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DESCRIPCION
Conjugados de polimeros hiperramificados a través de enlazante escindible no enzimatico

La presente invencion se relaciona con compuestos de inclusién que comprenden una proteina y un compuesto
organico de encapsulamiento (EOC), el cual también se conoce como prote6foro, en una estequiometria 1:1. En una
realizacién, el EOC es un dendrimero, que resulta en un compuesto de inclusiéon de proteina dendrimero (DPIC).
También se divulga un compuesto en donde el EOC es una estructura macrociclica que resulta en un compuesto de
inclusion de proteina de macrociclo (MPIC). Los compuestos de encapsulamiento, asi como los compuestos de
inclusion resultantes, son solubles en agua y se prestan para la liberacién controlada de la proteina a un objetivo,
preferiblemente en un cuerpo vivo, en particular un mamifero.

Las proteinas son moléculas grandes e inestables. Se conoce que una gran cantidad de proteinas muestran una
importante actividad farmacolégica. Ejemplos incluyen la insulina, el interferon, hormonas de crecimiento y factores
qgue forman la sangre. En general, las proteinas se aplican a mamiferos y humanos mediante inyeccion. Hasta la
fecha, no es posible aplicar proteinas farmacolégicamente activas por via oral o por via transdérmica. Después de la
inyeccion, las proteinas son atacadas facilmente y, a menudo parcial o totalmente eliminadas por el sistema inmune,
por diversas enzimas o por filtracién renal. Ademas, la proteina puede ser tdxica o causar reacciones alérgicas.

Con el fin de superar la eliminacion in vivo, se desarrollaron varias técnicas con el fin de garantizar una liberacién
controlada de la proteina respectiva. Ejemplos incluyen la modificacion de la secuencia de la proteina, pegilacion,
proteinilacion, de enlace con la albumina, glicosilacion, formulacién en hidrogeles o encapsulacién por
microparticulas, nanoparticulas, dendrimeros.

La guimica supramolecular esta dirigida hacia la sintesis y analisis de compuestos de inclusion en el cual dos o mas
componentes estan asociados a través de un encerramiento completo de un conjunto de moléculas en una
estructura adecuada formada por otra.

En tales sistemas quimicos anfitrion-huésped, una entidad molecular es complementaria a una diferente, segunda
entidad. La complementariedad puede ocurrir en forma o propiedades fisicoquimicas o en una combinacion de
ambos. En el caso de la complementariedad de forma, la molécula huésped forma una cavidad de tamafio similar a
la molécula huésped. En tales casos bien definidos topoldgicamente, donde la cavidad es una caracteristica
estructural inherente de una molécula individual, el anfitrién se denomina cavitando, y el agregado anfitriéon huésped,
cavitado. Tipicamente, la estequiometria del sistema supramolecular es 1:1. Sin embargo, se conocen varios tipos
de estequiometrias complejas. Las moléculas huésped son tipicamente mas pequefias en tamafio que el compuesto
anfitrién correspondiente.

Ejemplos para pequefios sistemas de huésped-huésped son para los complejos de instancia formados entre éteres
corona y de sodio o iones de potasio. Ejemplos bien conocidos de moléculas organicas host-huésped sintéticas son
los complejos de compuestos aromaticos tales como nitrofenol por ciclodextrina carbohidratos. Las ciclodextrinas
vienen en varios tamafos de anillos, el mas grande de los cuales puede acomodar estructuras biciclicas tales como
naftaleno y sus derivados. Las moléculas de Fullereno son de forma esférica y acomodan espacio libre de un
diametro de 0.7 nm.

Biomacromoléculas tales como el almidon pueden formar complejos de inclusiéon con huéspedes pequefios tales
como yodo llenando un volumen similar a un canal en el interior de una hélice. Se conocen dobles hélices de ADN
para dar cabida a los compuestos aromaticos rigidos por medio de la intercalacién. La albimina sérica es un
ejemplo bien estudiado de una proteina que se puede cargar con varias moléculas de acidos grasos.

Comparativamente poca experimentacion se ha llevado a cabo para investigar la formacion de complejos de
biomacromoléculas tales como las proteinas por compuestos anfitriones sintéticos.

Un gran ndmero de medicamentos moleculares se basan en proteinas o péptidos grupo del cual la insulina,
interferones, o péptidos del que el grupo insulina, interferones, hormonas de crecimiento y factores de la sangre se
encuentran entre los agentes terapéuticos mas ampliamente utilizados.

Se sabe que los agentes terapéuticos proteinicos sufren de diversos inconvenientes. Las proteinas son
macromoléculas inestables inherentemente asi como su bioactividad depende del posicionamiento tridimensional
correcto de su cadena de polipéptido. Factores externos tales como solventes, superficies, agitacién, la temperatura
o el pH pueden afectar el equilibrio conformacional y resultar en despliegue parcial o total, desnaturalizacion,
aglomeracion o precipitacion. Proteinas de origen no humano o proteinas que contienen secuencias de aminoacidos
no humanos son altamente inmunogénicas. La formacién de anticuerpos es aun notable por proteinas humanas
tales como la insulina si se administra con frecuencia por inyeccién. Las biomoléculas pueden ser eliminadas de la
circulacion demasiado rapidamente o demasiado lentamente para una aplicacion terapéutica determinada y pueden
exhibir una ventana terapéutica estrecha. Las proteinas pueden ser degradadas por proteasas enddgenas. La
mayoria de las biomoléculas terapéuticas necesitan ser administradas por via parenteral, que impone



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2600 729 T3

frecuentemente la necesidad de inyecciones diarias durante toda la vida en el paciente. En este momento no hay
formulaciones de proteinas aprobados para la administracion oral o pulmonar. Sélo en algunos casos ha sido posible
dirigir la proteina terapéutica al tejido o tipo de célula enfermo o para entregar la proteina de manera intracelular.

Por lo tanto, es altamente deseable desarrollar vehiculos de entrega definidos molecularmente para mejorar el
beneficio terapéutico de los medicamentos basados en proteinas. Especificamente, las proteinas necesitan ser
encapsuladas eficientemente para proteccion y liberado desde el agente de encapsulamiento por bioactividad.

Las proteinas se componen de secuencias de aminoacidos condensados que se pliegan en una disposicion
tridimensional compacta, a menudo de forma globular. El diametro de las proteinas globulares oscila tipicamente de
1 a 10 nm. Las proteinas pueden formar complejos compuestos de varias subunidades idénticas o diferentes, y
pueden asociar varias proteinas para formar complejos ain mas grandes. Un agente de encapsulamiento de
proteina tiene que proporcionar un volumen interno bien hidratado de un tamafio similar y de forma
aproximadamente esférica o elipsoidal o como de canal. El contenido de agua es una importante propiedad
molecular, puesto que la mayoria de las biomoléculas dependen de una capa de hidratacion para la bioactividad.

Los polimeros han comprobado ser muy Utiles en el suministro de material biolégico molecular terapéutico a los
humanos. Los polimeros solubles en agua lineales o ramificados pueden ocupar un volumen de tamafio similar o
mayor que una molécula de proteina.

El polietilén glicol (PEG) es un polimero de baja toxicidad e inmunogenicidad. Varias proteinas terapéuticas se han
conjugado covalentemente al PEG por un proceso llamado PEGilacién y aplicado con éxito en terapia molecular
(Harris JM, Chess RB, Nature (2003) 214-21).

Una ventaja de la PEGilacion de proteinas es la mejora de las propiedades farmacocinéticas del conjugado en
circulacion. Proteinas no conjugadas tales como el interferén alfa-2a son eliminadas rapidamente dentro de 2.5
horas en ratas, los correspondientes interferones pegilados circulan con una vida media de t1/2= 3.4 h
(monoconjugado PEG de 5 kDa lineal) hasta 23 h (dipegilado con 2 x PEG de 20 kDa). Este efecto se atribuye a la
filtracion renal reducida. La filtracion del rifion es parcialmente un proceso de exclusion por tamafio, y la potenciacion
del radio hidrodindmico de una proteina por PEGilacién puede reducir significativamente su rata de aclaramiento. El
PEG se hidrata fuertemente (2-3 moléculas de agua por unidad de éxido de etileno) y por lo tanto muestra un alto
peso molecular aparente en los estudios de cromatografia de exclusiéon por tamafio. Debido a su alta flexibilidad
conformacional y la hidratacién, las moléculas de PEG aparecen 5-10 veces tan grandes como proteinas de masa
molecular similar.

El PEG se utiliza ampliamente para hacer superficies resistentes a la adsorcion de proteinas y para precipitar las
proteinas de la solucién acuosa, lo que corrobora la nocién de que el PEG no se enlaza fisicoquimicamente a la
proteina.

La propiedad del PEG para plegarse aleatoriamente y ocupar un volumen molecular grande explica igualmente el
segundo beneficio terapéutico de la PEGilacion, es decir la reduccién de la inmunogenicidad de las proteinas. Este
efecto es mas pronunciado para proteinas de origen no humano y es probable que se logre mediante la imposicién
de un escudo estérico en la proximidad del epitopo inmunogénico y por lo tanto prevenir el reconocimiento por el
sistema inmune.

El efecto de proteccion se puede reforzar mediante el empleo de PEG ramificado. El polietilén glicol con un bajo
grado de ramificacion se conoce de la US 5,643,575 y del catalogo de Nektar Therapeutics 2003. La WO 01/21197
menciona conjugados de insulina-PEG monosustituidos ramificados.

El mecanismo de proteccion estérica explica por la reduccidon observada de la bioactividad de las proteinas
PEGiladas. La conjugacion covalente de cadenas laterales de proteina cerca de un epitopo generalmente puede
afectar la capacidad de la proteina para enlazarse a su receptor. Debe tenerse cuidado para identificar una cadena
lateral de proteina reactiva que esta en una posicion distal a la regiéon de la superficie de la proteina que esta
mediando el enlazamiento del receptor o la actividad enzimatica. Por esta razon, se prefiere la monoconjugacion de
PEG sobre conjugaciones mdltiples. Sin embargo incluso para monoconjugados, varios regioisémeros son obtenidos
en diferentes relaciones.

La proteccion estérica también se puede reforzar mediante la conjugacién de la proteina con mas de una molécula
de PEG. La PEGilacion multiple conduce a un aparente aumento en volumen hidrodinamico y sirve para proteger
mejor a la proteina de reconocimiento de anticuerpos o un ataque de la proteasa. La metodologia se ve
comprometida por la pérdida de bioactividad, la pérdida de actividad terapéutica por gramo de material y por
incremento del riesgo de inactivacion de proteinas por la desestabilizacién conformacional.

Es un reto para obtener un producto homogéneo de la reaccion de proteina con reactivo de PEG. Si un reactivo PEG
se hace reaccionar con una determinada proteina bajo condiciones equimoleculares o se agrega en ligero exceso,
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se obtienen conjugaciones mono-, bis-, tris- y oligo. La razén es que las superficies de proteinas muestran diversos
grupos funcionales de reactividades similares. Las dificultades en el andlisis de tales mezclas se ven agravadas por
el hecho de que el PEG en si mismo es una molécula polidispersa. La polidispersidad se refiere al hecho de que el
PEG no se puede obtener como una molécula de longitud de cadena precisa mas alla de un grado de polimerizacion
(dp) de 12 unidades de etilenglicol. Los PEG tipicos de 5 kDa o 20 kDa de masa molecular exhiben
polidispersidades de 1.01 hasta 1.20, respectivamente.

Si se precipitan de la solucion acuosa bajo ciertas condiciones, polimeros no solubles en agua tales como
poli(lactida-co-glicolido, PLG) pueden formar nano- o microparticulas. Las particulas formadas no son solubles en
agua, pero se suspenden en solucion acuosa. Las proteinas presentes en la fase acuosa pueden ser atrapadas
dentro de estos ensamblajes no covalentes. Las proteinas se liberan cuando las particulas se degradan. Tales
hidrogeles se utilizan con éxito en formulaciones de liberacién lenta de proteinas terapéuticas tales como la hormona
del crecimiento (Tracy MA, Biotechnol Prod 14 (1998) 108-15).

Las proteinas o polipéptidos se pueden incorporar en el material polimérico mediante la realizacion de la etapa de
polimerizacién en presencia de la biomolécula. De esta manera la insulina se ha cargada a las nanoparticulas N-
butilcianoacrilato (WO 96/31231). Monomeros de polimerizacién son especies moleculares altamente reactivas y el
proceso generalmente requiere solventes organicos. Las biomacromoléculas pueden sufrir modificacién o
degradacion estructural bajo tales condiciones.

Métodos de encapsulacion tipica que implica entidades prepolimerizadas son agua-en-aceite-en-agua (w/o/w) de
doble evaporacion emulsién/solvente o la técnica de sélido-en-aceite-en-agua (s/o/w). El proceso de encapsulacion
implica solventes orgéanicos tales como cloruro de metileno, el calor y la sonicaciéon u homogenizacién y por lo tanto
puede conducir a la inactivacion del material encapsulado.

Un método alternativo se basa en el entrecruzamiento del polimero. Las proteinas pueden ser atrapadas
permanentemente en polimeros si la etapa de entrecruzamiento se lleva a cabo en presencia de la proteina.
Proteinas, monémeros y agente de entrecruzamiento se mezclan y se polimerizan. Tales polimeros no son solubles
per se. Polimeros entrecruzados estan constituidos por una red de cadenas de polimero. Dentro de esta red existen
varios poros y cavidades y canales de una manera aleatoria, algunos de los cuales pueden ser suficientemente
grandes para permitir la difusién de la proteina en, a través o fuera del polimero. El grado de entrecruzamiento tiene
un fuerte efecto sobre la difusion en y efusion a partir del polimero. Los productos de tal entrecruzamiento se
denominan hidrogeles, ya que pueden producirse a partir de componentes solubles en agua, componentes bien
hidratados, y que exhiben un comportamiento de hinchamiento considerable.

Todos estos métodos de preparacién pueden tener efectos severamente perjudiciales sobre la integridad y la
bioactividad de la proteina. Como se inactiva una porcién del material de proteina durante el proceso de preparacion
de particulas, y es dificil de cuantificar la bioactividad restante de la muestra de proteina atrapada.

Incluso después de la encapsulacion, la proteina se pone bajo estrés cuando la proteina se ve obligada a hacer
contacto estrecho con las moléculas de polimero mas hidréfobas. De nuevo esto puede causar la desnaturalizaciéon
adicional y pérdida de actividad. Adicionalmente, la arquitectura molecular de la red de polimero impone estrés
mecanico y fisico-quimico sobre la proteina. La proteina puede ser deshidratada o desnaturalizada por agregacion o
contacto con las superficies internas, y es dificil de analizar la bioactividad de la proteina después de la
encapsulacion.

La liberacion de proteinas a partir del atrapamiento se puede lograr por difusiéon, una reaccién quimica o enzimatica
gue conduce a la degradacion del polimero o la activacion del solvente (a través de ésmosis o hinchamiento) o una
combinacion de mecanismos. Para aplicaciones terapéuticas, la efusién, el hinchamiento o mecanismos de
biodegradacion tienen lugar in vivo y son dificiles de controlar.

Los liposomas pueden formar pequefias vesiculas unilamelares o grandes ensamblajes multilamelares. La
encapsulaciéon de farmacos en liposomas ha sido ampliamente estudiada y se aplica en terapia molecular. La WO
03/030829 describe formulaciones de insulina encapsulados en liposomas. Las técnicas tipicas tales como
mezclando el farmaco con el lipido en un solvente organico, adiciéon de un medio acuoso y subsecuente eliminacion
del solvente organico o la didlisis de las micelas de lipido-detergente mezclado no se aplican faciimente a la
encapsulacion de proteinas debido a la desnaturalizacién de la proteina por el solvente o detergente. Una
metodologia mas adecuada es la hidratacion de la pelicula de lipidos. Los liposomas se forman mediante la
hidratacion y dispensacion de una pelicula previamente secada de lipidos. Los liposomas no son per se solubles en
agua pero pueden ser distribuidos homogéneamente en agua por medio de dispersion. Si la proteina esta presente
en la solucién de hidratacién se vuelve a la vez asociado en la superficie y atrapado en el interior de los liposomas.
El proceso reduce la exposicion de la proteina a condiciones de desnaturalizacién, pero es de poca eficiencia de
encapsulacion.

