistema circulatorio con un valor de ty;»
de 20-30 min en seres humanos. El aclaramiento tiene lugar principalmente a través del rifién. La unién covalente de las
cadenas de PEG a la hGH puede disminuir sustancialmente el aclaramiento por filtracién glomerular a través de los rifiones,
y por lo tanto alargar el tiempo de vida in vivo. Varias cadenas de PEG se deben introducir a la hGH con el fin de alargar
considerablemente su tiempo de vida in vivo. La pegilacion a menudo resulta en una disminucion dréastica de las potencias
biolégicas o farmacoldgicas de los péptidos y proteinas. Esto es especialmente valido para la hGH debido al area de
superficie relativamente grande del sitio 1 y del sitio 2 a través de los cuales la hormona se une el primer receptor y después
al segundo receptor para formar un complejo receptor homodimérico que inicia la sefializacion.

La unién covalente de cadenas de PEG a la hGH en un modo irreversible sin embargo, conduce a una pérdida drastica de la
potencia biolégica de esta hormona. Por ejemplo, Clark y otros, 1996, unieron de dos a y siete cadenas de PEGsoq a las
porciones de cadena lateral de aminoacidos de la hGH. La unién de dos PEGso/hGH sélo condujo anteriormente a la
pérdida del ~90% en la potencia biolégica de la hGH. Aproximadamente cinco de tales cadenas de PEGsoqo tenian que
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vincularse a la proteina para aumentar sustancialmente la vida media en circulacion. Tales conjugados de (PEGsgoo)s hGH
sin embargo tenia menos del 0.1% de la potencia biolégica de la hGH.

Dos conjugados del PEG-FMS-hGH se prepararon de acuerdo con la invencién (Ejemplos 24-25). De hecho, la hGH
contiene varias funciones amino conjugables. Sin embargo, en vista de la reversibilidad de la reaccion de pegilacion de
acuerdo con la presente invencion y la regeneracion de las hormonas peptidicas y proteicas nativas en la condicién
fisiolégica, este punto s6lo merece una consideracién menor.

32(i) Capacidad de union al receptor del (PEG  40-FMS)2-hGH y del PEG 40-FMS-hGH

El ensayo de desplazamiento de la hGH se realizé6 como se describié previamente (Tsushima y otros, 1980). El (PEGao-
FMS)>-hGH, que se prepard por la unién de dos porciones del PEG4o-FMS a la hGH, tiene un peso molecular efectivo de
aproximadamente 120 kDa y exhibe un 9+2% de la potencia de unién al receptor la hGH. La capacidad de unién al receptor
se regenera tras la incubacién a 37°C en suero normal de rata o en tampdn fosfato 0.1 M (pH 8.5) a 37°C con un valor de ti»
de ~20 hrs, hasta alcanzar un 70-80% de la capacidad de union del receptor nativa tras 50 horas de incubacion (no se
muestra).

32(ii) La velocidad de la hidrdlisis y el orden de reaccion del PEG 4-FMS-hGH

La velocidad de hidrdlisis y el orden de reaccion del PEG4po00-FMS-hGH se evaluaron a pH = 8.5, 37°C. La liberacion de la
hGH se monitoreé mediante RP-HPLC y se determin6 que era una reaccion de primer orden (Tabla 3, Fig. 22). In vitro, el
PEG40000-FMS-hGH no exhibié afinidad de union al receptor. Tras la incubacion, se preservo el reconocimiento de la hGH
liberada por el receptor nativo de la hGH (Fig. 22). La hormona del crecimiento humano se liber6 del conjugado de modo
homogéneo lento, con una t;, de 11.8 h (Tabla 3, Fig. 23).

Ejemplo 33: el PEG 40-FMS-ANP experimenta una hidrélisis dependiente del tiempo en condiciones fisiologicas

El péptido natriurético atrial (ANP) es un péptido de 28-mer de aminoacidos que no contiene lisina que ejerce acciones
diuréticas y vasorrelajantes. Desempefia una funcion importante en la homeostasis del volumen sanguineo y de la presién
sanguinea del cuerpo. El ANP tiene una afinidad muy alta por sus sitios receptores (10 pm), y por lo tanto se clarifica muy
rapidamente (t12~0.5 min) por el receptor y los eventos mediados por las proteasas. EI ANP no es, por tanto, adecuado
como un farmaco para la administracién subcutdnea para regular la homeostasis de la presion arterial en los seres
humanos. La unién covalente de una cadena de PEG4 a la porcion a-amino del ANP genera un conjugado que es
totalmente carente de afinidad de unién al receptor (no se muestran los datos).

