ES 2 566 797 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacion: 2 566 797
@Int. Cl.:

A61K 38/31 (2006.01)
A61K 39/29 (2006.01)
A61K 47/30 (2006.01)
A61K 51/06 (2006.01)
C08G 65/32 (2006.01)
CO08L 71/02 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  17.01.2003
Fecha y numero de publicacién de la concesion europea: 23.03.2016

E 03731987 (8)
EP 1476181

T3

Tl’tulo: Compuestos de polimero de polialquileno y usos de éstos

Prioridad:

18.01.2002 US 349917 P

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
15.04.2016

@ Titular/es:

BIOGEN MA INC. (100.0%)
250 Binney Street
Cambridge, MA 02142, US

@ Inventor/es:

LIN, KOCHUNG,;
PEPINSKY, R. BLAKE;
CHEN, LING LING;
HESS, DONNA M,;

LIN, EDWARD Y.;
PETTER, RUSSELL C.y
BAKER, DARREN P.

Agente/Representante:
DE ELZABURU MARQUEZ, Alberto

Observaciones :
Véase nota informativa (Remarks) en el

folleto original publicado por la Oficina
Europea de Patentes

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




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2566 797 T3

DESCRIPCION
Compuestos de polimero de polialquileno y usos de éstos
Campo de la invencion

La invencion se refiere a nuevos compuestos de polialquilen glicol, a conjugados de los polimeros y proteinas, y a
usos de éstos.

Antecedentes de la invencion

La union covalente de polimeros hidrofilicos, tales como polimeros de polialquilen glicol, también conocidos como
oxidos de polialquileno, a moléculas biolégicamente activas y superficies es interesante en biotecnologia y medicina.

En particular, gran parte de la investigacion se ha centrado en el uso de conjugados de poli (etilen glicol) (PEG),
también conocido como poli (6xido de etileno) (PEO), para aumentar la solubilidad y estabilidad y para prolongar la
vida media en la circulacién sanguinea de moléculas.

En su forma mas comun, el PEG es un polimero lineal terminado en cada extremo con grupos hidroxilo:
HO-CH,CH,0-(CH,CH,0) »-CH,CH,-OH.

El polimero anterior, alfa-, omega-dihidroxilpoli (etilen glicol), también puede representarse como HO-PEG-OH, en el
que se entiende que el simbolo -PEG- representa la unidad estructural siguiente:

-CH;CH:O-(CH;CH;D} n‘CHchl'

en la que n varia tipicamente de aproximadamente 4 a aproximadamente 10.000. PEG se usa comunmente como
metoxi-PEG-OH, o mPEG, en el que un extremo es el grupo metoxi relativamente inerte, mientras el otro extremo es
un grupo hidroxilo que se somete a modificaciéon quimica terminal facil.

Ademas, los copolimeros aleatorios o en bloque de diferentes 6xidos de alquileno (por ejemplo, 6xido de etileno y
oxido de propileno) que estan muy relacionados con PEG en su quimica pueden ser sustituidos por PEG en muchas
de sus aplicaciones.

Para acoplar PEG a una molécula de interés, frecuentemente es necesario activar el PEG preparando un derivado
del PEG que tiene un grupo funcional reactivo al menos en un extremo. El grupo funcional se elige tomando como
base el tipo de grupo reactivo disponible en la molécula que se va a acoplar al PEG.

El PEG es un polimero que tiene las propiedades de solubilidad en agua y en muchos disolventes organicos,
ausencia de toxicidad, y ausencia de inmunogenicidad. Un uso de PEG es unir covalentemente el polimero a
moléculas insolubles para hacer que el "conjugado"” PEG-molécula resultante sea soluble. Por ejemplo, se ha
mostrado que el farmaco insoluble en agua paclitaxel, cuando se acopla a PEG, se vuelve soluble en agua.
Greenwald, et al., J. Org. Chem., 60: 331-336 (1995).

La estrategia de profarmaco, en la que los farmacos se liberan por degradacién de moléculas mas complejas
(profarmacos) en condiciones fisiologicas, es un componente poderoso de la administracion de farmacos. Los
profarmacos pueden formarse, por ejemplo, uniendo PEG a farmacos mediante uniones que son degradables en
condiciones fisioldgicas. La vida util de los profarmacos PEG in vivo depende del tipo de grupo o grupos funcionales
que forman las uniones entre PEG y el farmaco. En general, las uniones éster, formadas por la reaccion de PEG
acidos carboxilicos o PEG acidos carboxilicos activados con grupos alcohol en el farmaco se hidrolizan en
condiciones fisiologicas para liberar el farmaco, mientras las uniones amida y carbamato, formadas a partir de
grupos amino en el farmaco, son estables y no se hidrolizan para liberar el farmaco libre. Se ha mostrado que la
administracion hidrolitica de farmacos de PEG ésteres puede controlarse favorablemente hasta un determinado
grado controlando el nimero de grupos metileno de unién en un espaciador entre el oxigeno de PEG terminal y el
grupo carbonilo del acido carboxilico o derivado de acido carboxilico unido. Por ejemplo, Harris et al., en la Patente
U.S. No. 5.672.662, describen PEG acido butanoico y PEG acido propanoico, y derivados activados de éstos, como
alternativas a PEG carboximetilo para compuestos en los que es deseable una reactividad hidrolitica menor en los
derivados éster correspondientes. Véase, generalmente, la publicaciéon PCT WO 01/46291.

Un factor que limita la utilidad de las sustancias proteinaceas para aplicaciones en el tratamiento médico es que,
cuando de administran parenteralmente, se eliminan del cuerpo en poco tiempo. Esta eliminacion puede ocurrir
como un resultado de la degradacién por proteasas o por aclaramiento usando rutas normales para la eliminacion de
proteinas tales como por filtracién en los rifiones. La administracion oral de estas sustancias es incluso mas
problematica ya que, ademas de la proteolisis en el estdmago, la alta acidez del estdmago destruye estas sustancias
antes de que alcancen su tejido diana pretendido. Los problemas asociados con estas rutas de administracion de
proteinas son muy conocidos en la industria farmacéutica, y se estan empleando varias estrategias con el intento de
solventarlos. Se ha publicado un gran volumen de trabajo relativo a la estabilizacion de proteinas. Se conocen varias
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rutas de conjugacion de proteinas con materiales poliméricos, incluyendo el uso de dextranos, polivinil pirrolidonas,
glicopéptidos, polietilen glicol, y poliamino acidos. Se reporta que los polipéptidos conjugados resultantes retienen
sus actividades bioldgicas y solubilidad en agua para aplicaciones parenterales.

Es particularmente interesante incrementar la actividad biolégica de los interferones a la vez que se reduce la
toxicidad implicada con el uso de estas proteinas para tratar a pacientes humanos. Los interferones son una familia
de proteinas y glicoproteinas pequefias naturales producidas y secretadas por la mayor parte de las células
nucleadas en respuesta a infeccién viral asi como a otros estimulos antigénicos. Los interferones vuelven a las
células resistentes a la infeccion viral y presentan una amplia variedad de acciones en las células. Ejercen sus
actividades celulares uniéndose a receptores de membrana especificos en la superficie celular. Una vez unidos a la
membrana celular, los interferones inician una secuencia compleja de eventos intracelulares. Los estudios in vitro
han demostrado que éstos incluyen la induccidon de determinadas enzimas; supresion de la proliferacion celular,
actividades de inmunomodulacion tales como aumento de la actividad fagocitica de macrofagos; aumento de la
citotoxicidad especifica de linfocitos para células diana; e inhibicién de la replicacién de virus en células infectadas
con virus.

Los interferones se han ensayado en el tratamiento de una variedad de estados patoldgicos clinicos. El uso de
interferén beta humano se ha establecido en el tratamiento de la esclerosis multiple. Dos formas de interferéon beta
recombinante se han aprobado recientemente en Europa y los EEUU para el tratamiento de esta enfermedad:
interferén-beta-1a (AVONEX®, Biogen Inc., Cambridge MA y REBIF®, Serono, Ginebra, Suiza) e interferén-beta-1b
(BETASERON®, Berlex, Richmond, CA). El interferon beta-1a se produce en células de mamifero usando la
secuencia génica humana natural y esta glicosilado, mientras el interferon beta-1b se produce en bacterias E. coli
usando una secuencia génica humana modificada que contiene una sustitucion cisteina a serina preparada por
ingenieria genética en la posicién de aminoacido 17 y no esta glicosilado.

Se sabe que los interferones no inmunes, que incluyen tanto interferones alfa como beta, suprimen el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) tanto en células infectadas de forma aguda como crénica. Véase, Poli y Fauci,
1992, AIDS Research and Human Retroviruses 8(2):191-197. Debido a su actividad antiviral, los interferones, en
particular interferones alfa, han recibido una atencién considerable como agentes terapéuticos en el tratamiento de
la enfermedad relacionada con el virus de la hepatitis C (VHC). Véase Hoofnagle et al., en: Viral Hepatitis 1981
International Symposium, 1982, Filadelfia, Franklin Institute Press; Hoofnagle et al., 1986, New Eng. J. Med.
315:1575-1578; Thomson, 1987, Lancet 1:539-541 Kiyosawa et al., 1983, en: Zuckerman, ed., Viral Hepatitis and
Liver Disease, Allen K. Liss, Nueva York p. 895-897; Hoofnagle et al., 1985, Sem. Liv. Dis., 1985, 9:259-263.

Los conjugados interferon-polimero se describen, por ejemplo, en las Pat. U.S. No. 4.766.106, Pat. U.S. No.
4.917.888, Solicitud de Patente Europea No. 0 236 987, Solicitud de Patente Europea No. 0 510 356 y Publicacion
de Solicitud Internacional No. WO 95/13090. WO 00/23114 describe conjugados de polimero de interferén beta-1a y
usos de éstos.

La hepatitis C cronica es una enfermedad insidiosa y de progresion lenta que tiene un impacto significativo en la
calidad de vida. A pesar de la mejora en la calidad de la reserva de donantes de sangre y la reciente implementacion
de ensayo de sangre donada para VHC, la incidencia estimada de infeccion agua entre las personas que reciben
transfusiones es 5 a 10%. Véase Alter et al., en: Zuckerman, ed., Viral Hepatitis and Liver Disease, Allen K. Liss,
Nueva York. 1988, p. 537-542. Asi, de los aproximadamente 3 millones de personas que reciben transfusiones en
los Estados Unidos cada afio, la hepatitis C aguda se desarrollara en aproximadamente 150.000. Aunque muchos
pacientes que contraen hepatitis C tendran enfermedad subclinica o suave, aproximadamente el 50% progresaran a
un estado de enfermedad croénica caracterizado por anormalidades en transaminasa séricas fluctuantes y lesiones
inflamatorias en biopsia hepatica. Se estima que la cirrosis se desarrollara en hasta aproximadamente el 20% de
este grupo. Véase Koretz et al., 1985, Gastroenterology 88:1251-1254.

Se sabe que los interferones afectan a una variedad de funciones celulares, incluyendo replicacion de ADN, y
sintesis de ARN y proteinas, tanto en células normales como anormales. Asi, los efectos citotoxicos del interferén no
estan restringidos a células tumorales o infectadas por virus sino que también se manifiestan en células normales,
sanas. Como resultado, durante la terapia con interferébn pueden surgir efectos secundarios indeseables,
particularmente cuando se requieren altas dosis. La administracion de interferon puede dar lugar a mielosupresion,
resultando de esta manera en un recuento reducido de las células sanguineas rojas, y niveles reducidos de células
sanguineas blancas y plaquetas. Los interferones dan lugar cominmente a sintomas semejantes a la gripe (por
ejemplo, fiebre, fatiga, dolores de cabeza y tiritonas), trastornos gastrointestinales (por ejemplo, anorexia, nausea y
diarrea), mareo y tos. Frecuentemente, la respuesta sostenida de los pacientes con VHC a tratamiento con interferén
no PEGilado es baja y el tratamiento puede inducir efectos secundarios graves, incluyendo, pero no limitado a,
retinopatia, tiroiditis, pancreatitis aguda, y depresion.

Los efectos secundarios indeseables que acompafan a la terapia con interferén limitan frecuentemente la utilidad
terapéutica de los regimenes de tratamiento con interferon. Asi, existe una necesidad de mantener o mejorar los
beneficios terapéuticos de dicha terapia mientras se reducen o eliminan los efectos secundarios indeseables.
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Resumen de la invencion

La descripcion se refiere a nuevos compuestos de polialquilen glicol, a conjugados de estos compuestos, y a usos
de éstos.

Tomando como base la descripcidon que esta contenida en la presente memoria, la presente invencién proporciona
un conjugado que tiene la estructura segun la formula XXlla:

Foérmula XXlla:

p—X———(CH);—CH—R—B

en la que P es un polimero de polialquilen glicol;
Xes O;

Z es un grupo alquilo o heteroalquilo C4 a Cy saturado o insaturado, de cadena lineal o ramificada, alquilo ciclico o
heteroalquilo ciclico Cs a Cg saturado o insaturado, un grupo arilo o heteroarilo sustituido o no sustituido o un alcarilo
sustituido o no sustituido en el que el alquilo es un grupo alquilo o heteroalcarilo C1 a Cy saturado o insaturado, en
el que los sustituyentes se seleccionan del grupo que consiste en halégeno, hidroxilo, carbonilo, carboxilato, éster,
formilo, acilo, tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformato, alcoxilo, fosforilo, fosfonato, fosfinato, amino, amido,
amidina, imina, ciano, nitro, azido, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo, heterociclilo,
aralquilo, resto aromatico, resto heteroaromatico, imino, sililo, éter, y alquiltiol;

R* es un resto de union formado de la reaccion de un resto seleccionado del grupo que consiste en aldehido, hidrato
de aldehido, y acetal con un compuesto biolégicamente activo;

B es un compuesto bioldgicamente activo, en el que el compuesto bioldgicamente activo es un interferon-beta; y
n es 0 o0 un numero entero de 1 a 5.

En un aspecto relacionado, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
conjugado de la presente invencion, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto adicional, la invenciéon proporciona un conjugado de la invencion para uso en el tratamiento de un
paciente con una infeccién viral susceptible.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un conjugado de la invencién para uso en el tratamiento
de un paciente con una enfermedad autoinmune.

En un aspecto adicional mas, la invencion proporciona un conjugado de la invencion para uso en terapia.
La presente invencion y las realizaciones de ésta se muestran en las reivindicaciones adjuntas.

A no ser que se defina de otra forma, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen
el mismo significado que el entendido comunmente por un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion.
Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria en la
practica o ensayo de la presente invencion, mas adelante se describen métodos y materiales adecuados. Ademas,
los materiales, métodos, y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser limitantes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la descripcion detallada siguiente, y a
partir de las reivindicaciones.

Descripcion breve de los dibujos

La presente descripcion, que incluye la presente invencion, se entendera mejor a partir de la descripcion siguiente
con referencia a las tablas, en las que:

La FIG. 1 es un gel de SDS-PAGE reductora que muestra la pureza de IFN-B-1a no modificado e IFN-B-1a
modificado con mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa: Carril A: marcadores de peso molecular (desde la parte
superior a la inferior; 100 kDa, 68 kDa, 45 kDa, 27 kDa, y 18 kDa, respectivamente); Carril B: 4 ug de IFN-3-1a no
modificado; Carril C: 4 ug de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa.
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La FIG. 2 representa trazas de la cromatografia de exclusién por tamafio de IFN-B-1a no modificado e IFN-B-1a
modificado con mPEG-0O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa: Panel A: estandares de peso molecular; Panel B: IFN-3-
1a modificado con mPEG-0O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa; Panel C, IFN-B-1a no modificado.

La FIG. 3 es una traza de la cromatografia de exclusion por tamafio de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-
metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa.

La FIG. 4 es un gel de SDS-PAGE reductora que muestra la pureza de IFN-B-1a no modificado e IFN-B-1a
modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa: Carril A: 2,5 pug de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-
fenilacetaldehido de 20 kDa; Carril B: 2,5 ug de IFN-B-1a no modificado; Carril C: marcadores de peso molecular
(desde la parte superior a la inferior; 100 kDa, 68 kDa, 45 kDa, 27 kDa, y 18 kDa, respectivamente).

La FIG. 5 representa trazas de la cromatografia de exclusion por tamafio de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-
fenilacetaldehido de 20 kDa; Panel A: estandares de peso molecular; Panel B: IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-
fenilacetaldehido de 20 kDa.

La Fig. 6 es un gel de SDS-PAGE reductora que muestra la estabilidad de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-
fenilacetaldehido de 20 kDa: Carril A: marcadores de peso molecular (desde la parte superior a la inferior; 100 kDa,
68 kDa, 45 kDa, 27 kDa, 18 kDa y 15kDa, respectivamente); Carriles B, C, D, y E: 2 ug de IFN--1a modificado con
mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa tomados para ensayo en el dia 0, 2, 5, y 7, respectivamente.

Las FIGS. 7A-B muestran la actividad antiviral de varias muestras de IFN-B-1a humano PEGilado como una funcién
de la concentracion de proteina: FIG. 7A; IFN-B-1a no modificado (O), IFN-B-1a modificado con mPEG-O-2-
metilpropionaldehido de 20 kDa (), IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20
kDa (A), e IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa (0). FIG. 7B; IFN-B-1a
no modificado (O), IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa (1), IFN-B-1a modificado con
mPEG-O-p-fenilpropionaldehido de 20 kDa (A), e IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-fenilacetaldehido de 20 kDa

).

Las FIGS. 8A-B son graficos que representan las farmacocinéticas de muestras no modificadas y varios IFN-B-1a
humanos PEGilados: FIG. 8A: IFN-B-1a no modificado (panel superior) e IFN-B-1a modificado con mPEG-O-2-
metilpropionaldehido de 20 kDa (panel inferior); FIG. 8B: IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-metilfenil-O-2-
metilpropionaldehido de 20 kDa (panel superior) y mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa (panel inferior).

Las FIGS 9 A-B son graficos que representan las farmacocinéticas de muestras no modificadas y varios IFN-B-1a
humanos PEGilados: FIG. 9A: IFN-B-1a no modificado (panel superior) e IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-
fenilpropionaldehido de 20 kDa (panel inferior); FIG. 9B: IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-fenilacetaldehido de
20 kDa (panel superior) y mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa (panel inferior).

La FIG. 10 es un grafico de barras que compara una Unica administracion de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-2-
metilpropionaldehido de 20 kDa, con la administracion diaria de IFN-B-1a no modificado en la reduccion del nimero
de neovasos orientados radialmente en ratones nu/nu que portan células de melanoma maligno humano SK-MEL-1:
tratamiento con vehiculo control una vez solo en el dia 1 (barra A); tratamiento con 1 MU (5 ug) de IFN-B-1a no
modificado diariamente en los dias 1-9 inclusive (barra B); tratamiento con 1 MU (10 ug) de IFN-B-1a modificado con
mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa una vez sélo en el dia 1 (barra C); y tratamiento con vehiculo control
diariamente en los dias 1-9 inclusive (barra D).

Descripcion detallada

La descripcion esta dirigida a compuestos y métodos Utiles en el tratamiento de varias enfermedades y trastornos.
Como se explica con detalle mas adelante, dichas enfermedades y trastornos incluyen, en particular, aquellos que
son susceptibles de tratamiento con terapia de interferén, incluyendo pero no limitado a infecciones virales tales
como infecciones de hepatitis y enfermedades autoinmunes tales como esclerosis multiple.

Los compuestos de la descripcion incluyen compuestos nuevos de polialquilen glicol activados segun la Féormula I

Férmula I:

P—X—0Q (Vm— (CHp)7—CH—R

Z

en la que P es un polimero soluble en agua tal como un polimero de polialquilen glicol. Una lista no limitativa de
dichos polimeros incluye otros homopolimeros de 6xido de polialquileno tales como polipropilen glicoles, polioles
polioxietilenados, copolimeros de éstos y copolimeros en bloque de éstos. Otros ejemplos de nucleos de polimero
solubles en agua y no peptidicos adecuados incluyen poli(poliol oxietilenado), poli(alcohol olefinico),
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poli(vinilpirrolidona),  poli(hidroxipropilmetacrilamida), poli(a-hidroxi acido), poli(vinil alcohol), polifosfazeno,
polioxazolina, poli(N-acriloilmorfolina) y copolimeros, terpolimeros y mezclas de éstos. En un caso, el nucleo de
polimero es poli(etilen glicol) o monometoxi polietilen glicol (MPEG) que tiene un peso molecular medio de
aproximadamente 200 Da a aproximadamente 400.000 Da. Debe entenderse que otros polimeros relacionados
también son adecuados para uso en la practica de esta descripcion y que el uso del término PEG o poli(etilen glicol)
se pretende que sea inclusivo y no exclusivo a este respecto. El término PEG incluye poli(etilen glicol) en cualquiera
de sus formas, incluyendo alcoxi PEG, PEG difuncional, PEG multi-armado, PEG en horquilla, PEG ramificado, PEG
colgante, o PEG con uniones degradables en él.

En la clase de compuestos representados por la Férmula |, hay entre cero y cinco grupos metileno entre Y y el
carbono que contiene Z (por ejemplo, n es cero o un numero entero de uno a cinco) y m es cero o uno, por ejemplo,
Y esta presente o ausente.

X e Y son, independientemente, O, S, CO, CO,, COS, SO, SOz, CONR’, SO2NR’, o NR'. En algunos casos, X e Y
son oxigeno.

Q es un grupo alquilo ciclico o heteroalquilo ciclico Cs a Cg saturado o insaturado (incluyendo estructuras de anillo
biciclicas fusionadas y biciclicas con puente), un grupo arilo o heteroarilo sustituido o no sustituido, o un alcarilo
sustituido o no sustituido en el que el alquilo es un grupo alquilo o heteroalcarilo C1 a Cy saturado o insaturado. Los
sustituyentes pueden ser halégeno, hidroxilo, carbonilo, carboxilato, éster, formilo, acilo, tiocarbonilo, tioéster,
tioacetato, tioformato, alcoxilo, fosforilo, fosfonato, fosfinato, amino, amido, amidina, imina, ciano, nitro, azido,
sulfhidrilo, sulfato, sulfonamido, sulfonilo, heterociclilo, aralquilo, resto aromatico, resto heteroaromatico, imino,
sulfamoilo, sulfonato, sililo, éter, o alquiltio.

El sustituyente Z es hidrégeno, un grupo alquilo o heteroalquilo C1 a Cy de cadena lineal o ramificada, saturado o
insaturado, un alquilo ciclico o heteroalquilo ciclico Cz a Cg saturado o insaturado, un grupo arilo o heteroarilo
sustituido o no sustituido o un alcarilo sustituido o no sustituido en el que el alquilo es un grupo alquilo o
heteroalcarilo Ci a Cy saturado o insaturado. Los sustituyentes pueden ser halégeno, hidroxilo, carbonilo,
carboxilato, éster, formilo, acilo, tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformato, alcoxilo, fosforilo, fosfonato, fosfinato,
amino, amido, amidina, imina, ciano, nitro, azido, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo,
heterociclilo, aralquilo, resto aromatico, resto heteroaromatico, imino, sulfamoilo, sulfonato, sililo, éter, o alquiltio.

Cuando X o0 Y es NR’, R' puede ser hidrogeno, un grupo alquilo o heteroalquilo C; a Cy de cadena lineal o
ramificada, saturado o insaturado, un alquilo ciclico o heteroalquilo ciclico Cs a Cg saturado o insaturado, un grupo
arilo o heteroarilo sustituido o no sustituido o un alcarilo sustituido o no sustituido, en el que el alquilo es un grupo
alquilo o heteroalcarilo C1a Cy saturado o insaturado. Los sustituyentes pueden ser halégeno, hidroxilo, carbonilo,
carboxilato, éster, formilo, acilo, tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformato, alcoxilo, fosforilo, fosfonato, fosfinato,
amino, amido, amidina, imina, ciano, nitro, azido, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo,
heterociclilo, aralquilo, resto aromatico, resto heteroaromatico, imino, sulfamoilo, sulfonato, sililo, éter, o alquiltio.

R es un grupo funcional reactivo, es decir, un resto activador capaz de reaccionar para formar un enlace o una union
entre el compuesto de Férmula | y un compuesto biolégicamente activo o precursor de éste. Asi, R representa el
“grupo activador” de los compuestos de polialquilen glicol activados (PGC) representados por la Férmula . R puede
ser, por ejemplo, un acido carboxilico, , éster, aldehido, hidrato de aldehido, acetal, hidroxi, hidroxi protegido,
carbonato, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, tiol sustituido o no sustituido, halégeno, amina sustituida o no
sustituida, amina protegida, hidrazida, hidrazida protegida, succinimidilo, isocianato, isotiocianato, ditiopiridina,
vinilpiridina, yodoacetamida, epdxido, hidroxisuccinimidilo, azol, maleimida, sulfona, alilo, vinilsulfona, tresilo, sulfo-N-
succinimidilo, diona, mesilo, tosilo, o glioxal. En casos particulares, R es un hidrato de aldehido.

Los ejemplos especificos de R en la bibliografia incluyen carbonato de N-succinimidilo (véanse, por ejemplo, las Pat.
U.S. Nos. 5.281.698, 5.468.478), amina (véanse, por ejemplo, Buckmann et al. Makromol. Chem. 182:1379 (1981),
Zaplipsky et al. Eur. Polym. J. 19:1177 (1983)), hidrazida (Véanse, por ejemplo, Andresz et al. Makromol. Chem.
179:301 (1978)), propionato de succinimidilo y butanoato de succinimidilo (véase, por ejemplo, Olson et al. en Poly
(ethylene glycol) Chemistry & Biological Applications, p 170-181, Harris y Zaplipsky Eds., ACS, Washington, D.C.,
1997; véase también la Pat. U.S. No. 5.672.662), succinato de succinimidilo (Véanse, por ejemplo, Abuchowski et al.
Cancer Biochem. Biophys. 7:175 (1984) y Joppich et al. Macrolol. Chem. 180:1381(1979), éster de succinimidilo
(véase, por ejemplo, la Pat. U.S. No. 4.670.417), carbonato de benzotriazol (véase, por ejemplo, la Pat. U.S. No. 5
5.650.234), éter de glicidilo (véanse, por ejemplo, Pitha et al. Eur. J. Biochem. 94:11(1979), Elling et al., Biotech.
Appl. Biochem. 13:354 (1991), oxicarbonilimidazol (véanse, por ejemplo, Beauchamp, et al., Anal. Biochem. 131:25
(1983), Tondelli et al. J. Controlled Release 1:251 (1985)), carbonato de p-nitrofenilo (véanse, por ejemplo,
Veronese, et al., Appl. Biochem. Biotech., 11:141 (1985); y Sartore et al., Appl. Biochem. Biotech. 27:45 10 (1991)),
aldehido (véanse, por ejemplo, Harris et al. J. Polym. Sci. Chem. Ed. 22:341 (1984), Pat. U.S. No. 5.824.784, Pat.
U.S. No. 5.252.714), maleimida (véanse, por ejemplo, Goodson et al. Bio/Technology 8:343 (1990), Romani et al. en
Chemistry of Peptides and Proteins 2:29 (1984)), y Kogan, Synthetic Comm. 22:2417 (1992)), ortopiridil-disulfuro
(véase, por ejemplo, Woghiren, et al. Bioconj. Chem. 4:314 (1993)), acrilol (véase, por ejemplo, Sawhney 15 et al.,
Macromolecules, 26:581 (1993)), vinilsulfona (véase, por ejemplo, Pat. U.S. No. 5.900.461). Ademas, dos moléculas
del polimero de esta descripcion también pueden unirse al aminoacido lisina para formar una lisina di-sustituida, que
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puede activarse adicionalmente con N-hidroxisuccinimida para formar un resto N-succinimidilo activo (véase, por
ejemplo, la Pat. U.S. No. 5.932.462).

Los términos "grupo funcional”, "resto activo", "grupo activo”, "grupo activador", "resto activador", sitio reactivo”,
"grupo quimicamente reactivo", y "resto quimicamente reactivo" se usan en la técnica y en la presente memoria para
hacer referencia a partes o unidades distintas, definibles, de una molécula. Los términos son de alguna manera
sinénimos en las técnicas quimicas y se usan en la presente memoria para indicar las partes de moléculas que
tienen una actividad quimica caracteristica y que son tipicamente reactivas con otras moléculas. El término "activo",
cuando se usa conjuntamente con grupos funcionales, se pretende que incluya aquellos grupos funcionales que
reaccionan facilmente con grupos electrofilicos o nucleofilicos en otras moléculas, a diferencia de aquellos grupos
que requieren catalizadores fuertes o condiciones de reaccion altamente poco practicas con el fin de reaccionar. Por
ejemplo, como se entendera en la técnica, el término "éster activo" incluird aquellos ésteres que reaccionan
facilmente con grupos nucleofilicos tales como aminas. Tipicamente, un éster activo reaccionara con una amina en
medio acuoso en cuestion de minutos, mientras determinados ésteres, tales como ésteres de metilo o de etilo,
requieren un catalizador fuerte con el fin de reaccionar con un grupo nuclecfilico.