Los dendrimeros son estructuras poliméricas bien definidas. Los dendrimeros se basan en la repeticion de
estructuras hiperramificadas que emanan de un nucleo central (US 4,507,466). Dendrimeros tipicos se basan en
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poliamidoamina (PAMAM), polietilén imina (PEI), polipropilén imina o polilisina. Estas macromoléculas sintéticas se
ensamblan de forma gradual, con cada ciclo de reaccion agregando otra capa de ramificaciones (llamado
"generacion”). Se tiene acceso a los dendrimeros sintéticamente de forma gradual, sintesis divergente "de abajo
arriba" o convergente "de arriba abajo". El componente estructural central es la unidad del nicleo de la que los
dendrimeros hiperramificados se extienden de manera radialmente simétrica. El ndcleo puede proporcionar por lo
menos dos grupos reactivos para la conjugacion dendrimera, también pueden ser de naturaleza heterofuncional y
pueden ser utilizados grupos protectores. En este Ultimo caso, el dendrimero puede ensamblarse, y un compuesto
huésped puede ser subsecuentemente conjugado con un nucleo de anilina por medio de quimicas ortogonales (WO
88/01180). El nucleo y los dendrimeros forman el interior o la estructura de un dendrimero. Como consecuencia de
la simetria esférica apoyada por el hacinamiento estérico, los grupos terminales de los hiperramificados estan
definiendo el exterior. En dendrimeros de alta generacion, las ramificaciones terminales forman de preferencia capas
densas y se han descubierto vacios internos flexibles. Se entiende, que para un dendrimero determinado estas
cavidades se llenan por grupos terminales replegados y moléculas de solventes coordinadas fuertemente. Los
dendrimeros estan relacionados con micelas, igualmente bien adecuadas para los compuestos hidr6fobos
complejos. Pero en contraste exhiben orden estructural superior debido a su naturaleza monomolecular y la
ausencia de un equilibrio dinamico de diversas especies. Los compuestos sintéticos soélo pueden difundirse en
dendrimeros si se cumplen ciertos requerimientos estructurales tales como la rigidez conformacional y la planitud asi
como la distribucién de carga, tales como la afinidad a las aminas terciarias. Varios compuestos apolares tales como
pireno o naftaleno han sido encapsulados en dendrimeros, pero el nimero de huéspedes atrapados, asi como su
interaccion molecular con el interior del dendrimero son estimados indefinidos frecuentemente subestequiométricos.

Enla US 5,714,166 y la WO 95/24221, se revelan conjugados de proteina de dendrimero. Los dendrimeros PAMAM
de G4 estan acoplados covalentemente a través de sus grupos funcionales terminales con la insulina, la insulina
marcada con fluorescencia, la avidina, los anticuerpos monoclonales y la bradiquinina. Los grupos reactivos
utilizados para la conjugacion solo estan presentes en la superficie de los dendrimeros, y por lo tanto cualquier
aducto covalente generado por el método ensefiado se asociard con el exterior del dendrimero. La "congestion"
estérica de los grupos terminales dendriméricos es un prerrequisito para la formacion del espacio vacio interno. En
un estudio de micrografia de electrones de transmision de barrido, se observé que los dendrimeros PAMAM se
someten a un cambio morfoldgico en la etapa G9. La congestién de la superficie cred un interior hueco rodeado por
un borde denso. Los dendrimeros G4 utilizados para la conjugacién de proteinas no contienen dichos vacios.
Ademas, es aparente a partir de la comparacion de tamafio molecular, que una insulina de tamafio de 3 nm no se
puede encapsular en una densa, dendrimero PAMAM de generacién 4 de tamafio 4 nm. La hemoglobina tiene un
diametro de 5.5 nm, y los dendrimeros PAMAM de G5, G6 y G7 exhiben diametros de 5.3 nm, 6.7 y 8.0 nm,
respectivamente. Las macromoléculas tales como péptidos y proteinas son excluidas per se de la difusion a través
del empaquetamiento molecular denso y que entran al interior de dichos dendrimeros. Como la superficie del
dendrimero es mas bien densamente agrupada, los tamafios de los poros son demasiado pequefios para permitir
una entrada de una proteina en el interior del dendrimero. Por estas razones, la proteina macromolecular o los
huéspedes polipéptidos no han sido encapsulados en dendrimeros, ni ha sido demostrada la encapsulacién no
covalente de proteinas.

Dendrimeros PAMAM contienen grupos amina libres en sus superficies y facilmente se asocian con el ADN a través
de interacciones electrostaticas.

La WO 01/07469 detalla dendrimeros de polipéptidos solubles en agua constituidos por aminoacidos ornitina y
glicina. La solicitud de patente también ensefia la encapsulacion no covalente de un oligosacarido, heparina, por
dendrimerizacién del nicleo del dendrimero en presencia de heparina bajo condiciones moderadas. El oligosacarido
se libera del dendrimero mediante escisién inducida por la luz de los enlaces labiles a UV dentro de la estructura
dendritica. La estructura del nicleo utilizada aqui fue tris (2-maleimidoetil)amina. Los dendrimeros polipéptidos
presintetizados, que contienen un grupo tiol libre se incubaron en DMF en la presencia de heparina. Es improbable
gue esta metodologia sea aplicable a las proteinas pues ocurren reacciones secundarias sustanciales entre el
ndcleo maleimido y la proteina, ademas la competicion estérica evitara una encapsulacion eficiente bien sea que se
evite la formacion completa de la estructura tri-dendritica o que la proteina no sera atrapada. El ejemplo no ensefia
cémo generar un complejo de estequiometria bien definida.

Hay una necesidad continua por técnicas y dispositivos los cuales permitan una encapsulacion efectiva de proteinas
con el fin de asegurar una entrega controlada y, si es apropiado, la liberaciéon de proteinas farmacolégicamente
activas. La encapsulacion no debe alterar la estructura y las propiedades de las proteinas y debe proteger de
manera eficiente la proteina de los ataques por el sistema inmune y las enzimas del individuo al cual se administra la
proteina. Ademas, en caso de que esto se desee, la proteina debe permitir una liberacién eficaz de la proteina
encapsulada.

Este objetivo se consigue por una proteina encapsulada covalentemente o no covalentemente por un compuesto
organico encapsulante (EOC) en donde la proteina y el compuesto organico encapsulante estan presentes en
estequiometria 1:1.
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Los EOC apropiados son solubles en agua.
Las composiciones de la invencion se definen en las reivindicaciones.

Los EOC contienen varios, es decir, al menos 2, cadenas de moléculas de una longitud apropiada que las cadenas
pueden organizar de tal manera que se forma una cavidad que puede acoger la proteina y protegerla de la accion de
enzimas, anticuerpos y similares. En lo sucesivo las cadenas de la molécula seran denominadas como "cadenas
moleculares encapsulantes" EMC. Las EMC se pueden conectar directamente entre si, o a través de una unidad
quimica, una o mas de las llamadas frecuentemente unidades de ramificacion (véase mas abajo).

En lo que sigue, se definiran las EMC de acuerdo con la presente invencién. Esta definicion se aplica cada vez que
EMC sera mencionada en la presente solicitud de una forma general, bien sea en conexién con una férmula general
0 en cualquier otro contexto.

Las EMC contienen grupos hidréfilos, en una proporcion y cantidad apropiada con respecto a los grupos hidr6fobos
que pueden estar presentes en el EOC, para hacer el tltimo soluble en agua.

Las EMC se construyen a partir de cadenas de alquilo lineales, ramificadas o ciclicas. Para hacer las cadenas
alquilo hidréfobas mas hidréfilas, heteroatomos tales como, pero no limitados a S, N, O pueden estar presentes
dentro de la cadena. Otros grupos apropiados que pueden estar presentes en las EMC incluyen (-S-S)-, amida -
C(O)NH- 0 C(O)NR-, -S-succinimido, amino (-NR-), éster carboxilico (-C(0O)O-), sulfonamida (-S(0O)2-NR-, carbamato
(-O-C(0)-NR-), carbonato (-O-C(0)-O-), sulfona (-S(0)2-), éter(-O-), oxima (-CR=N-O-), hidrazona (-CR=N-NR-),
urea (-NR-C(O)-NR-), tiourea (-NR-C(S)-NR-), carbohidrato, glicerilo, fosfato (-O-P(O)(OR)O-), fosfonato (-
P(0)(OR)0-), compuestos (hetero)ciclicos saturados y no saturados. Ejemplos no limitantes de R incluyen H, grupos
alquilo lineales, ramificados o ciclicos los cuales pueden contener ademas grupos funcionales o heteroatomos.

Ejemplo de grupos preferidos en las EMC comprenden grupos oxialquileno (esto es oxietileno (-OCH,CH)-, grupos
oxipropileno (-OCH,CH(CHzs))- y grupos oxibutileno) y grupos amida (-C(O)NH)-. Se prefiere si las EMC comprenden
grupos oxietileno (-OCH,CHy>)- y grupos amida (-C(O)NH)-.

En una realizacion de la presente invencioén, las EMC comprenden al menos una unidad aminoacido en su cadena.
En el contexto de la presente invencion, "unidad de aminoacido" significa un aminoacido, preferiblemente un
aminoacido de origen natural como la lisina, el cual esta conectado a al menos un asociado de union adicional, por
ejemplo un aminoacido adicional, por su amino y/o su funcién carboxi. El aminoacido puede ser modificado, por
ejemplo, llevar uno o mas sustituyentes.

Las EMC llevan uno o mas sustituyentes (grupos de cubrimiento o modificadores de C) en su estructura. Los grupos
de cubrimiento apropiados son grupos exigentes estéricamente. Los grupos de cubrimiento, pueden forzar las EMC
en una cierta conformacion necesaria para la creacion de la cavidad que encierra la proteina. En muchos casos, las
EMC de acuerdo con la presente invencion no son rigidas, y las subunidades de las EMC pueden girar alrededor de
los lazos de la cadena y ocupar una posicion espacial de acuerdo con los requerimientos estéricos (la cual, en
general, sera la posicién con la energia mas baja). Los grupos de cubrimiento pueden evitar una aproximacion
demasiado cerca de las EMC y una abertura de la cavidad, la cual puede resultar en una encapsulacion insuficiente
de la proteina y una proteccion insuficiente contra el ataque de las enzimas, anticuerpos o similares. Ademas, la
proteina puede dejar totalmente la cavidad a través de la brecha resultante del movimiento de las EMC.

Los grupos de cubrimiento C se construyen a partir de cadenas de alquilo lineales, ramificadas o ciclicas. Para hacer
las cadenas alquilo hidr6fobas mas hidrdéfilas, hetero atomos tales como, pero no limitados a S, N, O pueden estar
presentes dentro de la cadena. Otros grupos adecuados que pueden estar presentes en los grupos de cubrimiento
incluyen (-S-S)-, amida -C(O)NH- o C(O)NR-, -S-succinimido, amino (-NR-), éster carboxilico (-C(O)O-), sulfonamida
(-S(0)2-NR-, carbamato (-O-C(0O)-NR-), carbonata (-O-C(0)-O-), sulfona (-S(0)2-), éter (-O-), oxima (-CR=N-0O-),
hidrazona (-CR=N-NR-), urea (-NR-C(O)-NR-), tiourea(-NR-C(S)-NR-), carbohidrato, glicerilo, fosfato (-O-
P(O)(OR)0O-), fosfonato (-P(O)(OR)O-), compuestos (hetero)ciclicos saturados y no saturados. Ejemplos no
limitantes de R incluyen H, grupos alquilo lineales, ramificados o ciclicos los cuales pueden contener ademas grupos
funcionales o heteroatomos.

En una realizacion de la presente invencion, las unidades de tapado comprenden al menos una unidad de
aminoacidos en su cadena. En el contexto de la presente invencién, "unidad de aminoacido" significa un aminoécido,
preferiblemente un aminoacido de origen natural como la lisina, la cual esta conectada a al menos un asociado de
unién adicional, por ejemplo un aminoacido adicional, por su amino y/o su funcién carboxi. El aminoacido puede ser
modificado, por ejemplo, llevar uno 0 mas sustituyentes.

Se prefiere si los grupos de cubrimiento comprenden grupos oxialquileno (es decir grupos oxietileno (-OCH,CHy)-,

oxipropileno (-OCH>CH(CHzs))- y grupos oxibutileno) y grupos amida (-C(O)NH)-. Es incluso mas preferido si los
grupos de cubrimiento comprenden grupos oxietileno (-OCH2CHy)- y grupos amida (-C (O) NH) -, en una relacion y
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cantidad apropiada, con el fin de obtener grupos de cubrimiento con la hidrofilicidad deseada la cual puede ser
mayor o menor que la hidrofilicidad de las EMC.

Los grupos de cubrimiento en la EMC pueden contener uno o mas grupos funcionales de los anteriormente citados.
Los grupos funcionales presentes en un grupo de cubrimiento dado pueden ser idénticos o diferentes. Cada uno de
los grupos citados puede estar presente s6lo una vez o varias veces. Los grupos de cubrimiento presentes en una
EMC dada pueden ser idénticos o diferentes.

En una realizacion de la presente invencién, los grupos de cubrimiento no tienen un alto grado de ramificacion. Esto
sera el caso, en particular, si los EOC de acuerdo con la presente invencion tienen un alto numero de las EMC.

En una realizacién adicional de la presente invencién, los grupos de cubrimiento son moléculas muy ramificadas
moléculas que tienen preferiblemente un grado de ramificaciéon de 2, 3, 4, 5 0 6. Un grado de ramificacion de 2
significa que la cadena principal conectada a la unidad encapsulante se divide en 2 subcadenas, mientras que en el
caso de un grado de ramificacién de 3, la cadena principal se divide en 3 subcadenas, etc.

Las subcadenas pueden ser también ramificadas. En el contexto de la presente invencion, este caso sera referido
como "subramificado" (Los modificadores son subramificados, es decir, su cadena principal contiene subcadenas
qgue de por si son ramificadas). Por ejemplo, en el caso de un grado de ramificacién de 2, cada una de las 2
subcadenas puede ser subramificada a un grado de subramificacion de 2, lo que significa que también cada una de
las 2 subcadenas en las que la cadena principal (cadena principal) se divide a si misma, se divide en 2 subcadenas.
En tal caso, el grado de ramificacion se designara como 2(2).

Cuando un EOC de acuerdo con la presente invencién es sustituido por grupos de cubrimiento los cuales estan
altamente ramificados, dard como resultado una estructura dendritica.

El término polimero hiperramificado utilizado en esta descripciéon esta previsto para incluir una combinacion de una
EMC con grupos de cubrimiento, asi como los EOC.

In one embodiment of the present invention, the encapsulation is realized by an EOC-protein inclusion compound
EPIC according to the formula (l) in which the EMCs are connected to each other by one branching unit B, resulting
in an EOC of the structure according to the formula (Il) in which a cavity is formed.

En una realizacién de la presente invencion la encapsulacion se realiza por un compuesto EPIC de inclusion de
proteina EOC de acuerdo con la férmula (I) en la cual las EMC estan conectadas entre si por una ramificacion de la
unidad B, que resulta en un EOC de la estructura de acuerdo con la férmula (1) en la cual se forma una cavidad.

ST
N EMC——/
B(L—(v EMC#T\
S~ EMC——/

En las formulas (1) y (I1), los simbolos tienen los siguientes significados:

B: unidad de ramificacion (unidad basica, nlcleo) que contiene al menos un centro de ramificaciéon Bc y al menos
dos grupos funcionales de ramificacion Bfg conectados a o capaces de reaccionar con una unidad encapsulante
EMC;

EMC: cadena molecular encapsulante;
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L: enlazante que contiene al menos un grupo funcional Lfg el cual estd conectado a la proteina P o capaz de
conectarse con los grupos funcionales presentes en la proteina P bajo la formacién de un enlace quimico;

1:.1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11 0 12, preferiblemente 3, 4, 5, 6, 7 u 8, en particular 2,3,4,5 0 6;
P: proteina farmacolégicamente activa.

Las EMC han sido definidos de antemano. En lo que sigue, se definen los grupos B, L y P de acuerdo con las
férmulas (1) y (I1). Esta definicién se aplica cada vez que B, L y P seran mencionadas en la presente solicitud en una
forma general, ya sea en relacidon con una féormula general o en cualquier otro contexto.