El PEG40-FMS-ANP, que se prepara por la union del PEG4,-FMS a la cadena lateral a-amino del ANP, es negativo al TNBS.
Tras la incubacion a pH 8.5 y 37°C, este conjugado experimenta una hidrélisis espontanea con un valor de ti> de 23+2 hrs,
generando el ANP parental después de 50 horas de incubacion (Tabla 5). Las mediciones preliminares en ratas in vivo
revelaron que el PEG4-FMS-ANP que se administrd por via subcutanea tiene un aumento de 60 veces en la vida media en
suero, en comparacion con el ANP nativo. El conjugado se protege totalmente de la degradacion mediada por el receptor
antes de la separacion de las cadenas del PEG4o-FMS a partir del ANP mediante la hidrdlisis.
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Tabla 1. Caracteristicas quimicas de MAL-FMS-NHS

Caracteristicas Valor numérico

Solubilidad en un tampén acuoso (pH 7.2) >10 mg/ml

Datos de espectros de masas®
ESMS calculados 583 Da

+

ESMS encontrado para [M+H] 584.52 Da

ESMS encontrado para [M+Na] * 606.47 Da
Tiempo de retencién (HPLC analitica)® 2.65 min
Coeficiente de extincién molar a 280nm°® 21,200+200 mol*cm™
Coeficiente de extincién molar a 320nm°® 16,100+150 mol™*cm™

? Los espectros de masas se determinaron mediante la utilizacién de la técnica de ionizacion
por electrospray

La columna HPLC que se utiliz6 es una columna Chromolith; (C1s); gradiente lineal de 10-
100% de disolvente B (3 ml/min).
¢ Basados en la absorbancia a 280 y 301 nm en PBS, pH 7.2, con una concentracion de
compuesto que se determiné por la cuantificacion de la funcion MAL con un exceso de GSH y
de DTNB.
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Tabla 2. Caracteristicas quimicas del PEG  40-FMS-IFNa2

Caracteristica® Valor numérico
Absorbancia a 280nm"°° £280 = 392704100

Espectros de masas®

PEG-FMS-IFNa2°®, calculado 63569 daltons
PEG-FMS-IFNa2°, medido 63540 daltons
Tiempo de retencién (HPLC analitica)’ 43+0.5 min.
Solubilidad en tampén acuoso, pH 7.4 >20 mg/mi

(®) Para la caracterizacion, el IFNa2-FMS-MAL se dializé contra H,O antes de unirlo al PEGao-
SH. El producto final se filtré a través de un centricon que tiene un valor de corte de 50 kDa.
Estos procedimientos eliminan el MAL-FMS-NHS libre y cualquier IFNa2 nativo residual, o
IFNa2 -FMS-MAL que no se haya unido al PEG4o-SH.

(b) Determinado mediante espectroscopia de UV. La concentracion del derivado se determiné
por hidrélisis 4cida de una alicuota de 20 pl seguido por un andlisis de aminoéacidos, que se
calcul6 de acuerdo con el acido aspartico (14 residuos), la alanina y la isoleucina (8 residuos).
() El IFNa2 nativo absorbe a 280 nm con €280 = 18070 (30).

(d) Los espectros de masas se determinaron mediante la utilizacién de la espectroscopia de
masas MALDI - TOF.

(®) La masa calculada se obtiene por las masas aditivas que se encontraron para el IFNa2
nativo (19278 daltons); para el PEG4o-SH (43818 daltons) y para la molécula espaciadora
después de la conjugacion (473 daltons).

(f) El IFNa2 nativo eluye bajo procedimientos idénticos de HPLC analiticas con un tiempo de
retencion = 33.9 min.
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Tabla 3. Estructuras y tiempo de vida media de los

conjugados PEG-FMS

Estructura kih )" |tasin)
o
Mal-FMS-Péptide 277 (}*‘-ﬁ' Fros g.og2 (24
H o—-i.
INH-Peptico-27
i FEG g E..
FEGanoe-FMS-exendina-4 e o058 (110
im{mmﬁnﬂ.
PEGeap-FMS-exendina-4 "M\&r\j— i O 0.050 [13.8
E=] i
MH-ExsrgiTe-d
PEGen-FMS-4-nitro- P ,,/\,E-
= 0.074 (94
fenetilamina
i |
""\.-'\G_m“
PEGapme-FMS-hormaona de
0.050 (118

crecimienta humana (hGH"

—Lgogp

Ll ]

* La velocidad de hidrélisis se siguid por el ensayo de oide sulfénico trinitrobencenc
®k es la constante de la pendiente derivada del grafico de In [PEG-FMS conjugado] contra el

tiempo (hi

© tyz se determing a partir de la férmula tye=In2/k.
Y2l grifico de hidrofisis se puede encontrar como la Fig. 23.
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Tabla 4. Capacidad de unién al receptor de mono-y b  is-PEG-FMS-IFN-a2 conjugados antes de, y después de, la
incubacién con ifnar-2-CE.

Mol de Capacidad de unién al

Designacion | PEGao-FMS Caﬂi%?]a; de receptor después de 50

t12 de regeneracion
de la capacidad de

derivada por mol de @ g h de incubacién a pH -
IENG2 receptor™ % 8.5, 37°C %® union al receptor (h)
IFNa2 Nativa - 100 9742 -
(PEGuao-
FMS)L-IFNa2 1.0 9+1 9544 91
(PEGao-
FMS),-IFNa2 1.9 0.4+0.05 9243 2443

(a) La capacidad de unién al receptor por la ifnar-2-EC inmovilizada se evalu6 mediante el
procedimiento-RIFS de espectroscopia de interferencia reflectométrica.

La incubacién se realizé en tampén fosfato 0.1 M, pH 8.5, que contiene 0.5% de BSA.