En los compuestos de la descripcion como se han definido anteriormente, el grupo funcional R se convierte en un
resto de unidn, R*, después de haber reaccionado con una molécula biolégicamente activa para formar un enlace o
union entre el compuesto de polialquilen glicol (PGC) activado y el compuesto biolégicamente activo. Asi, B es un
compuesto biolégicamente activo después de conjugarse con el PGC y R* es un resto formado por la reaccion de R
en el PGC activado con uno o mas grupos funcionales reactivos en el compuesto biolégicamente activo, B, de
manera que resulta una Unica union covalente entre el PGC y el compuesto bioldgicamente activo. En un caso
preferido, R* es un resto formado por la reaccién de R en el PGC activado con un Unico grupo funcional reactivo en
el compuesto biolégicamente activo, de manera que resulta una unién covalente entre el compuesto de polialquilen
glicol (PGC) activado y el compuesto biolégicamente activo.

El compuesto bioldgicamente activo o precursor de éste (B) preferiblemente no se ve afectado de manera adversa
por la presencia del PGC. Ademas, B tiene naturalmente un grupo funcional que es capaz de reaccionar con y
formar una unién con el PGC activado, o se modifica para contener dicho grupo reactivo.

Tal y como se usa en la presente memoria, un precursor de B es una forma inactiva o menos activa de B que
cambia a la forma activa o mas activa, respectivamente, después de ponerse en contacto con condiciones
fisiolégicas, por ejemplo, administracion a un sujeto. Dichos cambios pueden ser cambios conformacionales o
estructurales, incluyendo, pero no limitado a, cambio de una forma protegida a una forma no protegida de B. Tal y
como se usa en la presente memoria, dicho cambio no incluye la liberacion de los PGC conjugados de esta
descripcion.

Como se entendera en la técnica, el término "protegido” se refiere a la presencia de un grupo o resto protector que
evita la reaccion del grupo funcional quimicamente reactivo en determinadas condiciones de reaccion. El grupo
protector variara dependiendo del tipo de grupo quimicamente reactivo que se esta protegiendo. Por ejemplo, si el
grupo quimicamente reactivo es una amina o una hidrazida, el grupo protector puede seleccionarse del grupo de
terc-butiloxicarbonilo (t-Boc) y 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc). Si el grupo quimicamente reactivo es un tiol, el
grupo protector puede ser ortopiridildisulfuro. Si el grupo quimicamente reactivo es un acido carboxilico, tal como
acido butanoico o propiénico, o un grupo hidroxilo, el grupo protector puede ser bencilo o un grupo alquilo tal como
metilo o etilo. También pueden usarse en la descripcion otros grupos protectores conocidos en la técnica.

Los términos "resto de unién", "unién" o "conector" se usan en la presente memoria para hacer referencia a restos o
enlaces que se forman como resultado de una reaccion quimica y tipicamente son uniones covalentes. Asi, la unién
representada por enlace R*-B en las férmulas anteriores resulta de la reaccién entre un resto activado, R, en el PGC
con un compuesto biolégicamente activo, es decir, B'. R* es el resto de unidon formado a partir de R después de
reaccion con B', y B es el compuesto biolégicamente activo como se conjuga con el PGC por reaccién de un grupo
funcional en B' con R.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "compuesto biolégicamente activo" se refiere a aquellos
compuestos que presentan una o mas respuestas o acciones biolégicas cuando se administran a un sujeto y
contienen grupos reactivos que contienen restos reactivos que son capaces de reaccionar con y conjugarse con al
menos un PGC activado de la descripcion. El término "molécula biolégicamente activa”, "resto biolégicamente activo"
0 "agente biolégicamente activo" cuando se usa en la presente memoria significa cualquier sustancia que puede
afectar cualesquiera propiedades fisicas o bioquimicas de cualquier sujeto, incluyendo pero no limitado a virus,
bacterias, hongos, plantas, animales, y seres humanos. En particular, tal y como se usa en la presente memoria, las
moléculas biolégicamente activas incluyen cualquier sustancia pretendida para el diagnoéstico, cura, mitigacion,
tratamiento, o prevencion de una enfermedad en seres humanos u otros animales, o para aumentar de otra manera
el bienestar fisico o mental de seres humanos o animales.

Los ejemplos de moléculas biolégicamente activas incluyen, pero no estan limitados a, péptidos, analogos
peptidicos, proteinas, enzimas, moléculas pequefias, agentes de tincion, lipidos, nucledsidos, oligonucledtidos,
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analogos de oligonucledtidos, azucares, oligosacaridos, células, virus, liposomas, microparticulas, superficies y
micelas.

Las clases de agentes biolégicamente activos que son adecuados para uso con la descripcion incluyen, pero no
estan limitados a, quimioquinas, linfoquinas, anticuerpos, receptores solubles, agentes anti-tumorales, agentes anti-
ansiedad, hormonas, factores de crecimiento, antibioticos, fungicidas, agentes fungiestaticos, agentes anti-virales,
agentes esteroideos, agentes antimicrobianos, agentes germicidas, agentes antipiréticos, agentes antidiabéticos,
broncodilatadores, agentes antidiarreicos, agentes de dilatacion coronaria, glicosidos, espasmoliticos, agentes
antihipertensores, antidepresivos, agentes antiansiedad, otros agentes psicoterapéuticos, corticosteroides,
analgésicos, anticonceptivos, farmacos anti-inflamatorios no esteroideos, agentes que disminuyen la glucosa en
sangre, agentes que disminuyen el colesterol, agentes antiiconvulsivos, otros agentes antiepilépticos,
inmunomoduladores, anticolinérgicos, simpatoliticos, simpaticomiméticos, agentes vasodilatadores, anticoagulantes,
antiarritmicos, prostaglandinas que tienen varias actividades farmacolégicas, diuréticos, auxiliares de suefio, agentes
antihistaminicos, agentes antineoplasicos, agentes oncoliticos, antiandrogenos, agentes antimalaria, agentes
antilepra, y varios otros tipos de farmacos. Véase Goodman and Gilman's The Basis of Therapeutics (Novena
Edicion, Pergamon Press Inc., EEUU, 1996) y el indice Merck (Decimotercera Edicion, Merck & Co., Inc., EEUU,
2001).

Los compuestos biolégicamente activos incluyen cualquier compuesto que presenta una respuesta biolégica en su
forma presente, o cualquier compuesto que presenta una respuesta biolégica como resultado de una conversion
quimica de su estructura de su forma presente. Por ejemplo, los compuestos bioldgicamente activos incluiran
cualquier compuesto que contiene un grupo protector que, cuando se escinde, resulta en un compuesto que
presenta una respuesta biologica. Dicha escision puede ser el resultado, por ejemplo, de una reaccion in vivo del
compuesto con enzimas enddgenas o una reaccion de pre-administracion del compuesto, incluyendo su reaccion
con los PGC activados de esta descripcion. Como ejemplo adicional, los compuestos biolégicamente activos
también incluiran cualquier compuesto que experimenta estereotransformacion, in vivo o ex vivo, para formar un
compuesto que presenta una respuesta o accion bioldgica.

Los compuestos biolégicamente activos contienen tipicamente varios sitios reactivos en los que es factible la union
covalente del PGC activado. Por ejemplo, los grupos amino pueden experimentar acilaciones, los grupos sulfhidrilo
pueden experimentar reacciones de adicion y alquilaciones, los grupos carbonilo y carboxilo pueden experimentar
acilaciones, y los grupos aldehido e hidroxilo pueden experimentar aminacion y aminacion reductora. Una o mas de
estas reacciones puede usarse en la preparacion de los compuestos bioldgicamente activos modificados con
polialquilen glicol de la descripcién. Ademas, los compuestos biolégicamente activos pueden modificarse para formar
restos reactivos en el compuesto que facilitan dichas reacciones y la conjugacion resultante al PGC activado.

Los expertos en la técnica reconoceran numerosos mecanismos de reaccion disponibles para facilitar la conjugacion
del PGC activado a un compuesto biolégicamente activo. Por ejemplo, cuando el resto activador, R, es un grupo
hidrazida, puede acoplarse covalentemente a restos sulfhidrilo, azicar, y carbonilo en los compuestos
bioldgicamente activos (después de que estos restos hayan experimentado oxidacion para producir aldehidos). La
reaccion de restos activadores de hidrazida (R) con aldehidos en los compuestos biolégicamente activos (B') crea
una union hidrazona (R*-B). Cuando R es un grupo maleimida, puede hacerse reaccionar con un grupo sulfhidrilo
para formar una union tioéter estable. Si no estan presentes sulfhidrilos en el compuesto biolégicamente activo,
pueden crearse mediante reduccion de disulfuro o a través de la tiolacién con 2-iminotiolano o SATA. Cuando R es
un imidoéster reaccionara con aminas primarias en B' para formar una unién imidoamida. La conjugacion imidoéster
se realiza habitualmente entre pH 8,5-9,0. Cuando se conectan los PGC activados a proteinas biolégicamente
activas, los imidoésteres proporcionan una ventaja sobre otros grupos R ya que no afectan la carga global de la
proteina. Portan una carga positiva a pH fisiolégico, como las aminas primarias que reemplazan. Las reacciones
imidoéster se llevan a cabo entre 0°C y la temperatura ambiente (por ejemplo, a 4°C), o a temperaturas elevadas en
condiciones anhidras. Cuando R es un NHS-éster, su diana principal son las aminas primarias. Los grupos a-amino
accesibles, por ejemplo aquellos presentes en el extremo N de péptidos y proteinas, reaccionan con los NHS-
ésteres para formar un enlace amida covalente.

En algunos casos, R*-B es una unién hidroliticamente estable. Una union hidroliticamente estable significa que la
union es sustancialmente estable en agua y que no reacciona con agua a pH utiles, por ejemplo, la unién es estable
en condiciones fisioldégicas durante un periodo de tiempo prolongado, quiza incluso indefinidamente. En otros casos,
R*-B es una union hidroliticamente inestable o degradable. Una unién hidroliticamente inestable significa que la
union es degradable en agua o en disoluciones acuosas, incluyendo por ejemplo, la sangre. Las uniones
enzimaticamente inestables o degradables también significa que la unién puede degradarse por una o mas enzimas.

Como se entiende en la técnica, los polimeros de polialquileno y relacionados pueden incluir uniones degradables en
el nucleo del polimero o en el grupo conector entre el nucleo del polimero y uno o mas de los grupos funcionales
terminales de la molécula de PGC. Por ejemplo, las uniones éster formadas por la reaccion, por ejemplo, de PGC
acidos carboxilicos o PGC activado acidos carboxilicos con grupos alcohol en un compuesto biolégicamente activo
se hidrolizan generalmente en condiciones fisiologicas para liberar el agente. Otras uniones hidroliticamente
degradables incluyen uniones carbonato; uniones imina que resultan de la reaccién de una amina y un aldehido
(Véase, por ejemplo, Ouchi et al., Polymer Preprints, 38(1): 582-3 (1997)); uniones éster fosfato formadas por la
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reaccion de un alcohol con un grupo fosfato; uniones acetal que son el producto de reacciéon de un aldehido y un
alcohol; uniones ortoéster que son el producto de reacciéon de un formato y un alcohol; uniones peptidicas formadas
por un grupo amino, por ejemplo, en un extremo del PGC, y un grupo carboxilo de un péptido; y uniones
oligonucleotidicas formadas por un grupo fésforamidita, por ejemplo, en el extremo de un polimero, y un grupo
hidroxilo 5' de un oligonucledtido.

El polialquilen glicol P, puede ser polietilen glicol, que tiene la estructura de Férmula Il

Foérmula Il
E-(O-CH,CH,),-

en la que a es un numero entero de 4 a 10.000 y E es hidrogeno o un grupo alquilo C1 a Cy de cadena lineal o
ramificada, un marcador detectable, o un resto adecuado para formar un enlace entre el compuesto de Férmula | 'y
un compuesto biolégicamente activo o precursor de éste.

Asi, cuando E es un resto adecuado para formar un enlace entre el compuesto de Férmula | y un compuesto
bioldgicamente activo o precursor de éste, E puede ser un acido carboxilico, éster, aldehido, hidrato de aldehido,
acetal, hidroxi, hidroxi protegido, carbonato, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, tiol sustituido o no sustituido,
halégeno, amina sustituida o no sustituida, amina protegida, hidrazida, hidrazida protegida, succinimidilo, isocianato,
isotiocianato, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, epdxido, hidroxisuccinimidilo, azol, maleimida, sulfona, alilo,
vinilsulfona, tresilo, sulfo-N-succinimidilo, diona, mesilo, tosilo, o glioxal. Debe entenderse que E debe ser compatible
con R de manera que no ocurra la reaccién entre E y R.

Por "marcador detectable" se quiere decir cualquier marcador capaz de deteccién. Los ejemplos no limitativos
incluyen is6topos radiactivos, restos fluorescentes, restos fosforescentes, restos quimioluminiscentes, y puntos
cuanticos. Otros marcadores detectables incluyen etiquetas de biotina, cisteina, histidina, hemaglutinina, myc o flag.

En algunos casos, E tiene la estructura segun la Férmula Il o Féormula 1V:

Férmula lll

R"——HC—(CHy); (V)i Q—X—CWCW—

Y

Férmula IV

R"—HC~— (CH,);—X——CW,CW,——

Z

Cada Q, X, Y, Z, m, y n son como se han definido anteriormente, y cada W es, independientemente, hidrégeno o un
alquilo C1a Cs.

En esta clase de compuestos, R" es un resto adecuado para formar un enlace entre el compuesto de Férmula lll y
un compuesto biolégicamente activo o precursor de éste; y R™ es un resto adecuado para formar un enlace entre el
compuesto de Férmula IV y un compuesto biolégicamente activo o precursor de éste.

R" y R" pueden ser de acido carboxilico, éster, aldehido, hidrato de aldehido, acetal, hidroxi, hidroxi protegido,
carbonato, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, tiol sustituido o no sustituido, halégeno, amina sustituida o no
sustituida, amina protegida, hidrazida, hidrazida protegida, succinimidilo, isocianato, isotiocianato, ditiopiridina,
vinilpiridina, yodoacetamida, epdxido, hidroxisuccinimidilo, azol, maleimida, sulfona, alilo, vinilsulfona, tresilo, sulfo-N-
succinimidilo, diona, mesilo, tosilo, o glioxal. Debe entenderse que R" y R™ deben ser compatibles con R de manera
que no ocurra la reaccién con R.

Tal y como se usa en la presente memoria, R" y R", después de conjugacién con un compuesto biolégicamente
activo o precursor de éste, forman restos de unién como se ha definido anteriormente. Asi, R** es un resto de unién
formado por la reaccién del grupo R" o R™ en el PGC activado con un grupo funcional reactivo en el compuesto
bioldgicamente activo, de manera que resulta una union covalente entre el PGC y el compuesto biolégicamente
activo. Ry R" o R™ pueden ser el mismo resto o restos diferentes, y el compuesto biolégicamente activo unido a
cada uno puede ser el mismo o diferente.
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Tal y como se usa en la presente memoria, el término "alquilo” se refiere al radical de grupos alifaticos saturados,
incluyendo grupos alquilo de cadena lineal, grupos alquilo de cadena ramificada, grupos cicloalquilo (aliciclico),
grupos cicloalquilo sustituidos con alquilo, y grupos alquilo sustituidos con cicloalquilo. En casos preferidos, un
alquilo de cadena lineal o cadena ramificada tiene 30 o0 menos atomos de carbono en su nucleo (por ejemplo, C4-Csg
para cadena lineal, C3-C3g para cadena ramificada), y mas preferiblemente 20 o menos. Asimismo, los cicloalquilos
preferidos tienen de 3-10 atomos de carbono en su estructura de anillo, y mas preferiblemente tienen 5, 6, 6 7
carbonos en la estructura de anillo.

Ademas, el término "alquilo" (o "alquilo inferior") se pretende que incluya tanto "alquilos no sustituidos" como
"alquilos sustituidos", refiriéndose los ultimos a restos alquilo que tienen sustituyentes que reemplazan un hidrégeno
en uno o mas carbonos del nucleo hidrocarbonado. Dichos sustituyentes pueden incluir, por ejemplo, un haldégeno,
un hidroxilo, un carbonilo (tal como un carboxilo, un alcoxicarbonilo, un formilo, o un acilo), un tiocarbonilo (tal como
un tioéster, un tioacetato, o un tioformato), un alcoxilo, un fosforilo, un fosfonato, un fosfinato, un amino, un amido,
una amidina, una imina, un ciano, un nitro, un azido, un sulfhidrilo, un alquiltio, un sulfato, un sulfonato, un
sulfamoilo, un sulfonamido, un sulfonilo, un heterociclilo, un aralquilo, o un resto aromatico o heteroaromatico. Los
expertos en la técnica entenderan que los restos sustituidos en la cadena hidrocarbonada pueden estar ellos
mismos sustituidos, si es apropiado. Por ejemplo, los sustituyentes de un alquilo sustituido pueden incluir formas
sustituidas y no sustituidas de grupos amino, azido, imino, amido, fosforilo (incluyendo fosfonato y fosfinato),
sulfonilo (incluyendo sulfato, sulfonamido, sulfamoilo, y sulfonato), y sililo, asi como éteres, alquiltios, carbonilos
(incluyendo cetonas, aldehidos, carboxilatos, y ésteres), -CF3, -CN. Los cicloalquilos pueden estar sustituidos
ademas con alquilos, alquenilos, alcoxis, alquiltios, aminoalquilos, alquilos sustituidos con carbonilo, -CF3, -CN.

El término "aralquilo”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a un grupo alquilo sustituido con un grupo
arilo (por ejemplo, un grupo aromatico o heteroaromatico). Los grupos aralquilo ejemplares incluyen, pero no estan
limitados a, bencilo y mas generalmente (CH-).Ph, en el que Ph es un fenilo o fenilo sustituido, y nes 1, 2, 6 3.

Los términos "alquenilo" y "alquinilo" se refieren a grupos alifaticos insaturados analogos en longitud y posible
sustitucién a los alquilos descritos anteriormente, pero que contienen al menos un enlace doble o ftriple,
respectivamente.

A no ser que el numero de carbonos se especifique de otra forma, "alquilo inferior" tal y como se usa en la presente
memoria significa un grupo alquilo, como se ha definido anteriormente, pero que tiene de uno a diez carbonos, mas
preferiblemente de uno a seis atomos de carbono en su estructura de nucleo. Asimismo, "alquenilo inferior" y
"alquinilo inferior" tienen longitudes de cadena similares. Los grupos alquilo preferidos son alquilos inferiores. En
realizaciones preferidas, un sustituyente designado en la presente memoria como alquilo es un alquilo inferior.

El término "arilo" tal y como se usa en la presente memoria incluye grupos aromaticos de un unico anillode 5,6,y 7
miembros que pueden incluir de cero a cuatro heteroatomos, por ejemplo, benceno, pirrol, furano, tiofeno, imidazol,
oxazol, tiazol, triazol, pirazol, piridina, pirazina, piridazina y pirimidina. Aquellos grupos arilo que tienen heteroatomos
en la estructura de anillo también pueden referirse como "heterociclos arilo" o "heteroaromaticos". El anillo aromatico
puede estar sustituido en una o mas posiciones del anillo con los sustituyentes que se han descrito anteriormente,
por ejemplo, halégeno, azida, alquilo, aralquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, hidroxilo, alcoxilo, amino, nitro,
sulfhidrilo, imino, amido, fosfonato, fosfinato, carbonilo, carboxilo, sililo, éter, alquiltio, sulfonilo, sulfonamido, cetona,
aldehido, éster, heterociclilo, restos aromaticos o heteroaromaticos, -CF3, -CN, o semejantes. El término "arilo"
también incluye sistemas de anillo policiclicos que tiene dos o mas anillos ciclicos en los que dos o mas carbonos
son comunes a dos anillos adyacentes (los anillos son "anillos fusionados") en los que al menos uno de los anillos es
aromatico, por ejemplo, los otros anillos ciclicos pueden ser cicloalquilos, cicloalquenilos, cicloalquinilos, arilos, y/o
heterociclilos.

Los términos orto, meta y para se aplican a bencenos disustituidos en 1,2, 1,3, y 1,4, respectivamente. Por ejemplo,
los nombres 1,2-dimetilbenceno y orto-dimetilbenceno son sinénimos.

Los términos “heterociclilo” o “grupo heterociclico” se refieren a estructuras de anillo de 3 a 10 miembros, mas
preferiblemente anillos de 3 a 7 miembros, cuyas estructuras de anillo incluyen uno a cuatro heteroatomos. Los
heterociclos también pueden ser policiclos. Los grupos heterociclilo incluyen, por ejemplo, tiofeno, , tiantreno, furano,
pirano, isobenzofurano, cromeno, xanteno, fenoxatiina, pirrol, imidazol, pirazol, isotiazol, isoxazol, piridina, pirazina,
pirimidina, piridazina, indolizina, isoindol, indol, indazol, purina, quinolizina, isoquinolina, quinolina, ftalazina,
naftiridina, quinoxalina, quinazolina, cinolina, pteridina, carbazol, carbolina, fenantridina, acridina, pirimidina,
fenantrolina, fenazina, fenarsazina, fenotiazina, furazan, fenoxazina, pirrolidina, oxolano, tiolano, oxazol, piperidina,
piperazina, morfolina, lactonas, lactamas tales como azetidinonas y pirrolidinonas, sultamas, sultonas. El anillo
heterociclico puede estar sustituido en una o mas posiciones con sustituyentes como se ha descrito anteriormente,
tales como, por ejemplo, halégeno, alquilo, aralquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, hidroxilo, amino, nitro,
sulfhidrilo, imino, amido, fosfonato, fosfinato, carbonilo, carboxilo, sililo, éter, alquiltio, sulfonilo, cetona, aldehido,
éster, un heterociclilo, un resto aromatico o heteroaromatico. -CF3, -CN.

El término "carbociclo”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a un anillo aromatico o no aromatico en
el que cada atomo del anillo es carbono.

10
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Los heterociclos y carbociclos incluyen estructuras de anillo biciclicas fusionadas y biciclicas con puente.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "nitro" significa -NOg; el término "halégeno" designa -F, -Cl, -Br
o -l; el término "sulfhidrilo" significa -SH; el término "hidroxilo" significa -OH; y el término "sulfonilo" significa -SO,-.

Los términos "amina" y "amino" son reconocidos en la técnica y se refieren tanto a aminas no sustituidas como
5 sustituidas, por ejemplo, un resto que puede representarse por la férmula general:

Rl
/Rlo I +l'3
—N —N—Ry,
Ne. © |
9 Rg

en la que Ry, R1g y R'1o representan cada uno independientemente un hidrégeno, un alquilo, un alquenilo, -(CH2)m-

Rs, 0 Ry y R1p tomados conjuntamente con el atomo de N al que estan unidos completan un heterociclo que tiene de

4 a 8 atomos en la estructura del anillo; Rs representa un arilo, un cicloalquilo, un cicloalquenilo, un heterociclo o un
10 policiclo; y m es cero o un numero entero en el intervalo de 1 a 8.

El término "alquilamina" tal y como se usa en la presente memoria significa un grupo amina, como se ha definido

anteriormente, que tiene un alquilo sustituido o no sustituido unido a él, es decir, al menos uno de Ry y Rig es un

grupo alquilo.

El término "acilamino" se reconoce en la técnica y se refiere a un resto que puede representarse por la formula
15 general:

en la que Ry es como se ha definido anteriormente, y R'11 representa un hidrogeno, un alquilo, un alquenilo o
-(CH2)m-Rs, en el que m y Rg son como se han definido anteriormente.

El término "amido" se reconoce en la técnica como un carbonilo sustituido con amino e incluye un resto que puede
20 representarse por la férmula general:

O

A s,

[

Rlﬂ

en la que Ro, Rip son como se han definido anteriormente. Las realizaciones preferidas de la amida no incluiran
imidas que pueden ser inestables.

El término "amidina" se reconoce en la técnica como un grupo que puede representarse por la formula general:

NRq

25 Ra
en la que Ry, Rig son como se han definido anteriormente.

El término "guanidina" se reconoce en la técnica como un grupo que puede representarse por la férmula general:
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NRg

Ryg

~
Rug

=

en la que Ry, Rig son como se han definido anteriormente.

El término "alquiltio" se refiere a un grupo alquilo, como se ha definido anteriormente, que tiene un radical azufre
unido a él. En realizaciones preferidas, el resto "alquiltio" se representa por uno de -S-alquilo, -S-alquenilo, -S-
alquinilo, y -S-(CH2)n-Rs, en el que m y Rs son como se han definido anteriormente. Los grupos alquiltio
representativos incluyen metiltio, etiltio.

El término "carbonilo" se reconoce en la técnica e incluye restos que pueden representarse por la formula general:

0O O

—u-—uj{—Rll r O _K_H_erl

en la que X es un enlace o representa un oxigeno o un azufre, y Rq1 representa un hidrégeno, un alquilo, un
alquenilo, -(CH2)m-Rs 0 una sal farmacéuticamente aceptable, R'11 representa un hidrégeno, un alquilo, un alquenilo,
0 -(CH2)m-Rs, en el que m y Rg son como se han definido anteriormente. Cuando X es un oxigeno, y R11 0 R'11 no es
hidrégeno, la férmula representa un "éster". Cuando X es un oxigeno, y R11 es como se ha definido anteriormente, el
resto se refiere en la presente memoria como un grupo carboxilo, y particularmente cuando R4 es un hidrégeno, la
férmula representa un "acido carboxilico”. Cuando X es un oxigeno, y R'14 es hidrogeno, la formula representa un
"formato". En general, cuando el atomo de oxigeno de la féormula anterior se reemplaza por azufre, la formula
representa un grupo "tiolcarbonilo". Cuando X es un azufre y R11 0 R'11 no es hidrégeno, la férmula representa un
"tioéster". Cuando X es un azufre y R11 es hidrégeno, la formula representa un "acido tiocarboxilico". Cuando X es
un azufre y R'y1 es hidrégeno, la férmula representa un "tioformato". Por otra parte, cuando X es un enlace, y R11 no
es hidrogeno, la formula anterior representa un grupo "cetona". Cuando X es un enlace, y Rq1 es hidrégeno, la
férmula anterior representa un grupo "aldehido".

Los términos "alcoxilo" o "alcoxi" tal y como se usan en la presente memoria se refieren a un grupo alquilo, como se
ha definido anteriormente, que tiene un radical oxigeno unido a él. Los grupos alcoxilo representativos incluyen
metoxi, etoxi, propiloxi, terc-butoxi. Un "éter" es dos hidrocarburos unidos covalentemente por un oxigeno. De
acuerdo con esto, el sustituyente de un alquilo que convierte al alquilo en éter es o se parece a un alcoxilo, de
manera que puede representarse por uno de -O-alquilo, -O-alquenilo, -O-alquinilo, -O-(CH2)n-Rs, en el que m y Rg
son como se han descrito anteriormente.

El término "sulfonato™ se reconoce en la técnica e incluye un resto que puede representarse por la férmula general:

en la que R41 es un par de electrones, hidrogeno, alquilo, cicloalquilo, o arilo.

El término "sulfato" se reconoce en la técnica e incluye un resto que puede representarse por la formula general:

I
—0—8—ORy;
O

en la que R41 es como se ha definido anteriormente.

El término "sulfonamido" se reconoce en la técnica e incluye un resto que puede representarse por la formula
general:
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0
Il
——— =T ¥
R
O

en la que Rgy R'11 son como se han definido anteriormente.

El término "sulfamoilo" se reconoce en la técnica e incluye un resto que puede representarse por la formula general:

O
I

en la que Roy Ripson como se han definido anteriormente.

El término "sulfonilo", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a un resto que puede representarse por la
férmula general:

l
_ﬁ_RM
O

en la que R4 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo,
heterociclilo, arilo, o heteroarilo.

El término "sulféxido" tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a un resto que puede representarse por la
férmula general:

o]
Il
—S-R,,

en la que R4 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo,
heterociclilo, aralquilo, o arilo.

Se entendera que "sustitucion" o "sustituido con" incluye la condicion implicita de que dicha sustitucion esta de
acuerdo con la valencia permitida del atomo sustituido y el sustituyente y que la sustitucion resulta en un compuesto
estable, por ejemplo, que no experimenta espontdneamente una transformacién tal como por reorganizacion,
ciclacién, eliminacion, etc.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "sustituido" se contempla que incluya todos los sustituyentes
permisibles de compuestos organicos. En un aspecto amplio, los sustituyentes permisibles incluyen sustituyentes
aciclicos y ciclicos, ramificados y no ramificados, carbociclicos y heterociclicos, aromaticos y no aromaticos de
compuestos organicos. Los sustituyentes ilustrativos incluyen, por ejemplo, los descritos anteriormente en la
presente memoria. Los sustituyentes permisibles pueden ser uno o mas y el mismo o diferente para compuestos
organicos apropiados. Para los propdsitos de esta invencion, los heteroatomos tales como nitrégeno pueden tener
sustituyentes hidrogeno y/o cualesquiera sustituyentes permisibles de compuestos organicos descritos en la
presente memoria que satisfagan las valencias de los heteroatomos. Esta invencién no se pretende que esté
limitada de ninguna manera por los sustituyentes permisibles de compuestos organicos.