Los EOC de acuerdo con la presente invencion pueden comprender mas de 2 EMC, por ejemplo 2, 3,4 ,5,6 ,7, 8, 9,
10, 11, 12 o0 13. Se muestran algunas realizaciones preferidas, en las formulas a continuacion.

tp (1)
EMC—/

——%L——:——P (IV)
=

Las unidades de ramificacién B puede ser consideradas como la unidad basica o el nicleo de las EMC de acuerdo
con la presente invencion.

Las EMC estan enlazadas por un grupo funcional EMC con al menos una unidad de ramificacién B. La unidad B
contiene al menos un centro de ramificacion Bc. Ejemplos de Bc incluyen unidades como >CH- o0 >C<y los analogos
respectivos en donde H es sustituido con un grupo organico; >N-; >P-. Los centros Bc pueden directamente ser
enlazados con los grupos funcionales de ramificacion (véase abajo), o pueden ser enlazado con al menos una
cadena organica.

Ejemplos de cadenas organicas adecuadas incluyen cadenas de alquilo lineales, ramificadas o ciclicas.
Heterodtomos como, pero no limitados a S, N, O pueden estar presentes dentro de la cadena. Otros grupos
adecuados que pueden estar presentes en B incluyen (-S-S)-, amida -C(O)NH- o C(O)NR-, -S-succinimido, amino (-
NR-), éster carboxilico (-C(O)O-), sulfonamida (-S(O)2-NR-, carbamato (-O-C(O)-NR-), carbonato (-O-C(O)-O-),
sulfona (-S(0)2-), éter (-0-), oxima (-CR=N-O-), hidrazona (-CR=NNR-), urea (-NR-C(0O)-NR-), tiourea (-NR-C(S)-NR-
), carbohidrato, glicerilo, fosfato (-O-P(O)(OR)O-), fosfonato (-P(O)(OR)O-), compuestos hetero(ciclicos) saturados y
no saturados. Los ejemplos no limitantes de R incluyen H, grupos alquilo lineal, ramificado o ciclicos que pueden
contener otros grupos funcionales o heteroatomos. Ademas de los grupos antes mencionados, otros grupos
conocidos para la persona experta en la técnica pueden estar presentes en B.

B puede contener uno 0 mas grupos elegidos entre los citados anteriormente. Los grupos pueden ser idénticos o
diferentes. Cada uno de los grupos citados puede estar presente so6lo una vez o varias veces. En una realizacién
preferida de la presente invencion, B comprende al menos una unidad de aminoacidos, preferiblemente de un
aminoacido de origen natural como la lisina. Es incluso mas preferido si B contiene una unidad compuesta de varias
unidades de aminoécidos.

En general, B sera una estructura ramificada que contiene uno o mas de los grupos mencionados anteriormente y
gue tiene una cierta longitud, de conformidad con los requerimientos estéricos de la proteina a ser encapsulada. B
comprendera uno o mas centro de ramificacion. Ademas, B contendra al menos dos grupos funcionales de
ramificacion Bfg lo que permite la fijacion de las EMC.
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Ejemplos de especies de enlaces adecuados formados entre B y la EMC incluyen los siguientes: (-S-S)-, S-
succinimido, amida -C(O)NH- o C(O)NR-, -S-succinimido, amino (-NR-), éster carboxilico (-C(O)O-), sulfonamida (-
S(0)2-NR-), carbamato (-O-C(O)-NR-), carbonato (-O-C(0O)-O-), éter (-O-), oxima (-CR=N-O-), hidrazona (-CR=N-
NR-), urea (-NR-C(O)-NR-), tiourea (-NR-C(S)-NR-), fosfato (-O-P(O)(OR)0O-), fosfonato (-P(O)(OR)O-). Los ejemplos
no limitantes de R incluyen H, grupos alquilo lineales, ramificados o ciclicos que pueden contener otros grupos
funcionales o heteroatomos o grupos arilo.

Como sera evidente para la persona experta en la técnica a partir de lo anterior, los grupos funcionales presentes en
la EMC y B (Bfg) de la EOC seran transformados (y cambiados) en una especie de enlace. Cuando, en el contexto
de la presente invencion, se hace referencia al presente "grupo funcional” en la B y la EMC, esto se refiere a los
grupos funcionales, como tal, asi como a las especies de enlace formados por la reaccion entre los grupos.

En el contexto de la presente invencion, "enlace" o "enlace quimico" se refiere a las fuerzas de atraccion como tal
entre dos 0 mas atomos (por ejemplo, un "enlace covalente"), mientras que la "especies de enlace" denota el enlace
quimico y los atomos en la vecindad la cual esta implicada en el proceso de enlace (por ejemplo, -S-S-).

Como las especies de enlace representados de antemano se forman por la reaccion entre los grupos funcionales
(grupos funcionales los cuales pueden ser iguales o diferentes), las EMC y B antes de la formacién de las especies
de enlaces, ambos contienen grupos funcionales que son capaces de reaccionar entre si bajo la formaciéon de un
enlace quimico apropiado, preferiblemente uno de los enlaces mencionados de antemano.

Ejemplos de grupos funcionales de ramificacion apropiados Bfg y grupos funcionales de EMC comprenden amino (-
NRH), acido carboxilico (-C(O)OH) y derivados, acido sulfénico (-S(0)2-OH) y derivados, carbonato (-O-C(O)-O-) y
derivados, hidroxilo (-OH), aldehido (-CHO), cetona (-CRO), hidrazina (H2N-NR-), isocianato (-NCO), isotiocianato (-
NCS), acido fosférico (-O-P(O)(OR)OH) y derivados, acido fosfonico (-P(O)(OR)OH) y derivados, haloacetilo, haluros
de alquilo, maleimida, acriloilo, agentes arilantes como fluoruros de arilo, hidroxilamina, disulfuros como disulfuro de
piridilo, sulfona de vinilo, vinil cetona, diazoalcanos, compuestos diazoacetilo, epoxido, oxirano, aziridina. Los
ejemplos no limitantes de R incluyen H, grupos alquilo lineales, ramificados o ciclicos que pueden contener otros
grupos funcionales o heteroatomos o grupos arilo.

En una realizacion preferida de la presente invencién grupos funcionales de ramificacion y grupos funcionales de
EMC comprenden amino, acido carboxilico y derivados, hidrazina, hidroxilamina, tiol, aldehido, hidroxilo, carbonato,
maleimida o grupos haloacetilo.

Como ya se mencion6, B puede contener dos 0 mas Bfgs. Este es en particular el caso cuando el EOC comprende
mas de cuatro, por ejemplo 5, 6, 7, 8 0 mas EMC.

Del mismo modo B puede contener uno o mas centros de ramificacion Bc.

Un constituyente esencial adicional de los EOC de acuerdo con la presente invencién es el enlazador L, el cual sirve
para establecer un enlace quimico entre la proteina P y el EOC, por la reaccidon entre los grupos funcionales
apropiados Lfg sobre el enlazador L y la proteina. El enlace quimico puede ser un enlace covalente o un enlace no
covalente, por ejemplo, un enlace coordinativo. Preferiblemente, el EOC tiene con 1 o 2 enlazantes.

Se describen aqui varios tipos de enlazantes:

Enlazante no escindible: un enlazante que no contiene uniones escindibles selectivamente.

Enlazante escindible: un enlazante que contiene una unién que se puede escindir selectivamente mediante un
reactivo de escision (TCEP, TFA, DTT, enzima, o un regulador).

Enlazante sin traza: un enlazante que tras la escision libera la proteina de una manera tal que la proteina no esta
asociada con un producto de escision enlazante restante.

Enlazante de profarmaco: un enlazante escindible que contiene un enlace que se puede escindir selectivamente
bajo condiciones in vivo, por ejemplo en la presencia de enzimas endégenas u otros reactivos enddgenos, o
Unicamente en regulador acuoso.

Enlazantes de profarmacos sin traza: enlazantes que tienen tanto las caracteristicas de enlazantes de profarmacos y
enlazantes sin traza.

Los enlazantes usados en las composiciones de la invencion son enlazantes no escindibles enzimaticamente.

El enlazante L puede reaccionar con cualquier grupo funcional apropiado Pfg presente en la proteina P,
preferiblemente con los mencionados a continuacion.
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Ejemplos de especies de enlace adecuados formados entre la proteina P y el enlazante L incluyen los siguientes: (-
SS)-, S-succinimido, amida -C(O)NH- o C(O)NR-, -S-succinimido, amino (-NR-), éster carboxilico (-C(O)O-),
sulfonamida (-S(0)2-NR-), carbamato (-O-C(O)-NR-), carbonato (-O-C(0O)-O-), éter (-O-), oxima (-CR=N-O-),
hidrazona (-CR=NNR-), urea (-NR-C(O)-NR-), tiourea (-NR-C(S)-NR-), fosfato (-O-P(O)(OR)O-), fosfonato (-
P(O)(OR)0-). Los ejemplos no limitantes de R incluyen H, Grupos alquilo lineales, ramificados o ciclicos que pueden
contener otros grupos funcionales o heteroatomos o grupos arilo.

En el contexto de la presente invencion, "enlace" o "enlace quimico" se refiere a las fuerzas de atraccion como tal
entre dos 0 mas atomos (por ejemplo, un "enlace covalente"), mientras que las "especies de enlace” denota el
enlace quimico y los atomos en la vecindad la cual esta implicada en el proceso de enlace (por ejemplo S-S-).

Como las especies de enlace representados de antemano se forman por la reaccion entre los grupos funcionales
(grupos funcionales los cuales pueden ser idénticos o diferentes), el EOC, antes de reaccionar con la proteina, y la
proteina, antes de reaccionar con el EOC, ambos contienen grupos funcionales los cuales son capaces de
reaccionar entre si bajo la formacion de un enlace quimico apropiado, preferiblemente uno de los enlaces
mencionados de antemano.

Ejemplos de grupos funcionales de proteina apropiada Pfg los cuales son parte de los aminoacidos que forman la
proteina natural (es decir, no modificada) son grupos amino, tiol, hidroxilo, fenol, imidazol, amida, indol, acido
carboxilico y guanidina.

En una realizacion preferida de la presente invencion los Pfgs comprenden grupos amino, imidazol vy tiol.

Ejemplos de grupos funcionales enlazantes adecuados comprenden amino (-NRH), &cido carboxilico (-C(O)OH) y
derivados, acido sulfénico (-S(0)2-OH) y derivados, carbonato (-O-C(0)-O-) y derivados, hidroxilo (-OH), aldehido (-
CHO), cetona (-CRO), isocianato (-NCOQ), isotiocianato (-NCS), haloacetilo, haluros de alquilo, maleimida, acriloilo,
agentes arilantes como fluoruros de arilo, disulfuros como disulfuro de piridilo, vinil sulfona, vinil cetona,
diazoalcanos, compuestos diazoacetilo, epdxido, oxirano, aziridina. Los ejemplos no limitantes de R incluyen H,
lineal, grupos alquilo lineales, ramificados o ciclicos que pueden contener otros grupos funcionales o heteroatomos o
grupos arilo.

En una realizacién preferida de la presente invenciéon los Lfgs comprenden carbamato, carbonato, tiol, tioéter,
succinimidilo, amida y disulfuro.

Como sera evidente para la persona experta en la técnica a partir de lo anterior, los grupos funcionales presentes en
la proteina P (Pfg), y el enlazante L (Lfg) del EOC seran transformados (y cambiados) en un enlace quimico.
Cuando, en el contexto de la presente invencion, se hace referencia al presente "grupo funcional" en el enlazante L y
la proteina P, esto se refiere a los grupos funcionales como tal, asi como a las especies de enlace formados por la
reaccion entre los grupos.

Una parte de la presente invencion son estructuras de enlace doble de profarmacos sin traza y sus EPIC resultan en
un nuevo mecanismo de escision y la subsecuente liberacién de la proteina desde el EOC.

Muchos reactivos enlazantes de proteina aplicados ampliamente y disponibles comercialmente escinden de tal
manera, que parte del enlazante permanece conjugado a la proteina. Como tales fragmentos enlazantes son de bajo
peso molecular y si el sitio de la conjugaciéon no implica un aminoacido que es esencial para la unién del receptor, la
bioactividad de la proteina terapéutica puede ser retenida totalmente o parcialmente.

Mas ventajosos son los enlazantes sin traza escindibles que liberan la proteina en una forma no modificada bajo
condiciones in vivo tales como el pH neutro sin la adicion de agentes de escision quimicos o biolégicos. Ejemplos
son profarmacos dobles los cuales se basan en unidades estructurales enlazantes que se escinden en un proceso
de dos etapas in vivo. La WO 99/30727A1, la cual es incorporada aqui como referencia, revela conjugados que
contienen una unidad estructural de PEG, un enlazante profarmaco doble y proteina. La ventaja de tales sistemas es
que la proteina es liberada en una forma no modificada. El proceso de escision enlazante es sin traza, el producto
final de proteina de la etapa de escision no contiene remanentes de la estructura del enlazante. Un enlace es
hidrolizado en una etapa primera determinante de la rata. Esto es tipicamente un enlace de éster, tal como en un
éster de fenol, y la hidrdlisis puede ocurrir por ataque enzimatico (lipasas) o autohidrélisis o una combinacion de
ambos. Esto es tipicamente un enlace éster, tal como en un éster de fenol, y la hidrélisis puede ocurrir por ataque
enzimatico (lipasas) o autohidrolisis o una combinacién de ambos. El fenol libre resultante es inestable y
rapidamente se reorganiza por ejemplo a través de 1,4- o eliminacion de arilo 1,6, y la escision de un carbamato
libera la proteina, CO; y una unidad estructural aromatica inestable.

Ademas, los enlazantes que son conocidos por la persona experimentada en la técnica pueden ser escindidos de
una manera tal que después de la escision no permanecen partes del enlazante en el EOC.
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Por lo tanto, una realizacion preferida de la presente invencion son enlazantes de profarmacos sin traza los cuales
contienen una funcionalidad éster, en particular una funcionalidad éster fendlica, y una funcionalidad carbamato.

Ejemplos de reactivos enlazantes adecuados son aquellos de acuerdo con las férmulas (1), (2), (5), (6) y(7).
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El reactivo enlazador mas preferido es el reactivo enlazante de acuerdo con la férmula (11) abajo (enlazante de

profarmaco sin traza).
o, (J
o hs
W—@—O 0 0\
OI
s, p O
/
1"

Lee S, Greenwald RB, McGuire J, Yang K, Shi C, Bioconjugate Chem 12 (2001) 163-9, resefié enlazantes dobles de
profarmacos que emplean eliminaciéon de 1,6 para conjugados de proteina PEG liberables. El uso de tales
enlazadores o relacionados para conjugados de EOC-proteina esta dentro del alcance de la presente invencion.

Después de la escision del enlazante, resulta un EPIC en el cual la proteina no esta conectado al EOC a través de
un conector (un enlace quimico), pero la proteina se mantiene dentro de la cavidad definida por el EOC. Los EPIC
resultantes son un objeto de la presente invencion. Depende de la cinética de liberacion de la proteina si el
respectivo EPIC no tiene enlace entre la proteina y el EOC se puede aislar como tal.
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En los EPIC de acuerdo con la presente invencion, la proteina se puede encapsular total o parcialmente mediante el
EOC. Se prefiere para encapsular completamente la proteina, es decir, la cavidad es de un tamafio suficientemente
grande como para aceptar la proteina completa en la misma.

Los EPIC de acuerdo con la presente invenciéon podrian, en principio, dar cabida a cualquier proteina que tiene una
actividad fisiolégica o farmacoldgica. Estos son conocidos por la persona experta en la técnica. Proteinas
importantes se pueden encontrar en libros de texto estandar que son conocidas por las personas experimentadas en
la técnica.