Tabla 5. Velocidad de hidrélisis del PEG  4-FMS-ANP a pH 8.5, 37°C.

Tiempo de Incubacion (pH 8.5, 37°C) horas % hidrolizado

0 0

3 7

6 18
10 27
15 40
23 50
33 75
43 87
50 100

50
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Esquema 1: Precursores 1-4
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Esquema 2: Sintesis de los Precursores 1-4
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Esquema 3: Precursores 5-8
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Esquema 4: Sintesis del Precursor 5
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Esquema 5: Sintesis de los Precursores 7y 8
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J-Maleimidoopropionico
NaBH N —Boc ||([,‘d10\al10 * anhidrido _

c

HO

Intermediario h

ﬂ\/\

_CisOH
~ TFA

Intermediario i

Trifosgeno
-hldrnxnuccmm‘nd‘l O. 0

0

Precursor 7

HC;S O’

O

s}

Precursor 8

52



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2512499 T3

Esquema 6: Procedimientos para la preparacion
de PEG-FMS-farmacos

o o
u
i O~
wos | A ! nﬁ Péptido/Proteina Hoss |
H o e o 05 eq, pH 7.2, 2 mM ascorbato

o =]
n
ﬁ“':\/\,b
H o o

o NH-Péptido/Proteina
MAL-FMS-OSu
PEG-S5H
PEG-SH 24eq,pHT72.1h

o

o
an P .
PEG-S—+" N ~-C"N T Péptido/Proteina
. Z
) o] H
Qu = ﬂj:— o

° PEG-S5-MAL-FMS-NH-

Péptido/ Prnteina-Hb_-l)}L-y

Condiciones fisiologicas

e o
PEG-S e
ﬂuf‘\-\/c ﬁh% SoH + Péptido/Proteina-NH, + COy
o HE
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Esquema 7 (pagina a)

Fmoc/FMS derivado Rs-R¢-PEG PEG derivado
o
R, O -NH-CO-0-PEG PEG-OCO-CI
O’Q‘O’“
O
R, es H o sufo
-NH-CO-CH,-NH,-CO-NH-PEG PEG-NH,
NH-CO-PEG PEG-COOH
-NH-CH,-PEG PEG-CHO
-NH-CO-NH-PEG PEG-N=C=0
-NH-CS-NH-PEG PEG-N=C=S
-HN._N._S-PEG BG
NTN ZN
Cl a
-HN. _N. _N-PEG N-FEG
YT NN
Cl a
QO-PEG
-HN._N__O-PEG c
oy 0
Y Y
Cl a
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Esquema 7 (pagina b)

PEG
Fmoc/FMS derivado Rs-Re-PEG detivado
o]
O Hi/\ S-PEG
O. ~HN-CO-R-N PEG-SH
0
Rz es H o sulfo
o]
—385
Wi«{N-CHz-CHrPEG PEG-CHyCHy—
O—Q— o}
R2 es H o sulfo
-CO-0-PEG PEG-OH
R2 es H o sulfo
-CO-NH-PEG _ PEG-NH;
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Esquema 7 (pagina c)

. PEG
Fmoc/FMS deriv Rs-R¢-PEG :
, derivado sRe derivado
%,
R, O. -NH-CO-NH-PEG PEG-NH;
OG-0
Rz esH o sulfo 0 0
3
B O. -S0,-CH2-CH2-S-PEG PEG-SH
2 ;\
-S02-NH-PEG PEG-NH;
Rz esH o sulfo 0
-S0,-0-PEG PEG-OH
H
R, -CH,-NH-PEG PEG-NH;
C}—Q—D—
O

R; esH o sulfo
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Esquema 7 (pagina d)

; PEG
Fmoc/FMS derivado Rs-Rs-PEG derivado
Ra -PO,-NH-PEG PEG-NH,
O_
RaesH o sulfo
-P0,-0-PEG PEG-OH
(CHy)Br, CI, F, |
Ry ‘ q «(CHp)p1-CH2-NH-PEG | PEG-NH,
O-P-O-
R; esH o sulfo
-(CH3)s.1-CH>-S-PEG PEG-SH

LISTADO DE SECUENCIAS
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<130> YEDA-041 PCT

<150> US 60/460,816
<151> 2003-04-08

<160> 14
<170> PatentIn version 3.1

<210>1

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético
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<220>

<221> MOD_RES

<222> (39)..(39)

<223> AMIDACION del residuo C-terminal

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu

10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser

<400>1

1 5

20
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35

<210>2
<211>40
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222> (40)..(40)

<223> AMIDACION del residuo C-terminal

25

30

His Ser Asp Gly Thr Phe Ile Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu

10 15
Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro
' 30

<400> 2

1 5

20
Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35

<210>3
<211>31
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 3
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His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro
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<210> 4

<211>31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 4
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Tyr

20 25 30

<210>5

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400>5
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly

20 25 30

<210>6

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<220>
<221> MOD_RES
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<222>(30)..(30)
<223> AMIDACION del residuo C-terminal

<400> 6

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu

1 5

ES 2512499 T3

10

15

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly

20

<210>7

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222> (28)..(28)

<223> AMIDACION del residuo C-terminal

<400>7

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu

1 5

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn

20

<210> 8

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222> (39)..(39)