Una lista completa de las abreviaturas utilizadas por los quimicos organicos con experiencia en la técnica aparece
en el primer nimero de cada volumen del Journal of Organic Chemistry; esta lista se presenta tipicamente en una
tabla titulada Standard List of Abbreviations.

En algunos casos, los compuestos de la descripcion tienen la estructura segun la Férmula V:
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Férmula V
= F

~

P_X“_"Tl i

(L)a

T, 4™ (CH))i—CH—R

X, Y, m n, Z, y R son como se han definido anteriormente, y R es un resto activador como se ha definido
anteriormente, adecuado para formar un enlace entre el compuesto de Férmula V y un compuesto biolégicamente
activo o precursor. En casos particulares, R es un hidrato de aldehido.

P es como se ha definido anteriormente, y puede representarse por la Férmula Il

Férmula Il
E-(0-CH,CH,),-

en la que E es como se ha descrito anteriormente, y en algunos casos, puede representarse por la Formula lll o IV.

T1y T2 son, independientemente, ausente, o un grupo alquilo o heteroalquilo C1 a Cy de cadena lineal o ramificada,
saturado o insaturado, un alquilo ciclico o heteroalquilo ciclico C3 a Cg saturado o insaturado, un grupo arilo o
heteroarilo sustituido o no sustituido, o un alcarilo sustituido o no sustituido en el que el alquilo es un grupo alquilo o
heteroalcarilo C; a Cy saturado o insaturado. Los sustituyentes pueden ser haldégeno, hidroxilo, carbonilo,
carboxilato, éster, formilo, acilo, tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformato, alcoxilo, fosforilo, fosfonato, fosfinato,
amino, amido, amidina, imina, ciano, nitro, azido, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo,
heterociclilo, aralquilo, resto aromatico, resto heteroaromatico, imino, sililo, éter, o alquiltio.

Cuando d es cero, no hay sustituyentes adicionales (L) en el anillo aromatico. Cuando d es un nimero entero de 1 a
4, los sustituyentes (L) pueden ser un grupo alquilo o heteroalquilo C1 a Cy de cadena lineal o ramificada, saturado
o insaturado, un alquilo ciclico o heteroalquilo ciclico C3 a Cg saturado o insaturado, un grupo arilo o heteroarilo
sustituido o no sustituido, o un alcarilo sustituido o no sustituido en el que el alquilo es un grupo alquilo o
heteroalcarilo C; a Cy saturado o insaturado. Los sustituyentes pueden ser haldégeno, hidroxilo, carbonilo,
carboxilato, éster, formilo, acilo, tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformato, alcoxilo, fosforilo, fosfonato, fosfinato,
amino, amido, amidina, imina, ciano, nitro, azido, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo,
heterociclilo, aralquilo, resto aromatico, resto heteroaromatico, imino, sililo, éter, o alquiltio.

Cuando R es un aldehido, los compuestos se encuentran en los representados por la Férmula VI:

Férmula VI

(L)
.fi‘m

| T,—(Y)m —(CHy),

P—X—T;
en la que todas las demas variables son como se han definido anteriormente.

Por ejemplo, cuando X e Y son oxigeno y R es un aldehido, los compuestos de la descripcion se representan por el
compuesto J.
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Compuesto J

(L)a

AN

\:‘ T,—O (CHy); °
=

P—O0—T;

en el que los sustituyentes T4 y T» pueden estar en la organizacion orto, meta, o para.

Cuando los sustituyentes T1 y T2 son grupos alquilo de cadena lineal, y d es cero, los compuestos se representan
5 por la Férmula IX:

Férmula IX:

7
[ (CHyu~——0——(CHn—CH

0—(CHz)u 7

P "

en la que cada u es independientemente cero o un nimero entero de uno a cinco y todas las demas variables son
como se han definido anteriormente. En casos particulares, Z es hidrégeno o metilo.

10 Las clases particulares de compuestos que se encuentran en la Férmula IX pueden representarse por las Férmulas
Vily VIII:

Férmula VII:

Z
H
7 |
——(CH,);
N 0
P—0

Foérmula VIII:

0

=
_:(CH;,_}n ‘(
=

P—0 "H
15

Algunos compuestos de polialquilen glicol activados representativos incluyen los siguientes, en los que el polimero
de polialquilen glicol es PEG o mPEG:
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CHg CH;
@lo‘/]\?o PEG “D,\@ G\/‘\fu
H H
PEG”
8 ' 9
- -
PEG - PEG
H H
16 17 O
H
PEG
0
18

En algunos casos, los compuestos de la descripcién se representan por la Férmula X:

Férmula X:

P—X——{(CHy}y/—CH—R

El

en la que, como anteriormente, n es cero o un numero entero de uno a cinco, y X es O, S, CO, CO,, COS, SO, SO;,
CONR', SO2NR', o NR".

Cuando X es NR', R' puede ser hidrégeno, un grupo alquilo o heteroalquilo C4 a Cy de cadena lineal o ramificada,
saturado o insaturado, alquilo ciclico o heteroalquilo ciclico C3 a Cg saturado o insaturado, un grupo arilo o
heteroarilo sustituido o no sustituido, o un alcarilo sustituido o no sustituido en el que el alquilo es un grupo alquilo o
heteroalcarilo C1 a Cy saturado o insaturado, en el que los sustituyentes se seleccionan del grupo que consiste en
halégeno, hidroxilo, carbonilo, carboxilato, éster, formilo, acilo, tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformato, alcoxilo,
fosforilo, fosfonato, fosfinato, amino, amido, amidina, imina, ciano, nitro, azido, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato,
sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo, heterociclilo, aralquilo, resto aromatico, resto heteroaromatico, imino, sililo, éter, o
alquiltio. Z puede ser un grupo alquilo o heteroalquilo C4 a Cy de cadena lineal o ramificada, saturado o insaturado,
alquilo ciclico o heteroalquilo ciclico C3 a Cg saturado o insaturado, un grupo arilo o heteroarilo sustituido o no
sustituido, o un alcarilo sustituido o no sustituido en el que el alquilo es un grupo alquilo o heteroalcarilo C1 a Cy
saturado o insaturado. Cuando estan presentes, los sustituyentes pueden ser haldgeno, hidroxilo, carbonilo,
carboxilato, éster, formilo, acilo, tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformato, alcoxilo, fosforilo, fosfonato, fosfinato,
amino, amido, amidina, imina, ciano, nitro, azido, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo,
heterociclilo, aralquilo, resto aromatico, resto heteroaromatico, imino, sililo, éter, o alquiltio.

Como se ha definido anteriormente, R es un resto activador adecuado para formar un enlace entre el compuesto de
Férmula X y un compuesto biolégicamente activo o precursor de éste. En algunos casos, R es un hidrato de
aldehido.

P es un polimero de polialquilen glicol como se ha definido anteriormente, y puede representarse por la Férmula Il

Férmula Il
E-(0-CH,CH,),-

en la que E y a son como se han descrito anteriormente, y en algunos casos, puede representarse por la Féormula Il
o IV. En algunos casos, E es metilo, y, por lo tanto, P es mPEG.

Cuando R es un aldehido y X es oxigeno, los compuestos se encuentran en la estructura segun la Férmula XI:
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Férmula XI:
O
p—O0——(CHy), q-
Z

en la que P, Z y n son como se han definido para la Formula X.
Cuando P es mPEG, los compuestos se describen por la Férmula XII:

Férmula XII:

O
CH; (OCH,CH;),0——(CHy), H
Z

y cuando n es uno y Z es metilo, el compuesto se representa por la Formula XIlI:

Foérmula XIlI:

CH, (OCH,CH,),0 H

en la que a es un numero entero de 4 a 10.000.

Los ejemplos de rutas sintéticas para preparar los compuestos segun la descripcion se muestran en los Ejemplos
mas adelante.

La descripcion también incluye composiciones de los compuestos de polialquilen glicol (PEG) activados de la
descripcion y uno o mas compuestos biolégicamente activos. Como se ha descrito anteriormente, los compuestos
bioldgicamente activos son aquellos compuestos que presentan una respuesta o accion bioldgica cuando se
administran a un sujeto. Los compuestos biolégicamente activos no conjugados pueden administrarse a un sujeto
ademas de los compuestos de la descripcion. Ademas, los compuestos biolégicamente activos pueden contener
grupos reactivos que son capaces de reaccionar con y conjugarse con al menos un PGC activado de la descripcion.

La descripciéon también incluye conjugados de los nuevos PGC con compuestos biolégicamente activos. En un caso,
los conjugados se forman a partir de un compuesto de Férmula | y un compuesto biolégicamente activo (B) y se
describen segun la Féormula XIV:

Foérmula XIV:

P—X—Q (Yw—(CH)s—CH—R*—B

Z

3

Como anteriormente, m es cero o uno de manera que Y esta presente o ausente, n es cero o un nimero entero de
uno a cinco, y X e Y son independientemente O, S, CO, CO,, COS, SO, SO,, CONR’, SO2NR’, o NR".

Q es un alquilo ciclico o heteroalquilo ciclico C3 a Cg saturado o insaturado (incluyendo estructuras de anillo
biciclicas fusionadas y biciclicas con puente), un grupo arilo o heteroarilo sustituido o no sustituido, o un alcarilo
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sustituido o no sustituido en el que el alquilo es un grupo alquilo o heteroalcarilo C1 a Cy saturado o insaturado.
Cuando estan presentes, los sustituyentes pueden ser haldégeno, hidroxilo, carbonilo, carboxilato, éster, formilo,
acilo, tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformato, alcoxilo, fosforilo, fosfonato, fosfinato, amino, amido, amidina,
imina, ciano, nitro, azido, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo, heterociclilo, aralquilo, resto
aromatico, resto heteroaromatico, imino, sililo, éter, o alquiltio.

Cada R' y Z es independientemente hidrogeno, un grupo alquilo o heteroalquilo C1 a Cz de cadena lineal o
ramificada, saturado o insaturado, alquilo ciclico o heteroalquilo ciclico C3 a Cg saturado o insaturado, un grupo arilo
o heteroarilo sustituido o no sustituido o un alcarilo sustituido o no sustituido en el que el alquilo es un grupo alquilo o
heteroalcarilo C1a Cy saturado o insaturado, en el que los sustituyentes se seleccionan del grupo que consiste en
halégeno, hidroxilo, carbonilo, carboxilato, éster, formilo, acilo, tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformato, alcoxilo,
fosforilo, fosfonato, fosfinato, amino, amido, amidina, imina, ciano, nitro, azido, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato,
sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo, heterociclilo, aralquilo, resto aromatico, resto heteroaromatico, imino, sililo, éter, y
alquiltio;

R* es un resto de uniéon formado a partir de la reaccion de R con un grupo funcional correspondiente en el
compuesto biolégicamente activo, B, como se ha descrito anteriormente. Por ejemplo, R* se forma a partir de la
reaccion de un resto tal como una funcionalidad acido carboxilico, éster, aldehido, hidrato de aldehido, acetal,
hidroxi, hidroxi protegido, carbonato, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, tiol sustituido o no sustituido,
halégeno, amina sustituida o no sustituida, amina protegida, hidrazida, hidrazida protegida, succinimidilo, isocianato,
isotiocianato, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, epdxido, hidroxisuccinimidilo, azol, maleimida, sulfona, alilo,
vinilsulfona, tresilo, sulfo-N-succinimidilo, diona, mesilo, tosilo, o glioxal con un compuesto biolégicamente activo o
precursor de éste.

P es un polimero de polialquilen glicol como se ha definido anteriormente, y puede representarse por la Férmula Il

Férmula Il

E-(0-CH,CHy),-

en la que E es hidrégeno, un grupo alquilo C1 a Cy de cadena lineal o ramificada (por ejemplo, metilo), un marcador
detectable, o un resto adecuado para formar un enlace entre el compuesto de Formula XIV y un compuesto
bioldgicamente activo o precursor de éste. Como anteriormente, a es un numero entero de 4 a 10.000.

Cuando E es un marcador detectable, el marcador puede ser, por ejemplo, un is6topo radiactivo, un resto
fluorescente, un resto fosforescente, un resto quimioluminiscente, o un punto cuantico.

Cuando E es un resto adecuado para formar un enlace entre el compuesto de Férmula XIV y un compuesto
bioldgicamente activo o precursor de éste, E puede formar un enlace con otra molécula del compuesto
bioldgicamente activo (B) de manera que el compuesto de polialquilen glicol activado se une en cualquier extremo a
una molécula del mismo tipo de compuesto biolégicamente activo, para producir un dimero de la molécula.

En algunos casos, E forma un enlace con un compuesto bioldgicamente activo distinto de B, creando un
heterodimero de compuestos biolégicamente activos o precursores de éstos.

En otros casos, E forma un enlace adicional con el compuesto biolégicamente activo, B, de manera que tanto E
como R estan unidos a través de diferentes grupos funcionales de la misma molécula del compuesto biolégicamente
activo o precursor de éste.

Cuando E es capaz de formar un enlace con un compuesto biolégicamente activo o precursor de éste, E puede ser
igual a o diferente de R y se elige de restos acido carboxilico, éster, aldehido, hidrato de aldehido, acetal, hidroxi,
hidroxi protegido, carbonato, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, tiol sustituido o no sustituido, halégeno,
amina sustituida o no sustituida, amina protegida, hidrazida, hidrazida protegida, succinimidilo, isocianato,
isotiocianato, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, epdxido, hidroxisuccinimidilo, azol, maleimida, sulfona, alilo,
vinilsulfona, tresilo, sulfo-N-succinimidilo, diona, mesilo, tosilo, y glioxal.

Cuando E es capaz de formar un enlace con un compuesto bioldgicamente activo o precursor de éste, E puede
tener la estructura segun la Férmula Il o Férmula IV:

Férmula lll

R"—HC—(CH,); (Y Q—X—CW,CW,—
) f

18



10

15

20

25

30

35

40

ES 2566 797 T3

Férmula IV
R"——HC—(CH,);—X——CW,CW,—

Z

en la que cada Q, X, Y, Z, m, y n son, independientemente, como se ha definido anteriormente, y cada W es,
independientemente, hidrogeno o un alquilo C1 a C7, R" es un resto adecuado para formar un enlace entre el
compuesto de Formula Il y un compuesto biolégicamente activo o precursor de éste, y R" es un resto adecuado
para formar un enlace entre el compuesto de Férmula IV y un compuesto biolégicamente activo o precursor de éste.

R" y R™ se eligen, independientemente, de restos acido carboxilico, éster, aldehido, hidrato de aldehido, acetal,
hidroxi, hidroxi protegido, carbonato, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, tiol sustituido o no sustituido,
halégeno, amina sustituida o no sustituida, amina protegida, hidrazida, hidrazida protegida, succinimidilo, isocianato,
isotiocianato, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, epdxido, hidroxisuccinimidilo, azol, maleimida, sulfona, alilo,
vinilsulfona, tresilo, sulfo-N-succinimidilo, diona, mesilo, tosilo, y glioxal.

Cuando Q en la Férmula XIV es un alcarilo sustituido o no sustituido, el conjugado se forma a partir de un
polialquilen glicol activado de Férmula V y una molécula biolégicamente activa (B), y se describe segun la Férmula
XV:

Férmula XV
= ]

N

P—X—T; yA

L)g

en la que T1 y T2 son, independientemente, ausente, o un grupo alquilo o heteroalquilo C1 a Cy de cadena lineal o
ramificada, saturado o insaturado, un alquilo ciclico o heteroalquilo ciclico Cs a Cg saturado o insaturado, un grupo
arilo o heteroarilo sustituido o no sustituido, o un alcarilo sustituido o no sustituido en el que el alquilo es un grupo
alquilo o heteroalcarilo C1 a Cy saturado o insaturado. Cuando estan presentes, los sustituyentes pueden ser
halégeno, hidroxilo, carbonilo, carboxilato, éster, formilo, acilo, tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformato, alcoxilo,
fosforilo, fosfonato, fosfinato, amino, amido, amidina, imina, ciano, nitro, azido, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato,
sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo, heterociclilo, aralquilo, resto aromatico, resto heteroaromatico, imino, sililo, éter, o
alquiltio. En algunos casos, T4 y Ty, si estan presentes, son un grupo alquilo o heteroalquilo C1 a Cy de cadena
lineal o ramificada, saturado o insaturado.

Ty—— (V)i (CH)—CH—R*—B

L

d es cero (por ejemplo, no hay sustituyentes L en el anillo aromatico) o un niumero entero de 1 a 4. Cada L es,
cuando esta presente, un grupo alquilo o heteroalquilo C1 a Cy de cadena lineal o ramificada, saturado o insaturado,
alquilo ciclico o heteroalquilo ciclico C3 a Cg saturado o insaturado, un grupo arilo o heteroarilo sustituido o no
sustituido, o un alcarilo sustituido o no sustituido en el que el alquilo es un grupo alquilo o heteroalcarilo C1 a Cy
saturado o insaturado. Los sustituyentes pueden ser halégeno, hidroxilo, carbonilo, carboxilato, éster, formilo, acilo,
tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformato, alcoxilo, fosforilo, fosfonato, fosfinato, amino, amido, amidina, imina,
ciano, nitro, azido, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo, heterociclilo, aralquilo, resto
aromatico, resto heteroaromatico, imino, sililo, éter, o alquiltio.

Todas las demas variables son como se han descrito anteriormente, incluyendo P, que es un polimero de
polialquilen glicol, y puede representarse por la Féormula Il

Foérmula Il
E-(O-CH,CH,),-

en la que E es hidrégeno, un grupo alquilo C1 a Cy de cadena lineal o ramificada (por ejemplo, metilo), un marcador
detectable; o un resto adecuado para formar un enlace entre el compuesto de Férmula XV y un compuesto
bioldgicamente activo o precursor de éste. Como anteriormente, a es un numero entero de 4 a 10.000.
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Cuando E es un marcador detectable, el marcador puede ser, por ejemplo, un is6topo radiactivo, un resto
fluorescente, un resto fosforescente, un resto quimioluminiscente, o un punto cuantico.

Cuando E es un resto adecuado para formar un enlace entre el compuesto de Férmula XV y un compuesto
bioldgicamente activo B, E puede formar un enlace con otra molécula del compuesto biolégicamente activo (B) de
manera que el compuesto de polialquilen glicol activado se une en cualquier extremo a una molécula del mismo tipo
de compuesto biolégicamente activo, para producir un dimero de la molécula.

En algunos casos, E forma un enlace con un compuesto bioldgicamente activo distinto de B, creando un
heterodimero de compuestos biolégicamente activos o precursores de éstos.

En otros casos, E forma un enlace adicional con el compuesto biolégicamente activo, B, de manera que tanto E
como R estan unidos a través de diferentes grupos funcionales de la misma molécula del compuesto biolégicamente
activo o precursor de éste.

Cuando E es capaz de formar un enlace con una molécula biolégicamente activa o precursor de ésta, E puede ser
igual a o diferente de R y se elige de restos acido carboxilico, éster, aldehido, hidrato de aldehido, acetal, hidroxi,
hidroxi protegido, carbonato, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, tiol sustituido o no sustituido, halégeno,
amina sustituida o no sustituida, amina protegida, hidrazida, hidrazida protegida, succinimidilo, isocianato,
isotiocianato, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, epdxido, hidroxisuccinimidilo, azol, maleimida, sulfona, alilo,
vinilsulfona, tresilo, sulfo-N-succinimidilo, diona, mesilo, tosilo, y glioxal.

Cuando E puede formar un enlace con un compuesto biolégicamente activo o precursor de éste, en algunos casos,
E puede tener la Formula Il o Férmula IV:

Férmula lll

R"——HC—(CH)r—— (Y)j— Q—X—CW,CW,—
zZ

Férmula IV

Rnr__d' HC {CHE}H . & CWECWZ—

2 s

en la que cada Q, X, Y, Z, m, y n son, independientemente, como se ha definido anteriormente, y cada W es,
independientemente, hidrogeno o un alquilo C1 a C7, R" es un resto adecuado para formar un enlace entre el
compuesto de Formula Il y un compuesto biolégicamente activo o precursor de éste, y R" es un resto adecuado
para formar un enlace entre el compuesto de Formula IV y un compuesto biolégicamente activo o precursor de éste.

R" y R™ se eligen, independientemente, de restos acido carboxilico, éster, aldehido, hidrato de aldehido, acetal,
hidroxi, hidroxi protegido, carbonato, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, tiol sustituido o no sustituido,
halégeno, amina sustituida o no sustituida, amina protegida, hidrazida, hidrazida protegida, succinimidilo, isocianato,
isotiocianato, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, epdxido, hidroxisuccinimidilo, azol, maleimida, sulfona, alilo,
vinilsulfona, tresilo, sulfo-N-succinimidilo, diona, mesilo, tosilo, y glioxal.

Cuando se une en ambos extremos a un compuesto biolégicamente activo o precursor de éste, estas moléculas
bifuncionales pueden representarse segun la Formula XX o Férmula XXI:

Foérmula XX:

(L)
| 5

B—R"CH-(CHy)i (¥)~ Q=X CW;CW(0-CH;CHp):—X T,

Z
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Foérmula XXI:

(L)a : Z B
e
\m )_R"
—=To—(Y)i—(CHz)n
B—R— Eil-l—((:]-}:}“-—}{—cwicwz—(D-CH;CH;}E—X—T1
. 7 s
enlaquecada XeY, Ty Ty, RyZ L Q m,n, a yn soncomo se han descrito anteriormente, y cada W es,
independientemente, hidrégeno o un alquilo C1a C7. R* y R** son, independientemente, restos de unién formados a

partir de la reaccion de R y R" con un compuesto biolégicamente activo o precursor de éste, y B y B' son cada uno
un compuesto biolégicamente activo, o precursor de éste, después de conjugacion con Ry R", respectivamente.

En algunos casos, B y B' son el mismo tipo de compuesto biolégicamente activo. En otros casos, B y B' son
compuestos biolégicamente activos diferentes. En otros casos mas, B y B' son la misma molécula biolégicamente
activa. En casos adicionales, R* y R** son iguales. En otros casos, R* y R** son diferentes. Por ejemplo, en algunos
casos, E puede formar un enlace con otra molécula del compuesto biolégicamente activo (B = B') de manera que el
PGC activado se une en cualquier extremo a una molécula del mismo tipo de compuesto biolégicamente activo, para
producir un dimero de la molécula. En algunos casos, E forma un enlace con un compuesto biolégicamente activo
distinto de B (B no es B'), creando un heterodimero de compuestos biolégicamente activos o precursores de éstos.
En otros casos, E forma un enlace adicional con el compuesto biolégicamente activo, B, de manera que tanto E (a
través de R" o R™) como R se unen a través de diferentes grupos funcionales de la misma molécula del compuesto
bioldgicamente activo o precursor de éste.

En algunos casos, R* o R** es grupo metileno y B o B' es una molécula biolégicamente activa que contiene un grupo
amino, en el que el grupo metileno forma un enlace con el grupo amino en B. Por ejemplo, la amina puede ser el
extremo amino de un péptido, una amina de la cadena lateral de un aminoacido de un péptido, o una amina de un
sustituyente de glicosilacion de un péptido glicosilado. En algunos casos, el péptido es un interferéon, tal como
interferon-beta, por ejemplo, interferén-beta-1a. En algunos casos, este tipo de enlace se forma por una reaccion de
alquilacién reductora.

Cuando los sustituyentes T1y T2 de Formula XV son grupos alquilo de cadena lineal, X e Y son oxigeno, y d es cero,
los conjugados se representan por la Formula XIX:

Foérmula XIX:

7"

i~ (CHy)u O——(CHy)n—CH—R*

= .
0-—' {C Hg::lﬂ ! 7 \B

P

en la que cada u es independientemente cero o un nimero entero de uno a cinco y todas las demas variables son
como se han definido anteriormente. En casos particulares, Z es hidrégeno o metilo.

Las clases particulares de compuestos que se encuentran en la Formula XV pueden representarse por las Férmulas
XVIlI y XVIII formadas a partir de la reaccién de las Férmulas VIl y VIII, respectivamente, con un compuesto
bioldgicamente activo, o precursor de éste:
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Férmula XVII:

Z
B

’,,r‘" ; R*"f
——(CH,);
S
P—0

Foérmula XVIII:

f/" l
\,‘\\
P—0

en la que n es cero o un numero entero de uno a cinco, P es un polimero de polialquilen glicol, como se ha descrito
anteriormente, Z es hidrégeno, un grupo alquilo o heteroalquilo C1 a Cy de cadena lineal o ramificada, saturado o
insaturado, R* es un resto de unién como se ha descrito anteriormente, B es una molécula biolégicamente activa.
Estos compuestos pueden ser bifuncionales o monofuncionales, dependiendo de la identidad de E, como se ha
descrito anteriormente.

B

En algunos casos, R* es un grupo metileno y B es una molécula biolégicamente activa que contiene un grupo amino,
en el que el grupo metileno forma un enlace con el grupo amino en B. Por ejemplo, la amina puede ser el extremo
amino de un péptido, una amina de la cadena lateral de un aminoacido de un péptido, o una amina de un
sustituyente de glicosilacion de un péptido glicosilado. En algunos casos, el péptido es un interferéon, tal como
interferon-beta, por ejemplo, interferén-beta-1a. En algunos casos, este tipo de enlace se forma por una reaccion de
alquilacion reductora.

Los conjugados de la descripcion también pueden formarse a partir de la reacciéon de compuestos segun la Férmula
X con un compuesto biolégicamente activo o precursor de éste, para formar conjugados segun la Férmula XXII:

Foérmula XXIlI:

p—X—(CH,;);—CH—R—B

en la que B es una molécula biolégicamente activa, como se ha descrito anteriormente y n es cero o un nimero
entero de uno a cinco.

Xes O, S, CO, CO,, COS, SO, SO, CONR', SO2NR’, 0 NR’, cuando X es NR', R' es hidrégeno, un grupo alquilo o
heteroalquilo C1 a Cyo de cadena lineal o ramificada, saturado o insaturado, alquilo ciclico o heteroalquilo ciclico Cs a
Cs saturado o insaturado, un grupo arilo o heteroarilo sustituido o no sustituido, o un alcarilo sustituido o no sustituido
en el que el alquilo es un grupo alquilo o heteroalcarilo C; a Cy saturado o insaturado. Si estan presentes, los
sustituyentes pueden ser halégeno, hidroxilo, carbonilo, carboxilato, éster, formilo, acilo, tiocarbonilo, tioéster,
tioacetato, tioformato, alcoxilo, fosforilo, fosfonato, fosfinato, amino, amido, amidina, imina, ciano, nitro, azido,
sulfhidrilo, sulfato, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo, heterociclilo, aralquilo, resto aromatico, resto
heteroaromatico, imino, sililo, éter, o alquiltio.

Z es un grupo alquilo o heteroalquilo C4 a Cy de cadena lineal o ramificada, saturado o insaturado, alquilo ciclico o
heteroalquilo ciclico C3 a Cg saturado o insaturado, un grupo arilo o heteroarilo sustituido o no sustituido, o un
alcarilo sustituido o no sustituido en el que el alquilo es un grupo alquilo o heteroalcarilo C1 a Cy saturado o
insaturado. Los sustituyentes pueden ser halégeno, hidroxilo, carbonilo, carboxilato, éster, formilo, acilo, tiocarbonilo,
tioéster, tioacetato, tioformato, alcoxilo, fosforilo, fosfonato, fosfinato, amino, amido, amidina, imina, ciano, nitro,
azido, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo, heterociclilo, aralquilo, resto aromatico, resto
heteroaromatico, imino, sililo, éter, o alquiltio.

R* es un resto de unién formado a partir de la reaccion de R con un grupo funcional correspondiente en el
compuesto biolégicamente activo, B, como se ha descrito anteriormente. Por ejemplo, R* se forma a partir de la
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reaccion de un resto tal como una funcionalidad acido carboxilico, éster, aldehido, hidrato de aldehido, acetal,
hidroxi, hidroxi protegido, carbonato, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, tiol sustituido o no sustituido,
halégeno, amina sustituida o no sustituida, amina protegida, hidrazida, hidrazida protegida, succinimidilo, isocianato,
isotiocianato, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, epdxido, hidroxisuccinimidilo, azol, maleimida, sulfona, alilo,
vinilsulfona, tresilo, sulfo-N-succinimidilo, diona, mesilo, tosilo, o glioxal con un compuesto biolégicamente activo o
precursor de éste.