Sin embargo, en las composiciones de la presente solicitud, la proteina es una somatropina. Proteinas terapéuticas
relevantes y polipéptidos que pueden ser encapsulados descritas aqui son: ACTH , adenosina desaminasa ,
agalsidasa , albimina , alfa -1 antitripsina (AAT), alfa-1 inhibidor de la proteinasa (API), alteplasa , anistreplasa ,
serina proteasa ancrod, anticuerpos( monoclonales o policlonales, y fragmentos o fusiones), antitrombina Ill,
antitripsinas, aprotinina , asparaginasas, bifalina, proteinas morfogénicas éseas, calcitonina (salmén), colagenasa ,
DNasa, endorfinas, enfuvirtida, encefalinas, eritropoyetinas, factor Vlla, factor VIII, factor Vllla, factor IX, fibrinolisina,
proteinas de fusién, hormonas estimulantes de foliculo, factor estimulante de colonia de granulocitos (G-CSF),
galactosidasa, glucagon, glucocerebrosidasa, factor estimulante de colonia de granulocitos macréfagos (GM-CSF),
gonadotropina coriénica (hCG), hemoglobinas, vacunas de hepatitis B, hirudina, hialuronidasas, idumonidasa,
inmunoglobulinas, vacunas contra la influenza, interleucinas (1 alfa , 1 beta, 2, 3, 4, 6, 10, 11, 12), antagonista del
receptor de IL- 1 (rhiL-1ra), insulinas, interferones (alfa 2a, alfa 2b, alfa 2c, beta 1a, beta 1b, gamma 1a, gamma 1b),
factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), lactasa, leuprolida, levotiroxina, hormona luteinizante, vacuna de
Lyme, péptido natriurético, pancrelipasa, papaina, hormona paratiroidea, PDGF, pepsina, acetilhidrolasa del factor
activador de plaquetas (PAF-AH), prolactina, proteina C, octreotida, secretina, sermorelina, superéxido dismutasa
(SOD), somatropina (hormona del crecimiento), somatostatina, estreptoquinasa, sacarasa, fragmento de la toxina del
tétanos, Tilactasa, trombinas, timosina, hormona estimulante de la tiroides, tirotropina, factor de necrosis tumoral
(TNF), Fc IgG del receptor de TNF, activador del plasminégeno tisular (tPA) , TSH, urato oxidasa, uroquinasa,
vacunas.

Las proteinas de la invencién son somatropinas. También podria ser deseable la proteccién de ambientes agresivos
para otras proteinas tales como amilasas, proteasas, peptidasas, xilanasas, lipasas, lipoxigenasas, celulasas,
pectinasas, fitasas, oxidorreductasas aplicadas en los procesos industriales, tales como aplicaciones de alimentos y
alimentacion animal, como productos de limpieza en los detergentes de lavanderia, detergentes para lavavajillas, en
la manufactura de productos quimicos como el alcohol, esteroides y antibidticos, aminoacidos, proteinas,
triglicéridos, fosfolipidos, y para aplicaciones textiles, de cuero y de piel, especialmente en el preblanqueo de pulpa.

Todas las proteinas, en particular las citadas de antemano, podrian ser encapsuladas como se describe aqui, para
resultar en un MPIC, o en un dendrimero resultante en un DPIC.

El tamafio de la cavidad en los EOC (es decir, los protedforos, estructuras macrociclicas y dendrimeros) de acuerdo
con la presente invencion necesita ser adaptado al diametro de las proteinas.

El tamafio debe ser mayor que el diametro de la esfera mas pequefia que se puede extraer alrededor de una
proteina plegada correctamente. A partir de esta estimacion de diametro, se puede calcular la longitud de la cadena
molecular correspondiente en el huésped de EOC. Con el fin de encapsular la insulina (aproximadamente 3 nm de
diametro), una cadena de al menos 5 nm de longitud que puede plegarse en una conformaciéon de medio ciclico
necesitaria estar presente en el EOC.

En una realizacién preferida de presente invencién, las EMC de acuerdo con la formula (I) contienen grupos de
cubrimiento (C) los cuales estan dispuestos de tal forma que dan como resultado una estructura dendritica del EOC.
Cuando tal EMC encierra una proteina, dan como resultado los compuestos de inclusion de la proteina dendrimero
DPIC de acuerdo con la formula (V) en donde un dendrimero (V1) encapsula la proteina. Tales DPIC son una parte
de la presente invencion. En las siguientes formulas (V) y (VI) C denota un grupo de cubrimiento tal como se definié
de antemano y los otros simbolos tienen los significados definidos para la formula (1).
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Las realizaciones de los EOC de cubrimiento que tienen tres y cuatro EMC se muestran en las formulas (VII) y (VIII)
a continuacion.
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Los DPIC de acuerdo con las férmulas generales (V) a (VIII) muestran una relaciéon de 1:1 proteina/dendrimero. Los
DPIC son solubles en agua. En general, la cavidad del dendrimero también comprende agua, ademas de la
proteina.

Los dendrimeros son conocidos por la persona experimentada en la técnica. Se hace referencia a: Dendrimer ||
Architecture, Nanostructure and Supramolecular Chemistry, Springer Verlag 2000, F. Vogtle Editor. Los dendrimeros
se basan en la repeticion de estructuras hiperramificadas que emanan de un nucleo central (US 4,507,466). Estas
macromoléculas sintéticas se ensamblan de forma gradual, con cada ciclo de reacciéon se agrega otra capa de
ramas (llamado "generacion"). Los dendrimeros son accedidos sintéticamente por etapas, sintesis divergente “de
abajo hacia arriba” o convergente "de arriba hacia abajo". EI componente estructural central es la unidad basica de la
que cual los dendrimeros hiperramificados se extienden de manera radialmente simétrica.

Los dendrimeros de acuerdo con la presente invencion pueden contener, en los grupos de cubrimiento, centros de
ramificacion en dos, tres, cuatro, o mas direcciones, preferiblemente dos.

La longitud de las cadenas dendriticas puede ser idénticas o variar entre las cadenas de un dendrimero. Las
longitudes de cadena preferidas para dendrimeros individuales son de hasta 5000 enlaces.

Mediante la eleccion de los grupos de cubrimiento apropiados, es perfectamente posible proteger la proteina
encapsulada del ataque de por ejemplo anticuerpos o la eliminacion mediante el rifién o el higado.

Los grupos de tapado C se han definido anteriormente, definicién que también se aplica aqui.

En todas las formulas (V) a (VIII) se muestra de antemano, que un EMC puede llevar un grupo de cubrimiento C
(como se muestra en las féormulas) o mas de uno, es decir, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 o incluso mas grupos de
cubrimiento C

En una realizacién preferida de la presente invencién, algunos grupos de cubrimiento en dendrimeros de acuerdo
con la invencién contienen unidades heterofuncionales ramificadas que llevan al menos una unidad estructural tio-
succinimido. Los grupos tio-succinimido son el resultado de una reaccién entre un maleimido y un grupo tiol y se
pueden obtener bajo condiciones moderadas, demostrando su utilidad para la sintesis de estructuras
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hiperramificadas o dendriticas. Otras unidades que pueden usarse en la sintesis de los dendrimeros de acuerdo con
la presente invencién comprenden tris-(2-maleimidoetil)amina y éster de hidroxisuccinimida (EP-A 0 618 192).

Lo mas til para el ensamble divergente de hiperramificados o dendrimeros son reactivos heterofuncionales llevando
ambos un maleimido, asi como un grupo tiol protegido. Tales reactivos se pueden emplear para la sintesis gradual
repetida de una manera similar como por ejemplo aminoacidos protegidos o nucleésidos protegidos.

Se encontré que los dendrimeros de acuerdo con la presente invencion se pueden formar de manera eficiente de
compuestos multidentados que contienen sélo un grupo maleimida y un nimero de tioles protegidos, en una
metodologia de sintesis divergente. Los compuestos monomaleimido-tetratio-dendrimero de acuerdo con la presente
invencion son de la formula general MA-(S-Pg),, con los siguientes significados: M: maleimido, R: espaciador, S:
azufre, Pg.: grupo protector tiol, n 2 a 200.

grupos protectores tiol adecuados: bencilo, 4-metoxibencilo, 2,4-dimetoxibencilo, 2,4,6-trimetoxibencilo-(Tmob), 4,4'-
dimetoxifenilmetil-(diMpm), tritil-, 4-metoxitritil-(Mmt), 4,4'-dimetoxitril- (DMTr), 4,4',4"-trimetoxitritil- (TMTT), tert-butil-
MeCONHCH2- (Acm), PhCH2CONHCH2- (PhAcm), MeOCOS- (Scm), BzZIOCOS-(SZ) PhN(Me)COS- (Snm), TrtS-,
2-piridinsulfenil-, 2-(3-nitropiridinsulfenilo), 4,5,6-trimetoxi-2,3-dihidro-7-benzofuranilmetil-(Tmbf), 2-(2,4-
dinitrofenilo)etil- (Dnpe), 9H-xanten-9-il-(Xan), 2-metoxi-9H-xanten-9-il- (Moxan), Fmoc-S-sulfonato.

Compuestos multidentados son solubles en agua y las reacciones de conjugaciéon no comprometen la integridad o la
bioactividad estructural de la biomolécula.

De acuerdo con la presente invencion, el ndcleo del DPIC esta formada por la proteina a ser encapsulada la cual
esta conectada (conjugada) a la estructura del polimero por un enlazador adecuado, en general, uno de los
enlazadores listados mas arriba.

Después de la escision del enlazador, un DPIC resulta en la proteina la cual no esta conectada al dendrimero a
través de un enlazador (un enlace quimico), pero la proteina se mantiene dentro de la cavidad definida por el

dendrimero. Los DPIC resultantes son un objeto de la presente invencién. Depende de la cinética de liberacion de la
proteina si el DPIC no tiene enlace entre la proteina y el dendrimero puede ser aislado como tal.

En una realizacion adicional de la presente invencién, los EOC que comprenden un segundo grupo de ramificacion B
idéntico o diferente del primer grupo de ramificacion B a la que las EMC estan conectadas, lo que resulta en una

cavidad la cual esta cerrada horizontalmente y abierta verticalmente. Por lo tanto, la encapsulacion se realiza por un
MPIC compuesto de inclusion de proteina macrociclo de acuerdo con la formula (IX)

i

)

que contiene una proteina P y una estructura macrociclica encapsulando la proteina total o parcialmente de acuerdo
con la formula general (X)

X

en donde los simbolos en las férmulas (IX) y (X) tienen los siguientes significados:

B: unidad de ramificacion (unidad basica, ndcleo) que contiene al menos un centro de ramificacion Bc y al menos
dos grupos funcionales de ramificacion Bfg conectados a o capaces de reaccionar con una unidad encapsulante de
EMC,;
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EMC: cadena molecular encapsulante;

L: enlazador que contiene al menos un grupo funcional Lfg el cual est4 conectado a la proteina P o capaz de
conectarse con los grupos funcionales presentes en la proteina P, bajo la formacién de un enlace quimico;

1:1,2,3,4,5,6,7,8009, preferiblemente 1, 2, 3, 4 0 5, en particular 1, 2 0 3;
P: proteina farmacolégicamente activa.

Los MPIC de acuerdo con la formula general (IX) muestra una relacion 1:1 proteina/ estructura macrociclica. Los
MPIC son solubles en agua. En general, la cavidad de la estructura macrociclica ademas de la proteina, también
comprende agua.

Las EMC contienen grupos hidréfilos, en una relacion y cantidad apropiada con respecto a los grupos hidréfobos los
cuales pueden estar presentes en la estructura macrociclica, para hacer el dltimo soluble en agua.

B, EMC, L y P son de acuerdo con las definiciones dadas anteriormente.

La estructura macrociclica y el MPIC de acuerdo con la presente invencién comprenden al menos dos EMC (1=1).
Sin embargo, la estructura macrociclica puede comprender 3 (1=2), 4 (1=3), 5 (1=4), 6 (1= 5) o incluso hasta 10
EMC. Algunas realizaciones se representan en las férmulas (XI) y (XIl) a continuacion.

B—L——P——L—8 (X1

B—|l——P——L—8B (X11)

Todas las EMC pueden ser idénticas, idénticas parcialmente (diferentes parcialmente) o diferentes totalmente uno
de otro.

Como se definié anteriormente, las EMC pueden llevar grupos de cubrimiento C en su estructura. Grupos de
cubrimiento apropiados son grupos estéricamente exigentes. Las estructuras macrociclicas de la presente invencién
no son rigidas, y las EMC, debido a la rotacién alrededor de los enlaces que las conectan a las unidades de
ramificacion B, pueden oscilar hacia un lado, lo que resulta en que se tambalean y se aglomeran en un lado de la
estructura macrociclica, y la apertura de uno o mas lados de la cavidad. Los grupos de cubrimiento previenen la
proximidad estérica de las EMC. Si las EMC llegan demasiado cerca una de la otra, puede dar lugar a una
proteccion insuficiente de la proteina encapsulada del ataque de enzimas, anticuerpos o similares. Ademas, la
proteina puede dejar la cavidad (si el enlazante se rompe) a través de la brecha, dando como resultado una cinética
de liberacién no deseada de la proteina. En el caso de que estén presentes grupos de cubrimiento, resultan las
siguientes estructuras (XIII) y (XIV).
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Las figuras (XV) y (XVI) a continuacidon muestran estructuras macrociclicas que tienen grupos de cubrimiento en los
tres y cuatro EMC de la respectiva estructura macrociclica.

B—L——P——L—B Xv)

(XVI)

D)
U

o—72
Q

En todas las formulas (XI) a (XVI) mostradas de antemano, un EMC puede llevar a un grupo de cubrimiento C (como
se muestra en las férmulas) o mas de uno, es decir, 2, 3, 4, 5 0 incluso mas grupos de cubrimiento C

Ejemplos de EPIC, DPIC y MPIC en donde el enlazador se ha escindido y la proteina no se mantiene dentro de la
cavidad mediante enlaces covalentes se representan en las formulas (XVII) a (XX) a continuacion, que incluyen
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ejemplos en los cuales los rastros del enlazador permanecer en el EOC, el dendrimero o la estructura macrociclica,
y ejemplos en donde el enlazador ha sido totalmente eliminado.
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Las proteinas modificadas que contienen un enlazador son una parte de la presente invencion. Dentro de esta
realizacién, es preferido si el enlazador es un enlazador de profarmaco o un enlazador sin traza, mas
preferiblemente enlazador profarmaco sin traza.

Después de la escisién del enlazador, un MPIC da como resultado que la proteina no esta conectada a la estructura
macrociclica a través de un enlazador (un enlace quimico), pero la proteina se mantiene dentro de la cavidad
definida por la estructura macrociclica. Los MPIC resultantes son un objeto de la presente invencién. Depende de la
cinética de liberacion de la proteina si el MPIC que no tiene enlace entre la proteina y la estructura macrociclica se
puede aislar como tal.

Los EPIC, MPIC y los DPIC de la presente invencion se sintetizan a partir de la proteina y el EOC, la estructura
macrociclica y el dendrimero, respectivamente, mediante una combinacion de métodos de sintesis de fase sélida y
solucién conocidos para la persona experta en la técnica.

La molécula huésped puede estar equipada con la unidad estructural enlazante y estar unida a la proteina en una
etapa de reaccion individual (sintesis convergente). Alternativamente, el conjugado de proteina enlazante se puede
hacer reaccionar con la unidad B de ramificacién contenida en el EOC, estructura de soporte dendrimero o
macrociclica. En otra manifestacion divergente del proceso, el conjugado de la unidad de ramificacién enlazante de
proteina se hace reaccionar con los EOC presintetizados, estructuras macrociclicas o dendrimeros. En una
metodologia ain mas divergentes, los dendrimeros, las estructuras macrociclicas o los EOC se ensamblan de forma
gradual en una extension de la estructura de la unidad de ramificacién enlazante de proteina central.

La encapsulacion eficiente se demuestra por estudios de unién de anticuerpos. Los anticuerpos contra las proteinas
terapéuticas son de alta afinidad, sondas de alta selectividad. El blindaje estérico de la proteina previene el acceso
de los anticuerpos a los epitopos para el reconocimiento molecular. La unién del anticuerpo se puede medir
convenientemente y con seguridad por métodos conocidos para la persona experimentada en la técnica,
preferiblemente la inmunoprecipitacion o, como se ejemplifica aqui, el barrido de resonancia de plasmén de
superficie libre de marca. En un estudio que involucra diversos derivados de insulina que incluyen conjugados de
insulina con diferentes reactivos de PEG, y tres anti-insulinas monoclonales, la prevencion completa de
reconocimiento de anticuerpos se logré solo si la insulina se compleja con una estructura macrociclica de acuerdo
con la presente invencién. Con el fin de eliminar cualquier propension por la liberacién de insulina, se emplearon
respectivamente covalentes no escindibles de PEG o conjugados de EOC.