<223> AMIDACION del residuo C-terminal

<400> 8

25

25
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His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu

1 5

10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser

20

Ser Gly Ala
3

<210>9

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222> (28)..(28)

<223> AMIDACION del residuo C-terminal

<400>9

25 30

Pro Fro Pro Sar

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu

1 . 5

.10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Phe Leu Lys Asn

20

<210> 10

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222> (28)..(28)

<223> AMIDACION del residuo C-terminal

<400> 10

25

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu

1 5

10 15

Glu Ala Val Arg Leu Ala Ile Glu Phe Leu Lys Asn

20

25
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<210> 11

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222> (36)..(36)

<223> AMIDACION del residuo C-terminal
<400> 11
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Tyr Pro Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu
1 5 10 15

|
Leu Asn Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu Val Thr

25

30

35

40

45

20

Arg Gln Arg Tyr
35

<210> 12

<211> 34

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222> (34)..(34)

<223> AMIDACION del residuo C-terminal

<400> 12

25

30

Ile Lys Pro Glu Ala Pro Gly Glu Asp Ala Ser Pro Glu Glu Leu Asn
1 5 10 15

Arg Tyr Tyr Ala Ser Leu Arg His Tyr Leu Asn Leu Val Thr Arg Gln
20 25 30

Aryg TYE
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<210> 13
<211> 28
<212> PRT
<213> Humano

<220>

<221> DISULFID

<222> (7)..(23)

<223> Péptido ciclico: enlace disulfuro a partir de la Cys en la posicion 7 a la Cys en la posicion 23

<400> 13
Ser Leu Arg Arg Ser Ser Cys Phe Gly Gly Arg Met Asp Arg Ile Gly
1 5 10 15
Ala Gln Ser Gly Leu Gly Cys Asn Ser Phe Arg Tyr

20 25

<210> 14

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintético

<400> 14

i\la. Glu Ile Ser Gly Gln Leu Ser Tyr Val Arg Asp Val Asn Ser Trp
5 10 15

Gln His Ile Trp Thr Asn Val Ser Ile Glu Asn
20 25
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Reivindicaciones

1.

Un compuesto de la féormula:

X)n-Y

en donde

Y es una porcion de un droga que contiene al menos un grupo funcional que se selecciona de amino libre,
carboxilo, fosfato, hidroxilo y/o mercapto, y

X es un radical de la férmula:

en donde:
R; es un radical que contiene una porcién de polietilenglicol (PEG) lineal o ramificada con un peso molecular
en el intervalo de 5000 a 40000 Da;
R> se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, (C1-C8)alquilo, (C1-C8) alcoxi, (C1-C8)alcoxialquilo,
(C6-C10)arilo, (C1-C8)alcarilo, (C6-C10)ar(C1-C8)alquilo, halégeno, nitro, -SOzH, -SO2NHR, amino, amonio,
carboxilo, POzH;, y OPO3zHy;
R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, (C1-C8)alquilo y (C6-C10)arilo;
Rs y R4, iguales o diferentes, se seleccionan del grupo que consiste en hidrégeno, (C1-C8)alquilo y (C6-
Cl0)arilo;
A es un enlace covalente cuando el radical se une a un grupo carboxilo, fosfato o mercapto del farmaco Y o A
es -OCO- cuando el radical se une a un grupo amino o hidroxilo del farmaco Y;
n es un entero de al menos uno,
y sales farmacéuticamente aceptables de éste.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde Rz, Rs y R4 cada uno es hidrégeno y A es -OCO- (de aqui
en adelante "Fmoc").

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde Rz es -SOszH en la posicion 2 del anillo de fluoreno, Rz y
Rscada uno es hidrégeno, y A es -OCO- (de aqui en adelante "FMS").

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde Ry es un radical de la formula:
-Rs-Rs-PEG
en donde
Rs se selecciona del grupo que consiste en -NH-, -S-, -CO-, -COO-, -CHy-, - SO»-, -SO3-, -PO>-, y -POs-, y
Rs €s un enlace o un radical a través del cual la porcién de polietilenglicol (PEG) se une covalentemente a Rs.
Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde:
Rs es -NH-;

R¢ se selecciona del grupo que consiste en -CO-, -COO-, -CH;-, -CH(CHj3)-, -CO-NH-, -CS-NH-, -CO-CH>-NH-CO-,
-CO-CH(CHs3)-NH-CO-, -CO-CH2-NH-CO-NH,
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s
o
T,
s7 s
—CO-R,7 —N
(0]

Z es O, S o NH que se une a la porcion PEG; y

R7 se selecciona del grupo que consiste de un alquileno C1-C18 lineal o ramificado, un fenileno, un radical
oxialquileno que tiene 3-18 atomos de carbono en la cadena principal, un residuo de un péptido que contiene 2-10
residuos de aminoacidos, y un residuo de un sacéarido que contiene 1-10 residuos de un monosacéarido.

Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 5, en donde el radical R; contiene una
porcion ramificada de PEG que tiene un peso molecular de 40000 Da o de 5000 Da.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde Y es una porcion de un farmaco que contiene al menos un
grupo amino, tal como un aminoglucésido antibidtico, preferentemente gentamicina o anfotericina; un farmaco
antineopléasico, preferentemente acido aminolevulinico, daunorrubicina o doxorrubicina; o un péptido o un farmaco
proteico de peso molecular bajo o medio, tal como la insulina, preferentemente la insulina humana, un interferén tal
como el IFN-a2, un agonista de PYY tal como el péptido PYY3.36, una exendina tal como la exendina-3 y la exendina-4 y
los analogos y agonistas de las exendinas, el péptido natriurético atrial (ANP), la hormona de crecimiento humano
(hGH), la eritropoyetina, el TNF-q, la calcitonina, la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) o un anélogo de ella,
la hirudina, el glucagén, o un fragmento de anticuerpo monoclonal tal como el fragmento de anticuerpo monoclonal anti-
TNF-a.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 5 de la férmula:
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en donde

R2 es H 0 -SO3H en la posicion 2 del anillo de fluoreno,

Y es el residuo de un farmaco que contiene al menos un grupo amino, y

PEG es una porcion lineal o ramificada de PEG que tiene un peso molecular en el intervalo de 5000 a 40000 Da,
preferentemente la porcion PEG es una molécula ramificada de 40000 Da o 5000 Da.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde Rz es H, que se designa en la presente invencion como
conjugado (PEG-Fmoc),-farmaco.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde n es un entero de 1 a 3, preferentemente 1 o 2.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 9, en donde el farmaco es un farmaco aminoglucésido antibiético como
la gentamicina o la anfotericina B; un farmaco antineoplasico tal como el &cido aminolevulinico, la daunorrubicina o la
doxorrubicina; o un péptido o un farmaco proteico de peso molecular bajo o medio tal como la insulina, preferentemente
la insulina humana, un interferén tal como el IFN-a2, un agonista de PYY tal como el péptido PYY3.36, una exendina tal
como la exendina-3 y la exendina-4 y los analogos y agonistas de la exendina, el péptido natriurético atrial (ANP), la
hormona de crecimiento humano (hGH), la eritropoyetina, el TNF-qa, la calcitonina, la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) o un anélogo de ella, la hirudina, el glucagén, o un fragmento de anticuerpo monoclonal tal como
el fragmento de anticuerpo monoclonal anti-TNF-a.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde R, es -SOzH, que se designa en la presente invencion
como (PEG-FMS),-farmaco.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde n es un entero de 1 a 3, preferentemente 1 o 2.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 10 o 13, en donde la porcion PEG es una molécula ramificada con un
peso molecular de 40000 Da o 5000 Da.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde el farmaco es un farmaco aminoglucésido antibiético tal
como la gentamicina o anfotericina B; un farmaco antineoplésico tal como el &cido aminolevulinico, la daunorrubicina o
la doxorrubicina; o un péptido o un farmaco proteico de peso molecular bajo o medio, tal como la insulina,
preferentemente la insulina humana, un interferén tal como el IFN-a2, un agonista de PYY como el péptido PYY3.36, una
exendina tal como la exendina-3 y la exendina-4 y los analogos y agonistas de las exendinas, el péptido natriurético
atrial (ANP), la hormona de crecimiento humana (hGH), la eritropoyetina, el TNF-q, la calcitonina, la hormona liberadora
de gonadotropina (GnRH) o un analogo de ella, la hirudina, el glucagon, o un fragmento de anticuerpo monoclonal tal
como el fragmento de anticuerpo monoclonal anti-TNF-a.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 15, en donde dicho péptido o farmaco proteico es la insulina humana,
que se identifica en la presente invencion como el conjugado PEG4-FMS-insulina; el IFN-a2, que se identifica en la
presente invencion como el conjugado PEG4o-FMS-IFN-02 0 (PEG40-FMS)2-IFN-a2; el PYY33s [SEC. CON NUM. DE
IDENT.:12], que se identifica en la presente invencion como el conjugado PEG4-FMS-PYYs.36; la hormona de
crecimiento humano (hGH), que se identifica en la presente invencion como el conjugado PEG4o-FMS-hGH o0 el (PEG40-
FMS).-hGH; el péptido natriurético atrial (ANP) [SEC. CON NUM. DE IDENT.:13], que se identifica en la presente
invencion como el conjugado PEG4o-FMS-ANP; la exendina-4 [SEC. CON NUM. DE IDENT.:1], que se identifica en la
presente invencion como el conjugado PEG4o-FMS-exendina-4; la exendina-3 [SEC. CON NUM. DE IDENT.:2]; o dicho
agonista de la exendina se selecciona del grupo que consiste de [SEC. CON NUM. DE IDENT.:3], [SEC. CON NUM. DE
IDENT.:4], [SEC. CON NUM. DE IDENT.:5], [SEC. CON NUM. DE IDENT.:6], [SEC. CON NUM. DE IDENT.:7], [SEC.
CON NUM. DE IDENT.:8], [SEC. CON NUM. DE IDENT.:9], y [SEC. CON NUM. DE IDENT.:10].

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 5 de la formula:
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en donde

R2 es H 0 -SO3H en la posicién 2 del anillo de fluoreno,

Y es el residuo de un farmaco que contiene al menos un grupo amino, y

El PEG es una porcion lineal o ramificada de PEG que tiene un peso molecular en el intervalo de 5000 a 40000 Da,
preferentemente la porcion PEG es una molécula ramificada de 40000 Da o 5000 Da.

18. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 17, en donde Y es una porcion de un farmaco que contiene al menos un
grupo amino, tal como un aminoglucésido antibidtico, preferentemente gentamicina o anfotericina B; un farmaco
antineoplasico, preferentemente el acido aminolevulinico, la daunorrubicina o la doxorrubicina; o un péptido o un
farmaco proteico de peso molecular bajo o medio, tal como la insulina, preferentemente la insulina humana, un
interferén tal como el IFN-a2, un agonista de PYY tal como el péptido PYY3.36, una exendina tal como la exendina-3 y la
exendina-4 y los analogos y agonistas de las exendinas, el péptido natriurético atrial (ANP), la hormona de crecimiento
humana (hGH), la eritropoyetina, el TNF-q, la calcitonina, la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) o un analogo
de ella, la hirudina, el glucagén, o un fragmento de anticuerpo monoclonal tal como el fragmento de anticuerpo
monoclonal anti-TNF-a.

19. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde:

Rses-S-;y
Rs se selecciona del grupo que consiste de

_\—_N

(¢]
S
N
e

Cl

en donde Zes O, S o NH.
20. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde:

Rs es -CO-;
Rs se selecciona del grupo que consiste en -O-, -NH-, -NH-R7-COO-, -NH-R7-NH-, -NH-R7-CO-NH-,

‘“I}\II—R,—ZWNYZ/
. ‘NYN

C

—
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ZesO,SoNH;y

Rz se selecciona del grupo que consiste de un alquileno C1-C18 lineal o ramificado, un fenileno, un radical
oxialquileno que tiene 3-18 a4tomos de carbono en la cadena principal, un residuo de un péptido que contiene 2-10
residuos de aminoacidos, y un residuo de un sacarido que contiene 1-10 residuos de monosacéarido.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde:

Rs es -CHz-;
Yy Rg €s -(CH2)n-S- 0 -(CH2)n-NH-, en donde n es 0 a 18.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde:

Rs es -SOz-; y
Re €s -O-; -NH- 0 -CH2-CH32-S-.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde:

Rs es -POz-; y
Re es -O- 0 -NH-.

Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de la 19 a la 23, en donde el radical R; contiene una
porciéon PEG ramificada que tiene un peso molecular de 40000 Da o 5000 Da.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 24, en donde Y es una porcion de un fairmaco que contiene al menos un
grupo amino, tal como un aminoglucésido antibidtico, preferentemente gentamicina o anfotericina B; un farmaco
antineoplasico, preferentemente el acido aminolevulinico, la daunorrubicina o la doxorrubicina; o un péptido o un
farmaco proteico de peso molecular bajo o medio, tal como la insulina, preferentemente la insulina humana, un
interferén tal como el IFN-a2, un agonista de PYY tal como el péptido PYY3.36, una exendina tal como la exendina-3 y la
exendina-4 y los analogos y agonistas de las exendinas, el péptido natriurético atrial (ANP), la hormona de crecimiento
humano (hGH), la eritropoyetina, el TNF-q, la calcitonina, la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) o un analogo
de ella, la hirudina, el glucagén, o un fragmento de anticuerpo monoclonal tal como el fragmento de anticuerpo
monoclonal anti-TNF-a.

Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de la férmula:
(X) n-Y
en donde
Y es una porcién de un droga que contiene al menos un grupo funcional que se selecciona entre el amino libre, el

carboxilo, el fosfato, el hidroxilo y/o el mercapto, y
X es un radical de la férmula:

en donde:
R; es un radical que contiene una porcion de polietilenglicol (PEG);
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R> se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, (C1-C8)alquilo, (C1-C8) alcoxi (C1-C8)alcoxialquilo, (C6-
C1l0)arilo, (C1-C8)alcarilo, (C6-C10)ar(CI-C8)alquilo, halégeno, nitro, -SOsH, -SO2NHR, amino, amonio, carboxilo,
POsH;, y OPO3Hy;

R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, (C1-C8)alquilo y (C6-C10)arilo;

R3 Yy R4, iguales o diferentes, se seleccionan del grupo que consiste en hidrégeno, (C1-C8)alquilo y (C6-C10)arilo;
A es un enlace covalente cuando el radical se une a un grupo carboxilo, fosfato o mercapto del farmaco Y, o A es
-OCO- cuando el radical se une a un grupo amino o hidroxilo de la droga Y; y

n es un nimero entero de al menos uno,

o una sal farmacéuticamente aceptable de ella, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Una composicién farmacéutica de conformidad con la reivindicacion 26, en donde R1 es un radical de la formula:
-Rs-Re-PEG
en donde

Rs se selecciona del grupo que consiste en -NH-, -S-, -CO-, -COO-, -CH»-, - SO2-, -SO3-, -PO>-, y -PO3-; y
Re es un enlace o un radical a través del cual la porcion PEG se une covalentemente a Rs.