En algunos casos, Z es metilo y n es uno.
P es un polimero de polialquilen glicol como se ha definido anteriormente, y puede representarse por la Férmula Il

Férmula Il
E~(O-CH,CHy),~

en la que E es hidrégeno, un grupo alquilo C1 a Cy de cadena lineal o ramificada (por ejemplo, metilo), un marcador
detectable, o un resto adecuado para formar un enlace entre el compuesto de Férmula XXIl y un compuesto
bioldgicamente activo o precursor de éste. Como anteriormente, a es un numero entero de 4 a 10.000.

Cuando E es un marcador detectable, el marcador puede ser, por ejemplo, un is6topo radiactivo, un resto
fluorescente, un resto fosforescente, un resto quimioluminiscente, o un punto cuantico.

Cuando E es capaz de formar un enlace con una molécula biolégicamente activa o precursor de ésta, resulta una
molécula bifuncional. E puede formar un enlace con otra molécula del compuesto biolégicamente activo (B) de
manera que el compuesto de polialquilen glicol activado se une en cualquier extremo a una molécula del mismo tipo
de compuesto bioldgicamente activo, para producir un dimero de la molécula.

En algunos casos, E forma un enlace con un compuesto bioldgicamente activo distinto de B, creando un
heterodimero de compuestos biolégicamente activos o precursores de éstos.

En otros casos, E forma un enlace adicional con el compuesto biolégicamente activo, B, de manera que tanto E
como R estan unidos a través de diferentes grupos funcionales de la misma molécula del compuesto biolégicamente
activo o precursor de éste.

Cuando E es capaz de formar un enlace con una molécula biolégicamente activa o precursor de ésta, E puede ser
igual a o diferente de R y se elige de restos acido carboxilico, éster, aldehido, hidrato de aldehido, acetal, hidroxi,
hidroxi protegido, carbonato, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, tiol sustituido o no sustituido, halégeno,
amina sustituida o no sustituida, amina protegida, hidrazida, hidrazida protegida, succinimidilo, isocianato,
isotiocianato, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, epdxido, hidroxisuccinimidilo, azol, maleimida, sulfona, alilo,
vinilsulfona, tresilo, sulfo-N-succinimidilo, diona, mesilo, tosilo, y glioxal.

En algunos casos, E puede tener la estructura segun la Férmula lll o Férmula IV:

Férmula lll

R"——HC—(CH,r——(¥);m— Q—X—CW,CW,—

Z
Férmula IV

R"——HC—(CH,)——X—CW,CW,—

Z ’

en la que cada Q, X, Y, Z, m, y n son, independientemente, como se ha definido anteriormente, cada W es,
independientemente, hidrogeno o un alquilo C1 a C7, R" es un resto adecuado para formar un enlace entre el
compuesto de Formula Il y un compuesto biolégicamente activo o precursor de éste, y R" es un resto adecuado
para formar un enlace entre el compuesto de Férmula IV y un compuesto biolégicamente activo o precursor de éste.

R" y R™ se eligen, independientemente, de restos acido carboxilico, éster, aldehido, hidrato de aldehido, acetal,
hidroxi, hidroxi protegido, carbonato, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, tiol sustituido o no sustituido,
halégeno, amina sustituida o no sustituida, amina protegida, hidrazida, hidrazida protegida, succinimidilo, isocianato,
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isotiocianato, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, epdxido, hidroxisuccinimidilo, azol, maleimida, sulfona, alilo,
vinilsulfona, tresilo, sulfo-N-succinimidilo, diona, mesilo, tosilo, y glioxal, y pueden ser iguales o diferentes de R.

Cuando se unen a ambos extremos a un compuesto biolégicamente activo o precursor de éste, estas moléculas
bifuncionales pueden representarse segun la Formula XXIV o Féormula XXV:
tr“"'B
R

B"_R-_‘_-CH—F{C}II}“_{Y)“‘_Q_‘X_CWIEWE'_(O'CHzCHz:]E_XJ{CHQ}]:

Foérmula XXIV:

Z ’

Foérmula XXV:

Rn.f B

B'—R=—CH—(CH,);—X—CW,CW; (0-CH,CHy);—X(CHa)y

Z ,

en la que cada X e Y es independientemente O, S, CO, CO,, COS, SO, SO,, CONR’, SO:NR’, 0 NR',ycadaR'y Z
es, independientemente, hidrégeno, un grupo alquilo o heteroalquilo C1 a Cy de cadena lineal o ramificada, saturado
o insaturado.

Q es un alquilo ciclico o heteroalquilo ciclico C3 a Cg saturado o insaturado (incluyendo estructuras de anillo
biciclicas fusionadas y biciclicas con puente), un grupo arilo o heteroarilo sustituido o no sustituido, o un alcarilo
sustituido o no sustituido en el que el alquilo es un grupo alquilo o heteroalcarilo C4 a Cy saturado o insaturado. Si
estan presentes, los sustituyentes pueden ser halégeno, hidroxilo, carbonilo, carboxilato, éster, formilo, acilo,
tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformato, alcoxilo, fosforilo, fosfonato, fosfinato, amino, amido, amidina, imina,
ciano, nitro, azido, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo, heterociclilo, aralquilo, resto
aromatico, resto heteroaromatico, imino, sililo, éter, o alquiltio.

Cada W es, independientemente, hidrogeno o un alquilo C1a C7, m es cero o uno, a es un numero entero de 4 a
10.000, y cada n es independientemente 0 o un nimero entero de 1 a 5.

R* y R* son independientemente restos de union como se ha descrito anteriormente, B y B' son
independientemente moléculas biolégicamente activas y pueden ser iguales o diferentes.

E (a través de R" o R"™) puede formar un enlace con otra molécula del compuesto biolégicamente activo (B) de
manera que el compuesto de polialquilen glicol activado se une en cualquier extremo a una molécula del mismo tipo
de compuesto biolégicamente activo, para producir un dimero de la molécula.

En algunos casos, E (a través de R" o R™) forma un enlace con un compuesto bioldgicamente activo distinto de B,
creando un heterodimero de compuestos bioldgicamente activos o precursores de éstos.

En otros casos, E (a través de R" o R™) forma un enlace adicional con el compuesto biolégicamente activo, B, de
manera que tanto E como R estan unidos a través de diferentes grupos funcionales de la misma molécula del
compuesto biolégicamente activo o precursor de éste.

R" y R" pueden ser iguales que o diferentes de R, y se eligen de restos acido carboxilico, éster, aldehido, hidrato de
aldehido, acetal, hidroxi, hidroxi protegido, carbonato, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, tiol sustituido o no
sustituido, halégeno, amina sustituida o no sustituida, amina protegida, hidrazida, hidrazida protegida, succinimidilo,
isocianato, isotiocianato, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, epdxido, hidroxisuccinimidilo, azol, maleimida,
sulfona, alilo, vinilsulfona, tresilo, sulfo-N-succinimidilo, diona, mesilo, tosilo, y glioxal.

En algunos casos, R* o R** es grupo metileno y B o B' es una molécula biolégicamente activa que contiene un grupo
amino, en el que el grupo metileno forma un enlace con el grupo amino en B. Por ejemplo, la amina puede ser el
extremo amino de un péptido, una amina de la cadena lateral de un aminoacido de un péptido, o una amina de un
sustituyente de glicosilacion de un péptido glicosilado. En algunos casos, el péptido es un interferéon, tal como
interferon-beta, por ejemplo, interferén-beta-1a. En algunos casos, este tipo de enlace se forma por una reaccion de
alquilacién reductora.
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Los conjugados de la descripcion pueden prepararse acoplando un compuesto biolégicamente activo con un
compuesto polialquilen glicol como se describe en los Ejemplos. En algunos casos, el acoplamiento se consigue
mediante una reduccién de alquilacién reductora.

Los compuestos biolégicamente activos de interés incluyen cualquier sustancia pretendida para el diagnéstico, cura,
mitigacion, tratamiento, o prevencion de una enfermedad en seres humanos u otros animales, o para aumentar de
otra manera el bienestar fisico o mental de seres humanos o animales. Los ejemplos de moléculas biolégicamente
activas incluyen, pero no estan limitados a, péptidos, analogos peptidicos, proteinas, enzimas, moléculas pequefias,
agentes de tincion, lipidos, nucledsidos, oligonucleétidos, analogos de oligonucledtidos, azucares, oligosacaridos,
células, virus, liposomas, microparticulas, superficies y micelas. Esta clase de compuestos también incluye
precursores de estos tipos de moléculas. Las clases de agentes bioldgicamente activos que son adecuados para
uso con la descripcion incluyen, pero no estan limitados a, citoquinas, quimioquinas, linfoquinas, receptores solubles,
anticuerpos, antibiéticos, fungicidas, agentes anti-virales, agentes anti-inflamatorios, agentes anti-tumorales, agentes
cardiovasculares, agentes anti-ansiedad, hormonas, factores de crecimiento, agentes esteroideos.

El compuesto biolégicamente activo puede ser un péptido, tal como un interferdn, incluyendo interferon-beta (por
ejemplo, interferén-beta-1a) o interferén-alfa.

Como la modificacion polimérica con un PGC de la descripcion reduce las respuestas antigénicas, un péptido
extrafio no necesita ser completamente autdlogo con el fin de usarse como un terapéutico. Por ejemplo, un péptido,
tal como interferén, usado para preparar conjugados de polimero puede prepararse a partir de un extracto de
mamifero, tal como interferon humano, de rumiante, o bovino, o puede producirse sintéticamente o
recombinantemente.

Por ejemplo, en un aspecto, la descripcion esta dirigida a compuestos y métodos para tratar afecciones que son
susceptibles de tratamiento con interferén alfa o beta.

La administracion de un interferén beta conjugado con polialquilen glicol (de aqui en adelante "PGC IFN-beta", "PGC
IFN-B", por ejemplo, PEG IFN-beta", "PEG IFN-B" "IFN-beta PEGilado", o "IFN-B PEGilado") proporciona beneficios
terapéuticos mejorados, mientras reduce sustancialmente o elimina completamente los efectos secundarios no
deseables asociados normalmente con regimenes de ftratamiento con interferon alfa o beta utilizados
convencionalmente.

El PGC IFN-beta puede prepararse uniendo un polimero de polialquilen glicol al grupo amino terminal de la molécula
IFN beta. Una unica molécula de polialquilen glicol activado puede conjugarse con el extremo N de IFN beta
mediante una reaccién de alquilacién reductora.

El conjugado PGC IFN-beta puede formularse, por ejemplo, como un liquido o un polvo liofilizado para inyeccion. El
objetivo de la conjugacién de IFN beta con un PGC es mejorar la administracion de la proteina prolongando
significativamente su vida media en plasma, y proporcionar de esta manera actividad prolongada de IFN beta.

El término "interferén" o "IFN" tal y como se usa en la presente memoria significa la familia de proteinas especificas
de especie altamente homologas que inhiben la replicacion viral y la proliferacion celular y modulan la respuesta
inmune. Los interferones humanos se agrupan en dos clases; Tipo |, que incluye interferon a y 3, y Tipo Il, que esta
representado solo por el interferon y. Se han desarrollado formas recombinantes de cada grupo y estan disponibles
comercialmente. Los subtipos en cada grupo se basan en caracteristicas antigénicas/estructurales.

Los términos "beta interferén", "beta-interferon ", "beta IFN ", "beta-IFN", "B interferon”, "B-interferén”, "B IFN ", "B-
IFN", "interferén beta", "interferon-beta", "interferén B", "interferén-B", "IFN beta", "IFN-beta", "IFN B", "IFN-B", e
"interferén de fibroblastos humanos" se usan indistintamente en la presente memoria para describir miembros del
grupo del interferén beta que tienen secuencias de aminoacidos distintas como se han identificado mediante el
aislamiento y secuenciacion del ADN que codifica los péptidos.

Ademas, "beta interferon 1a", "beta interferon-1a ", "beta-interferén 1a", "beta-interferon-1a" "beta IFN 1a", "beta IFN-
1a", "beta-IFN 13", "beta-IFN-1a", "B interferén 1a", "B interferén-1a", "B-interferén 1a", "B-interferon-1a", "B IFN 1a",
"B IFN-1a", "B-IFN 1a", "B-IFN-1a", "interferén beta 1a", "interferén beta-1a", "interferon-beta 1a", "interferén-beta-1a",
"interferén B 1a", "interferén p-1a", "interferon-g 1a", interferén-p-1a", "IFN beta 1a", "IFN beta-1a", "IFN-beta 1a",
"IFN-beta-1a", "IFN B 1a", "IFN B-1a", "IFN-B 1a", "IFN-B-1a" se usan indistintamente en la presente memoria para
describir interferon beta producido recombinantemente o sintéticamente que tiene las secuencias de aminoacidos
naturales (de tipo salvaje).

La llegada de la tecnologia de ADN recombinante aplicada a la produccion de interferon ha permitido que se
sinteticen con éxito varios interferones humanos, permitiendo de esta manera la fermentacion a gran escala,
produccion, aislamiento, y purificacion de varios interferones a homogeneidad. El interferon producido
recombinantemente retiene parte o la mayor parte de sus actividades antivirales e inmunomoduladoras in vitro e in
vivo. También se entiende que las técnicas recombinantes también podrian incluir un sitio de glicosilacion para la
adicion de un resto de carbohidrato en el polipéptido derivado recombinantemente.
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También se contempla la construccion de plasmidos de ADN recombinante que contiene secuencias que codifican al
menos parte de interferén de fibroblastos humanos y la expresién de un polipéptido que tiene actividad inmunoldgica
o biologica de interferon de fibroblastos humanos. La construccion de genes de interferon-beta hibridos que
contienen combinaciones de diferentes secuencias de subtipo puede conseguirse por técnicas conocidas para los
expertos en la técnica.

Los interferones-beta recombinantes adecuados tipicos que pueden usarse en la practica de la invencion incluyen
pero no estan limitados a interferon beta-1a tal como AVONEX® disponible en Biogen, Inc., Cambridge, MA, e
interferén-beta-1b tal como BETASERON® disponible en Berlex, Richmond, CA.

Hay muchos mecanismos por los que los productos génicos inducidos por IFN proporcionan efectos protectores
frente a la infeccion viral. Dichos efectos inhibidores virales ocurren en diferentes estadios del ciclo de vida viral.
Véase la Patente U.S. No. 6.030.785. Por ejemplo, IFN puede inhibir la retirada de la cubierta de particulas virales,
penetracion, y /o fusién causadas por virus.

Las afecciones que pueden tratarse segun la presente invencion son generalmente aquellas que son susceptibles a
tratamiento con interferon. Por ejemplo, las afecciones susceptibles incluyen aquellas que responderian
positivamente o favorablemente (como se conocen estos términos en las técnicas médicas) a terapia basada en
interferén beta. Para los propésitos de la invencion, las afecciones que pueden tratarse con terapia de interferén
beta descritas en la presente memoria incluyen aquellas afecciones en las que el tratamiento con un interferon beta
muestra alguna eficacia, pero en las que los efectos secundarios negativos del tratamiento con IFN- pesan mas
que los beneficios. El tratamiento segun los métodos de la descripcion resulta en efectos secundarios
sustancialmente reducidos o eliminados comparado con el tratamiento con interferéon beta convencional. Ademas,
las afecciones que tradicionalmente se piensa que son refractarias a tratamiento con IFN-, o aquellas para las que
es poco practico el tratamiento con una dosis manejable de IFN-B, pueden tratarse segun los métodos de la
presente descripcion.

Los compuestos PGC IFN- de la descripcion pueden usarse solos o en combinacién con uno o mas agentes Utiles
para el tratamiento de una afeccién particular. Se ha realizado al menos un estudio piloto de interferén beta-1a
recombinante para el tratamiento de hepatitis C crénica. Véase, generalmente, Habersetzer et al., Liver 30: 437-441
(2000). Por ejemplo, los compuestos pueden administrarse en combinacion con agentes antivirales conocidos para
el tratamiento de una infeccion viral. Véase Kakumu et al., Gastroenterology 105: 507-12 (1993) y Pepinsky, et al., J.
Pharmacology and Experimental Therapeutics, 297: 1059-1066 (2001).

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "antivirales" puede incluir, por ejemplo, moléculas pequefias,
péptidos, azucares, proteinas, moléculas derivadas de virus, inhibidores de proteasas, analogos de nucleétidos y/o
analogos de nucledsidos. Una "molécula pequefia” como se usa el término en la presente memoria se refiere a una
molécula organica de menos de aproximadamente 2.500 amu (unidades de masa atémica), preferiblemente menor
de aproximadamente 1.000 amu. Los ejemplos de compuestos antivirales adecuados incluyen, pero no estan
limitados a, ribavirina, levovirina, MB6866, zidovudina 3TC, FTC, aciclovir, ganciclovir, viramida, VX-497, VX-950, e
ISIS-14803.

Las afecciones ejemplares que pueden tratarse con interferdn incluyen, pero no estan limitadas a, trastornos de la
proliferacion celular, en particular esclerosis multiple, cancer (por ejemplo, leucemia de células pilosas, sarcoma de
Kaposi, leucemia mielégena cronica, mieloma multiple, carcinoma de células basales y melanoma maligno, cancer
de ovario, linfoma de células T cutaneas), e infecciones virales. Sin limitacion, el tratamiento con interferon puede
usarse para tratar afecciones que se beneficiarian de la inhibicién de la replicacion de virus sensibles a interferén.
Por ejemplo, el interferon puede usarse solo o en combinacién con AZT en el tratamiento del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH)/SIDA o en combinacion con ribavirina en el tratamiento de VHC. Las infecciones
virales que pueden tratarse segun la invencion incluyen, pero no estan limitadas a, hepatitis A, hepatitis B, hepatitis
C, otras hepatitis no A/no B, virus del herpes, virus de Epstein-Barr (VEB), citomegalovirus (CMV), herpes simple,
virus de herpes humano tipo 6 (VHH-6), papiloma, poxvirus, picornavirus, adenovirus, rinovirus, virus linfotrépico T
humano tipo 1 y 2 (VLTH-1/-2), rotavirus humano, rabia, retrovirus incluyendo VIH, encefalitis, e infecciones
respiratorias virales. Los métodos de la descripcidon también pueden usarse para modificar varias respuestas
inmunes.

Se ha observado una correlacién entre el genotipo de VHC y la respuesta a terapia de interferén. Véanse, la Patente
U.S. No. 6.030.785; Enomoto et al., N. Engl. J. Med. 334:77-81 (1996); Enomoto et al., J. Clin. Invest. 96:224-30
(1995). La proporcion de respuesta en pacientes infectados con VHC-1b es menos del 40%. Véase la Patente U.S.
No. 6.030.785. También se han observado proporciones de respuesta bajas similares en pacientes infectados con
VHC-1a. Véanse id.; Hoofnagel et al., Intervirology 37:87-100 (1994). Sin embargo, la proporcién de respuesta en
pacientes infectados con VHC-2 es cercana al 80%. Véase la Patente U.S. No. 6.030.785; Fried et al., Semin. Liver
Dis. 15:82-91 (1995). De hecho, se encontré que una secuencia de aminoacidos de una region discreta de la
proteina NS5A del genotipo de VHC 1b se correlacionaba con la sensibilidad a interferén. Véase la Patente U.S. No.
6.030.785. Véanse también Enomoto et al. 1996; Enomoto et al. 1995. Esta region se ha identificado como la regién
determinante de la sensibilidad a interferén (ISDR). Véase id.
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El conjugado PGC IFN-beta se administra en una cantidad farmacolégicamente efectiva para tratar cualquiera de las
afecciones descritas anteriormente, y se basa en la actividad de IFN beta del conjugado polimérico. El término
"cantidad farmacolégicamente efectiva" significa la cantidad de un farmaco o agente farmacéutico que incitara la
respuesta biolégica o médica de un tejido, sistema, animal o ser humano que se busca por el investigador o médico.
Es una cantidad que es suficiente para producir significativamente una respuesta clinica positiva mientras se
mantienen niveles disminuidos de efectos secundarios. La cantidad de PGC IFN-beta que puede administrarse a un
sujeto que lo necesita esta en el intervalo de 0,01-100 pg/kg, o mas preferiblemente 0,01-10 pg/kg, administrado en
dosis Unicas o divididas.

La administracion de las dosificaciones descritas puede ser en dias alternos, pero preferiblemente ocurre una vez a
la semana o una vez cada dos semanas. Las dosis se administran durante al menos un periodo de 24 semanas por
inyeccion.

La administracion de la dosis pueden ser oral, topica, intravenosa, subcutanea, intramuscular, o cualquier otro
método sistémico aceptable. Tomando como base el criterio del médico responsable, la cantidad de farmaco
administrada y el régimen de tratamiento usado dependera, por supuesto, de la edad, sexo e historial médico del
paciente que se esta tratando, el recuento de neutréfilos (por ejemplo, la gravedad de la neutropenia), la gravedad
de la afeccion patoldgica especifica y la tolerancia del paciente al tratamiento como se manifiesta por toxicidad local
y por efectos secundarios sistémicos.

En la practica, los conjugados de la descripcion, incluyendo la presente invencion, se administran en cantidades que
seran suficientes para inhibir o prevenir afecciones o enfermedades médicas no deseadas en un sujeto, tal como un
mamifero, y se usan en la forma mas adecuada para dichos propdsitos. Las composiciones son preferiblemente
adecuadas para uso interno e incluyen una cantidad efectiva de un compuesto farmacolégicamente activo de la
descripcion, solo o en combinacidon con otros agentes activos, con uno o mas vehiculos farmacéuticamente
aceptables. Los compuestos son especialmente utiles porque tienen una toxicidad muy baja, si es que la tienen.

Los conjugados descritos en la presente memoria pueden formar el ingrediente activo de una composicion
farmacéutica, y se administran tipicamente en una mezcla con diluyentes, excipientes o vehiculos farmacéuticos
adecuados (referidos colectivamente en la presente memoria como materiales "vehiculares") seleccionados
adecuadamente respecto a la forma pretendida de administracién, esto es, comprimidos orales, capsulas, elixires,
jarabes. Las composiciones incluiran tipicamente una cantidad efectiva de un compuesto activo o la sal
farmacéuticamente aceptable de éste, y ademas, también puede incluir cualesquiera materiales vehiculares como se
usan habitualmente en las ciencias farmacéuticas. Dependiendo del modo pretendido de administracién, las
composiciones pueden estar en forma de dosificacion sélida, semi-sélida o liquida tal como, por ejemplo,
inyectables, comprimidos, supositorios, pildoras, capsulas de liberacién prolongada, polvos, liquidos, suspensiones,
o semejantes, preferiblemente en dosificaciones unitarias.

Las composiciones farmacéuticas convencionales que comprenden una cantidad farmacolégicamente efectiva de un
conjugado, por ejemplo, PGC IFN-beta, junto con vehiculos, adyuvantes, diluyentes, conservantes y/o solubilizantes
farmacéuticamente aceptables pueden usarse en la practica de la descripcion, incluyendo la presente invencion. Las
composiciones farmacéuticas de interferdn incluyen diluyentes de varios tampones (por ejemplo, arginina, Tris-HCI,
acetato, fosfato) que tienen un intervalo de pH y fuerza iénica, vehiculos (por ejemplo, albumina de suero humano),
solubilizantes (por ejemplo, tween, polisorbato), y conservantes (por ejemplo, alcohol bencilico). Véase, por ejemplo,
la Pat. U.S. No. 4.496.537.

La administracién de los compuestos activos descritos en la presente memoria puede ser mediante cualquiera de los
modos de administracion aceptados para agentes terapéuticos. Estos métodos incluyen administracion sistémica o
local tal como modos de administracion oral, nasal, parenteral, transdérmico, subcutaneo, o tépico.

Por ejemplo, para administracion oral en la forma de un comprimido o capsula (por ejemplo, una capsula de
gelatina), el componente de farmaco activo puede combinarse con un vehiculo inerte oral, no toxico,
farmacéuticamente aceptable tal como etanol, glicerol, agua. Ademas, cuando se desea o es necesario, también
pueden incorporarse en la mezcla aglutinantes, lubricantes, agentes disgregantes, y agentes colorantes adecuados.
Los aglutinantes adecuados incluyen almidon, silicato de magnesio aluminio, pasta de almidon, gelatina,
metilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio y/o polivinilpirrolidona, aztcares, edulcorantes de maiz, gomas naturales
y sintéticas tales como goma arabiga, de tragacanto o alginato de sodio, polietilen glicol, ceras. Los lubricantes
usados en estas formas de dosificacion incluyen oleato de sodio, estearato de sodio, estearato de magnesio,
benzoato de sodio, acetato de sodio, cloruro de sodio, silice, talco, acido estearico, su sal de magnesio o calcio, y/o
polietilen glicol. Los disgregantes incluyen, sin limitacion, almidén, metil celulosa, agar, bentonita, almidones de
goma de xantano, agar, acido alginico o su sal de sodio, 0 mezclas efervescentes. Los diluyentes incluyen, por
ejemplo, lactosa, dextrosa, sacarosa, manitol, sorbitol, celulosa y/o glicina.

Los conjugados de la descripcion, incluyendo la presente invencion, también pueden administrarse en dichas formas
de dosificacion oral como comprimidos o capsulas de liberacion prolongada y liberacion sostenida, pildoras, polvos,
granulos, elixires, tinturas, suspensiones, jarabes, y emulsiones.
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Las composiciones liquidas, particularmente inyectables, pueden prepararse, por ejemplo, mediante disolucion,
dispersion, etc. EI compuesto activo se disuelve en o se mezcla con un disolvente farmacéuticamente puro tal como,
por ejemplo, agua, disolucion salina, dextrosa acuosa, glicerol, etanol, para formar de esta manera la disolucién o
suspension inyectable. Ademas, pueden formularse formas sélidas adecuadas para disolucion en liquido antes de la
inyeccion. Las composiciones inyectables son preferiblemente disoluciones o suspensiones acuosas isoténicas. Las
composiciones pueden esterilizarse y/o contener adyuvantes, tales como agentes conservantes, estabilizantes,
humectantes o emulsionantes, estimuladores de la disolucion, sales para regular la presiéon osmética y/o tampones.
Ademas, también pueden contener otras sustancias terapéuticamente valiosas.

Los conjugados de la presente descripcion, incluyendo la presente invencion, pueden administrarse en forma
intravenosa (por ejemplo, bolo o infusidn), intraperitoneal, subcutanea o intramuscular, todas usando formas muy
conocidas para los expertos en las técnicas farmacéuticas. Los inyectables pueden prepararse en formas
convencionales, bien como disoluciones o suspensiones liquidas.

La administracion parenteral inyectable se usa generalmente para inyecciones o infusiones subcutaneas,
intramusculares o intravenosas. Por ejemplo, cuando se usa una inyeccion subcutanea para administrar 0,01-100
pg/kg, o mas preferiblemente 0,01-10 ug/kg de IFN-beta PEGilado durante una semana, pueden administrarse dos
inyecciones de 0,005-50 ug/kg, o mas preferiblemente 0,005-5 ug/kg, respectivamente, a las 0 y 72 horas. Ademas,
una estrategia para administracion parenteral emplea el implante de un sistema de liberacion lenta o liberacion
sostenida, que asegura que se mantiene un nivel constante de dosificacion, segun la Pat. U.S. No. 3.710.795.

Ademas los conjugados preferidos para la presente descripcion, incluyendo la presente invencion, pueden
administrarse en forma intranasal mediante el uso tépico de vehiculos intranasales adecuados, o mediante rutas
transdérmicas, usando las formas de parches cutaneos transdérmicos muy conocidas para los expertos en la
técnica. Para ser administrada en la forma de un sistema de administracion transdérmico, la administracion de la
dosificaciéon sera, por supuesto, continua en lugar de intermitente a lo largo del régimen de dosificacion. Otras
preparaciones topicas preferidas incluyen cremas, pomadas, lociones, aerosoles, pulverizadores y geles, en los que
la cantidad administrada sera 10-100 veces la dosis proporcionada tipicamente por administracién parenteral.

Para las composiciones solidas, pueden usarse excipientes que incluyen grados farmacéuticos de manitol, lactosa,
almidon, estearato de magnesio, sacarina de sodio, talco, celulosa, glucosa, sacarosa, carbonato de magnesio. El
compuesto activo definido anteriormente, también puede formularse como supositorios usando, por ejemplo,
polialquilen glicoles, por ejemplo, propilen glicol, como el vehiculo. En algunos casos, los supositorios se preparan
ventajosamente a partir de emulsiones o suspensiones grasas.

Los conjugados de la presente descripcion, incluyendo la presente invencion, también pueden administrarse en la
forma de sistemas de administracion de liposomas, tales como vesiculas unilamelares pequefas, vesiculas
unilamelares grandes y vesiculas multilamelares. Los liposomas pueden formarse a partir de una variedad de
fosfolipidos, que contienen colesterol, estearilamina, o fosfatidilcolinas. En algunas realizaciones, una pelicula de
componentes lipidicos se hidrata con una disoluciéon acuosa de farmaco para formar una capa lipidica que encapsula
el farmaco, como se describe en la Pat. U.S. No. 5.262.564.