El EOC resultante se auto-organiza en un vacio que contiene biomolécula mediante plegamiento conformacional
alrededor de la proteina. Esta disposicion puede ser impulsada por restricciones estéricas o por reacciones quimicas
o de ambas.

Eventualmente, el enlazante se escinde, y se obtiene un complejo anfitrién-huésped. La escisién del enlazante
puede realizarse in vitro para generar un complejo no covalente. Alternativamente, la escision del enlazante puede
ocurrir en un método de profarmaco in vivo después de la administracion. La cinética de disociacion del complejo
puede ser gobernada por hidrélisis enlazante o efusién de proteina a través de la matriz molecular del EOC, el
dendrimero, o la estructura macrociclica, o una combinacién de ambos.

En la presencia de la proteina, el complejo se caracteriza por una estructura quimica de formacion de cavidad bien
definida y estequiometria precisa. Después de la liberacién de proteinas, la molécula anfitriona puede adoptar
diferentes conformaciones debido a su flexibilidad estructural, motivo por el cual la liberacién de proteinas es
esencialmente irreversible.

Las férmulas (XXI) a (XXIV) de abajo muestran DPICs y MPICs en donde la unién entre el enlazante y la proteina se

ha escindido, en dos casos, las huellas del enlazante se mantienen en el EOC, el dendrimero o la estructura
macrociclica, y en dos casos el enlazante ha sido totalmente eliminado.

—L P (XX1)
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También se divulga un método para suministrar selectivamente una proteina a un objetivo, método que comprende

- proporcionar una proteina encapsulada;

- trayendo la proteina encapsulada en contacto con un liquido corporal que contiene el objetivo.

La proteina encapsulada puede ser formulado en un farmaco, opcionalmente junto con uno o mas vehiculos
farmacéuticamente aceptables. El farmaco puede contener uno o mas tipos de proteinas encapsuladas.

También son un objeto de la presente invencion los farmacos que contiene al menos una proteina encapsulada de
acuerdo con la presente invencién y opcionalmente uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.

La presente invencion se ilustrara ahora por los siguientes ejemplos.

Descripcion de los dibujos
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Figura 1: Cromatogramas de exclusion por tamafio de: a) Hb nativa, b) compuesto 39, c) compuesto 40 de mezcla
de reaccion, y d) MPIC 40 de Hemoglobina covalente purificada 40. Las sefiales de UV se registraron a 280 nm.

Figura 2: Cromatogramas de exclusion por tamafio de a) compuesto 41, b) compuesto 42 y c) Hb liberado a partir
del compuesto 42. Las sefiales de UV se registraron a 280 nm.

Figura 3: Cromatogramas de exclusién por tamafio de a) mezcla de reaccién resultante de procedimiento de escision
enlazante realizado al compuesto 50a b) MPIC 50a de Insulina. Las sefiales de UV se registraron a 280 nm.

Figura 4: Liberacion in vitro de insulina desde el MPIC 64 o 65 de insulina, respectivamente. Las cinéticas se
determinaron por HPLC usando deteccion UV a 215 nm.

Figura 5: Liberacion de insulina a partir de profarmacos dendrimeros 90 (arriba) y 91 (abajo). La Insulina libre se
cuantificé por HPLC usando deteccion UV a 215 nm.

Figura 6: Enlazamiento de insulina o conjugados de insulina para inmovilizar anticuerpos anti-insulina de murinos
(clones 8E2, C7C9y 7F8).

Ejemplos

Materiales y métodos

Materiales

Aminoacidos Fmoc, resina y TBTU fueron adquiridos de Novabiochem y son nombrados de acuerdo con el catalogo.
Fmoc-Ado-OH fue adquirido de Neosystem (Francia) y Fmoc-PP-OH de Polypure (Noruega). Todos los productos
quimicos adicionales fueron adquiridos de Sigma Aldrich. La insulina humana fue adquirida de ICN Biomedicals
(USA). Maleimida-PEG5k, Maleimida-PEG20k y Maleimida-PEG2x20k fueron obtenidos de Nektar.

Medio de reaccion

La sintesis en fase soélida se realiz6 en resina de amida TentaGel TGR o Sieber con una carga de 0.2 mmol/g 0 0.5
mmol/g, respectivamente. Las jeringas de polipropileno equipadas con fritas fueron utilizadas como recipientes de
reaccion.

Ciclo de acoplamiento estandar para aminoacidos protegidos por Fmoc

Para la eliminacién del grupo protector Fmoc, la resina se agit6 repetidamente (tres veces, 4 minutos cada uno) con
piperidina/DBU/DMF 2/2/96 (v/viv) y se lavé repetidamente (seis veces) con DMF. El acoplamiento de aminoacidos
protegidos con Fmoc a la resina se realizé agitando la resina con 3 equivalentes (eq) de aminoacido Fmoc, 3
equivalentes de TBTU y 6 equivalentes de DIEA en DMF durante 60 minutos. Finalmente, la resina fue lavada
repetidamente (cinco veces), con DMF.

Protocolo de escision estandar para la resina TentaGel TGR

Al completarse la sintesis, la resina se lavé con DCM, se sec6 in vacuo y se tratd con TFA/TES 95/5 (v/v). Después
de la evaporacion, los compuestos se purificaron mediante RP-HPLC preparativa (Waters 600).

Andlisis

La espectrometria de masas (MS) se realiz6 en un instrumento Waters ZQ 4000 ESI y los espectros fueron
interpretados, si es necesario, mediante el software waters MaxEnt.

Las cromatografias de exclusion por tamafios se realizaron utilizando un sistema Waters 600 equipada con una
columna Superdex 75 o Superdex 200 (Pharmacia) o manualmente utilizando una columna PD10 (Pharmacia)

|- Sintesis de enlazantes bifuncionales

1-1) Sintesis del enlazante 1

)
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0.7 g de resina TentaGel TGR se empap6 en THF y se incubaron durante 60 minutos con una solucién de 4 ml de 4-
nitrofenil éster del acido cloroférmico 0.5 M y DIEA 0.5 M en THF, se lavé con THF y se secé. 4 ml de una
suspension de dihidrocloruro de cistamina 0.3 M y DIEA 0.7 M en DMSO se agregaron a la resina y se agitaron
durante 90 minutos. Resina se lavé con DMSO y DMF, y se agregaron y se agitaron durante 60 minutos 3
equivalentes de acido maleimidopropiénico y 3 equivalentes de DIC en DMF. Después de lavar la resina con DMF y
DCM, el compuesto 1 se escindid de la resina y se purificé por RP-HPLC.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 1: 346 g/mol (346.4 g/mol)

I-2) Sintesis del enlazante 2
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Se suspendi6 cistamina-dihidrocloruro en DMSO/DMF 1/1 (v/v) y se mezclé con 2 equivalentes de &acido
maleimidopropiénico 2 equivalentes de DIC y 2 equivalentes de DIEA. La suspension se agité durante 2 horas a
temperatura ambiente (RT) y después de la acidificacion con acido férmico, el compuesto 2 se purifico por RP-
HPLC.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 2: 454 g/mol (454.5 g/mol)

1-3) Sintesis del enlazante 5
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Se disolvié clorhidrato de cisteamina en TFA y se agregaron 0.5 equivalentes de cloruro de Mmt. Después de 30
minutos, el TFA se elimind bajo flujo de nitrégeno y el residuo se recogi6é en piridina. Después de agregar una
solucion de 0.2 M de Na2CQ3, el producto se extrajo con éter y se seco sobre Na2S0O4. Después de la filtracion, los
solventes se eliminaron utilizando un evaporador rotatorio y el compuesto 3 se obtuvo como un aceite altamente
viscoso.
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El compuesto 3 se hizo reaccionar con acido 4-hidroximetil-fenoxiacético (HMPA) y 1 equivalente de HOBT/DIC
durante 30 minutos. Después de la purificacion por RP-HPLC, el compuesto 4 se neutralizé por DIEA y se liofilizé.

El compuesto 4 se hizo reaccionar con 5 equivalentes de 4-nitrofenil éster del acido cloroférmico y 10 equivalentes
de DIEA en dioxano durante 2 horas. La purificaciéon subsecuente por RP-HPLC dio el producto 5.

MS [MNa]" (MW+Na calculado) 5: 700 g/mol (701 g/mol)

I-4) Sintesis del enlazante 6
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300 mg de acido 4-hidroxi-3-metoxi-fenilacético y 570 ul de DIEA se disolvieron en 5 ml de DCM y se agregaron a
0.5 g de resina de 2-clorotritil-cloruro (1.5 mmol/g). La suspensién se agité durante 1 hora a temperatura ambiente y
la resina se lavd con DCM. La resina se resuspendié en una solucién de 190 mg de acido 3-maleimidopropionico,
333 mg de MSNT y 73 ml de N-metil imidazol en 3 pl de DCM y se agité durante 1 hora. Después del lavado de la
resina con DCM, la escision se llevé a cabo por agitacion de la resina durante 30 minutos en 10 ml de DCM/TFA 4/1
(v/v). El solvente se elimind bajo flujo de nitrégeno y el compuesto 6 se purificé por RP-HPLC.

MS [MNa]+ (MW+Na calculado): 356 g/mol (356 g/mol)

1-5) Sintesis del enlazante 7
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512 mg de acido Fmoc-3-aminopropionico y 570 ul DIEA se disolvieron en 5 ml de DCM y se agregaron a 0.5 g de
resina de 2- clorotritil-cloruro (1.5 mmol/g). La suspension se agité durante 1 hora a temperatura ambiente y la resina
se lavé con DCM. Después de la eliminacion de Fmoc con DMF/DBU/piperidina 96/2/2 (v/viv) y lavado de la resina
con THF, se incubaron 4 ml de una solucién de 4-nitrofenil éster del acido cloroférmico 0.5 My DIEA 0.5 M en THF
con la resina durante 30 minutos. La resina se lavé con THF y DMF y se agit6é durante 30 minutos con una solucion
de cistamina DMF 1 M y se lavé con DMF. Posteriormente, la resina se agité durante 15 minutos en una solucion de
DMF/anhidrido acético/piridina 2/1/1 (v/viv). Después de lavar la resina con DMF y DCM, el compuesto 7 se
escindio por agitacion durante 30 minutos en 10 ml de DCM/TFA 4/1 (v/v). Después de la evaporacion del solvente
bajo flujo de nitrégeno, el producto 7 se purificé por RP-HPLC.

MS (Peso Molecular calculado): 309 g/mol (309 g/mol)

1-6) Sintesis del enlazante 11
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Cloruro de Mmt (1 eq) y acido mercaptopropidnico (1.1 eq) se recogieron en TFA y se incubaron durante 30 minutos.
El TFA se elimind bajo flujo de nitrégeno. El producto se disolvié en piridina, se diluyé en agua, se acidifico con acido
acético y se extrajo en éter. La fase de éter se separd y se secd sobre Na2S04. El solvente se elimind y el producto
8 se purificd por RP-HPLC.

El compuesto 8 y DMAP (2.5 eq) se disolvieron en DCM seco y 2 eq de EDC HCI se agregaron a 0°C. La solucion se
agitdé durante 14 horas a temperatura ambiente y se lavé con regulador de acetato de sodio (0.25 M, pH 4.5). La fase
organica se sec6 sobre Na2S04, se concentr6 y el compuesto 9 se purificd por cromatografia de columna de silica
gel utilizando éster de acido heptano/acético (1/1) como fase movil.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 9: 479 g/mol (479.7 g/mol)

El compuesto 9, 4-hidroxi-3-metoxi bencilalcohol (7 equivalentes) y DMAP (7 equivalentes) se sometieron a reflujo
en DCM durante 2 horas bajo atmdsfera de nitrégeno. Después de la neutralizacion con acido acético, la solucién se
concentré y el compuesto 10 se purificd por RP-HPLC:

MS [M+Na]+ (MW+Na calculado) 10: 537 g/mol (537,6 g/mol)
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El compuesto 10, 4-nitrofenil éster de acido cloroférmico (10 equivalentes), y DIEA (20 equivalentes) se agitaron en
dioxano seco durante 3 horas a 40°C bajo atmésfera de nitrégeno. Después de la adicion de acido acético (25
equivalentes) la mezcla se concentrd y el compuesto 11 se purificé por RP-HPLC:

MS [M+Na]+ (MW+Na calculado) 11: 702 g/mol (702.7 g/mol)

Il - Sintesis de estructuras macrociclicas bifuncionales

II-1) Sintesis de la estructura 18 macrociclica de bis-maleimido
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Empleando el protocolo estandar para la sintesis en fase soélida, los aminoacidos Fmoc-Cys(S-tBu)-OH, Fmoc-
Lys(Fmoc)-OH, dos unidades de Fmoc-PP-OH y Fmoc-Cys(Trt)-OH se acoplaron a la resina TGR. Después de la
eliminacion final de Fmoc, resina se tratdé con DMF/anhidrido acético/piridina 2/1/1 (v/v/v) durante 15 minutos. El
compuesto 12 se escindio de la resina y se purificé por RP-HPLC.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 12: 3024.8 g/mol (3025.8 g/mol)

Empleando el protocolo estandar para la sintesis en fase soélida, los aminoacidos Fmoc-Lys(MTT)-OH, Fmoc-Lys
(Fmoc) y dos unidades de Fmoc-PP-OH se acoplaron a la resina TGR. Después de la eliminacién final de Fmoc, la
resina se traté durante 30 min con 5 equivalentes de acido maleimidopropiénico y 5 equivalentes de DIC en DMF. La
eliminacion del grupo protector Mtt se consigue mediante el lavado repetido de la resina con DCM/TFA 99/1 (v/v)
hasta que la solucién permanecio incolora. La resina se lavé con DCM, DIEA al 1% en DMF (brevemente) y DMF.
Posteriormente, la resina se incubé durante 25 minutos con una solucién de acido bromoacético 0.5 My DIC 0.5 M
en DMF.

Después de la escision, el compuesto 13 se purificé por RP-HPLC

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 13: 3095.2 g/mol (3095.5 g/mol)

El compuesto 12 y el compuesto 13 se mezclaron a una relacién equimolar y la concentracion se ajustdé a 35 uM
mediante la adicién de TFA acuoso al 0.1%. El pH de la solucion se ajust6 a 7.5 con regulador de fosfato 0.1 M (pH

7.5). Después de 20 minutos, el pH de la mezcla se llevé a 2.0 por adicion de acido férmico, y el producto 14 se
purificé por RP-HPLC vy se liofilizé.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 14: 6120 g/mol (6121.1 g/mol).