Una composicion farmacéutica de conformidad con la reivindicaciéon 27, en donde

Rs5 es -NH-;

R¢ se selecciona del grupo que consiste en -CO-, -COO-, -CH5-, -CH(CHj3)-, -CO-NH-, -CS-NH-, -CO-CH>-NH
CO-, -CO-CH(CHj3)-NH-CO-, -CO-CH,-NH-CO-NH,

ol

cl

—CO-R,—N

Z es O, S o NH que se une a la porcién PEG; y

R7 se selecciona del grupo que consiste de un alquileno C1-C18 lineal o ramificado, un fenileno, un radical
oxialquileno que tiene 3-18 atomos de carbono en la cadena principal, un residuo de un péptido que contiene 2-10
residuos de aminoacidos, y un residuo de un sacarido que contiene 1-10 residuos de monosacérido.

Una composicion farmacéutica de conformidad con la reivindicacién 28, en donde dicho compuesto tiene la formula:
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 S~PEG

en donde

R2 es H 0 -SOsH en la posicion 2 del anillo de fluoreno,

Y es el residuo de un farmaco que contiene al menos un grupo amino, y

El PEG es una porcion PEG lineal o ramificada con un peso molecular en el intervalo de 200 a 200000 Da,
preferentemente en el intervalo de 5000 a 40000 Da, con mayor preferencia la porciéon PEG es una molécula
ramificada de 40000 Da o 5000 Da.

Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 27 que comprende un compuesto que se designa en la
presente invencion como conjugado (PEG-FMS),-farmaco, en donde R, es -SOzH; n es un entero del 1 al 3,
preferentemente 1 o 2; el PEG es preferentemente una molécula ramificada de 40000 Da o de 5000 Da; y el farmaco
es un aminoglucésido antibiético, farmaco tal como la gentamicina o la anfotericina B; un farmaco antineoplasico, tal
como el acido aminolevulinico, la daunorrubicina o la doxorrubicina; o un péptido o un farmaco proteico de peso
molecular bajo o medio, tal como la insulina, preferentemente la insulina humana, un interferén tal como el IFN-a2, un
agonista de PYY tal como el péptido PYY3.36, una exendina tal como la exendina-3 y la exendina-4 y los analogos y
agonistas de las exendinas, el péptido natriurético atrial (ANP), la hormona de crecimiento humano (hGH), la
eritropoyetina, el TNF-a, la calcitonina, la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) o un anélogo de ella, la
hirudina, el glucagoén, o un fragmento de anticuerpo monoclonal tal como el fragmento de anticuerpo monoclonal anti-
TNF-a.

Un conjugado FMS pegilado de insulina de acuerdo con la reivindicacién 16, para su uso en el tratamiento de la
diabetes mellitus y la hiperglicemia.

Un conjugado FMS pegilado de IFN-a2, preferentemente el PEG40-FMS-IFN-a2 0 el (PEGa4o-FMS).-IFN-02, de acuerdo
con la reivindicacién 16, para su uso en el tratamiento de una enfermedad viral tal como la hepatitis B o la hepatitis C, o
para el tratamiento del cancer, como el cancer de vejiga, el cancer de ovario, el melanoma, el cancer de pancreas, el
linfoma no Hodgkin, la leucemia de células peludas, o el sarcoma de Kaposi que se relaciona con el SIDA.

Un conjugado FMS pegilado de PYYs3.36, preferentemente el PEG4o-FMS-PYY3.36, de acuerdo con la reivindicacién 16,
para su uso en la reduccién de la ingesta de alimentos y para el tratamiento de la obesidad y las enfermedades,
afecciones o trastornos que se pueden aliviar mediante la reduccion de la ingesta de alimentos tales como la
hipertension, la dislipidemia, el riesgo cardiovascular, la resistencia a la insulina, y la diabetes mellitus.

Un conjugado FMS pegilado de la hGH, preferentemente el PEG40-FMS-hGH o el (PEG4-FMS),-hGH, de acuerdo con
la reivindicacion 16, para su uso en el tratamiento de nifios de baja estatura patolégicamente, o para el tratamiento
anti-envejecimiento.

Un conjugado FMS pegilado de ANP, preferentemente el PEG4o-FMS-ANP, de acuerdo con la reivindicacion 16, para
su uso en el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares, la insuficiencia cardiaca congestiva, la hipertensién, la
insuficiencia renal aguda o el sindrome de dificultad respiratoria del adulto (ARDS).

Un conjugado FMS pegilado de una exendina o agonista de la exendina, preferentemente [SEC. CON NUM. DE
IDENT.:1], [SEC. CON NUM. DE IDENT.:2], [SEC. CON NUM. DE IDENT.:3], [SEC. CON NUM. DE IDENT.:4], [SEC.
CON NUM. DE IDENT.:5], [SEC. CON NUM. DE IDENT.:6], [SEC. CON NUM. DE IDENT.:7], [SEC. CON NUM. DE
IDENT.:8], [SEC. CON NUM. DE IDENT.:9] o [SEC. CON NUM. DE IDENT.:10], de acuerdo con la reivindicacién 16,
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para su uso en el tratamiento de la diabetes mellitus dependiente de la insulina, la diabetes mellitus no dependiente de
insulina, o la Diabetes mellitus gestacional, o para la prevencién de la hiperglucemia.