Los conjugados de la presente descripcion también pueden administrarse por el uso de fusiones de inmunoglobulina
como vehiculos individuales a los que se acoplan las moléculas de compuesto. Los compuestos de la presente
descripcion también pueden acoplarse con polimeros solubles como vehiculos de farmaco dirigibles. Dichos
polimeros pueden incluir polivinilpirrolidona, copolimero de pirano, polihidroxipropil-metacrilamida-fenol,
polihidroxietilaspanamidafenol, o polietilenoxidepolilisina sustituida con residuos de palmitoilo. Los conjugados
también pueden acoplarse a proteinas, tales como, por ejemplo, proteinas receptoras y albumina. Ademas, los
compuestos de la presente descripcion pueden acoplarse a una clase de polimeros biodegradables utiles para
conseguir la liberacion controlada de un farmaco, por ejemplo, acido polilactico, poliépsilon caprolactona, acido
polihidroxi butirico, poliortoésteres, poliacetales, polidihidropiranos, policianoacrilatos y copolimeros en bloque de
hidrogeles entrecruzados o anfipaticos.

Si se desea, la composiciéon farmacéutica que se va a administrar también puede contener cantidades menores de
sustancias auxiliares no toxicas tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes tamponadores del pH, y
otras sustancias tales como, por ejemplo, acetato de sodio, oleato de trietanolamina, etc.

El régimen de dosificacion que utiliza los conjugados se selecciona segun una variedad de factores incluyendo tipo,
especie, edad, peso, sexo y afeccion médica del paciente; la gravedad de la afecciéon que se va a tratar; la ruta de
administracion; la funcion renal y hepatica del paciente; y el compuesto particular o sal de éste empleada. También
se consideran la actividad de los compuestos de la descripcion y la sensibilidad del paciente a efectos secundarios.
Un médico o veterinario experto en la técnica puede determinar y prescribir facilmente la cantidad efectiva del
farmaco requerida para prevenir, contrarrestar o parar el progreso de la afeccion.

Las dosificaciones orales de la presente descripcion, cuando se usan para los efectos indicados, variaran entre
aproximadamente 0,01-100 ug/kg/dia oralmente, o mas preferiblemente 0,01-10 pg/kg/dia oralmente. Las
composiciones se proporcionan preferiblemente en la forma de comprimidos ranurados que contienen 0,5-5.000 g,
o mas preferiblemente 0,5-500 pg de ingrediente activo.
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Para cualquier ruta de administraciéon, pueden usarse dosis divididas o Unicas. Por ejemplo, los compuestos de la
presente invencién pueden administrarse diariamente o semanalmente, en una dosis Unica, o la dosificacién total
puede administrarse en dosis divididas de dos, tres o cuatro.

Cualquiera de las composiciones farmacéuticas anteriores puede contener 0,1-99%, 1-70%, o, preferiblemente, 1-
50% de los compuestos activos de la descripcion como ingredientes activos.

Como se ha descrito anteriormente, el curso de la enfermedad y su respuesta a tratamientos con farmaco puede
seguirse por el examen clinico y los datos de laboratorio. La eficacia de la terapia de la invenciéon se determina
mediante el grado en el que se alivian los signos y sintomas previamente descritos de una afeccién, por ejemplo,
hepatitis cronica, y el grado en el que se eliminan o reducen sustancialmente los efectos secundarios normales del
interferdn (es decir, sintomas semejantes a la gripe tales como fiebre, dolor de cabeza, enfriamiento, mialgia, fatiga,
etc. y sintomas relacionados con el sistema nervioso central tales como depresion, parestesia, concentracion
alterada etc.).

En algunas realizaciones, un compuesto polialquilado de la descripciéon (por ejemplo, un interferon PEGilado) se
administra conjuntamente con uno o mas agentes farmacéuticos utiles para el tratamiento de una afeccion particular.
Por ejemplo, una proteina polialquilada puede administrarse en combinacion con un agente antiviral conocido o
agente para el tratamiento de una infeccion viral. Dichos compuestos antivirales incluyen, por ejemplo, ribavirina,
levovirina, MB6866, y zidovudina 3TC, FTC, aciclovir, ganciclovir, viramida, VX497, VX-950, e I1SIS-14803.

El conjugado y antiviral pueden administrarse simultaneamente (por ejemplo, los agentes se administran a un
paciente conjuntamente); administrarse secuencialmente (por ejemplo, los agentes se administran al paciente uno
después del otro); o administrarse alternativamente (por ejemplo, los agentes se administran en una serie repetida,
tal como agente A después agente B, después agente A, etc.).

En la practica de la descripcion, el PGC IFN-beta preferido (por ejemplo, PEG IFN-beta) puede administrarse a
pacientes infectados con el virus de la hepatitis C. Se prefiere el uso de PEG IFN-beta-1a.

Los pacientes se seleccionan para tratamiento a partir de pacientes positivos para anticuerpo anti-VHC con hepatitis
activa crénica documentada por biopsia.

Con el fin de seguir el curso de la replicacion de VHC en los sujetos en respuesta al tratamiento con farmaco, el
ARN de VHC puede medirse en muestras de suero, por ejemplo, mediante un ensayo de reaccion en cadena de la
polimerasa anidada que usa dos conjuntos de cebadores derivados de las regiones génicas no estructurales NS3 y
NS4 del genoma de VHC. Véanse, Farci et al.,, 1991, New Eng. J. Med. 325:98-104. Ulrich et al., 1990. J. Clin.
Invest., 86:1609-1614.

La actividad antiviral puede medirse por cambios en la titulacion del ARN de VHC. Los datos del ARN de VHC
pueden analizarse comparando las titulaciones al final del tratamiento con una medida de linea base pre-tratamiento.
La reduccion en el ARN de VHC sobre la semana 4 proporciona evidencia de actividad antiviral de un compuesto.
Véanse, Kleter et al., 1993, Antimicrob. Agents Chemother. 37(3):595-97; Orito et al., 1995, J. Medical Virology,
46:109-115. Los cambios de al menos dos 6rdenes de magnitud (>2 log) se interpretan como evidencia de actividad
antiviral.

Una persona que padece infeccion de hepatitis C crénica puede presentar uno o mas de los signos o sintomas
siguientes: (a) alanina aminotransferasa (ALT) sérica elevada, (b) ensayo positivo para anticuerpos anti-VHC, (c)
presencia de VHC como se demuestra por un ensayo positivo para ARN de VHC, (d) estigmas clinicos de
enfermedad hepatica cronica, (e) dafio hepatocelular. Dichos criterios no solo pueden usarse para diagnosticar
hepatitis C, sino que pueden usarse para evaluar la respuesta de un paciente al tratamiento con farmaco.

Se sabe que la alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) elevadas ocurren en hepatitis C
incontrolada, y una respuesta completa al tratamiento se define generalmente como la normalizacion de estas
enzimas séricas, particularmente ALT. Véase, Davis et al., 1989, New Eng. J. Med. 321:1501-1506. ALT es una
enzima liberada cuando las células del higado se destruyen y es sintomatica de infeccion por VHC. El interferén
causa la sintesis de la enzima 2',5-oligoadenilato sintetasa (2'5'OAS), que a su vez, resulta en la degradacion del
ARNm viral. Véase, Houglum, 1983, Clinical Pharmacology 2:20-28. El incremento en los niveles séricos de la
2'5'0AS coincide con la disminucion de los niveles de ALT.

El examen histologico de muestras de biopsia de higado puede usarse como un segundo criterio para evaluacion.
Véase, por ejemplo, Knodell et al., 1981, Hepatology 1:431-435, cuyo Iindice de Actividad Histolégica (inflamacion
portal, necrosis fragmentaria en puentes, dafio lobular, y fibrosis) proporciona un método de puntuaciéon para la
actividad de la enfermedad.

La seguridad y tolerabilidad o tratamiento pueden determinarse por evaluaciones clinicas y medida de los recuentos
de células sanguineas blancas y neutrdéfilos. Esto puede evaluarse mediante monitorizacion periédica de parametros
hematolégicos, por ejemplo, recuentos de células sanguineas blancas, neutrdfilos, plaquetas, y células sanguineas
rojas).
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Pueden prepararse varias formulaciones de liberacion prolongada o sostenida adicionales usando métodos
convencionales muy conocidos en la técnica.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1: Sintesis de polialquilen glicoles activados

5 A) Alguilacién de alcoholes

Los polialquilen glicoles activados se sintetizan alquilando un polialquilen glicol que tiene una funcionalidad hidroxilo
terminal libre. Una reaccién genérica se describe en el Esquema I:

Esquema |
(CHy), P (CHzy
POH + Br — xﬂ/ﬁ
A z B z
(CH>), (CHz),
@ 0/ n\/\@}{ . P\_\O _~ H
c ) D

10 El polialquilen glicol (P-OH) se hace reaccionar con el haluro de alquilo (A) para formar el éter (B). El compuesto B
se hidroxila para formar el alcohol (C), que se oxida al aldehido (D). En estos compuestos, n es un nimero entero de
cero a cinco y Z puede ser un grupo alquilo o heteroalquilo C1 a Cy de cadena lineal o ramificada, saturado o
insaturado. Z también puede ser un alquilo ciclico o heteroalquilo ciclico C3a Cr saturado o insaturado, un grupo
arilo o heteroarilo sustituido o no sustituido, o un alcarilo sustituido o no sustituido (el alquilo es un alquilo C1 a Cy

15 saturado o insaturado) o grupo heteroalcarilo. Para los compuestos sustituidos, los sustituyentes pueden ser
halégeno, hidroxilo, carbonilo, carboxilato, éster, formilo, acilo, tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformato, alcoxilo,
fosforilo, fosfonato, fosfinato, amino, amido, amidina, imina, ciano, nitro, azido, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato,
sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo, heterociclilo, aralquilo, resto aromatico, resto heteroaromatico, imino, sililo, éter, o
alquiltio. Tipicamente, P-OH es polietilen glicol (PEG) o monometoxi polietilen glicol (PEGm) que tiene un peso

20 molecular de 5.000 a 40.000 Daltons (Da).

Por ejemplo, la sintesis de mMPEG-0-2-metilpropionaldehido se describe en el Esquema II.

Esquema Il
entonces CHg
CH
NaH soeq. Br o
OH —— P -~
mPEG” mPEG
THF Cat. KI 1
. C C
1. BHy/THF o \)f/DH DMP Ha o
: - — -
PEG mPEG
2. HyOjp, NaOH m CHCL
2 5 H

mPEG-OH con un peso molecular de 20.000 Da (mPEG-OH 20 kDa; 2,0 g, 0,1 mmoles, Sunbio) se traté con NaH
25 (12 mg, 0,5 mmoles) en THF (35 mL). Se afiadieron a la mezcla cincuenta equivalentes de 3-bromo-2-metilpropeno
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(3,34 g, 5 mmoles) y una cantidad catalitica de KI. La mezcla resultante se calento a reflujo durante 16 h. Se afiadio
agua (1 mL) y el disolvente se eliminé en vacio. Al residuo se afiadié CH,Cl» (25 mL) y la capa organica se separo,
se seco sobre Na;SO4 anhidro, y el volumen se redujo hasta aproximadamente 2 mL. Esta disolucion de CHCl; se

afnadi6 a éter (150 mL) gota a gota. El precipitado blanco resultante se recogio, rindiendo 1,9 g de compuesto 1. La
'HRMN (CDCl3, 400 MHz) mostré & 4,98 (s, 1H), 4,91 (s, 1H), 1,74 (s, 3H).

Al compuesto 1 (1,9 g, 0,1 mmoles) en THF (20 mL) y CH,Cl, (2 mL) a 0°C, se afadié BHsen THF (1,0 M, 3,5 mL).
La mezcla se agité en un bafio de hielo durante 1 h. A esta mezcla, se afiadié lentamente NaOH (2,0 M, 2,5 mL),
seguido de 30% H20- (0,8 mL). La reaccién se calenté hasta temperatura ambiente y se agité durante 16 h. Se
sigui6 el procedimiento de procesamiento anterior (CH2Cl>, precipitado de éter) para rendir 1,8 g de 2 como un sélido
blanco. La '"HRMN (CDCl3, 400 MHz) mostro 6 1,80 (m, 1H), 0,84 (d, 3H).

El compuesto 2 (250 mg) se disolvié en CH,Cl; (2,5 mL) y se afiadié peryodinato de Dess-Martin (DMP; 15 mg) con
agitacion durante 30 min a temperatura ambiente. A la mezcla se afiadi® NaHCO3; y Na»S,03 saturado (2 mL) y la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 1 h. Se siguié el procedimiento de procesamiento anterior para

proporcionar 3 (MPEG-O-2-metilpropionaldehido, 120 mg) como un solido blanco. La "HRMN (CDCls, 400 MHz)
mostré 6 9,75 (s, 1H), 2,69 (m, 1H), 1,16 (d, 3H).

Se sigue un procedimiento similar para los alcoholes aromaticos, como se muestra en el Esquema lIl:

Esquema lll
{'ih }Hﬂn
ﬂ‘—\:—h o * P
FA
HO——T)
E A
ﬂ|-h z
\\" T,—0 {CHo5 L‘*-\-.e\_._
F
HD—-—T,
(L4
- F
\'ﬂ T3 o (CHz}y =
G
Br—T,
+ P-OH
[T}d 7
7 |
h\:1 Ty 0 {CHz)s % H
P_D_-Tl l
ﬂ[)a z
\P Ty o (CHy); ‘\l
P——0—"T, on I
Ell-l4 : 7
= .
\? Ty o {CHz)g H
S
P 0—T 0 J
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En general, el alcohol aromatico (E) se hace reaccionar con el haluro de alquilo (A) para formar el mono éter (F). El
grupo alcohol remanente del compuesto F se convierte en el haluro (por ejemplo, bromuro) en el Compuesto G, que
se hace reaccionar con el polialquilen glicol (P-OH) para proporcionar el éter (H). Este compuesto se convierte en el
aldehido (J) a través de hidroboracién al alcohol primario (I) seguido de oxidaciéon. En estos compuestos, n es un
numero entero de cero a cinco, d es cero o un numero entero de uno a cuatro, y Z puede ser un grupo alquilo o
heteroalquilo C1a Cyyde cadena lineal o ramificada, saturado o insaturado. Z también puede ser un alquilo ciclico o
heteroalquilo ciclico Cs a C7 saturado o insaturado, un grupo arilo o heteroarilo sustituido o no sustituido o un alcarilo
sustituido o no sustituido (el alquilo es un alquilo C1 a Cy saturado o insaturado) o grupo heteroalcarilo. Para los
compuestos sustituidos, los sustituyentes pueden ser halégeno, hidroxilo, carbonilo, carboxilato, éster, formilo, acilo,
tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformato, alcoxilo, fosforilo, fosfonato, fosfinato, amino, amido, amidina, imina,
ciano, nitro, azido, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo, heterociclilo, aralquilo, resto
aromatico, resto heteroaromatico, imino, sililo, éter, o alquiltio.

Ademas, T y T, son, independientemente, ausente, o un grupo alquilo o heteroalquilo C1 a Cy de cadena lineal o
ramificada, saturado o insaturado, y puede estar en orto, meta, o para entre si. Cada L (cuando esta presente) es,
independientemente, un grupo alquilo o heteroalquilo Cy a Cy de cadena lineal o ramificada, saturado o insaturado,
alquilo ciclico o heteroalquilo ciclico Csz a C; saturado o insaturado, un grupo arilo o heteroarilo sustituido o no
sustituido o un alcarilo sustituido o no sustituido en el que el alquilo es un grupo alquilo o heteroalcarilo C1 a Cx
saturado o insaturado. Los sustituyentes pueden ser halégeno, hidroxilo, carbonilo, carboxilato, éster, formilo, acilo,
tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformato, alcoxilo, fosforilo, fosfonato, fosfinato, amino, amido, amidina, imina,
ciano, nitro, azido, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo, heterociclilo, aralquilo, resto
aromatico, resto heteroaromatico, imino, sililo, éter, o alquiltio.

Habitualmente, P-OH es polietilen glicol (PEG) o monometoxi polietilen glicol (MPEG) que tiene un peso molecular
de 5.000 a 40.000 Da.

Por ejemplo, la sintesis de mMPEG-O-p-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido (8) se muestra en el Esquema IV;

Esquema IV:

CH,
D\A
\/@’ NaOH \/@’ _ LMLTEA \/@’
— HO Br

2 LiBr
BT\A 4 2

CH,

WaH : entonces \/@,G\/‘LQ-
5
OH 50 eq. . f,.Cr

—_—
mPEG™ - mPEG
THF Cat. KI'
6
CH,
1. BH,/THF OH
3 D\/I\, DM]’ \/E:)/ \,/]\F
e
0.
2. H,05, NaOH mPEG” CHECL mPEG”
1 g

A una disolucién de 4-hidroxibencilalcohol (2,4 g, 20 mmoles) en THF (50 mL) y agua (2,5 mL) se afiadié en primer
lugar hidréxido de sodio (1,5 g, 37,5 mmoles) y entonces 3-bromo-2-metilpropeno (4,1 g, 30 mmoles). Esta mezcla
de reaccion se calento a reflujo durante 16 h. A la mezcla se afiadié 10% acido citrico (2,5 mL) y el disolvente se
elimin6 en vacio. El residuo se extrajo con acetato de etilo (3x15 mL) y las capas organicas combinadas se lavaron
con NaCl saturado (10 mL), se secaron y se concentraron para proporcionar el compuesto 4, (3,3 g, 93%). La
'HRMN (CDCls, 400 MHz) mostré & 7,29 (m, 2H), 6,92 (m, 2H), 5,14 (s, 1H), 5,01 (s, 1H), 4,56 (s 2H), 4,46 (s, 2H),
1,85 (s, 3H).

Se afiadieron cloruro de mesilo (MsCl; 2,5 g, 15,7 mmoles) yt trietil amina (TEA; 2,8 mL, 20 mmoles) a una disolucion
del compuesto 4 (2,0 g, 11,2 mmoles) en CHxCl, (25 mL) a 0°C. y la reacmon se puso en la nevera durante 16 h. Un
procesamiento habitual rindié un aceite amarillo claro (2,5 g, 87%). La "HRMN (CDCls, 400 MHz) mostré & 7,31 (m,
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2H), 6,94 (m, 2H), 5,16 (s, 1 H), 5,01 (s, 1H), 5,03 (s, 2H), 4,59 (s, 2H), 4,44 (s, 2H), 3,67 (s, 3H), 1,85 (s, 3 H). Este
aceite (2,4 g, 9,4 mmoles) se disolvié en THF (20 mL) y se afadio LiBr (2,0 g, 23,0 mmoles). La mezcla de reaccion
se calent6 a reflujo durante 1 h y se enfrid hasta temperatura ambiente. Se afiadié agua (2,5 mL) a la mezcla y el
disolvente se elimind en vacio. El residuo se extrajo con acetato de etilo (3x15 mL) y las capas organicas
combinadas se lavaron con NaCl saturado (10 mL), se secaron sobre Na>;SO4 anhldro y se concentraron para
proporcionar el bromuro deseado 5 (2,3 g, 96%) como un aceite amarillo claro. La "HRMN (CDCls, 400 MHz) mostro
07,29 (m, 2H), 6,88 (m, 2H), 5,11 (s 1H), 4,98 (s, 1H), 4,53 (s, 2H), 4,44 (s, 2H), 1,83 (s, 3H).

Se trat6 mPEG-OH de 20 kDa (2,0 g, 0,1 mmoles, Sunbio) con NaH (12 mg, 0,5 mmoles) en THF (35 mL) y se
afiadio el compuesto 5 (0,55 g, 22,8 mmoles) a la mezcla con una cantidad catalitica de KI. La mezcla resultante se
calent6 a reflujo durante 16 h. Se afadié agua (1,0 mL) a la mezcla y el disolvente se eliminé en vacio. Al residuo se
afadié CHxCl, (25 mL) y la capa organica se separd, se secod sobre Na;SO4 anhidro, y el volumen se redujo hasta
aproximadamente 2 mL. La adicion gota a gota a una dISO|UCIOn de éter (150 mL) resultdé en un precipitado blanco
que se recogioé para rendir 6 (1,5 g) como un polvo blanco. La "HRMN (CDCls, 400 MHz) mostré & 7,21 (d, 2H), 6,90
(d, 2H), 5,01 (s, 1H), 4,99 (s 1H), 4,54 (s, 2H), 4,43 (s, 2H), 1,84 (s, 3H).

A una disolucion del compuesto 6 (1,0 g, 0,05 mmoles) en THF (10 mL) y CH.Cl, (2 mL) enfriada hasta 0°C, se
afadié BHs/THF (1,0 M, 3,5 mL) y la reaccion se agit6 durante 1 h. Se afiadié una disolucién 2,0 M de NaOH (2,5
mL) lentamente y seguido de 30% H>O, (0,8 mL). La mezcla de reaccién se dejé calentar hasta temperatura
ambiente y se agitd durante 16 h. Se siguio el procedlmlento de procesamiento anterior (CH2Cl,, precipitado de éter)
para rendir 7 (350 mg) como un solido blanco. La "HRMN (CDCls, 400 MHz) mostré & 7,21 (d, 2H), 6,84 (d, 2H), 4,54
(s, 2 H), 2,90 (m, 2H), 1,96 (d, 3H).

El compuesto 7 (150 mg, 0,0075 mmoles) se disolvié en CH.Cl, (1,5 mL) y se afiadi6 DMP (15 mg) mientras la
mezcla de reaccion se agitaba a temperatura ambiente durante 1,5 h. La 'HRMN (CDCls, 400 MHz) mostré & 9,76 (s,
1H), 7,21 (d, 2H), 6,78 (d, 2H), 4,44 (s, 2 H), 4,14 (m, 2H), 2,85 (m, 1H), 1,21 (d, 3H). A la mezcla se afiadi6 NaHCO3
saturado (0,5 mL) y Na,S;03 (0,5 mL) y la agitacion continué a temperatura ambiente durante 1 h. Se siguio el
procedimiento de procesamiento anterior (disolucion de CH.Cl,, precipitado de éter) para proporcionar 8 (92 mg)
como un sélido blanco.

De manera similar, se sintetiz6 mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido (9) como se describe en el Esquema
V.

Esquema V:
. CHy
OH 0
HO Na{]H A@’ l MsCl, TEA Br “/g'
2 LiBr
Br u
CHy
0
NaH entonces o MPEG-—, o \/g
OH 50 oq. 42
—_—
mPEG” -
THF Cat. Ki
12
CHy
1. BHy/THF mPEG
’ N e ey
e
2. HyOy, NaOH CH;C]}
13 2

A una disolucién de 3-hidroxibencilalcohol (2,4 g, 20 mmoles) en THF (50 mL) y agua (2,5 mL) se afiadié en primer
lugar hidréxido de sodio (1,5 g, 37,5 mmoles) y entonces 3-bromo-2-metilpropeno (4,1 g, 30 mmoles). Esta mezcla
de reaccion se calento a reflujo durante 16 h. A la mezcla se afiadié 10% acido citrico (2,5 mL) y el disolvente se
elimin6 en vacio. El residuo se extrajo con acetato de etilo (3x15 mL) y las capas organicas combinadas se lavaron
con NaCl saturado (10 mL), se secaron y se concentraron para proporcionar el compuesto 10 (3,2 g, 90%). La
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"HRMN (CDCls, 400 MHz) mostré & 7,26 (m, 1H), 6,94 (m, 2H), 6,86 (m, 1H), 5,11 (s, 1H), 5,01 (s, 1H), 4,61 (s, 1H),
4,44 (s, 2H), 1,82 (s, 3H).

Se afiadieron MsCl (2,5 g, 15,7 mmoles) y TEA (2,8 mL, 20 mmoles) a una disolucién del compuesto 10 (2,0 g, 11,2
mmoles) en CH,Cl» (25 mL) a 0°C. y la reac0|on se puso en la nevera durante 16 h. Un procesamiento habitual rindié
un aceite amarillo claro (2,5 g, 87%). La "HRMN (CDCls, 400 MHz) mostré & 7,31 (m, 1H), 7,05 (m, 2H), 6,91 (m,
1H), 5,16 (s, 1 H), 5,04 (s, 1H), 4,59 (s, 1H), 4,46 (s, 2H), 3,71 (s, 3H), 1,84 (s, 3H). Este aceite (2,4 g, 9,4 mmoles)
se disolvié en THF (20 mL) y se afadié LiBr (2,0 g, 23,0 mmoles). La mezcla de reaccion se calenté a reflujo durante
1 h y se enfri6 hasta temperatura ambiente. A la mezcla se afiadié agua (2,5 mL) y el disolvente se eliminé en vacio.
El residuo se extrajo con acetato de etilo (3x15 mL) y las capas organicas combinadas se lavaron con NaCl saturado
(10 mL), se secaron sobre Na;SO, anhldro y se concentraron para proporcionar el bromuro deseado 11 (2,2 g,
92%) como un aceite amarillo claro. La "THRMN (CDCls, 400 MHz) mostré & 7,29 (m, 1H), 6,98 (m, 2H), 6,85 (m 1H),
5,14 (s, 2H), 4,98 (s, 2H), 4,50 (s, 2H), 4,44 (s, 2H), 1,82 (d, 3H).

Se traté mPEG-OH de 20 kDa (2,0 g, 0,1 mmol, Sunbio) con NaH (12 mg, 0,5 mmoles) en THF (35 mL) y se afadio
el compuesto 11 (0,55 g, 22,8 mmoles) a la mezcla con una cantidad catalitica de KI. La mezcla resultante se
calento a reflujo durante 16 h. Se afiadio agua (1,0 mL) a la mezcla y el disolvente se elimind en vacio. Al residuo se
afadié CHxCl, (25 mL) y la capa organica se separd, se secd sobre Na;SO4 anhidro, y el volumen se redujo hasta
aproximadamente 2 mL. La adicion gota a gota a una disolucion de éter (150 mL) resultdé en un precipitado blanco
que se recogi6 para rendir 12 (1,8 g) como un polvo blanco. La 'HRMN (CDCls, 400 MHz) mostré & 7,19 (m, 1H),
6,88 (m, 2H), 6,75 (m, 1H), 4,44 (s, 2H), 4,10 (m, 2H), 1,82 (d, 3H).

A una disolucion del compuesto 12 (1,0 g, 0,05 mmoles) en THF (7,5 mL) y CH.Cl, (2,5 mL) enfriada hasta 0°C, se
afiadié BH3/THF (1,0 M, 3,5 mL) y la reaccioén se agité durante 1 h. Se afiadié una disolucion 2,0 M de NaOH (3 mL)
lentamente, seguido de 30% H.02 (0,85 mL). La mezcla de reaccion se dejo calentar hasta temperatura ambiente y
se agitd durante 16 h. Se siguio el procedlmlento de procesamiento anterior (CH2Cl,, precipitado de éter) para rendir
13 (450 mg) como un sélido blanco. La "HRMN (CDCls, 400 MHz) mostré & 7,15 (m, 1H), 6,84 (m, 2H), 6,69 (m, 1H),
4,50 (s, 2H), 2,90 (m, 2H), 1,95 (d, 3H).

El compuesto 13 (200 mg, 0,01 mmoles) se disolvio en CH.Cl, (1,5 mL) y se afhadi6 DMP (20 mg) mientras la
mezcla de reaccion se agitaba a temperatura ambiente durante 1 h. La '"HRMN (CDCls, 400 MHz) mostré & 9,74 (s,
1H), 7,17 (m, 1H), 6,86 (m, 2H), 6,74 (m, 1H), 4,48 (s, 2H), 4,15 (m, 2H), 2,78 (m, 1H), 1,22 (d, 3H). A la mezcla se
afadié NaHCOj3 saturado (0,5 mL) y Na»S;03 (0,5 mL) y la agitacion continué a temperatura ambiente durante 1 h.
Se siguio el procedimiento de procesamiento anterior (disolucion de CHCls, precipitado de éter) para proporcionar 9
(142 mg) como un sdlido blanco.

B) Generacion mediante reaccién con alcoholes aromaticos

Los polialquilen glicoles activados se sintetizan por una reaccién de Mitsunobu entre un polialquilen glicol que tiene
una funcionalidad hidroxilo terminal libre y un alcohol aromatico. El esquema de reaccién se describe en el Esquema
VI.

Esquema VI:
s z

HD“"“T[
K

(L)g

| |
P e

P—O—T;
L
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El polialquilen glicol (P-OH) se hace reaccionar con un alcohol (K) para formar el éter (L). En estos compuestos, m
es cero o uno, d es cero o un nimero entero de uno a cuatro, y n es cero o un numero entero de uno a cinco. Y es
0, S, CO, COy, COS, SO, SO, CONR', SO2NR', y NR'. T4 y T» son independientemente, ausente, o un grupo alquilo
o heteroalquilo C1a Cy saturado o insaturado, de cadena lineal o ramificada.

R'y Z son, independientemente, hidrégeno o un grupo alquilo o heteroalquilo Cq a Cy saturado o insaturado, de
cadena lineal o ramificada.