Se mezclaron 2 eq del producto 14 con 1 eq de Ac-Cys-Lys-Cys-NH2 (obtenido de acuerdo con el protocolo
estandar para la sintesis en fase soélida) a una concentracion de 350 uM y el pH de la solucién se ajusté a 8.0 con
regulador de fosfato. Después de 90 minutos, la reaccién se detuvo por acidificacion con acido acético, y el producto
15 se purificé por RP-HPLC.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 15: 12472 g/mol (12474.2 g/mol)

Grupos protectores de S-tBu en el producto 15 se retiraron por reduccién con DTT 100 uM en regulador de fosfato
(pH 8.0). Después de 3 horas, el pH de la solucion se ajusté a 2,0, y el compuesto 16 se purificé por RP-HPLC.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 16: 12295 g/mol (12297.8 g/mol)

El compuesto 16 se mezclé con 1 equivalente de Ac-Dpr(Mal)-Lys-Dpr(Mal)-NH2 (obtenido de acuerdo con el
protocolo estandar para la sintesis de fase sdlida) utilizando Fmoc-Dpr(ivDde)-OH) y las concentraciones se
ajustaron por adiciéon de agua a 15 pyM. Subsecuentemente, el pH se ajusté a 7.5 con regulador de fosfato 0.1 M (pH
7.5) y se agitdé durante 20 minutos. El pH de la solucion fue llevado a 2.0 con acido férmico, y el compuesto 17 se
purificé por RP-HPLC vy se liofilizé.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 17:12955 g/mol (12959.5 g/mol)
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El compuesto 17 se disolvié en DMF y se agit6 durante 30 minutos con una solucion de 20 equivalentes de acido
maleimidopropionico, 30 equivalentes de DIEA y 20 equivalentes de DIC en DMF. Subsecuentemente, la solucion se
acidificé con acido férmico, se diluyé con agua y el compuesto 18 se purificd por RP-HPLC y se liofiliz6.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 18: 13257 g/mol (13261.7 g/mol)

5 11-2) Sintesis de la estructura 19 macrociclica de bis-tiol

17

2. TCEP,pH7

o ,\}owu ,\/{_ ,\]_‘o,,\“j\‘ﬁ «C' _,\',u./»n‘[\.ﬂ}/\rnwo{v 7

“m‘/

N s e e w 34"

ﬂn_(-o °} 3\

Txz

O KN, N
19 e
mz;s'{;\-\-i"\.y . n/"o m('( :Hz

L]

Q
’Q«f
Ema

j:);w A A bbbk &“
R N L e L S et

y los isémeros

El compuesto 17 se ajusté a una concentracion de 300 uM en regulador de fosfato 0.1 M (pH 7.0) y se agregaron 15

equivalentes de SPDP en DMSO. La suspension resultante se agitdé durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se

agregaron TCEP 10 pM, y el céctel se agité durante otros 20 minutos a temperatura ambiente. El producto 19 se
10 purificé por RP-HPLC.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 19: 13132 g/mol (13135,7 g/mol)

11-3) Sintesis de las estructuras 25a y 25b macrociclicas de bis-maleimido
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1. Ac-Dpr(Mal)-Lis-Dpr(Mal)-amida, pH8
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Fmoc-Lys(Mtt)-OH, Fmoc-Lys(Fmoc)-OH y Fmoc-PP-OH se acoplaron de acuerdo con el protocolo estandar para la
sintesis en fase sélida. Después del retro de Fmoc, la resina se incub6 con 6 equivalentes de acido
maleimidopropionico y 6 equivalentes de DIC durante 30 minutos. Después de la escisién de la resina, el compuesto
20 se purificd por RP-HPLC.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 20: 1774 g/mol (1775 g/mol)

Los compuestos 21a y 21b fueron obtenidos por sintesis en fase sélida de acuerdo con el protocolo II-1) para el
producto 12.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 21a: 1825 g/mol (1826 g/mol)
MS (Peso Molecular calculado) compuesto 21b: 3024 g/mol (3026 g/mol)

Las reacciones de los eductos 20 y 21a al producto 22a, y los eductos 20 y 21b al producto 22b se realizaron segun
el protocolo 1I-1) en analogia con la reaccion de los compuestos 12 y 13 al producto 14.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 22a: 3600 g/mol (3601 g/mol)
MS (Peso Molecular calculado) compuesto 22b: 4800 g/mol (4801 g/mol)

Los compuestos 22a o 22b, respectivamente, se disolvieron en DMF y el pH se ajustd a 8,0 con DIEA. Se agregaron
6 equivalentes de acido maleimidopropidnico y 6 equivalentes de DIC y mezclas se incubaron durante 30 minutos
para producir los compuestos 23a y 23b, respectivamente. La purificacion se llevé a cabo por RP-HPLC.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 23a: 3752 g/mol (3753 g/mol)
MS (Peso Molecular calculado) compuesto 23b: 4950 g/mol (4952 g/mol)

2 equivalentes del compuesto 23a o0 23b respectivamente se mezclaron con 1 equivalente Ac-Cys-Lys-Cys-amida
(obtenido de acuerdo con el protocolo estandar para la sintesis en fase sélida). Después de ajustar el pH a 8.0
mediante la adiciéon de regulador de fosfato 0.5 M (pH 8.0) la solucion se agité durante 10 minutos. La reaccion se
detuvo mediante la adicion de 10 equivalentes de DTT. Después de la liofilizacién, el residuo se recogié en
acetonitrilo/50 uM 1:1 (v/v) de regulador de fosfato (pH 8.0). La eliminacion del grupo protector S-tBu por reduccién
con DTT 50 yM durante 2 horas produjo los productos 24a 'y 24b, respectivamente. La purificacion se realizé por RP-
HPLC.
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MS (Peso Molecular calculado) compuesto 24a: 7719 g/mol (7722 g/mol)
MS (Peso Molecular calculado) compuesto 24b: 10120 g/mol (10121 g/mol)
Los compuestos 24a o 24b, respectivamente, se sometieron a dos etapas de reaccién adicionales para producir los

compuestos 25a o 25b, respectivamente, de acuerdo con el protocolo 1l-1 y en analogia con la reaccion de los
compuestos 16 y 17 hasta el producto 18.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 25a: 8686 g/mol (8686 g/mol)
MS (Peso Molecular calculado) compuesto 25b: 11085 g/mol (11085 g/mol)

11-4) Sintesis de la estructura 31 macrociclica de nucleo bis-maleimido
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El compuesto 26 se obtuvo de acuerdo con el protocolo estandar para la sintesis en fase sélida. Los aminoacidos
Fmoc-Cys(StBu)-OH, Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, Fmoc-PP-OH, Fmoc-Lys (Boc)-OH, Fmoc-PP-OH y Fmoc-Cys(MMT) se
acoplaron a la resina de amida Sieber. Después de la eliminacién final de Fmoc, la resina se tratdé con una solucién
de DMF/anhidrido de acido acético/piridina 2/1/1 (v/v/v) durante 15 minutos, se lavé con diclorometano y se seco in
vacuo. La escision se realiz6 mediante tratamiento repetido (15 veces) de la resina durante 2 minutos con una
solucién de diclorometano/TFA/TES 97/1/2 (vivlv). El sobrenadante recogido se mezclé y se regulé con 1
equivalente de piridina (frente a TFA). Después de concentrar la mezcla, el compuesto 26 se purificé por RP-HPLC.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 26: 3482 g/mol (3482 g/mol)

El compuesto 27 se obtuvo de acuerdo con el protocolo estandar para la sintesis en fase sélida. A partir de la resina
de amida Sieber, la secuencia de aminoacidos Fmoc-Lys(Mtt)-OH, Fmoc-Lys (Fmoc)-OH, Fmoc-PP-OH, Fmoc-Lys
(Boc)-OH, Fmoc-PP-OH y Fmoc -Lys (Boc)-OH fue ensamblada. Después de la remocion de Fmoc final, la resina se
hizo reaccionar durante 30 minutos con 6 equivalentes de acido maleimidopropiénico y 6 equivalentes de DIC, se
lavo con diclorometano y se secé in vacuo. La escision se llevé a cabo mediante tratamiento repetido (15 veces) de
la resina durante 2 minutos con una solucién de diclorometano/TFA/TES 97/1/2 (viviv). El sobrenadante recogido se
mezcld y se reguld con 1 equivalente de piridina versus TFA. Después de concentrar la mezcla, el compuesto 27 se
purificé por RP-HPLC.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 27: 3888 g/mol (3887 g/mol)

El compuesto 28 se obtuvo a partir de los eductos 26 y 27 en analogia con la sintesis del producto 24 a partir de los
eductos 20 y 21 de acuerdo con el Protocolo II-3.

La ciclizacion de los compuestos 28 a 29 se llevo a cabo en analogia con la ciclizacion del compuesto 16 de acuerdo
con el Protocolo II-1.

Para el andlisis, una muestra se trat6 con TFA para efectuar la eliminacion de los grupos protectores Boc.

MS (MW calculado sin grupos Boc) 29: 14717 g/mol (14720 g/mol)

El compuesto 29 se hizo reaccionar con 10 equivalentes del compuesto 6 y 10 equivalentes de DIC en DMF durante
30 minutos. El producto se purificd por RP-HPLC y se liofiliz6. Los grupos protector Boc se eliminaron mediante
incubacién durante 30 minutos en TFA/DCM 1/1 (v/v). El solvente se evaporo bajo flujo de nitrégeno. La extraccion

del residuo con agua y liofilizaciéon subsecuente produjo el compuesto 30.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto: 15352 g/mol (15360 g/mol)
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El producto 31 se obtuvo por reaccion de del compuesto 30 con 30 equivalentes del compuesto 7 y 30 equivalentes
de DIC en DMF durante 45 minutos. El producto se purificé por RP-HPLC y se liofilizé.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto: 18851 g/mol (18847 g/mol)

11-5) Sintesis de la estructura 34 macrociclica de nicleo de bis-maleimido
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El compuesto 32 se obtuvo de acuerdo con el protocolo estandar para la sintesis en fase sélida. Los aminoacidos
Fmoc-Cys(StBu)-OH, Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, Fmoc-PP-OH y Fmoc-Cys (Mmt)-OH se acoplaron a la resina de amida
Sieber. Después de la remocién de Fmoc final, la resina se incub6 con una solucion de DMF/anhidrido de acido
acético/piridina 2/1/1 (v/viv) durante 15 minutos, se lavé con diclorometano, y se seco in vacuo. La escision de la

10 resina se produjo mediante tratamiento con Diclorometano/TFA/TES 97/1/2 (viviv) durante 30 minutos. Después de
la concentracion, el producto 32 se purificd por RP-HPLC

El compuesto 33 se obtuvo de acuerdo con el protocolo estandar para la sintesis en fase sélida. Los aminoacidos
Fmoc-Lys(Mtt)-OH, Fmoc-Lys (Fmoc)-OH, Fmoc-PP-OH y Fmoc-Cys (Trt)-OH se acoplaron con la resina de amida
Sieber. Después de la remocion de Fmoc final, la resina se incubd con 6 equivalentes de acido maleimidopropidnico
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y 6 equivalentes de DIC durante 30 minutos, se lavd con diclorometano, y se secoé in vacuo. La escision de la resina
se produjo mediante tratamiento con 99/1/ (v/v) de diclorometano/TFA durante 15 minutos y el lavado repetido con
DCM. Los eluatos reservados fueron regulados con 0.75 equivalentes de piridina (versus TFA) y el solvente se
eliminé in vacuo. El producto se purifico por RP-HPLC.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 33: 2466 g/mol (2466 g/mol)

La sintesis del compuesto 34 se llevé a cabo en analogia con la ciclizacién del compuesto 25 de acuerdo con el
Protocolo 11-3, excepto por el uso de Ac-Lys (Mal)-Lys-Lys(Mal)-NH2 en lugar de Ac-Dpr(Mal)-Lys-Dpr(Mal)-NH.
Para el andlisis, una muestra del compuesto 34 se traté con 48/50/2 (v/iviv) de TFA/DCM/TES durante 10 minutos
para efectuar la eliminacion de los grupos protectores de Trt.

MS (MW calculado sin grupos Trt) 34: 9183 g/mol (9183 g/mol)

Il - Sintesis de reactivos de cubrimiento de proteéforo

I1I-1) Sintesis de Mal-PEG4x5k (37)
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El compuesto 35 se obtuvo de acuerdo con el protocolo estandar para la sintesis en fase sélida. Los aminoacidos
Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Lys(Fmoc)-OH y Fmoc-Lys(Fmoc)-OH se acoplaron a la resina TGR, y el acido Mmt-3-
mercaptopropioénico (8) se utilizé como el bloque de construccion final. Después de la escisién de la resina, el
producto se purificé por RP-HPLC.
MS (Peso Molecular calculado) compuesto 35: 881.5 g/mol (882 g/mol)
Se disolvieron el compuesto 35 y 4.1 equivalentes de Maleimida-PEG5k en regulador de fosfato de sodio 0.1 M (pH
7.0) y se agité durante 30 minutos. El exceso de Maleimida-PEG5k se hizo reaccionar con mercaptoetanol y el
producto 36 se purificé por RPHPLC y se liofilizé.
El compuesto 36 se recogié en DMF, se agregaron 6 equivalentes de acido maleimidopropionico y 6 equivalentes de
DIC en DMF y la mezcla se agit6 durante 30 minutos. El producto se purificé por RP-HPLC y se caracterizé por
cromatografia de exclusion por tamafio (columna Superdex 200, rata de flujo: 0.75 ml/min)
SEC (tiempo de retencién) compuesto 36: 16 min
111-2) Sintesis de Mal-PP4x1.25k (38)
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El compuesto 38 se obtuvo de acuerdo con el protocolo estandar para la sintesis en fase sdlida. Los aminoacidos
Fmoc-Dpr(ivDde)-OH, Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, Fmoc-Lys (Fmoc)-OH y dos unidades de Fmoc-PP-OH se acoplaron a
la resina de TGR. Después de la eliminacién de Fmoc final, la resina se incub6 con una solucién de DMF/anhidrido
de acido acético/piridina 2/1/1 (v/viv) durante 15 minutos. La eliminacion del grupo protector ivDde se produjo
agitando repetidamente (tres veces) la resina durante 5 minutos con DMF/hidracina 98/2 (v/v). La resina se lavé con
DMF y se tratd6 durante 30 minutos con una solucién de 6 equivalentes de acido maleimidopropionico y 6
equivalentes de DIC en DMF.

Después de la escision de la resina el producto se purificé por RP-HPLC.
MS (Peso Molecular calculado) compuesto 38: 5600 g/mol (5603 g/mol)
IV —Sintesis de un MPIC de Hemoglobina

(Ejemplo de referencia)
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IV-1) Modificacion de Hb Cys93(B) con el enlazante 1

La hemoglobina humana (Hb) se ajusté a una concentracion de 10 mg/ml en regulador de fosfato de sodio 0.1 M (pH
7.5), se agregaron 5 equivalentes del compuesto 1 y la mezcla se agité durante 30 minutos a temperatura ambiente.
El exceso del compuesto 1 se retiré por cromatografia de exclusion por tamafio (columna PD10).

MS subunidad alfa, sin modificar (Peso Molecular calculado) compuesto: 15121 g/mol (15127 g/mol)

MS subunidad beta (Peso Molecular calculado) compuesto: 16208 g/mol (16214 g/mol)

La escision de la union disulfuro del enlazador conjugado se llevé a cabo por reduccién de la hemoglobina humana
modificada durante 30 minutos en TCEP 5 uM (pH 7.5). El producto 39 se purificdé mediante SEC (Superdex 200).

MS subunidad alfa, sin modificar (Peso Molecular calculado) compuesto 39: 15121 g/mol (15127 g/mol)

MS subunidad beta (Peso Molecular calculado) compuesto 39: 16090 g/mol (16096 g/mol)

IV-2) Conjugacion de la estructura 18 macrociclica de bis-maleimido

El compuesto 39 se ajustd a una concentracion de 20 uM en regulador de fosfato 0.1 M (pH 7.5) y se agregaron 2
equivalentes del compuesto 18. Después de la incubacion durante 20 minutos a temperatura ambiente, el MPIC 40

de Hb resultante se purific6 mediante SEC (columna Superdex 200).

La Figura 1 muestra los cromatogramas de exclusién por tamafio de hemoglobina humana nativa, compuesto 39, la
mezcla de reaccion del compuesto 39 y la hemoglobina humana, y el producto purificado 40
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MS subunidad alfa, sin modificar (Peso Molecular calculado) compuesto 40: 15122 g/mol (15127 g/mol)
MS subunidades beta entrecruzadas (Peso Molecular calculado) compuesto 40: 45432 g/mol (45454 g/mol)
V - Sintesis de un MPIC de Hemoglobina escindible

(Ejemplo de referencia)
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V-1) Madificacion de la Hb Cys93(B) con el enlazante 2

La Hb se ajusté a una concentracion de 10 mg/ml en regulador de fosfato de sodio 0.1 M (pH 7.5). Después de la
adicion de 10 equivalentes 2 la solucion se agité durante 30 minutos a temperatura ambiente. El conjugado de Hb 41
conjugado se purific6 mediante SEC (Superdex 200).

10 MS subunidad alfa, sin modificar (Peso Molecular calculado) compuesto 41: 15123 g/mol (15127 g/mol)
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MS subunidad beta (Peso Molecular calculado) compuesto 41: 16318 g/mol (16322 g/mol)

V-2) Conjugacion de la estructura 19 macrociclica de bis-tiol

La concentracion del compuesto 41 se ajusté a 20 uM en regulador de fosfato 0.1 M (pH 7.5). Después de la adicion
de 2 equivalentes del compuesto 19, la solucién se incub6 durante 45 minutos a temperatura ambiente. El MPIC 42
de hemoglobina se purificé mediante SEC (Superdex 200).