37. Un

38. Un

39. Un

compuesto intermedio de la formula:

en donde:
Ries un radical de la férmula:

-Rs-Re-B;

R2 es H 0 -SO3H en la posicion 2 del anillo de fluoreno;

B es maleimido, -S-CO-CHjs o una porcion PEG; -

Rs se selecciona del grupo que consiste en -NH-, -S-, -CO-, -COO-, -CHy-, - SO»-, -SOs-, -PO»-, y -POs-; y
Rs es un enlace o un radical por el cual el maleimido, -S-CO-CHs. o porcién PEG se une a Rs.

compuesto de acuerdo con la reivindicacion 37, en donde:

Rs es -NH-;
R¢ se selecciona del grupo que consiste en-CO-, -COO-, -CH;-, -CH(CHj3)-, CO-NH-, -CS-NH-, -CO-CHa;NH-CO-, -
CO-CH(CHzs)-NH-CO-, -CO-CH>-NH-CO-NH,

N Z/ s ) S/ >
T jq/ . —CO-R,~N__J

y -CO-Re-;

Zes O, SoNH,

R7 se selecciona del grupo que consiste en un alquileno C1-C18 lineal o ramificado, un fenileno, un radical
oxialquileno que tiene 3-18 atomos de carbono en la cadena principal, un residuo de un péptido que contiene 2-10
residuos de aminoacidos, y un residuo de un sacarido que contiene 1-10 residuos de monosacérido; y

Rg es un alquileno C1-C8 lineal o ramificado, preferentemente etileno, cuando B es maleimido o -S-CO-CHjs.

compuesto de acuerdo con la reivindicacion 38 identificado en la presente descripcion como Precursores 1-8 de la

férmulas:
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en donde Y es una porcién de un péptido o farmaco proteico que se selecciona del grupo que consiste de insulina,
IFN-02, PYY3.36, exendina-4, hGH y ANP, n es un nimero entero de al menos uno, preferentemente 1 02,y Y se
une al radical FMS través de un grupo amino, y MAL-FMS es 2-(maleimido-propionil amino)-7-sulfo-fluoreno-9-il-
metoxi-carboniloxi.

Un método para la preparacion de un conjugado designado en la presente invencion como (PEG-FMS),-farmaco de la
reivindicacion 13, en donde el FMS es el 2-sulfo -9 radical-fluorenilmetoxicarbonilo, n es un entero del 1 al 3,
preferentemente 1 o 2, mas preferentemente 1, y el farmaco es un péptido o un farmaco proteico de peso molecular
bajo o medio, que comprende:

(i) hacer reaccionar un péptido o farmaco proteico de peso molecular bajo o medio con al menos un equivalente
de MAL-FMS-NHS, obteniendo asi un conjugado (MAL-FMS),-péptido/farmaco proteico; y

(i) hacer reaccionar el conjugado (MAL-FMS),-péptido/farmaco proteico con el PEG-SH, para obtener asi el
conjugado (PEG -FMS),-péptido/farmaco proteico.

Un método de acuerdo con la reivindicacion 41, en donde dicho péptido o proteina es la insulina, un interferén tal como
el IFN-a2, un agonista de PYY tal como el péptido PYYs3.36, una exendina tal como la exendina-3 y la exendina-4 y los
analogos y agonistas de la exendina, el péptido natriurético atrial (ANP), la hormona de crecimiento humana (hGH), la
eritropoyetina, el TNF-a, la calcitonina, la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) o un anélogo de ella, la
hirudina, el glucagoén, o un fragmento de anticuerpo monoclonal tal como el fragmento de anticuerpo monoclonal anti-
TNF-a.

Un método para la preparacion de un conjugado que se designa en la presente invencién como (PEG-FMS),-farmaco
de la reivindicacién 13, en donde el FMS es el 2-sulfo-9 radical-fluorenilmetoxicarbonilo, n es un entero del 1 al 3,
preferentemente 1 o 2, mas preferentemente 1, y el farmaco es un péptido o un farmaco proteico de peso molecular
bajo o medio, que comprende:

(i) hacer reaccionar el MAL-FMS-NHS con el PEG-SH, para obtener asi un conjugado PEG-FMS-NHS; y
(i) hacer reaccionar un péptido o farmaco proteico de peso molecular bajo o medio con al menos un equivalente
de conjugado PEG-FMS-NHS, para obtener asi el conjugado (PEG-FMS),-péptido/farmaco proteico.

Un método segun la reivindicacion 41 o 43, en donde la porcion PEG tiene un peso molecular en el intervalo de 5000 a
40000 Da, preferentemente la porcién PEG es una molécula ramificada de 40000 Da o 5000 Da.

Un método segun la reivindicacion 43, en donde dicho péptido o proteina es la insulina, un interferén tal como el IFN-a2,
un agonista de PYY tal como el péptido PYYs.35, una exendina tal como la exendina-3 y la exendina-4 y los analogos y
agonistas de la exendina, el péptido natriurético atrial (ANP), la hormona de crecimiento humana (hGH), la
eritropoyetina, el TNF-q, la calcitonina, la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), la hirudina, el glucagén, o un
fragmento de anticuerpo monoclonal tal como el fragmento de anticuerpo monoclonal anti-TNF-a.
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