Cada L (si esta presente) es, independientemente, un grupo alquilo o heteroalquilo C1 a Cy de cadena lineal o
ramificada, saturado o insaturado, alquilo ciclico o heteroalquilo ciclico Csza C7 saturado o insaturado, un grupo arilo
o heteroarilo sustituido o no sustituido o un alcarilo sustituido o no sustituido. El alquilo es un grupo alquilo o
heteroalcarilo C1 a Cy saturado o insaturado, y los sustituyentes pueden ser halégeno, hidroxilo, carbonilo,
carboxilato, éster, formilo, acilo, tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformato, alcoxilo, fosforilo, fosfonato, fosfinato,
amino, amido, amidina, imina, ciano, nitro, azido, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo,
heterociclilo, aralquilo, resto aromatico, resto heteroaromatico, imino, sililo, éter, o alquiltio.

P es un polimero de polialquilen glicol. Habitualmente, P-OH es polietilen glicol (PEG) o monometoxi polietilen glicol
(mPEG) que tiene un peso molecular de 5.000 a 40.000 Da.

Por ejemplo, una sintesis de mPEG-O-p-fenilacetaldehido (16) se describe en el Esquema VII.

Esquema VII:
H HO
S'DJ'P? s I'I'IPEG{}H
TEA, DMSO  bIAD
OH H PPhs, !
14 15 CHyCly
N 1 D/k\/ o
n
© H

16

Se sintetizd 4-hidroxifenilacetaldehido (15) como se describe en Heterocycles, 2000, 53, 777-784. Se disolvié 4-
hidroxifenetil alcohol (Compuesto 14, 1,0 g, 7,3 mmoles, Aldrich) en dimetilsulféxido (8 mL, Aldrich). Con agitacion,
se afadié TEA (2,2 mL, 16 mmoles, Aldrich) lentamente. Se disolvié completamente complejo de piridina-triéxido de
azufre (SOzepi) (2,5 g, 16 mmoles, Aldrich) en dimetilsulféxido (9 mL, Aldrich) y esta disolucion se afadié gota a
gota al alcohol, con agitacion vigorosa. Después de agitar durante 1 h a temperatura ambiente, la reaccion se diluyo
con CHxCl,, después se lavd con agua enfriada en hielo. La capa organica se secd sobre Na>SO,, se filtrg, y se
concentré a sequedad. La purificacion usando cromatografia en gel de silice con hexano-acetato de etilo como
eluyente (5:1, después 2:1) rindié 488 mg (49%) de 4-hidroxifenilacetaldehido (15).

El mPEG-OH de 20 kDa (101 mg, 0,005 mmoles) y 4-hidroxifenilacetaldehido (15) (39 mg, 0,29 mmoles) formaron
un azedtropo cuatro veces con tolueno, después se recogieron en CHCl, anhidro (2 mL, Aldrich). A esta disolucion
se afiadi¢ trifenilfosfina (PPhs; 66 mg, 0,25 mmoles, Aldrich) y después diisopropilazodicarboxilato (DIAD; 49 pL,
0,25 mmoles, Aldrich) con agitacion. Después de 3 dias de agitacion a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion
se afadio gota a gota a dietil éter agitado vigorosamente. El precipitado resultante se aislé por filtracion y se lavé
tres veces con dietil éter. El material crudo se recogié en CH,Cl, y se lavé con agua. La capa organica se seco sobre
NazSO., se filtrd, y se concentré a sequedad. El material se recogié en un minimo de CHzCl>, se precipitoé afiadiendo
gota a gota a dietil éter agitado. Este material se recogio por filtracion, se lavo tres veces con dietil éter y se seco
para proporcionar 63 mg (62%) de mPEG-O-p-fenilacetaldehido (16).
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Una sintesis de mPEG-O-p-fenilpropionaldehido (17) se prepard de una manera similar.

ML SO

Se prepar6 4-hidroxifenilpropionaldehido por una sintesis analoga a la de para 4-hidroxifenilacetaldehido
(Heterocycles, 2000, 53, 777-784). Se disolvié 3-(4-hidroxifenil)-1-propanol (1,0 g, 6,6 mmoles, Aldrich) en
dimetilsulfoxido (8 mL, Aldrich). Se afadié TEA (2,0 mL, 14 mmoles, Aldrich) lentamente con agitacion. Se disolvié
completamente complejo de piridina-triéxido de azufre (SOzepi) (2,3 g, 15 mmoles, Aldrich) en dimetilsulféxido (9
mL, Aldrich) y esta disolucion se afiadio gota a gota al alcohol, con agitacion vigorosa. Después de agitar durante 1 h
a temperatura ambiente, la reaccion se diluyé con CH.Cl,, después se lavd con agua enfriada en hielo. La capa
organica se seco sobre Na,SOy4, se filtro, y se concentrd a sequedad. La purificacion usando cromatografia en gel de
silice con hexano-acetato de etilo como eluyente (5:1, después 2:1) rindi6 745 mg (75%) de 4-
hidroxifenilpropionaldehido.

El mPEG-OH de 20 kDa (100 mg, 0,005 mmoles) y 4-hidroxifenilpropionaldehido (40 mg, 0,27 mmoles) formaron un
azeotropo cuatro veces con tolueno, después se recogieron en CH»Cl, anhidro (2 mL, Aldrich). A esta disolucién se
afnadié trifenilfosfina (66 mg, 0,25 mmoles, Aldrich) y después diisopropilazodicarboxilato (49 pL, 0,25 mmoles,
Aldrich) con agitacion. Después de 3 dias de agitacion a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se afiadié
gota a gota a dietil éter agitado vigorosamente. El precipitado resultante se aislo por filtracion y se lavo tres veces
con dietil éter. El material crudo se recogié en CH.Cl, y se lavé con agua. La capa organica se sec6 sobre Na;SOy,
se filtrd, y se concentré a sequedad. El material se recogié en un minimo de CH,Cl,, se precipitdé afiadiendo gota a
gota a dietil éter agitado. Este material se recogié por filtracién, se lavo tres veces con dietil éter y se secd para
proporcionar 60 mg (60%) de mPEG-O-p-fenilpropionaldehido (17).

También se prepar6 mPEG-O-m-fenilacetaldehido (18) de esta manera.

SO W\m

Se prepard 3-hidroxifenilacetaldehido por una sintesis analoga a la de 4-hidroxifenilacetaldehido (Heterocycles,
2000, 53, 777-784). Se disolvio 3-hidroxifenetil alcohol (1,0 g, 7,5 mmoles, Aldrich) en dimetilsulféxido (8 mL,
Aldrich). Se afiadié TEA (2,0 mL, 14 mmoles, Aldrich) lentamente con agitacion. Se disolvié completamente complejo
de piridina-triéxido de azufre (SOsepi) (2,4 g, 15 mmoles, Aldrich) en dimetilsulféxido (8 mL, Aldrich) y esta disolucion
se afiadié gota a gota al alcohol, con agitacion vigorosa. Después de agitar durante 1 h a temperatura ambiente, la
reaccion se paré con agua enfriada en hielo, después se extrajo con CH.Cl,, La capa organica se secé sobre
Na,SO., se filtrd, y se concentré a sequedad. La purificacion usando cromatografia en gel de silice con hexano-
acetato de etilo como eluyente (3:1, después 1:1) rindi6 225 mg (22%) de 3-hidroxifenilacetaldehido.

El mPEG-OH 20 kDa (307 mg, 0,015 mmoles) y 3-hidroxifenilacetaldehido (117 mg, 0,86 mmoles) formaron un
azeotropo cuatro veces con tolueno, después se recogieron en CH»Cl, anhidro (5 mL, Aldrich). A esta disolucién se
afnadio6 trifenilfosfina (200 mg, 0,76 mmoles, Aldrich) y después diisopropilazodicarboxilato (147 pL, 0,75 mmoles,
Aldrich) con agitacion. Después de 3 dias de agitacion a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se afiadié
gota a gota a dietil éter agitado vigorosamente. El precipitado resultante se aislo por filtracion y se lavo tres veces
con dietil éter y se seco para rendir 284 mg (93%) de mPEG-O-m-fenilacetaldehido (18).

Los compuestos PEG-cinamato-N-hidroxi succinimato (NHS) quirales se generan, por ejemplo, como se muestra en
los Esquemas VIl y IX:
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Los compuestos PEG-Dihidrourocanato-NHS también se generan mediante una reaccion de Mitsunobu, como se

muestra en el Esquema X:

{,;T«ka '

acido urocanico

PEQ 1 _
{j/\)\m«ms +
Y .
29 P

Los compuestos PEG-Dihidrocinamato-NHS también se generan a partir de un alcohol aromatico como se muestra

Esquema X
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Los PEG-benzofuranos y PEG-indoles se generan como se muestra en los Esquemas Xll y XIII:

5
en el Esquema XI:
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Esquema XiI|
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C) Generacion mediante reaccién de PEG-aminas

Las PEG aminas se hacen reaccionar con haluros de alquilo para generar PEG-amidas. Un ejemplo de la
generacion de un conjugado PEG-amida-biciclooctano-NHS se muestra en el Esquema XIV:
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Esquema XIV
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Una PEG-amina primaria se conjuga con un haluro de arilo para formar un conjugado PEG-amina secundaria, que
se hace reaccionar bajo condiciones de Heck (un acoplamiento estereoespecifico catalizado por paladio de un

5 alqueno con un haluro organico o triflato que carece de hidrégenos  hibridados en sp3) con un NHS-alqueno para
formar el conjugado PEG deseado. La sintesis de un conjugado que contiene pirimidina se muestra en el Esquema
XV:

Esquema XV
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10 Los conjugados PEG-sulfonamida también se sintetizan de esta manera, como se muestra en el Esquema XVI:
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Esquema XVI
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5 D) Compuestos generados mediante reaccién con heterociclos

Los compuestos PEG se hacen reaccionar con nitrogenos en anillo o no en anillo en heterociclos para formar
especies PEG reactivas. Las reacciones representativas se muestran en los Esquemas XVII para aminopirrolidina y

XVIII para varias piperazinas:

10
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Esquema XVII
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EJEMPLO 2: Preparacion de conjugados peptidicos

Los conjugados peptidicos segun la presente descripcion pueden prepararse haciendo reaccionar una proteina con
una molécula de PGC activada. Por ejemplo, el interferén (IFN) puede hacerse reaccionar con un PEG-aldehido en
presencia de un agente reductor (por ejemplo, cianoborohidruro de sodio) mediante alquilacion reductora para
producir el conjugado PEG-proteina, unido mediante un enlace amina. Véase, por ejemplo, la Patente Europea
0154316 B1.

Se PEGIl6 IFN-B-1a humano con los polialquilen glicoles activados siguientes de la descripcion: mPEG-0-2-
metilpropionaldehido de 20 kDa, mPEG-O-p-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa, mPEG-O-m-metilfenil-O-
2-metilpropionaldehido de 20 kDa, mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa, mPEG-O-p-fenilpropionaldehido de 20
kDa, y mPEG-O-m-fenilacetaldehido de 20 kDa. Las proteinas PEGiladas se purificaron a homogeneidad a partir de
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sus mezclas de reaccion respectivas y se sometieron a una serie de ensayos de caracterizacion para averiguar la
identidad, pureza, y potencia de las proteinas modificadas.

A continuacion aparece una descripcion detallada de la preparacion y caracterizacion de IFN-B-1a humano
modificado con mPEG-0O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa, mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20
kDa, y mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa.

A) Preparacioén y caracterizacion de IFN-B-1a_modificado con mPEG-0O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa

Se PEGIil6 IFN-B-1a humano en su extremo N con mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa. El producto de la
quimica de alquilacion reductora usado para incorporar el PEG en el nicleo de IFN-B-1a resulté en la formacién de
una uniéon amina que es extremadamente estable frente a la degradacién. El IFN-B-1a PEGilado se sometio a
caracterizacion extensa, incluyendo analisis por SDS-PAGE, cromatografia de exclusiéon por tamafio (SEC), mapeo
peptidico, y evaluacion de actividad en un ensayo antiviral in vitro. La pureza del producto, segun se mide por SDS-
PAGE y SEC, fue mayor del 90%. En la muestra PEGilada no hubo evidencia de agregados. Los niveles residuales
de IFN-B-1a no modificado en el producto estuvieron por debajo del limite de cuantificacion, pero parecieron
representar aproximadamente 1% del producto. La actividad especifica del IFN-B-1a PEGilado en el ensayo de
actividad antiviral se redujo aproximadamente 2 veces comparado con el IFN-B-1a no modificado (CEso= 32 pg/mL
para IFN-B-1a modificado con mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa frente a CEso= 14 pg/mL para IFN-3-1a no
modificado). El IFN-B-1a PEGilado a granel se formulé a 30 pg/mL en disolucién salina tamponada con fosfato (PBS)
pH 7,3, que contenia 14 mg/mL de albumina de suero humano (HSA), similar a la formulacion usada para
AVONEX® (Biogen, Cambridge, Mass.) que se ha sometido a caracterizacion extensa. El material fue suministrado
como un liquido congelado que se almacend a -70°C.

Las propiedades del IFN-B-1a modificado con mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa se resumen en la Tabla 1:

Tabla 1. Propiedades del IFN-B-1a modificado con mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa

Eficiencia de PEGilacion >90%
Proporcion IFN-B-1a/PEG 1:1
Pureza >90%
Sitio de union Extremo N
Actividad antiviral CEsg 32 pg/mL

1. Preparaciéon de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa.

Se diluyeron 10 mL de AVONEX® no formulado (IFN-B-1a a granel intermedio, un lote clinico de farmaco a granel
que paso todos los ensayos para uso en seres humanos, a 250 yg/mL en 100 mM fosfato de sodio pH 7,2, 200 mM
NaCl) con 12 mL de 165 mM MES pH 5,0 y 50 yL de 5 N HCI. La muestra se cargd en una columna de SP-Sefarosa
FF de 300 pyL (Pharmacia). La columna se lavé con 3 x 300 yL de 5 mM fosfato de sodio pH 5,5, 75 mM NaCl, y la
proteina se eluyé con 5 mM fosfato de sodio pH 5,5, 600 mM NaCl. Las fracciones de elucién se analizaron para su
absorbancia a 280 nm y se estimd la concentracion de IFN-B-1a en las muestras usando un coeficiente de extincion
de 1,51 para una disoluciébn de 1 mg/mL. Las fracciones del pico se combinaron para proporcionar una
concentracion de IFN-B-1a de 3,66 mg/mL, que se diluyé posteriormente a 1,2 mg/mL con agua.

A 0,8 mL del IFN-B-1a del combinado eluido de la SP-Sefarosa diluido, se afiadieron 0,5 M fosfato de sodio pH 6,0
hasta 50 mM, se afiadié cianoborohidruro de sodio (Aldrich) hasta 5 mM, y se afiadi®6 mPEG-O-2-
metilpropionaldehido de 20 kDa hasta 5 mg/mL. La muestra se incubd a temperatura ambiente durante 16 h en la
oscuridad. El IFN-B-1a PEGilado se purificé de la mezcla de reacciéon en una columna SP-Sefarosa FF de 0,5 mL
como sigue: 0,6 mL de la mezcla de reaccién se diluyeron con 2,4 mL de 20 mM MES pH 5,0, y se carg6 en la
columna de SP-Sefarosa. La columna se lavé con fosfato de sodio pH 5,5, 75 mM NaCl y el IFN-B-1a PEGilado se
eluyo de la columna con 25 mM MES pH 6,4, 400 mM NaCl. El IFN-B-1a PEGilado se purificd adicionalmente en una
columna de FPLC de exclusiéon molecular Superosa 6 HR 10/30 con 5 mM fosfato de sodio pH 5,5, 150 mM NaCl
como la fase movil. La columna de de exclusidon molecular (25 mL) se corrié a 20 mL/h y se recogieron fracciones de
0,5 mL. Las fracciones de elucién se analizaron para contenido de proteina por absorbancia a 280 nm, se
combinaron, y se determind la concentracion de proteina del combinado. La concentracion de IFN-B-1a PEGilado se
indica en equivalentes de IFN ya que el resto de PEG no contribuye a la absorbancia a 280 nm. Se tomaron para
analisis muestras del combinado, y el resto se diluyé hasta 30 pg/mL con tampdn de formulacion que contenia HSA,
se alicuot6 a 0,25 mL/vial, y se almacend a -70°C.

2. Espectro UV de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa purificado.

El espectro UV (240-340 nm) de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa se obtuvo
usando la muestra a granel formulada pre-HSA. La muestra PEGilada presentd un maximo de absorbancia a 278-
279 nm y un minimo de absorbancia a 249-250 nm, consistente con la observada para el intermedio a granel IFN-§-
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1a no modificado. La concentracion de proteina del producto PEGilado se estim¢ a partir del espectro usando un
coeficiente de extincion de 52800’1/°=‘I,51. La concentracion de proteina del granel PEGilado fue 0,23 mg/mL. No
habia turbidez presente en la muestra como es evidente por una ausencia de absorbancia a 320 nm.

3. Caracterizacion de IFN-B-1a modificado con mPEG-0O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa por SDS-PAGE.

Se sometieron 4 ug de IFN-B-1a no modificado y modificado con mPEG-0-2-metilpropionaldehido de 20 kDa a SDS-
PAGE en condiciones reductoras en un gel con un gradiente 10-20%. El gel se tifid con azul brillante de Coomassie
R-250, y se muestra en la Figura 1 (Carril A, marcadores de peso molecular (desde la parte superior a la inferior; 100
kDa, 68 kDa, 45 kDa, 27 kDa, y 18 kDa, respectivamente); Carril B, IFN-B-1a no modificado; Carril C, IFN-3-1a
modificado con mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa). El analisis por SDS-PAGE de IFN-f-1a modificado con
mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa revelé una Unica banda principal con una masa aparente de 55 kDa,
consistente con la modificacién por un Unico PEG. No se detectaron formas de masa superior que resultan de la
presencia de grupos PEG adicionales. En el producto purificado, PEGilado, se detectd IFN-B-1a no modificado; sin
embargo, la cantidad esta por debajo del limite de cuantificacion. El nivel de IFN-B-1a no modificado en la
preparacion se estima que representa solo aproximadamente el 1% de la proteina total.

4. Caracterizacion de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa por cromatografia de
exclusién por tamafio.

Se sometieron IFN-B-1a no modificado y modificado con mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa a SEC en una
columna de FPLC de exclusion molecular analitica Superosa 6 HR10/30 usando PBS pH 7,2 como la fase movil. La
columna se corrié a 20 mL/h y el eluyente se monitorizé para absorbancia a 280 nm, como se muestra en la Figura
2: Panel A: estandares de peso molecular (670 kDa, tiroglobulina; 158 kDa, gamma globulina; 44 kDa, ovalbumina;
17 kDa, mioglobina; 1,3 kDa, vitamina B12), Panel B: IFN--1a modificado con mPEG-O-2-metilpropionaldehido de
20 kDa; Panel C: IFN-B-1a no modificado. El IFN-B-1a modificado con mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa
eluyé como un Unico pico afilado con una masa molecular aparente de aproximadamente 200 kDa, consistente con
el volumen hidrodinamico grande del PEG. No se observd evidencia de agregados. Se detectd IFN-B-1a no
modificado en la preparacion pero estaba por debajo del limite de cuantificacion. Tomando como base el tamafio del
pico, el IFN-B-1a no modificado representa el 1% o menos del producto, consistente con lo observado usando SDS-
PAGE.

5. Andlisis de IFN-B-1a modificado con mPEG-0O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa por mapeo peptidico.

La especificidad de la reaccion de PEGilacion se evaludé por mapeo peptidico. El IFN-B-1a no modificado y
modificado con mMPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa se digirieron con endoproteinasa Lys-C de
Achromobacter (Wako Bioproducts) y los productos de escision resultantes se fraccionaron por HPLC de fase
reversa en una columna Vydac C4 usando un gradiente de 30 min de 0 a 70% acetonitrilo, en 0,1% TFA. El eluyente
de la columna se monitorizé para absorbancia a 214 nm.

Todos los péptidos predichos de la digestion por endoproteinasa Lys-C de IFN--1a se han identificado previamente
por secuenciacion N-terminal y espectrometria de masas (Pepinsky et al., (2001) J Pharmacology and Experimental
Therapeutics 297:1059), y, de éstos, solo el péptido que contiene el extremo N de IFN-B-1a se alteré por
modificacion con mMPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa; como es evidente por su desaparicion del mapa
peptidico. Los datos de mapeo indican por lo tanto que el resto PEG se une especificamente a este péptido. Los
datos indican ademas que la modificacion por PEG esta dirigida al extremo N de la proteina ya que solo la
modificacion N-terminal resultaria en la pérdida especifica de este péptido.

B) Preparacién y caracterizacion de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20
kDa

Se PEGiIl6 IFN-B-1a humano en el extremo N con mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa. El
producto de la quimica de alquilacién reductora que se uso para incorporar el PEG en el nucleo de IFN-B-1a resulta
en la formacion de una unién amina que es extremadamente estable frente a la degradacion. El IFN-3-1a PEGilado
se sometié a caracterizacion extensa, incluyendo analisis por SDS-PAGE, SEC, mapeo peptidico, y evaluacion de
actividad en un ensayo antiviral in vitro. La pureza del producto, segun se mide por SDS-PAGE y SEC, fue mayor del
95%. En la muestra de IFN-B-1a PEGilado no hubo evidencia de agregados. Los niveles residuales de IFN-B-1a no
modificado en el producto estuvieron por debajo del limite de cuantificacién, pero parecieron representar
aproximadamente 1% del producto. La actividad especifica del IFN-B-1a PEGilado en el ensayo de actividad antiviral
se redujo aproximadamente 2 veces comparado con el IFN-B-1a no modificado (CEso= 31 pg/mL para IFN-B-1a
modificado con mMPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa frente a CEso= 14 pg/mL para IFN-3-1a
no modificado). El IFN-B-1a PEGilado a granel se formulé a 30 pg/mL en PBS pH 7,2, que contenia 15 mg/mL de
HSA, similar a la formulacién usada para AVONEX® que se ha sometido a caracterizacion extensa. El material fue
suministrado como un liquido congelado que se almacend a -70°C.

Las propiedades del IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa se
resumen en la Tabla 2:
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Tabla 2. Propiedades del IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa

Eficiencia de P

EGilacién >80%

Proporcion IFN-B-1a/PEG 1:1
Pureza >95%
Sitio de union Extremo N
Actividad antiviral CEsg 31 pg/mL

1. Preparaciéon de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa.

Se diluyeron 80 mL de AVONEX® no formulado (IFN-B-1a a granel intermedio, un lote clinico de farmaco a granel
que paso todos los ensayos para uso en seres humanos, a 254 uyg/mL en 100 mM fosfato de sodio pH 7,2, 200 mM
NaCl) con 96 mL de 165 mM MES pH 5,0, y 400 pL de 5 N HCI. La muestra se cargd en una columna SP-Sefarosa
FF de 1,2 mL (Pharmacia). La columna se lavé con 6,5 mL de 5 mM fosfato de sodio pH 5,5, 75 mM NaCl, y la
proteina se eluyé con 5 mM fosfato de sodio pH 5,5, 600 mM NaCl. Las fracciones de elucién se analizaron para su
absorbancia a 280 nm y se estimé la concentracion de IFN-B-1a en las muestras usando un coeficiente de extincion
de 1,51 para una disolucién de 1 mg/mL. Las fracciones del pico se combinaron para proporcionar una
concentracion de IFN-B-1a de 4,4 mg/mL. A 2,36 mL de los 4,4 mg/mL de IFN-B-1a del combinado de eluato de la
SP-Sefarosa, se afadio 0,5 M fosfato de sodio pH 6,0 hasta 50 mM, se afadié cianoborohidruro de sodio (Aldrich)
hasta 5 mM, y se afiadié mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa, hasta 10 mg/mL. La muestra se
incub6é a temperatura ambiente durante 21 h en la oscuridad. El IFN-B-1a PEGilado se purificé de la mezcla de
reaccion en una columna SP-Sefarosa FF de 8,0 mL como sigue: se diluyeron 9,44 mL de la mezcla de reaccion con
37,7 mL de 20 mM MES pH 5,0, y se carg6 en la columna SP-Sefarosa. La columna se lavé con fosfato de sodio pH
5,5, 75 mM NaCl y después el IFN-B-1a PEGilado se eluyé de la columna con 25 mM MES pH 6,4, 400 mM NaCl. El
IFN-B-1a PEGilado se purificé adicionalmente en una columna de exclusién molecular de FPLC Superosa 6 HR
10/30 con 5 mM fosfato de sodio pH 5,5, 150 mM NaCl como la fase mdvil. La columna de exclusion molecular (25
mL) se corrid a 24 mL/h y se recogieron fracciones de 0,25 mL. Las fracciones de elucion se analizaron para
contenido de proteina por SDS-PAGE, se combinaron, y se determiné la concentraciéon de proteina del combinado.
La concentracion de IFN-B-1a PEGilado se indica en equivalentes de IFN después de ajustar para la contribucién del
PEG a la absorbancia a 280 nm usando un coeficiente de extincion de 2 para una disolucion de 1 mg/mL del IFN-§-
1a PEGilado. Se tomaron muestras del combinado para analisis, y el resto se diluyé hasta 30 ug/mL con tampdn de
formulacion que contenia HSA, se alicuoté a 0,25 mL/vial, y se almacené a -70°C.

2. Espectro UV de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa purificado.

El espectro UV (240-340 nm) de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa
se obtuvo usando la muestra a granel formulada pre-HSA. La muestra PEGilada presentd un maximo de
absorbancia a 278-279 nm y un minimo de absorbancia a 249-250 nm, consistente con la observada para el
intermedio a granel de IFN-B-1a no modificado. La concentracién de proteina del producto PEGilado se estimo a
partir del espectro usando un coeficiente de extincién de €280" = 2,0. La concentracion de proteina del granel
PEGilado fue 0,42 mg/mL. No habia turbidez presente en la muestra como es evidente por la ausencia de
absorbancia a 320 nm.

3. Caracterizacién de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa por SDS-
PAGE.

Se sometieron 2,1 ug de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa a SDS-
PAGE en condiciones reductoras en un gel con un gradiente 4-20%. El gel se tifi6 con azul brillante de Coomassie
R-250. El analisis de SDS-PAGE de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20
kDa reveld una unica banda principal con una masa aparente de 55 kDa consistente con la modificacién por un
unico PEG. En el producto PEGilado purificado se detectd IFN-B-1a no modificado; sin embargo, la cantidad esta por
debajo del limite de cuantificacion. El nivel de IFN-B-1a no modificado en la preparacion se estima que representa
so6lo aproximadamente el 1% de la proteina total.

4. Caracterizacion de IFN-B-1a_modificado con mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa por
cromatografia de exclusién por tamafio.

Se sometié IFN-B-1a modificado con mMPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa a SEC en una
columna de exclusién molecular de FPLC analitica Superosa 6 HR10/30 usando PBS pH 7,0 como la fase movil. La
columna se corrié a 24 mL/h y el eluyente se monitorizé para absorbancia a 280 nm. El IFN-B-1a PEGilado eluyd
como un Unico pico afilado sin evidencia de agregados (Figura 3).
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5. Andlisis de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa por mapeo
peptidico.

La especificidad de la reaccion de PEGilacion se evalué por mapeo peptidico. Se digirieron 13,3 ug de IFN-B-1a no
modificado y modificado con mMPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa con 20% (p/p) de
endoproteinasa Lys-C de Achromobacter (Wako Bioproducts) en PBS que contenia 5 mM DTT, 1 mM EDTA, a pH
7,6, a temperatura ambiente durante 30 h (volumen final = 100 yL). Se afiadieron 4 yL de 1 M DTT y 100 yL de 8 M
urea y las muestras se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente. Los péptidos se separaron por HPLC de fase
reversa en una columna Vydac C+s (214TP51) usando un gradiente de 70 min de 0-63% acetonitrilo, en 0,1% TFA,
seguido de un gradiente de 10 min de 63-80% acetonitrilo, en 0,1% TFA. El eluyente de la columna se monitorizé
para absorbancia a 214 nm.

Todos los péptidos predichos de la digestion por endoproteinasa Lys-C de IFN-B1a se han identificado previamente
por secuenciacion N-terminal y espectrometria de masas (Pepinsky et al., (2001) J Pharmacology and Experimental
Therapeutics 297:1059), y, de éstos, solo el péptido que contiene el extremo N de IFN-B-1a se alteré por
modificacion con mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa; como es evidente por su desaparicion
del mapa. Los datos de mapeo indican por lo tanto que el resto PEG se une especificamente a este péptido. Los
datos indican ademas que la modificacion por PEG esta dirigida al extremo N de la proteina ya que solo la
modificacion N-terminal resultaria en la pérdida especifica de este péptido.