MS subunidad alfa (Peso Molecular calculado) compuesto 42: 15125 g/mol (15127 g/mol)

MS subunidad beta (Peso Molecular calculado) compuesto 42: 45776 g/mol (45780 g/mol)

Con el fin de comprobar la reversibilidad de la conjugacion, el producto 42 se traté con TCEP 5 uM en regulador de
fosfato 0.1 M (pH 7.5). La liberacion cuantitativa de Hb a partir de MPIC se evalu6 por LC/MS.

MS subunidad beta (Peso Molecular calculado) compuesto 42: 16091 g/mol (16096 g/mol)

La figura 2 muestra cromatogramas de exclusién por tamafio de los productos 41, 42 y de la Hb (compuesto 44)
liberados del producto 42

VI - Sintesis de un MPIC de hemoglobina con reactivos de cubrimiento

(Ejemplo de referencia)
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El elemento estructural 37' representa el producto que contiene succinimidilo de la adicion de Michael del tiol
proteoforo vecino al grupo maleimido del compuesto 37.

VI-1) Conjugacion del compuesto 39 con la estructura 31 macrociclica de bis-maleimida
La conjugacién del compuesto 39 con el compuesto 31 se llevé a cabo de acuerdo con el protocolo V-2 en analogia
con la preparacion del compuesto 40. Unidades estructurales de disulfuro asociadas con el protedforo se redujeron

mediante incubacién en TCEP 10 uM (pH 7.5) durante 30 minutos.
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El producto 45 se purific6 mediante SEC (columna Superdex 200).
VI-2) Modificacion del MPIC de Hemoglobina con Mal-PEG4x5k (compuesto 37)

El compuesto 45 se hizo reaccionar con 30 equivalentes del compuesto 37 durante 1 hora a temperatura ambiente
en regulador de fosfato de sodio 50 uM (pH 7.0) y se purific6 mediante SEC (Superdex 200, rata de flujo: 0.75
ml/min).

SEC (tiempo de retencion) compuesto 46: 11.2 min
VIl — Sintesis de un MPIC de insulina
(Ejemplo de referencia)

VII-1) Sintesis del compuesto 47 de N***-Boc-insulina

HyNe81 H,NoB1
! I
Insulina - NeAH, - |nSu||ina—-NuMBOC
Hzl}\ltﬂﬂ H,N:B29 H
Insulina rh 47

La insulina se disolvié en DMSO y se hizo reaccionar con 1.1 equivalentes de (t-BOC),O durante 60 minutos para
producir el compuesto 47 de NaAl-Boc-insulina

La insulina se disolvio en DMSO y se hizo reaccionar con 1.1 equivalentes de (t-BOC),0 durante 60 minutos.

La purificacion se logr6 mediante RP-HPLC. La digestion enzimatica del compuesto 47 con endo-Gluc y la
caracterizacion subsecuente de los fragmentos resultantes por LCMS confirmé la modificacion regioselectiva del
terminal amino de la cadena A de insulina.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 47: 5907 g/mol (5907 g/mol)
VII-2) Sintesis del compuesto 49 de N***-Boc,N*®* N*®%-bis-(tiolenlazante)-insulina
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El compuesto 47 se disolvi6 en DMSO y se incubé con 10 equivalentes del enlazante activado del compuesto 5
durante 5 horas a pH 8-9. El pH se ajusté mediante la adicion de DIEA, si es necesario. La subsecuente purificacion
por RP-HPLC proporciond el compuesto 48 de N“*'-Boc,N®®*, N*®%°-pis-(MMT-tiolenlazante)-insulina. Después de la
liofilizacion, el grupo protector MMT se eliminé por incubacion durante 30 minutos con TFA/DCM 1/99 (v/v) y el
producto 49 NaAl-Boc,NaB1,NeB29-bis-(tiolenlazante)-insulina se purificé por RP-HPLC.
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MS (Peso Molecular calculado) compuesto 49: 6450 g/mol (6442 g/mol)

VII-3) Sintesis de los compuestos 50a y 50b conjugados de insulina de estructura macrociclica
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Una solucién del compuesto 49 (20 uM) en regulador de fosfato 25 mM (pH 7.5)/acetonitrilo 3/1 (v/v) se hizo
reaccionar con 1.1 equivalentes del compuesto 25a o 25b, respectivamente, durante 15 minutos para producir el
compuesto 50a o 50b, respectivamente. La purificacion se logré mediante RP-HPLC.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 50a: 15128 g/mol (15128 g/mol)

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 50b: 17527 g/mol (17527 g/mol)

VII-4) Liberacion de insulina a partir del MPIC 50a/50b de insulina
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La insulina fue liberado de los compuestos 50a o 50b conjugados, respectivamente, por escision de las unidades
estructurales enlazantes por incubacién con DCM/TFA 1:1 (v/v) durante 15 minutos. Estas condiciones también
efecttan la eliminacion del grupo de proteccién Boc en el grupo a-Amino de la cadena A de insulina.

5 Los eductos 50a y 50b, las mezclas de escision enlazantes que contienen insulina liberada y los restantes
compuestos 52a y 52b de estructuras macrociclicas se caracterizaron mediante SEC (Superdex 200, rata de flujo:
0.75 ml/min).

La Figura 3 muestra los cromatogramas de exclusion por tamafio del compuesto 50a y productos del proceso de
escisién enlazante. Se detectaron tres picos y se identificaron mediante analisis de LCMS. El pico a los 23.2 minutos

10 en el tiempo de retencidon contiene insulina, el pico a los 21.6 minutos es el EOC 52a. El pico a los 20.7 minutos del
tiempo de retencion corresponde al monoconjugado de EOC-insulina.

(Ejemplo de referencia)

aBl

VIII-1) Sintesis del compuesto 54 de N“®* | N*®®*_pis-(mercaptopropionilo)-insulina
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Se preincubaron 240 ul de una solucién que contiene DIC 0.64 M, compuesto 8 0,56 M y N-hidroxisuccinimida en
DMF 0.29 M durante 30 minutos. Se disolvieron 15 mg del compuesto 47 en 1 ml de DMSO/agua 1/1 (v/v) y se
mezcld con DIEA 40 pl. Las mezclas se combinaron y se incubaron durante 1 hora. El compuesto 53 se purifico por
RP-HPLC.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 53: 6630 g/mol (6627 g/mol)

Después de la liofilizacién, los grupos de proteccion Boc y MMT se eliminaron mediante incubacion con
TES/TFA/DCM 2/48/50 (v/viv) durante 30 minutos. ElI producto 54 se purificé por RP-HPLC.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 54: 5981 g/mol (5983 g/mol)
VIII-2) Sintesis de MPIC 56 de insulina

(Ejemplo de referencia)
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55

Se mezclaron 150 pl de una solucién 3 mM del compuesto 54 en agua/acetonitrilo 1/1 (v/v) con 270 ul de una
solucién 1.5 mM de la estructura macrociclica 34 en agua/acetonitrilo 1/1 (v/v) y se diluyeron con agua/acetonitrilo
20/80 (v/v) hasta un volumen total de 22 ml. Subsecuentemente, el pH se ajusté a 7.5 mediante la adicion de
regulador de fosfato 0.5 M pH 8.0.

Después de 15 minutos de incubacion, el compuesto 55 se purificé por RP-HPLC vy se liofilizo.
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La eliminacion de los grupos protectores Trt a partir del compuesto 55 se llevé a cabo mediante incubacion durante
30 minutos en TES/TFA/DCM 2/58/40 (v/viv). Un procedimiento de purificacion de dos etapas empleando RP-HPLC
y SEC (Superdex 75, rata de flujo: 0.75 ml/min) produjo el producto 56.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 56: 15167 g/mol (15166 g/mol)

VIII-3) Sintesis de los MPIC 57, 58 y 59 de insulina modificada

Ak kot ]"*“l,f
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56
o n Insullna NH

y los isémeros

57: R = N-Etil-Maleimida
58: R=38
59:R=37

El elemento estructural R representa el producto que contiene succinimidil de la adicién de Michel del tiol prote6foro
cercano del grupo maleimido del compuesto 37, 38 o N-etil maleimida, respectivamente. Se hicieron reaccionar
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alicuotas (60 nmol) del compuesto 56 con 10 equivalentes de N-etil-maleimida o el compuesto 37 o 38,
respectivamente. Durante 15 minutos en 500 pl de acetonitrilo/regulador de fosfato 100 mM 1/4 (v/v) (pH 8.0). La
purificacién subsecuente mediante SEC (Superdex 200, rata de flujo: 0.75 ml/min) produjo los productos 57, 58 o 59,
respectivamente.

Compuesto Tiempo de retencién

57 20.8 min
58 16.8 min
59 13.5 min

IX — Sintesis de los MPIC 64 y 65 de insulina

(Ejemplo de referencia)

aBl

IX-1) Sintesis del compuesto 61 de N°®*, N*®?°-pjs-(tiolenlazante)-insulina
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10 El compuesto 47 se mezcld con 4 equivalentes del compuesto 11 en DMSO. La solucién se ajusté a pH 8.0
mediante la adicién de DIEA y se agité durante 2.5 horas a temperatura ambiente bajo atmosfera de nitrégeno. La
purificacién por RP-HPLC vy liofilizacion dieron el compuesto 60.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 60: 6991 g/mol (6991 g/mol)
La eliminacion de la proteccion Trt del compuesto 60 se dio por agitacion del compuesto en TFA/TES 95/5 (v/v)

15 durante 10 minutos a temperatura ambiente. La solucién se sec6 bajo un flujo de nitrogeno. El residuo se incub6
durante 30 minutos a temperatura ambiente en TFA/DCM 1/1 (v/v) y el solvente se elimind mediante un flujo de
nitrégeno. El Producto 61 se purificé por RP-HPLC.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 61: 6445 g/mol (6445 g/mol)

IX-2) Sintesis del MPIC 62 de insulina
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Se mezclaron 1.8 ml de una solucién del compuesto 61 (200 uM) en agua/acetonitrilo 1/1 (v/v) con 180 pl de una
solucién 1.5 mM de la estructura macrociclica 34 en agua/acetonitrilo 1/1 (v/v) y se diluyeron con agua/acetonitrilo
80/20 (v/v) hasta un volumen total de 24 ml. Subsecuentemente, el pH, se ajusté a 7.5 mediante la adicién de

5 regulador de fosfato 0.5 M (pH 8.0). Después de incubar durante 15 minutos, el compuesto 62 se purificé por RP-
HPLC vy se liofilizo.
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63

La destritilacion del compuesto 62 se produjo por incubacién durante 30 minutos con TES/TFA/DCM 2/58/40 (viviv).

Un procedimiento de purificacion de dos etapas empleando RP-HPLC y SEC (Superdex 200, rata de flujo: 0.75
10 ml/min) produjo el producto 63.
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MS (Peso Molecular calculado) compuesto 63: 15518 g/mol (15526 g/mol)

IX-3) Sintesis de los MPIC 64 y 65 de insulina modificados
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64: R = N-Etil-Maleinimida
65: R=37

El elemento estructural R representa el producto que contiene succinimidil de la adicién de Michael del tiol prote6foro
cercano al grupo maleimido del compuesto 37 o N-etil-maleimida, respectivamente.

Alicuotas (9 nmol) del compuesto 63 se incubaron con 15 equivalentes de N-etil-maleimida o el compuesto 37,
respectivamente, durante 3 minutos en 70 ml de acetonitrilo/regulador de fosfato 1/4 (v/v) 100 mM (pH 7.5). La
purificacién subsecuente mediante SEC (Superdex 200, rata de flujo: 0.75 ml/min) dio los productos 64 o 65,
respectivamente.

Compuesto Tiempo de retencion

64 20.2 min

65 13.3 min

IX-4) Liberacién de insulina a partir de los MPIC 64 y 65 de insulina

La liberacion de insulina a partir de los MPIC 64 y 65 de insulina, respectivamente, se efectué por hidrélisis
enlazante en regulador acuoso. Una solucién ca. 10 uM de conjugado se incubé en regulador HEPES 10 mM (pH
7.4), NaCl 150 mM, EDTA 3 mM y Tween al 0.005% de. Se tomaron muestras a intervalos de tiempo y se analizaron
por HPLC y deteccion UV. El pico de correlacion con el tiempo de retencion de la insulina nativa se integré y se
represent6 contra el tiempo de reaccion, y el software de ajuste de curvas se aplicé para estimar el medio tiempo
correspondiente de la liberacién. Bajo estas condiciones, la insulina se liber6é del compuesto 64 con un medio tiempo
de aproximadamente 150 minutos y a partir del compuesto 65 con un medio tiempo de ca 230 minutos.

X — Sintesis de los compuestos 68-75 conjugados de insulina de referencia

49



ES 2600 729 T3

eB29

X-1) Sintesis del compuesto 67 de N -mercaptopropionilo-insulina
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Se prepararon y se incubaron 150 pl de una solucién de DIC 0.64 M, compuesto 8 0.56 M y N-hidroxi succinimida
0.29 M en DMF durante 30 minutos. Se disolvieron 18 mg de insulina en DMSO/DMF/agua 20/30/50 (v/v/v) y 50 pl
5 de DIEA, seguido de la adicion de 50 pl del cdctel preincubado que contiene el compuesto 8. Después de la
incubacién durante 30 minutos se agregaron otros 100 ul del compuesto 8 preactivado. Después de la incubacion
durante 30 minutos el producto 66 se purificd por RP-HPLC. El acetonitrilo se elimind in vacuo y la escision del grupo
protector Mmt se dio mediante la adicion de TFA/TES 98/2 (v/v) hasta que se observd un color amarillo intenso. El

producto 67 se obtuvo por purificacion por RP-HPLC.

10 MS (Peso Molecular calculado) compuesto 67: 5893 g/mol (5896 g/mol)

X-2) Sintesis de los compuestos 68-75 de insulina mono y bis-pegilados
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El elemento estructural R representa el producto que contiene succinimidil de la adicion de Michael de un tiol con el
grupo maleimido del compuesto 37, N-etil-maleimida, maleimida-PEG5k, maleimida-PEG20k o maleimida-
PEG2x20k, respectivamente. Los tioles estan asociados con los compuestos 54 o 67 de insulina modificados,
respectivamente.

Se incubaron 71 pl de una solucién del compuesto 67 (464 uM) en acetonitrilo/agua 1/4 (v/v) con 3.3 ml de N-etil
maleimida (100 mM, 5 equivalentes) en acetonitrilo/agua 1/1 (v/v) y 10 ul de regulador de fosfato 0.5 M (pH 8.0)
durante 3 minutos. La purificacion del compuesto 68 se generé mediante SEC (Superdex 200).

Se mezclaron 71 pl de una solucion del compuesto 67 (464 uM) en acetonitrilo/agua 1/4 (v/v) con 7 ul de una
solucion de Maleimida-PEG5k 10 mM (1 equivalente) en acetonitrilo/agua 1/4 (v/iv) y 10 ul de regulador de fosfato
0.5 M (pH 8.0) y se incubaron durante 15 minutos. El compuesto 69 se purificd mediante SEC (Superdex 200).

Los compuestos 70 y 71 se obtuvieron de acuerdo con el procedimiento utilizado para la conjugacion de compuestos
69 a 37 o Maleimida-PEG20k, respectivamente

Se mezclaron 43 pl de una solucién del compuesto 67 (464 uM) en acetonitrilo/agua 1/4 (v/v) con 22 ul de una
solucion de Maleimida-PEG2x20k 2 mM (2 equivalentes) en acetonitrilo/agua 1/4 (v/v) y 10 ml de regulador de
fosfato 0.5 M (pH 8.0) y se incubaron durante 15 minutos. El compuesto 72 se purificé mediante SEC (Superdex
200).

Se mezclaron 11.4 yl de una solucion del compuesto 54 (2.9 mM) en acetonitrilo/agua 1/4 (v/v) con 50 pl
acetonitrilo/agua 1/1 (v/v), 7 pl de una solucion 100 mM de N-etil maleimida (10 equivalentes) y 10ml de regulador de
fosfato 0.5 M (pH 8.0) y se incubaron durante 3 minutos. El compuesto 73 se purific6 mediante SEC (Superdex 200).