C) Preparacioén y caracterizacion de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa

Se PEGil6 IFN-B-1a humano en el extremo N con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa. El producto de la quimica
de alquilacién reductora que se usé para incorporar el PEG en el nlcleo de IFN-B-1a resulté en la formacion de una
unidbn amina que es extremadamente estable frente a la degradacion. El IFN-B-1a PEGilado se sometio a
caracterizacion extensa, incluyendo analisis por SDS-PAGE, SEC, mapeo peptidico, y evaluacion de actividad en un
ensayo antiviral in vitro. La pureza del producto, segun se mide por SDS-PAGE y SEC, fue mayor del 95%. En la
muestra de IFN-B-1a PEGilado no hubo evidencia de agregados. Los niveles residuales de IFN-B3-1a no modificado
en el producto estuvieron por debajo del limite de cuantificacion, pero parecieron representar aproximadamente 1%
del producto. En un ensayo de estabilidad, no fue evidente ni agregacion ni degradacion de IFN-B-1a modificado con
mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa en tampén Tris pH 7,4, después de una incubacion a 37°C durante hasta 7
dias. La actividad especifica del IFN-B3-1a PEGilado en el ensayo de actividad antiviral se redujo aproximadamente 2
veces comparado con el IFN-B-1a no modificado (CEso= 31 pg/mL para IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-
fenilacetaldehido de 20 kDa frente a CEso= 14 pg/mL para IFN-B-1a no modificado). El IFN-B-1a PEGilado a granel
se formuldé a 30 pg/mL en PBS pH 7,3, que contenia 14 mg/mL de HSA, similar a la formulaciéon usada para
AVONEX® que se ha sometido a caracterizacion extensa. El material fue suministrado como un liquido congelado
que se almacené a -70°C.

Las propiedades del IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Propiedades del IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa

Eficiencia de PEGilacion >80%
Proporcion IFN-B-1a/PEG 1:1
Pureza >95%
Sitio de union Extremo N
Actividad antiviral CEsg 31 pg/mL

1. Preparaciéon de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa.

Se diluyeron 20 mL de AVONEX® no formulado (IFN-B-1a a granel intermedio, un lote clinico de farmaco a granel
que paso todos los ensayos para uso en seres humanos, a 250 yg/mL en 100 mM fosfato de sodio pH 7,2, 200 mM
NaCl) con 24 mL de 165 mM MES pH 5,0, 100 yL de 5 N HCI, y 24 mL de agua. La muestra se cargd en una
columna SP-Sefarosa FF de 600 pL (Pharmacia). La columna se lavé con 2 x 900 yL de 5 mM fosfato de sodio pH
5,5, 75 mM NaCl, y la proteina se eluyé con 5 mM fosfato de sodio pH 5,5, 600 mM NaCl. Las fracciones de elucion
se analizaron para su absorbancia a 280 nm y se estimd la concentracion de IFN-B-1a en las muestras usando un
coeficiente de extincion de 1,51 para una disolucion de 1 mg/mL. Las fracciones del pico se combinaron para
proporcionar una concentracion de IFN-B-1a de 2,3 mg/mL. A 1,2 mL del IFN-B-1a del combinado del eluato de SP-
Sefarosa, se afadieron 0,5 M fosfato de sodio pH 6,0 hasta 50 mM, se afiadié cianoborohidruro de sodio (Aldrich)
hasta 5 mM, y se afiadi6 mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa, hasta 10 mg/mL. La muestra se incub6 a
temperatura ambiente durante 18 h en la oscuridad. El IFN-B-1a PEGilado se purificé de la mezcla de reaccién en
una columna SP-Sefarosa FF de 0,75 mL como sigue: se diluyeron 1,5 mL de la mezcla de reaccion con 7,5 mL de
20 mM MES pH 5,0, 7,5 mL de agua, y 5 pL de 5 N HCI, y se cargd en la columna SP-Sefarosa. La columna se lavo
con fosfato de sodio pH 5,5, 75 mM NaCl y después el IFN-B-1a PEGilado se eluy6 de la columna con 20 mM MES
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pH 6,0, 600 mM NaCl. El IFN-B-1a PEGilado se purificé adicionalmente en una columna de exclusién molecular de
FPLC Superosa 6 HR 10/30 con 5 mM fosfato de sodio pH 5,5, 150 mM NaCl como la fase movil. La columna de
exclusion molecular (25 mL) se corrié a 20 mL/h y se recogieron fracciones de 0,5 mL. Las fracciones de elucién se
analizaron para contenido de proteina por absorbancia a 280 nm, se combinaron, y se determiné la concentracion de
proteina del combinado. La concentracion de IFN-B-1a PEGilado se indica en equivalentes de IFN después de
ajustar para la contribucion del PEG (mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa tiene un coeficiente de extincion a 280
nm de 0,5 para una disolucion de 1 mg/mL) a la absorbancia a 280 nm usando un coeficiente de extincion de 2 para
una disolucion de 1 mg/mL del IFN-B-1a PEGilado. Se tomaron muestras del combinado para analisis, y el resto se
dilua/é hasta 30 ug/mL con tampoén de formulacion que contenia HSA, se alicuot6é a 0,25 mL/vial, y se almacend a
-70°C.

2. Espectro UV de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa purificado.

El espectro UV (240-340 nm) de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa se obtuvo usando
la muestra a granel formulada pre-HSA. la muestra PEGilada presentd un maximo de absorbancia a 278-279 nm y
un minimo de absorbancia a 249-250 nm, consistente con la observada para el intermedio a granel de IFN-B-1a no
modificado. La concentracion de proteina del producto PEGilado se estimé a partir del espectro usando un
coeficiente de extincién de £250"" *= 2,0. La concentracion de proteina del granel PEGilado fue 0,10 mg/mL. No habia
turbidez presente en la muestra como es evidente por una ausencia de absorbancia a 320 nm.

3. Caracterizacion de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa por SDS-PAGE.

Se sometieron 2,5 ug de IFN-B-1a no modificado y modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa a SDS-
PAGE en condiciones reductoras en un gel con gradiente 10-20%. El gel se tifié con azul brillante de Coomassie R-
250, y se muestra en la Figura 4 (Carril A: IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa; Carril B:
IFN-B-1a no modificado; Carril C: marcadores de peso molecular (desde la parte superior a la inferior; 100 kDa, 68
kDa, 45 kDa, 27 kDa, y 18 kDa, respectivamente)). El analisis por SDS-PAGE de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-
p-fenilacetaldehido de 20 kDa reveld una Unica banda principal con una masa aparente de 55 kDa consistente con la
modificacion por un unico PEG. No se detectaron formas de masa superior resultantes de la presencia de grupos
PEG adicionales. En el producto PEGilado purificado se detectd IFN-B-1a no modificado; sin embargo, la cantidad
esta por debajo del limite de cuantificacion. El nivel de IFN-B-1a no modificado en la preparacion se estima que
representa solo aproximadamente el 1% de la proteina total.

4. Caracterizaciéon de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa por cromatografia de
exclusién por tamafio.

Se sometid IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa a SEC en una columna de exclusién
molecular analitica de FPLC Superosa 6 HR10/30 usando PBS pH 7,2 como la fase movil. La columna se corrié a 20
mL/h y el eluyente se monitorizd para absorbancia a 280 nm, como se muestra en la Figura 5: Panel A: estandares
de peso molecular (670 kDa, tiroglobulina; 158 kDa, gamma globulina; 44 kDa, ovalbumina; 17 kDa, mioglobina; 1,3
kDa, vitamina B12); Panel B: IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa. El IFN-B-1a
PEGilado eluydé como un unico pico afilado con una masa molecular aparente de aproximadamente 200 kDa
consistente con el volumen hidrodinamico grande del PEG. No se observo evidencia de agregados. Se detecté IFN-
B-1a no modificado en la preparacion pero estaba por debajo del limite de cuantificacion. Tomando como base el
tamafio del pico, el IFN-B-1a no modificado representa el 1% o menos del producto, consistente con lo observado
usando SDS-PAGE.

5. Andlisis de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa por mapeo peptidico.

La especificidad de la reaccion de PEGilacion se evalué por mapeo peptidico. Se digirieron IFN-B-1a no modificado y
modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa con endoproteinasa Lys-C de Achromobacter (Wako
Bioproducts) y los productos de escision resultantes se fraccionaron por HPLC de fase reversa en una columna
Vydac C4 usando un gradiente de 30 min de 0 a 70% acetonitrilo, en 0,1% TFA. El eluyente de la columna se
monitorizd para absorbancia a 214 nm.

Todos los péptidos predichos de la digestion por endoproteinasa Lys-C de IFN-B1a se han identificado previamente
por secuenciacion N-terminal y espectrometria de masas (Pepinsky et al., (2001) J Pharmacology and Experimental
Therapeutics 297:1059), y, de éstos, solo el péptido que contiene el extremo N de IFN-B-1a se alteré por
modificacion con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa; como es evidente por su desaparicion del mapa. Los
datos de mapeo indican por lo tanto que el resto PEG se une especificamente a este péptido. Los datos indican
ademas que la modificacion por PEG esta dirigida al extremo N de la proteina ya que sélo la modificacion N-terminal
resultaria en la pérdida especifica de este péptido.

6. Estabilidad del IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa.

Para ensayar la estabilidad de IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa, se diluyeron
muestras hasta 0,1 yg/mL con 100 mM tampén Tris-HCI, pH 7,4, y se incubaron a 37°C durante hasta 7 dias. Se
tomaron 20 yL de muestra (2 ug) en los dias 0, 2, 5, y 7, y se analizé por SDS-PAGE en condiciones reductoras,
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como se muestra en la Figura 6: Carril A: marcadores de peso molecular (desde la parte superior a la inferior; 100
kDa, 68 kDa, 45 kDa, 27 kDa, 18 kDa, y 15 kDa, respectivamente); Carriles B, C, D, y E: IFN-B-1a modificado con
mPEG-O-p-fenilacetaldehido tomado en el dia 0, 2, 5, y 7, respectivamente. No se observoé evidencia de agregacion
o degradacion de IFN-B-1a PEGilado incluso después de 7 dias a 37°C.

EJEMPLO 3. Actividad especifica de IFN-B-1a humano PEGilado en un ensayo antiviral in vitro

La actividad antiviral especifica de muestras de IFN-B-1a PEGilado se ensay6 en células de carcinoma de pulmon
humano (células A549) que se habian expuesto al virus de la encefalomiocarditis (EMC), y usando el agente de
tincion metabdlico 2,3-bis[2-Metoxi-4-nitro-5-sulfo-fenil]-2H-tetrazolio-5-carboxianilida (MTT; M-5655, Sigma, St.
Louis, MO) como una medida de las células metabdlicamente activas que permanecen después de la exposicion al
virus. Brevemente, las células A549 se pretrataron durante 24 h bien con IFN-B-1a no modificado o PEGilado
(empezando a 66,7 pg/mL y diluyendo de manera seriada 1,5 veces hasta 0,8 pg/mL) antes del pulso con el virus.
Las células se pulsaron durante 2 dias con virus EMC a una diluciéon que resulté en la muerte celular completa en
ausencia de IFN. Las placas se revelaron con MTT. Se prepard una disolucion madre de MTT a 5 mg/mL en PBS y
se esterilizd por filtracion, y 50 yL de esta disolucion se diluyeron en los cultivos celulares (100 yL por pocillo).
Después de incubar a temperatura ambiente durante 30-60 min, la disolucién MTT/medio se desechd, las células se
lavaron con 100 pL PBS, y finalmente el agente de tincion metabolizado se solubilizdé con 100 yL 1,2 N HCI en
isopropanol. Las células viables (segun se determina por la presencia del agente de tincion) se cuantificaron por
absorbancia a 450 nm. Los datos se analizaron representando la absorbancia frente a la concentraciéon de IFN-B-1a,
y la actividad de IFN-f-1a se definié como la concentracion a la que el 50% de las células estaban muertas, es decir,
el 50% de efecto citopatico (CEso) 0 50% de DOasso maxima, El ensayo se realizé ocho veces para IFN-B-1a no
modificado y tres a cuatro veces con las diferentes muestras de IFN-B-1a PEGilado. Para cada ensayo, se
obtuvieron puntos de datos en duplicado para cada concentracion de proteina. Las representaciones representativas
de viabilidad celular frente a la concentracion de IFN--1a no modificado o PEGilado se muestran en las Figuras 7A
y 7B. En la Figura 7A, los simbolos son como sigue: IFN-B-1a no modificado (O), IFN-B-1a modificado con mPEG-O-
2-metilpropionaldehido de 20 kDa (1), IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de
20 kDa (A), e IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa (0). En la Figura
7B, los simbolos son como sigue: IFN-B-1a no modificado (O), IFN-B-1a modificado con mMPEG-O-p-
fenilacetaldehido de 20 kDa (), IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilpropionaldehido de 20 kDa (A), e IFN-B-1a
modificado con mPEG-O-m-fenilacetaldehido de 20 kDa (9).

Los valores CEs (la concentracion a proteccion viral mitad de la maxima) para IFN-B-1a modificado con mPEG-O-2-
metilpropionaldehido de 20 kDa, mPEG-O-p-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa, mPEG-O-m-metilfenil-O-
2-metilpropionaldehido de 20 kDa, mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa, mPEG-O-p-fenilpropionaldehido de 20
kDa, y mPEG-O-m-fenilacetaldehido de 20 kDa se muestran en la Tabla 4. Todos los IFN-B-1a PEGilados se
modificaron y purificaron a homogeneidad esencialmente como se describe para IFN-3-1a modificado con mPEG-O-
2-metilpropionaldehido de 20 kDa, IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20
kDa, e IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa como se ha descrito anteriormente.

Tabla 4. Actividad antiviral especifica de IFN-B-1a no modificados y PEGilados

Proteina CEsp media (pg/mL)
IFN-B-1a no modificado 14 (intervalo 12-16)
IFN-B-1a modificado con mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa 32 (intervalo 26-37)
IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa 41 (intervalo 36-47)
IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa 31 (intervalo 27-35)
IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa 31 (intervalo 25-39)
IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilpropionaldehido de 20 kDa 31 (intervalo 27-34)
IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-fenilacetaldehido de 20 kDa 27 (intervalo 25-29)

EJEMPLO 4. Farmacocinética de IFN-B-1a no modificados y PEGilados administrados intravenosamente en
ratas

Se inyectaron intravenosamente a ratas Lewis hembra canuladas bien 80 ug/kg de IFN-B-1a no modificado ¢ 24
pg/kg de los IFN-B-1a PEGilados siguientes; IFN-B-1a modificado con mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa,
IFN-B-1a modificado con mMPEG-O-p-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa, IFN-B-1a modificado con
mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa, IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilpropionaldehido de 20 kDa, IFN-
B-1a modificado con mPEG-O-m-fenilacetaldehido de 20 kDa , e IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-metilfenil-O-
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2-metilpropionaldehido de 20 kDa. Tanto las proteinas no modificadas como PEGiladas se formularon en presencia
de 14-15 mg/mL HSA como vehiculo. Para la proteina no modificada, se obtuvo sangre (0,2 mL) a través de la
canula a diferentes puntos de tiempo; inmediatamente antes de la administracion, y a las 0,083, 0,25, 0,5, 1,25, 3,y
5 horas post-administracion. Para las proteinas PEGiladas, se obtuvo sangre (0,2 mL) a través de la canula
inmediatamente antes de la administracion, y a las 0,083, 0,25, 0,5, 1,25, 3, 24, 48, y 72 h post-administracion. Se
recogio sangre completa en tubos separadores de suero (Beckton Dickinson No. 365956) y se incubd a temperatura
ambiente durante 60 min para permitir la coagulacion. La sangre coagulada se centrifugé durante 10 min a 4°C y el
suero se retiré y almaceno a -70°C hasta el momento del ensayo.

Las muestras de suero se descongelaron y se ensayaron en ensayos antivirales. Las muestras de suero se
diluyeron 1:50 en medio que contenia suero (Medio de Eagle Modificado por Dulbecco que contenia 10% (v/v) de
suero bovino fetal, 100 U de cada una de penicilina y estreptomicina, y 2 mM L-glutamina) y se ensayaron en
ensayos antivirales. Las muestras se titularon en pocillos designados de una placa de cultivo tisular de 96 pocillos
que contenia células de carcinoma de pulmén humano (A549, #CCL-185, ATCC, Rockville, Md.). Se ensayaron en
cada placa diluciones de un estandar (66,7, 44,4, 29,6, 19,8, 13,2, 8,8, 5,9, 3,9, 2,6, 1,7, 1,2, y 0,8 pg/mL de la
misma forma de IFN-B-1a administrada a la rata) y de tres muestras de suero. Las células A549 se pretrataron con
muestras de suero diluidas durante 24 h antes del pulso con el virus de la encefalomielocarditis (EMC). Después de
una incubacion de 2 dias con el virus, las células viables se tifieron con una disolucion de MTT (a 5 mg/mL en
tampon fosfato) durante 1 h, se lavaron con tampodn fosfato, y se solubilizaron con 1,2 N HCI en isopropanol. Los
pocillos se leyeron a 450 nm. Se generaron curvas estandar del IFN-B-1a no modificado o PEGilado para cada placa
y se usaron para determinar la cantidad de IFN-3-1a no modificado o PEGilado en cada muestra de ensayo. Se
calcularon los parametros farmacocinéticos usando analisis no compartimental con software WinNonLin versién 3.0
63.3.

La Figura 8A muestra las representaciones de concentracion frente a tiempo para IFN-B-1a no modificado (panel
superior) e IFN-B-1a modificado con mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa (panel inferior), y la Figura 8B
muestra las representaciones de concentracion frente a tiempo para IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-metilfenil-
O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa (panel superior) y mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa (panel inferior). Los
puntos de datos son promedios de medidas de 3 ratas.

La Tabla 5 muestra los parametros farmacocinéticos Cmax (concentracion maxima observada), t12 (vida media de
eliminacién), AUC (area bajo la curva), Vss (volumen de distribucién en estado estacionario), velocidad de
aclaramiento, y MRT (tiempo de residencia medio) para IFN-B-1a no modificado y estas formas de IFN-B-1a
PEGilado. Los datos mostrados en las Figuras 8A y 8B y en la Tabla 5 se obtuvieron en el mismo estudio.

La Figura 9A muestra las representaciones de concentracion frente a tiempo para IFN-B-1a no modificado (panel
superior) e IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilpropionaldehido de 20 kDa (panel inferior). Los puntos de datos
son promedios de medidas de 2 ratas. La Figura 9B muestra las representaciones de concentracion frente a tiempo
para IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-fenilacetaldehido con 20 kDa (panel superior) y mPEG-O-m-metilfenil-O-
2-metilpropionaldehido de 20 kDa (panel inferior). Los puntos de datos son promedios de medidas de 3 ratas.

La Tabla 6 muestra los parametros farmacocinéticos para IFN-B-1a no modificado y estas formas de IFN-B-1a
PEGilado. Los datos mostrados en las Figuras 9A y 9B y en la Tabla 6 se obtuvieron en el mismo estudio;
independiente de los datos mostrados en las Figuras 8Ay 8B, y en la Tabla 5.

Como esta claro a partir de los datos mostrados en las Figuras 8A, 8B, 9A, y 9B, y en las Tablas 5 y 6, la PEGilacion
de IFN-B-1a con moléculas de PEG de la descripcion mejora las propiedades farmacocinéticas de IFN-B-1a. En
todos los casos, las proteinas PEGiladas se aclararon menos rapidamente que el IFN-B-1a no modificado,
resultando en velocidades de aclaramiento de 3,9-8,3 mL/h/kg comparado con 160-170 mL/h/kg para la proteina no
modificada. Como una consecuencia de las velocidades de aclaramiento reducidas, el tiempo de residencia medio
(MRT) se increment6é de aproximadamente 1 h para la proteina no modificada hasta 4,8-7,6 h para las proteinas
PEGiladas. De manera similar, la vida media de eliminacién (ti2) se incrementé de aproximadamente 1 h para la
proteina no modificada hasta 5,2-13 h para las proteinas PEGiladas. Los valores de area bajo la curva (AUC)
también se incrementaron significativamente después de la PEGilacion de IFN-B-1a. Para IFN-B-1a no modificado, la
AUC fue aproximadamente 0,5 pgeh/mL mientras para las proteinas PEGiladas los valores de AUC variaron de
aproximadamente 3 a 6 ugeh/mL, a pesar del hecho de que las proteinas PEGiladas se dosificaron a un nivel 3,3
veces menor que la proteina no modificada. Para la concentracion maxima observada (Cmax), los valores fueron
generalmente mayores para IFN-3-1a no modificado que para las proteinas PEGiladas, reflejando la dosis menor de
las proteinas modificadas administrada. Para el volumen de distribucidon en estado estacionario (Vss), los valores
para todas las proteinas PEGiladas fueron menores que para IFN-B-1a no modificado, indicando una restriccion en
su capacidad para salir del compartimento sanguineo central.
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Tabla 5: Parametros farmacocinéticos para IFN-B-1a no modificado, IFN-B-1a modificado con mPEG-O-2-
metilpropionaldehido de 20 kDa, IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa,
e IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-fenilacetaldehido de 20 kDa después de administracion intravenosa en ratas®

Parametro Unidades | IFN-B-1ano | IFN-B-1a modificado | IFN-B-1a modificado IFN-B-1a modificado
modificado con mPEG-0O-2- con mPEG-O-p- con mPEG-O-p-
metilpropionaldehido metilfenil-O-2- fenilacetaldehido de
de 20 kDa metilpropionaldehido 20 kDa
de 20 kDa
Crmax pg/mL 1.400.000 720.000 710.000 590.000
ti h 0,98 13 11 6,8
AUC pgeh/mL 510.000 4.800.000 4.500.000 2.900.000
Vss mL/kg 160 39 40 53
Aclaramiento | mL/h/kg 160 5,0 5,3 8,3
MRT h 0,98 7,6 7.4 6,4

Los datos farmacocinéticos para los IFN-B-1a no modificados y PEGilados mostrados se obtuvieron en el mismo
estudio.

Tabla 6: Parametros farmacocinéticos para IFN-B-1a no modificado, IFN-B-1a modificado con mPEG-O-p-
fenilpropionaldehido de 20 kDa, IFN-B-1a modificado con mPEG-O-m-fenilacetaldehido de 20 kDa, e IFN-B-1a
modificado con mMPEG-O-m-metilfenil-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa después de administracion intravenosa

en ratas®

Parametro Unidades | IFN-B-1a no | IFN-B-1a modificado | IFN-B-1a modificado IFN-B-1a modificado
modificado con mPEG-O-p- con mPEG-O-m- con mPEG-O-m-
fenilpropionaldehido | fenilacetaldehido de metilfenil-O-2-
de 20 kDa 20 kDa metilpropionaldehido
de 20 kDa
Cmax pg/mL 670.000 930.000 550.000 700.000
ti h 0,92 5,2 7,7 71
AUC pgeh/mL 470.000 4.700.000 3.800.000 6.200.000
Vss mL/kg 140 25 46 21
Aclaramiento | mL/h/kg 170 51 6,4 3,9
MRT h 0,81 4,8 7,2 5,5

Los datos farmacocinéticos para los IFN-B-1a no modificados y PEGilados mostrados se obtuvieron en el mismo
estudio.

EJEMPLO 5: Farmacocinética y farmacodinamica comparativas de IFN-B-1a humano no modificado y
PEGilado en primates no humanos

Se realizan estudios comparativos de dosis Unica y repetida con IFN-B-1a no modificado y PEGilado para determinar
su estabilidad y actividad relativas en primates no humanos. En estos estudios, la farmacocinética y
farmacodinamica de los conjugados IFN-B-1a PEGilados se compara con la de IFN-B-1a no modificado y pueden
extenderse a seres humanos inferencias razonables.

Animales y métodos

Estudio 1 (dosis repetida)

Este es un estudio de dosis repetida, de grupo paralelo, para evaluar la farmacocinética y farmacodinamica
comparativa de IFN-B-1a no modificado y PEGilado. Se usan para este estudio primates (por ejemplo, monos resus)
sanos. Antes de la dosificacion, todos los animales se evalian para signos de mala salud por un veterinario de
animales de laboratorio en dos ocasiones en los 14 dias anteriores a la administracion del articulo de ensayo; una
evaluacion debe ser en las 24 h anteriores a la primera administracion del articulo de ensayo. Sélo recibieron el
articulo de ensayo los animales sanos. Las evaluaciones incluyen un examen fisico general y recogidas de sangre
pre-dosis para patologia clinica de linea base y nivel de anticuerpo de linea base frente a IFN-B-1a. Todos los
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animales se pesaron y se registran las temperaturas corporales en las 24 h anteriores a Ias administraciones del
articulo de ensayo. Doce sujetos se incluyen y se asignan a grupos de tres para recibir 1 x 10° U/kg de IFN-B-1a no
modificado o PEGilado, pero de otra manera IFN-B-1a idéntico. La administraciéon es bien por la ruta subcutanea
(SC) o intravenosa (IV). Seis animales macho reciben el articulo de ensayo por la ruta IV (3 por tratamiento) y otros
6 animales macho reciben el articulo de ensayo por la ruta SC (3 por tratamiento). Todos los animales deben no
haber recibido anteriormente tratamiento con IFN-B. Cada animal se dosifica en dos ocasiones, las dosis estan
separadas por cuatro semanas. El volumen de la dosis es 1,0 mL/kg. La sangre se recoge para ensayo
farmacocinético a las 0, 0,083, 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72, y a las 96 horas después de cada
inyeccion. Las muestras de sangre para la medida del marcador de respuesta bioldgica inducida por IFN, neopterina
sérica, se recogen a las 0, 24, 48, 72, 96, 168, 336, y a las 504 h después de la administracion del farmaco de
estudio. Las evaluaciones durante el periodo de estudio incluyen observaciones clinicas realizadas 30 min y 1 h
post-dosis para signos de toxicidad. Se realizan observaciones visuales diarias y se registra la apariencia general,
signos de toxicidad, malestar, y cambios en el comportamiento. Los pesos corporales y temperaturas corporales se
registran a intervalos regulares a lo largo de 21 dias post-dosis.

Estudio 2 (dosis Unica)

Este es un estudio de dosis unica, de grupo paralelo, para evaluar la farmacocinética y farmacodinamica
comparativa de IFN-B-1a no modificado y PEGilado. Se usan para este estudio primates (por ejemplo, monos resus)
sanos. Antes de la dosificacion, todos los animales se evalian para signos de mala salud por un veterinario de
animales de laboratorio en dos ocasiones en los 14 dias anteriores a la administracion del articulo de ensayo; una
evaluacion debe ser en las 24 h anteriores a la primera administracion del articulo de ensayo. Sélo recibieron el
articulo de ensayo los animales sanos. Las evaluaciones incluyen un examen fisico general y recogidas de sangre
pre-dosis para patologia clinica de linea base y nivel de anticuerpo de linea base frente a IFN-B-1a. Todos los
animales se pesan y se registran las temperaturas corporales en las 24 h anteriores a las administraciones del
articulo de ensayo. Veinte sujetos se |ncluyen y se asignan a uno de cinco grupos de cuatro animales (2 machos y 2
hembras por grupo) para recibir blen 1 x 10° U/kg de IFN-B-1a no modificado o PEGilado intramuscularmente (IM), 6
2x 10° U/kg, 1 x 10° U/kg, 6 5x 10° U/kg de IFN-B-1a PEGilado intravenosamente (IV). Todos los animales deben no
haber recibido anteriormente tratamiento con IFN-B. El volumen de la dosis es generalmente 1,0 mL/kg. La sangre
se recoge para ensayo farmacocinéticoalas 0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 36, 48, yalas 96 horas,yalos 7, 14, 21,y
a los 28 dias después de la administracion del farmaco de estudio. Las muestras de sangre para la medida del
marcador de respuesta biolégica inducida por IFN, 2'-5-oligoadenilato sintasa (2'-5-OAS), se recogen a las 0, 12,
24,48, 72,y alas 96 horas, y alos 7, 14, 21, y a los 28 dias después de la administracion del farmaco de estudio.
Las evaluaciones durante el periodo de estudio incluyen observaciones clinicas realizadas 30 min y 1 h post-dosis
para signos de toxicidad. Se realizan observaciones visuales diarias y se registra la apariencia general, signos de
toxicidad, malestar, y cambios en el comportamiento. Los pesos corporales y temperaturas corporales se registran a
intervalos regulares a lo largo de 28 dias post-dosis.

Métodos de ensayo

Los niveles de IFN-B-1a en suero se cuantifican usando un bioensayo de efecto citopatico (CPE). El ensayo CPE
mide los niveles de actividad antiviral mediada por IFN. El nivel de actividad antiviral en una muestra refleja el
numero de moléculas de IFN activo contenidas en esa muestra en el momento en el que se recoge la sangre. Esta
estrategia ha sido el método estandar para evaluar la farmacocinética de IFN-B. El ensayo CPE detecta la capacidad
de IFN-B para proteger a las células de carcinoma de pulmoén humano (A549, #CCL-185, ATCC, Rockville, MD) de la
citotoxicidad debida al virus de la encefalomiocarditis (EMC). Las células se preincuban durante 15-20 h con
muestras de suero para permitir la induccion y sintesis de proteinas inducibles por IFN que son responsables de la
respuesta antiviral. El virus EMC se afiade y se incuba durante 30 h adicionales antes de evaluar la citotoxicidad
usando tinciéon con cristal violeta. Un estandar de IFN-f3 interno asi como un estandar interno de IFN-B-1a PEGilado
se ensaya simultaneamente con las muestras en cada placa de ensayo. Este estandar se calibra frente a un
estandar de referencia de IFN de fibroblastos humanos natural (WHO Second International Standard for Interferon,
Human Fibroblast, Gb-23-902-53). Cada placa de ensayo también incluye pocillos control del crecimiento celular que
no contienen IFN-B de ninguna clase ni EMC, y pocillo control del virus que contienen células y EMC pero no IFN-§.
También se preparan placas control que contienen el estandar y las muestras para determinar el efecto, si existe, de
las muestras en el crecimiento celular. Estas placas se tifien sin la adicion de virus. Las muestras y estandares se
ensayan en duplicado en cada una de dos placas de ensayo replicadas, rindiendo cuatro puntos de datos por
muestra. Se reporta la concentracion media geométrica de los cuatro replicados. El limite de deteccidon en este
ensayo es 10 U/mL. Las concentraciones séricas de neopterina se determinan en la unidad de farmacologia clinica
usando ensayos disponibles comercialmente. Las concentraciones séricas de 2'-5-OAS se determinan en un
laboratorio subcontratado usando un ensayo validado disponible comercialmente.

Métodos farmacocinéticos y estadisticos

Se usa software Rstrip™ (MicroMath, Inc., Salt Lake City, UT) para ajustar los datos a modelos farmacocinéticos.
Las concentraciones medias geométricas se representan por tiempo para cada grupo. Como los resultados de los
ensayos se expresan en diluciones, las medias geométricas se consideran mas apropiadas que las medias
aritméticas. Los niveles de IFN sérico se ajustan para valores de linea base y las concentraciones séricas no
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detectables se ajustan a 5 U/mL, lo que representa la mitad del limite inferior de deteccion. Para los datos de
infusion IV, se ajusta un modelo de infusion IV de dos compartimentos a las concentraciones séricas detectables
para cada sujeto, y los datos de SC se ajustan a un modelo de inyeccion de dos compartimentos.

Se calculan los parametros farmacocinéticos siguientes:

(i) concentracion de pico observada, Cmax (U/mL);

(i) area bajo la curva de 0 a 48 h, AUC (U x h/mL) usando la regla trapezoidal;
(iii) vida media de eliminacion (h);

y, a partir de los datos de infusion IV (si se emplea IV):

(iv) vida media de distribucion (h);

(v) aclaramiento (mL/h/kg)

(vi) volumen aparente de distribucién, Vd (mL/kg).

Se usa software WinNonlin (Version 1.0, Scientific Consulting Inc., Apex, N.C.) para calcular las vidas medias de
eliminacion después de inyeccion IV y SC. Para neopterina y 2'-5-OAS, las medias aritméticas por tiempo se
presentan para cada grupo. Se calcula Emax, €l cambio maximo desde la linea base, Se someten Cnax, AUC, ¥ Enaxa
un analisis de varianza de una via para compara los grupos de dosificacion. Cmax y AUC se transforman
logaritmicamente antes del analisis; se reportan las medias geométricas.

EJEMPLO 6: Efectos anti-angiogénicos de IFN-B-1a humano PEGilado; la capacidad de IFN-B-1a PEGilado
para inhibir la proliferacion de células endoteliales in vitro

Se mantienen en cultivo células endoteliales venosas humanas (Cell Systems, Cat. # 2V0-P75) y células
endoteliales microvasculares dérmicas humanas (Cell Systems, Cat. # 2M1-C25) con el Kit de Medio CS-C (Cell
Systems, Cat. # 4Z0-500). 24 h antes del experimento, las células se tripsinizan, y se resuspenden en medio de
ensayo, 90% M199 y 10% suero bovino fetal (FBS), y se ajustan a la densidad celular deseada. Las células se
siembran en placas recubiertas de gelatina de 24 6 96 pocillos, bien a 12.500 células/pocillo 6 2.000 células/pocillo,
respectivamente. Después de incubar toda la noche, el medio de ensayo se reemplaza con medio fresco que
contiene 20 ng/mL de Factor de Crecimiento de Fibroblastos basico (bFGF) humano recombinante (Becton
Dickinson, Cat. # 40060) y se afiaden varias concentraciones de IFN-B-1a no modificado o PEGilado de la
descripcion o control positivo (puede usarse endostatina como un control positivo, como podria usarse un anticuerpo
frente a bFGF). El volumen final se ajusta a 0,5 mL en la placa de 24 pocillos 6 0,2 mL en la placa de 96 pocillos.
Después de 72 h, las células se tripsinizan para recuento Coulter, se congelan para lectura de fluorescencia
CyQuant, o se marcan con [*H]-timidina. Este ensayo in vitro ensaya las moléculas de IFN-B-1a humano PEGilado
de la invencion para efectos en la proliferacién de células endoteliales que puede ser indicativo de efectos anti-
angiogénicos in vivo. Véase O'Reilly, et al., Cell 88: 277-285 (1997).

EJEMPLO 7: Modelos in vivo para ensayar los efectos anti-angiogénicos y de neovascularizacion de IFN-f3-
1a humano PEGilado e IFN-B-1a de roedor PEGilado

Se ensayaron IFN-B-1a no modificado e IFN-B-1a modificado con mPEG-0-2-metilpropionaldehido de 20 kDa para
su capacidad de inhibir la formacién de vasos orientados radialmente que entran en la periferia de tumores de
melanoma maligno humano SK-MEL-1 en ratones desnudos homocigoéticos (nu/nu) atimicos. Las células SK-MEL-1
se crecieron en cultivo hasta el 80% de confluencia, y 2 x 10° células se inocularon intradérmicamente (0,1 mL de
volumen en el dia 0) en el flanco en la linea axilar media en ratones desnudos homocigotos (nu/nu) atimicos NCR de
tres semanas de edad (Taconic, Germantown, NY). 24 horas después (dia 1), recibieron grupos de tres ratones cada
uno las dosis subcutaneas siguientes de control de vehiculo, IFN-B-1a no modificado, o IFN-B-1a modificado con
mPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa:

Grupo A: 0,1 mL de 45,6 mg/mL albamina de suero humano (control de vehiculo) una vez en el dia 1 solo

Grupo B: 0,1 mL de 45,6 mg/mL albumina de suero humano que contiene 1 MU (5 ug) de IFN-B-1a no modificado
diariamente en los dias 1-9 inclusive

Grupo C: 0,1 mL de 45,6 mg/mL albumina de suero humano que contiene 1 MU unidades (10 pg) de IFN-B-1a
modificado con mPEG-0O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa una vez en el dia 1 solo

Grupo D: 0,1 mL de 45,6 mg/mL albumina de suero humano (control de vehiculo) diariamente en los dias 1-9
inclusive

Los ratones se sacrificaron en el dia 10 (Avertin, 0,5 mL intraperitonealmente) y el sitio de inoculaciéon del tumor se
evaludé para neovascularizacion, medido por un observador ciego para el grupo de tratamiento. Los vasos se
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contaron bajo aumento fijo en un microscopio de diseccion. Cada vaso orientado radialmente que entra en la
periferia del tumor se puntué como un Unico vaso. Cada grupo consistio en tres ratones.

Como se muestra en la Figura 10, una Unica administracion de 1 MU de IFN-B-1a modificado con mPEG-0O-2-
metilpropionaldehido de 20 kDa (grupo C) fue tan efectiva en la reduccion del niumero de neovasos como una
administracion diaria de 1 MU de IFN-B-1a no modificado (grupo B). Sin embargo, el efecto del IFN--1a modificado
con mMPEG-O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa es mas pronunciado cuando se considera que la administracion
diaria del vehiculo solo tenia algun efecto inhibidor (comparar el grupo A, vehiculo administrado una vez, con el
grupo D, vehiculo administrado diariamente).

También se ha desarrollado una variedad de otros modelos que pueden usarse para ensayar los efectos anti-
angiogénicos y anti-neovascularizacion de las moléculas PEGiladas de la invencion. Algunos de estos modelos se
han descrito en las Patentes de los Estados Unidos 5.733.876 (31 mar., 1998: “Method of inhibiting angiogenesis”) y
5.135.919 (4 ago., 1992: “Method and a pharmaceutical composition for the inhibition of angiogenesis”). Otros
ensayos incluyen el ensayo de la membrana corioalantoidea sin cascara (CAM) de Taylor y Folkman; Nature
297:307 (1982) y Crum et al., Science 230:1375 (1985); el modelo de anti-angiogénesis del método del saco de aire
dorsal de ratén de Folkman et al.; J. Exp. Med. 133: 275 (1971), y el ensayo del microbolsillo corneal en rata
Gimbrone, Jr. et al., J. Natl. Cancer Inst. 52:413 (1974) en el que se induce la vascularizaciéon corneal en ratas
macho adultas de la cepa Sprague-Dawley (Charles River, Japon) implantando 500 ng de bFGF (bovino, R & D
Systems, Inc.), impregnado en granulos de copolimero de etileno-acetato de vinilo, en cada cornea. Ademas, existe
un modelo en el que se induce la angiogénesis en ratones NIH-Swiss o desnudos atimicos (nu/nu) después del
implante de células de carcinoma de mama MCF-7 o células de carcinoma de ovario NIH-OVCAR-3 como describen
Lindner y Borden; Int. J. Cancer 71:456 (1997). También pueden usarse lineas celulares tumorales adicionales
incluyendo (pero no limitado a) células de melanoma maligno humano SK-MEL-1 para inducir la angiogénesis como
se ha descrito anteriormente. Pueden ensayarse varias dosis, con varias frecuencias de dosificacion, y durante
varias duraciones tanto para proteinas IFN-B-1a no modificadas como PEGiladas de la descripcion.

Otros métodos para ensayar IFN-3-1 murino PEGilado y de rata para efectos anti-angiogénicos en un modelo animal
incluyen (pero no estan limitados a) protocolos para el cribado de nuevos agentes anticancerosos potenciales como
se describe en el original Cancer Chemotherapy Reports, Parte 3, Vol. 3, No. 2, septiembre 1972 y el suplemento In
Vivo Cancer Models, 1976-1982, NIH Publication No. 84-2635, febrero 1984. Debido a la especificidad de especie de
los interferones de Tipo |, para evaluar la actividad anti-angiogénica de IFN-B PEGilado en modelos de roedores, se
generan preparaciones de IFN-B de roedor PEGilado (por ejemplo, murino y de rata). Dichos métodos de cribado se
ejemplifican por un protocolo para ensayar los efectos anti-angiogénicos de IFN-B murino PEGilado en Carcinoma
de Pulmoén de Lewis implantado subcutaneamente:

Origen de la linea tumoral

Esta linea tumoral surgié espontaneamente en 1951 como un carcinoma del pulmén en un raton C57BL/6.

Resumen del procedimiento de ensayo

Un fragmento de tumor se implanta subcutaneamente en la regidn axilar de un raton B6D2F1. El agente de ensayo
(es decir, un interferon PEGilado de la invencidon) se administra a varias dosis, subcutaneamente (SC) o
intraperitonealmente (IP) en multiples dias después del implante del tumor. El parametro medido es el tiempo de
supervivencia medio. Los resultados se expresan como un porcentaje del tiempo de supervivencia control.

Animales
Propagacion: ratones C57BL/6.
Ensayo: ratones B6D2F 1.

Peso: los ratones estan en un intervalo de peso de 3 g, con un peso maximo de 18 g para machos y 17 g para
hembras.

Sexo: se usa un sexo para todos los animales de ensayo y control en un experimento.
Fuente: una fuente, si es factible, para todos los animales en un experimento.

Tamano del experimento

Diez animales por grupo de ensayo.

Transferencia tumoral

PROPAGACION:

Fragmento: preparar un fragmento de 2-4 mm de un tumor donante SC.
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Tiempo: dia 13-15.

Sitio: implantar el fragmento SC en la regién axilar con una puncioén en la region inguinal.
ENSAYO:

Fragmento: preparar un fragmento de 2-4 mm de un tumor donante SC.

Tiempo: dia 13-15.

Sitio: implantar el fragmento SC en la regién axilar con una puncioén en la region inguinal.

Programa de ensayo

Dia 0: implantar el tumor. Realizar cultivos bacterianos. Ensayar compuesto control positivo en cada experimento
con numeracion impar. Preparar los materiales. Registrar las muertes diariamente.

Dia 1: evaluar los cultivos. Desechar el experimento si esta contaminado. Aleatorizar a los animales. Tratar como se
instruye (en el dia 1 y en los dias siguientes).

Dia 2: volver a evaluar los cultivos. Desechar el experimento si esta contaminado.
Dia 5: pesar Dia 2 y dia de la evaluacion de la toxicidad del agente de ensayo inicial.
Dia 14: dia de control de muerte temprana.

Dia 48: dia de control no recogida.

Dia 60: final y evaluar el experimento. Examinar los pulmones para tumor.

Control de calidad

Programar el compuesto control positivo (NSC 26271; Citoxan a una dosis de 100 mg/kg/inyeccién) en cada
experimento con numeracion impar, cuyo régimen es intraperitoneal en el Dia 1 solo. El limite menor para
Ensayo/Control para el control positivo es 140%. El tiempo de supervivencia medio control no tratado aceptable es
19-35,6 dias.

Evaluacién

El parametro medido es tiempo de supervivencia medio. Computar los pesos corporales medios de los animales
para el Dia 1 y Dia 5, computar la proporcion Ensayo/Control para todos los grupos de ensayo. Se computan los
pesos corporales medios de los animales para dia de estadificacion y dia de evaluacion final. La proporcion
Ensayo/Control se computa para todos los grupos de ensayo con >65% supervivientes en el Dia 5. Un valor de la
proporcion Ensayo/Control <86% indica toxicidad. Una diferencia excesiva en el cambio de peso corporal (ensayo
menos control) también puede usarse para evaluar la toxicidad.

Criterios para actividad

Una proporcién Ensayo/Control inicial mayor de o igual a 140% se considera necesaria para demostrar actividad
moderada. Un valor de la proporciéon Ensayo/Control reproducible de mas de o igual a 150% se considera actividad
significativa.

EJEMPLO 8: Modelos in vivo para ensayar los efectos anti-proliferativos y anti-tumorales de IFN-B-1a
humano PEGilado e IFN-B de roedor PEGilados

Varios modelos in vivo estan disponibles para ensayar los efectos anti-proliferativos y anti-tumorales de los IFN-B-1a
humanos no modificados y PEGilados de la descripcion. En un modelo descrito por Bailon et al., Bioconjugate
Chemistry 12:195 (2001), se implanta a ratones desnudos atimicos (Harlan) subcutaneamente 2 x 10° células
renales humanas A498, renales humanas ACHN, o renales humanas G402 bajo el flanco trasero y se deja 3-6
semanas para permitir que los tumores se desarrollen. Se administra IFN-B-1a humano no modificado o PEGilado a
varias dosis, con varias frecuencias de dosificacion, y durante varias duraciones, y se mide el volumen tumoral y se
compara entre los tratamientos. En otro modelo descrito por Lindner y Borden, J. Interferon Cytokine Res 17: 681
(1997), se implanta a ratones BALB/c hembra ooferectomizadas desnudas atimicas (nu/nu) 2 x 10° células de
carcinoma de mama humano MCF-7 (mas estradiol), MDA-MB-231, MDA-MB468, o BT-20, células de carcinoma de
ovario humano NIH-OVCAR-3, células de carcinoma de colon humano HT-29, o células de melanoma maligno
humano SK-MEL-1 o FEMX, en la dermis que cubre las glandulas mamarias cerca de las axilas, y se evalla el
tamafo de los tumores como una funcién del tiempo. Se administra IFN-B-1a humano no modificado o PEGilado a
varias dosis, con varias frecuencias de dosificacion, y durante varias duraciones, y se mide el volumen tumoral y se
compara entre los tratamientos. Otros modelos para ensayar los efectos anti-proliferativos y anti-tumorales de IFN-3-
1a humano PEGilado incluyen (pero no estan limitados a) modelos de cancer de pulmon locales y metastasicos
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descritos por Qin et al., Molecular Therapy 4: 356 (2001), y modelos de xenoinjerto en ratones desnudos de
metastasis hepaticas de cancer colorrectal humano descritos por Tada et al., J Clinical Investigation 108: 83 (2001).

Otros métodos para ensayar IFN-B murino y de rata PEGilado para efectos anti-proliferativos y anti-tumorales en
modelos animales incluyen (pero no estan limitados a) un modelo de ratdon de mesotelioma maligno descrito por
Odaka et al., Cancer Res 61: 6201 (2001), modelos de cancer de pulmén local y metastasico descritos por Qin et al.,
Molecular Therapy 4: 356 (2001), y modelos de raton singénicos de metastasis hepaticas de cancer colorrectal
descritos por Tada et al., J Clinical Investigation 108: 83 (2001).

EJEMPLO 9: modelos in vivo para ensayar los efectos anti-virales de IFN-B murino PEGilado e IFN-B-1a
humano PEGilado

Un modelo de ratén in vivo esta disponible para ensayar el efecto de IFN-$ murino no modificado y PEGilado en los
niveles del Virus de la Hepatitis B (VHB) humana en ratones SCID transgénicos para VHB. Larkin et al., Nature
Medicine 5:907 (1999). En este modelo, ratones SCID transgénicos que portan un dimero cabeza-a-cola del genoma
de VHB humano tienen niveles detectables de formas replicativas de VHB y ARN pre-genémico en el higado, y virus
VHB en el suero. Los hepatocitos de los ratones transgénicos también son positivos para las proteinas HBsAg,
HBcAg, y HbxAg, lo que es indicativo de replicacion viral. Un ejemplo de un protocolo para comparar IFN-8 murino
no modificado y PEGilado en este modelo se proporciona a continuacion:

30 ratones (5 grupos de 5 mas 5 de reserva) con una titulacion viral comparable se titulan en dos puntos de tiempo
independientes (separados al menos 1 semana) para establecer una titulacion de linea base y para asegurar que
sus titulaciones permanecen constantes antes de la dosificacion con IFN-B murino. Se dosifican grupos de 5 ratones
3 veces a la semana (lunes, miércoles, y viernes) subcutaneamente con las muestras siguientes, como se muestra
enla Tabla 7.

Tabla 7

Grupo Muestra de dosificacion

1 Control de vehiculo (1 mg/mL albdumina de suero murino, MSA)
30 U IFN-B murino no modificado en 1 mg/mL MSA
300 U IFN-B murino no modificado en 1 mg/mL MSA

2

3

4 3.000 U IFN-B murino no modificado en 1 mg/mL MSA
5 30 U IFN-B murino PEGilado en 1 mg/mL MSA

6

300 U IFN-B murino PEGilado en 1 mg/mL MSA
7 3.000 U IFN-B murino PEGilado en 1 mg/mL MSA

Las titulaciones virales se determinan semanalmente durante la dosificacion y semanalmente a bi-semanalmente
durante 6 meses después de la dosificacion. Se construyen graficos de titulacién viral frente a tiempo para una
comparacion de los animales vehiculo y tratados con IFN- respecto al aclaramiento y re-establecimiento de la
titulacion viral. Se realiza entonces un segundo estudio con las dosis apropiadas de IFN- murino no modificado y
PEGilado con 10-20 ratones por grupo para un total de 30-60 ratones (10-20 para control, 10-20 para IFN-3 murino
no modificado, y 10-20 para IFN-B murino PEGilado). Las titulaciones virales se ensayan como anteriormente, y en
el momento del sacrificio, el suero se analiza para titulacién viral asi como para HbsAg por SDS-PAGE vy
transferencia Western. También se retiran los higados, se congelan o fijan segin sea necesario, y se tifien para la
presencia de HbsAg, HbcAg, y HbxAg. También pueden realizarse otros ensayos histolégicos, histoquimicos, o
bioquimicos apropiados familiares para los expertos en la técnica en muestras de suero y tejido.

También esta disponible un modelo de ratén in vivo para ensayar el efecto de IFN-B-1a humano no modificado y
PEGilado en los niveles del Virus de la Hepatitis C (VHC) humano en ratones que portan higados humanos
quiméricos. Mercer et al., Nature Medicine 7:927 (2001). En este modelo, se injertan hepatocitos humanos normales
en ratones SCID que portan un transgén de activador de plasmindgeno (Alb-uPA) y se inocula a los ratones suero
de humanos infectados con los diferentes genotipos de VHC. Las células de higado humano injertadas se infectan
con el virus y los replicados del virus. Los niveles de ARN de VHC en el suero pueden cuantificarse por PCR, asi
como los niveles de ARN positivo y negativo (forma replicativa) en las células de higado. Se realiza un protocolo de
estudio apropiado similar (pero no limitado a) al descrito anteriormente para IFN- murino no modificado y PEGilado
en ratones SCID transgénicos para VHB para evaluar la eficacia de IFN-B-1a humano no modificado y PEGilado en
este modelo, es decir, para determinar el efecto del tratamiento en la titulacion de VHC, histologia hepatica, niveles
séricos de ALT, y la presencia de formas replicativas de VHC en el tejido hepatico humano injertado. También
pueden realizarse otros ensayos histoldgicos, histoquimicos, o bioquimicos apropiados familiares para los expertos
en la técnica en muestras de suero y tejido.
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REIVINDICACIONES
1. Un conjugado que tiene la estructura segun la Férmula XXlla:

Foérmula XXlla:

p——x——ACHp)—CH—R"—B

en la que P es un polimero de polialquilen glicol;
Xes O;

Z es un grupo alquilo o heteroalquilo C4 a Cy de cadena lineal o ramificada, saturado o insaturado, alquilo ciclico o
heteroalquilo ciclico Cs a Cg saturado o insaturado, un grupo arilo o heteroarilo sustituido o no sustituido o un alcarilo
sustituido o no sustituido en el que el alquilo es un grupo alquilo o heteroalcarilo C1 a Cy saturado o insaturado, en
el que los sustituyentes se seleccionan del grupo que consiste en halégeno, hidroxilo, carbonilo, carboxilato, éster,
formilo, acilo, tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformato, alcoxilo, fosforilo, fosfonato, fosfinato, amino, amido,
amidina, imina, ciano, nitro, azido, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo, heterociclilo,
aralquilo, resto aromatico, resto heteroaromatico, imino, sililo, éter, y alquiltiol;

R* es un resto de union formado de la reaccion de un resto seleccionado del grupo que consiste en aldehido, hidrato
de aldehido, y acetal con un compuesto biolégicamente activo;

B es un compuesto bioldgicamente activo, en el que el compuesto bioldgicamente activo es un interferon-beta; y
n es 0 o un numero entero de 1 a 5.
2. El conjugado de la reivindicacion 1, en el que P es un polietilen glicol que tiene la estructura de la Férmula l:

Férmula Il

E-(O-CH,CHy)a—

en la que E es hidrégeno, un grupo alquilo C1 a Cy de cadena lineal o ramificada, o un marcador detectable; y a es
un numero entero de 4 a 10.000.

3. El conjugado de la reivindicacion 2, en el que E es metilo.
4. El conjugado de la reivindicacion 2, en el que E es un marcador detectable.

5. El conjugado de la reivindicacion 4, en el que E se selecciona del grupo que consiste en is6topos radiactivos,
restos fluorescentes, restos fosforescentes, restos quimioluminiscentes y puntos cuanticos.

6. El conjugado de cualquier reivindicacion anterior, en el que Z es metilo y n es uno.

7. El conjugado de cualquier reivindicacion anterior, en el que R* es metileno y B es un interferén-beta unido
mediante una amina.

8. El conjugado de la reivindicacion 7, en el que la amina es el extremo amino del interferén-beta.
9. El conjugado de cualquier reivindicacion anterior, en el que el interferén-beta es interferon-beta-1a.

10. El conjugado de la reivindicacion 1, en el que el conjugado es interferon-beta-1a modificado con mPEG-0O-2-
metilpropionaldehido de 20 kDa, en el que el interferén-beta-1a esta unido mediante la amina en su extremo N a
mPEG-0O-2-metilpropionaldehido de 20 kDa.

11. Una composicién farmacéutica que comprende el conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10, y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

12. El conjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, para uso en el tratamiento de un paciente con una
infeccioén viral susceptible.
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13. El conjugado para uso segun la reivindicacion 12, en el que el tratamiento comprende ademas administrar un
agente antiviral seleccionado del grupo que consiste en ribavirina, levovirina, 3TC, FTC, MB686, zidovudina,
aciclovir, ganciclovir, viramida, VX-497, VX-950, e I1SIS-14803.

14. El conjugado para uso segun la reivindicacion 12, en el que la infeccion viral es hepatitis C crénica.

15. El conjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, para uso en el tratamiento de un paciente con una
enfermedad autoinmune.

16. El conjugado para uso segun la reivindicacion 15, en el que la enfermedad autoinmune es esclerosis multiple.

17. El conjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, para uso en terapia.

57



ES 2566 797 T3

-~

B C

W

A
E-
L
L
&

~

Fig. 1

58



ES 2566 797 T3

PDANEL \L

DAM.L
DO
DaMgsL

DaXN0L9

NOIDJ3ANI

Fig. 2A

NOIDJ3ANI

Fig. 2B

NOIDOIANI

Fig. 2C

59



-100.03 TAMPON B

1500

ES 2566 797 T3

] T
00:30:00

HR : MIN : SEG

Fig. 3

60

1
01:00:00

1.00

0,50

0,00



ES 2566 797 T3

J

DAAE| ==

DAMLL
DAAPY
DaM8s1

DAAN0LY

NOIDD3ANI

NOIDJ3ANI

)

Fig. 5

61



ES 2566 797 T3

62



DO450

DO450

ES 2566 797 T3

Illl ¥ T l|lIIII

' on R rTT
1 10 100
[IFN-B-1a] (pg/mL)

Fig. 7A

[IFN-B-1a] (pg/ml)

Fig. 7B

6



ES 2566 797 T3

IFN-B-1a
NO MODIFICADO

=
£
o
o
=)
2
=
&
VIDA MEDIA DE ELIMINACION = 0,98 h
1.000 F—————
0 1 2 3 4 5 6
TIEMPO (h)
IFN-B-1d
PEG-0-2-METILPROPIONALDEHIDO 20K
108
E ]
g 3
- :
2 _
Zz 10%7
1 VIDA MEDIA DE ELIMINACION = 126 h
1.000 ~frrrr e e e
0O 10 20 30 40 50 60 70 80
TIEMPO (h)
A

Fig. 8A



ES 2566 797 T3

IFN-B-1a
PEG-0-p-METILFENIL-O-2-
METILPROPIONALDEHIDO 20K

108
=
S 10
E 10
)
>
Z 104
=

\IDA MEDIA DE ELIMIHACIf‘.'H =111 h ™
1{”:”] |""]"”]11'll|'ll1 I RS BARA BEEEE!
0O 10 20 30 40 50 60 70 80
TIEMPO (h)
IFN-B-1a
PEG-0-p-FENILACETALDEHIDO 20K

10°
£ .
14 10° IDA MEDIA DE ELIMINACION =6,8 h
=}
=
z 1047

1.000 —
0 10 20 30 40 50 60 70 80
TIEMPO (h)
A

Fig. 8B



[IFN-B-1a] (pg/ml)

[IFN-B-1ai {pg/mL)

100

1.000

104

1.000

100~

2
i lI.LI.I.[ L

—
4
. i

ES 2566 797 T3

IFN-g-1a
NO MODIFICADO

0

0

VIDA MEDIA DE ELIMINACION = 5.2 h

| VIDA MEDIA DE ELIMINACION = 0,92 h

T T T
1 2 3 4 5 6

TIEMPO (h)

IFN-p-1a
PEG-0-p-FENILPROPIONALDEHIDO 20K

10 20 30 40 50 60 70 80
TIEMPO (h)

~

Fig. 9A



[IFN-B-1a] {pg/mL)

IFN-B-1a] {pg/mL)

106

10°

104

1.000

ES 2566 797 T3

IFN-p-1a
PEG-0-m-FENILACETALDEHIDO 20K

‘H’IDA I'LI'IEDIA DE ELIMIHACIDH 1,7 h

100 e e aRasas
0 10 20 30 40 50 60 70 80
TIEMPO (h)
IFN-p-1a

PEG-0-m-METILFENIL-
0-2-METILPROPIONALDEHIDO 20K

VIDA MEDIA DE ELIMINACION = 7,1 h

0

10 20 30 40 50 60 70 80
TIEMPO (h)

Fig. 9B

67



ES 2566 797 T3

Fig. 10

ds + via3au
SOSYA 30 OHIWNN

68



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