Se mezclaron 11.4 pl de una solucién del compuesto 54 (2.9 mM) en acetonitrilo/agua 1/4 (v/v) con 50 pl de de
acetonitrilo/agua 1/1 (v/v), 15 ul de una solucién 10 mM de maleimida-PEGS5 (2 equivalentes) en acetonitrilo/agua
1/4 (viv) y 10 ml de regulador de fosfato 0.5 M (pH 8.0) y se incubaron durante 15 minutos. El compuesto 74 se
purificé6 mediante SEC (Superdex 200, rata de flujo: 0.75 ml/min). El compuesto 75 se obtuvo en consecuencia a
través de la reaccién del compuesto 74 con Maleimida-PEG20k

La SEC preparativa de los compuestos 68-75 produjo fracciones de 1.4-2.2 ml. Las concentraciones se
determinaron midiendo la extincién UV a 275 nm, asumiendo un coeficiente medio de extinciéon de €575 = 7,500.

Compuesto  Ez7s / mOD Concentracién / uMol Tiempo de retenciéon /min
68 97 12.9 23.0
69 102 13.6 18.8
70 33 4.4 16.1
71 60 8.0 15.9
72 38 5.0 14.3
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73 100 13.3 23.3
74 75 10.0 17.8
75 59 7.9 141

XI) Sintesis de los DPIC de insulina
XI-1) Sintesis del bloque 77 de construccién de dendrén

(Ejemplo de referencia)
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El compuesto 76 se obtuvo de acuerdo con el protocolo de sintesis en fase sdlida estandar. La secuencia de
aminoacidos Fmoc-Dpr (ivDde)-OH, Fmoc-Lys (Fmoc)-OH, Fmoc-Ado-OH, Fmoc-Lys (Fmoc)-OH, Fmoc-Ado-OH y
Boc-BAla-OH se acoplaron a la resina de amida Sieber.

La resina se trat6 con DMF/hidrazina 98/2 (v/v), se lavé y se agit6é con 5 equivalentes de acido maleimidopropiénico
y 5 equivalentes de DIC en DMF durante 30 minutos. Producto se escindié de la resina con TFA/TES/agua 95/3/2
(v/viv). Después de la evaporacion del solvente, el residuo se recogid en DMF/colidina 3/1 (v/v) de y se hizo
reaccionar durante 30 minutos con una solucion de 15 equivalentes del compuesto 8 preactivado durante 15 minutos
con 10 equivalentes de DIC en DMF. Después de la acidificacién con acido acético, el producto 77 se purificé por
RP-HPLC.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 77: 3233,7 g/mol (3236,0 g/mol).

XI-2) Sintesis de los dendrimeros 78, 79 y 80 de insulina
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El elemento estructural 77' representa el producto que contiene succinimidil de la adicion de Michael de un grupo tiol
al grupo maleimido del compuesto 77 después de la eliminacién del grupo protector Mtm. Los grupos tiol son o bien
asociados con el conjugado de insulina-enlazante o con un conjugado de dendrén-insulina.

XI-2-1) Sintesis del dendrimero (78) de insulina-N*®***-Mpa de primera generacion

Se disolvieron 2.9 mg del compuesto 67 en 100 pl de acetonitrilo/agua 4/1 y se mezclaron con 180 ul de una
solucion del compuesto 77 (3.4 mM) en acetonitrilo/agua 4/1. Se agregaron 20 ul de regulador de fosfato 0.5 M (pH
7.5) y la solucion se traté durante 30 minutos con un bafio ultrasénico. El coctel se mezcld con TFA 300 uly TES 10
ul agitado durante 30 segundos. Después de la dilucion con acetonitrilo/agua 1/1, el compuesto 78 se purifico
mediante RP-HPLC. Rendimiento: 43%

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 78: 8035 g/mol (8042 g/mol).

XI-2-2) Sintesis del dendrimero (79) de insulina-N*®***-Mpa de segunda generacién

Se mezclaron 350 yl de una solucién del compuesto 78 (420 uM) en acetonitrilo/agua 4/1 con 150 ul de una solucién
5.2 mM de dendrén 77 en acetonitrilo/agua 4/1. Se agregaron 20 ul de regulador de fosfato 0.5 M (pH 7.5) y la
solucion se traté durante 30 minutos en un bafio ultrasénico. El céctel se mezcldé con 500 ul de TFAy 20 ul de TES 'y
se agité durante 30 segundos. Después de la dilucidn con acetonitrilo/agua 1/1, el compuesto 79 se purifico por RP-
HPLC.

Rendimiento: 40%

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 79: 16621 g/mol (16622 g/mol).

XI-2-3) Sintesis del dendrimero (80) de insulina-N“*2° —Mpa de tercera generacion
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Se mezclaron 46 pl de una solucion del compuesto 79 (235 uM) en acetonitrilo/agua 4/1 con 60 pl de una solucién
5.2 mM del dendrén 77 en acetonitrilo/agua 4/1. Se agregaron 20 ml de regulador de fosfato 0.5 M (pH 7.5) y la
solucién se trat6é durante 30 minutos en un bafio ultrasénico. El coctel se mezclé con 100 yl de TFAy 5 pyl de TES y
se agitd durante 30 segundos. Después de la dilucién con agua/acetonitrilo 1/1, el compuesto 80 se purificd por
HPLC.

Rendimiento: 38%
MS (Peso Molecular calculado) compuesto 80: 50967 g/mol (50967 g/mol)

X-3) Sintesis de los dendrimeros 81, 82, 83 y 84 de cubrimiento final basados en dendrimeros de insulina-NEBzg-Mpa
de segunda generacion
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81: R = N-Etilmaleimida

82: R =38 _
83: R = Maleimida-PEG5k -
84: R=37

El elemento estructural R representa el producto que contiene succinimidil de la adicion de Michael de un grupo tiol
del compuesto 77' para el grupo maleimido del compuesto 37, compuesto 38, N-etil-maleimida, o maleimida-PEG5Kk,
respectivamente.

XI1-3-1) Sintesis del compuesto 81

Se mezclaron 70 yl de una solucion del compuesto 79 (230 uM) in acetonitrilo/agua 1/1 con 10 pl de una solucién 24
mM de Netil-maleimida en acetonitrilo. El pH se ajusté a 7.5 con regulador de fosfato 0.5 M (pH 7.5) y la solucién se
incubé durante 30 minutos a temperatura ambiente. La purificacion mediante SEC (Superdex 200, rata de flujo: 0.75
ml/min) dio el compuesto 81.

SEC (tiempo de retencion) compuesto 81: 20.28 min

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 81: 18629 g/mol (18624 g/mol)

X1-3-2) Sintesis del compuesto 82

Se mezclaron 70 yl de una solucién del compuesto 79 (230 uM) en acetonitrilo/agua 1/1 con 3 mg del compuesto 38.
El pH se ajusté a 7.5 con regulador de fosfato 0.5 M (pH 7.5) y la solucién se incub6 durante 30 minutos a
temperatura ambiente. La purificacion mediante SEC (Superdex 200, rata de flujo: 0.75 ml/min), produjo el
compuesto 82.

SEC (tiempo de retencién) compuesto 82: 14.5 min

XI1-3-3) Sintesis del compuesto 83

Se mezclaron 70 pl de una solucién del compuesto 79 (230 uM) en acetonitrilo/agua 1/1 con 2.6 mg de Maleimida-
PEGS5k. El pH se ajust6 a 7.5 con regulador de fosfato 0.5 M (pH 7.5) y la solucion se incubé durante 30 minutos a
temperatura ambiente. La purificacion mediante SEC (Superdex 200, rata de flujo: 0.75 ml/min) dio el compuesto 83.

SEC (tiempo de retencion) compuesto 83: 12.9 min

XI1-3-4) Sintesis del compuesto 84

54



10

ES 2600 729 T3

Se mezclaron 115 yl de una solucién del compuesto 79 (65 uM) en acetonitrilo/agua 1/1 con 5 mg del compuesto
37. El pH se ajusté a 7.5 con regulador de fosfato 0.5 M (pH 7.5) y la solucién se incub6 durante 30 minutos a
temperatura ambiente. La purificacion mediante SEC (Superdex 200, rata de flujo: 0.75 ml/min) dio el compuesto 84.
SEC (tiempo de retencién) compuesto 84: 10.9 min

XI-4) Sintesis de los dendrimeros 87, 88 y 89 de insulina escindibles.
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El elemento estructural 77' representa el producto que contiene succinimidil de la adicion de Michael de un grupo tiol
al grupo maleimido del compuesto 77 después de eliminar el grupo protector Mmt. Los grupos tiol son o bien
asociados con el conjugado de insulina-enlazante o con un conjugado dendrén-insulina.

aAl

Xl1-4-1) Sintesis del compuesto 86 de N™""-tiolenlazante-insulina

55



10

ES 2600 729 T3

. €B29
/ 0 NH
@ 0 o4 1 oAl
% 5_\_60—@—/ o-@—Noa + Insuluila —NH
O fo) aB1

NH
1

Insulina rh

eB29

NH

! 2 e 0 t
Insulina—— NHW_O g‘—xs o,
aB1 o 3

NH, e U

85
eB29
NH o )
i —NH
Insulllia N o d SH
aB1
NH QO
/

86

Se mezcld insulina en DMSO con una solucién de 0.9 equivalentes del compuesto 11 en DMSO. La solucién
resultante se ajusté a pH 8.0 con DIEA y se agit6 durante 1.5 h a temperatura ambiente. La purificacion por RP-
HPLC dio el intermediario 85 protegido de Mmt.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 85: 6350 g/mol (6350 g/mol)

La regioselectividad de la monoconjugacion se determind mediante la reduccién del compuesto 85 con DTT (10 uM)
en regulador de fosfato 0.5 M pH 8.0 durante 1 hora a temperatura ambiente y el analisis subsecuente de las
cadenas Ay B de insulina mediante LC-MS.

Después de la liofilizacion, el compuesto 85 se mezclé con TFA/trietilsilano 95:5 (v/v) y se agit6 durante 5 minutos.
Los volatiles se eliminaron bajo flujo de nitrégeno y el compuesto 86 se purifico por RP-HPLC y se liofiliz6.

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 86: 6077 g/mol (6077 g/mol)

Xl1-4-2) Sintesis del dendrimero 87 de N*Ltiolenlazante-insulina de primera generacion

La sintesis del compuesto 87 se llevo a cabo en analogia con la sintesis del compuesto 78.
Rendimiento: 27 %
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MS (Peso Molecular calculado) compuesto 87: 8218 g/mol (8223 g/mol).

XI-4-3) Sintesis del dendrimero 88 N**L_tiolenlazante-insulina de segunda generacion

La sintesis del compuesto 88 se llevo a cabo en analogia con la sintesis del compuesto 79.
Rendimiento: 17%

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 88: 16809 g/mol (16809 g/mol).

Xl-4-4) Sintesis del dendrimero 89 de N**!_tiolenlazante-insulina de tercera generacion

La sintesis del compuesto 89 se llevo a cabo en analogia con la sintesis del compuesto 80.
Rendimiento: 44%

MS (Peso Molecular calculado) compuesto 89: 51117 g/mol (51155 glmol).

XI-5) Sintesis de los dendrimeros 90 y 91 de cubrimiento final basados en dendrimeros NaAl-tiolenlazantes-insulina
de primera y segunda generacion

XI-5-1) Sintesis del compuesto 90

B29
TUNH L,
87 + 37 ~— |nsulina—NH ©

=
B TO\‘QO

£ 90

(77)-37,

El elemento estructural 37' representa el producto que contiene succinimidil de la adicion de Michael de un grupo tiol
al grupo maleimido del compuesto 37. Los grupos tiol se asocian con una generacion 1 conjugada dendrén-insulina.

Se mezclaron 50 pl de una solucién del compuesto 87 (450 uM) en acetonitrilo/agua con 3.5 mg del compuesto 37.
El pH se ajustd a 7.5 con regulador de fosfato 0.5 M (pH 7.5) y la solucién se incubé durante 30 minutos a
temperatura ambiente. La purificacion mediante SEC (Superdex 200, rata de flujo 0.75 ml/min) dio el compuesto 90.

SEC (tiempo de retencion) compuesto 90: 13.0 min

XI-5-2) Sintesis del compuesto 91

eB29
I}lH aAl
. o . - .
88 + 37 — InSL:II;Ia _NHWI—O 3_\_5/(77 N77°),-37"45
oB1 o (:z )
NH o

91

El elemento estructural 37’ representa el grupo que contiene succinimidilo de la adicion de Michael de un grupo tiol
al grupo maleimido de compuesto 37. Los grupos tiol se asocian. con una generacion 2 conjugada dendrén-insulina.

Se mezclaron 75 ul de una solucién del compuesto 88 (206 uM) en acetonitrilo/agua 1/1 con 9 mg del compuesto 37.
El pH de la solucién se ajusté a 7.5 con regulador de fosfato 0.5 M (pH 7.5) y la solucién se incubd durante 30
minutos a temperatura ambiente. La purificacion mediante SEC (Superdex 200, rata de flujo 0.75 ml/min), produjo el
compuesto 91.
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SEC (tiempo de retencién) compuesto 91: 10.9 min
XI-6) Liberacion de insulina a partir del DPIC de insulina 90y 91

SEC-eluidos de los compuestos 90 y 91 se incubaron con regulador HEPES 10 mM (pH 7.4), NaCl 150 mM, EDTA 3
mM y Tween al 0.005% a 37°C, y la cantidad de insulina libre se cuantificé por HPLC usando deteccién UV a 215 nm
(Figura 5).

XII - Analisis de la eficiencia de encapsulaciéon

El analisis fue realizado en un instrumento de resonancia de plasmén de superficie BIAcore 2000 utilizando chips
sensores CM5 (Biacore).

XlI-1) Preparacion de chips sensores

Un chip sensor se monto en el instrumento y el RAMFc (anticuerpo Fc anti raton de conejo, BlAcore) se inmovilizd
segun Karlsson et al. (J. Immun. Meth, 200, 1997, 121-133) utilizando la activacion de EDC/NHS. El cubrimiento de
grupos carboxi de superficie sin reaccionar activados se efectué mediante etanolamina

XI1l-2) Andlisis de interacciones entre la insulina encapsulada de proteéforo y los anticuerpos anti-insulina
Los compuesto 68-75, 57-59 y 81-84 de insulina y conjugados de insulina fueron objeto de andlisis.

Para la aplicacion de la muestra, la disociacion y la regeneracion, se utilizé un regulador de flujo estandar que
contiene HEPES 10 mM (pH 7.4), NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, Tween 20 al 0,005 %.

Tres anticuerpos monoclonales anti insulina de murinos (Advanced ImmunoChemical Inc., clones C7C9, 8E2, o 7F8,
respectivamente,) se cargaron sobre areas del chip sensor preespecificadas mediante inyeccion de 15 pl de una
solucion de 30 mg/ml. Una cuarta area del sensor se utilizé para propésitos de referencia. Después de equilibrar
durante 2.5 minutos, se inyectaron 150 ul de una solucién de insulina o de conjugado de insulina 100 nM y fluyeron a
través de todas las cuatro zonas del sensor. Una fase de disociacién de 3 minutos fue seguida por la eliminacion de
los anti-insulinas mediante inyeccién de 60 pl de regulador de glicina (pH 2.0) y la regeneracion de la superficie del
chip sensor. La eficiencia de encapsulacion se midi6 mediante el registro de las unidades de indice de refraccién
(RU) de cada una de las cuatro areas del sensor antes de la disociacion.

La encapsulacion altamente eficiente de la insulina se logré mediante la conjugacion de la proteina a las estructuras
protedforo 84, 58 o 59, respectivamente, como se evidencia por la supresion de la union de los anticuerpos.

Aunque se han descrito las que se cree actualmente que son las realizaciones preferidas de la invencién, los
expertos en la técnica se daran cuenta que los cambios y modificaciones se pueden hacer sin apartarse del espiritu
de la invencién. Se pretende con la reivindicacion todos los cambios y modificaciones que caigan dentro del
verdadero alcance de la invencion.

Abreviaturas:

Boc t-butiloxicarbonilo

DBU 1,3-diazabiciclo[5.4.0Jandeceno
DCM diclorometano

(iv)Dde 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxo-ciclohexiliden)3-metil-butil
DIC diisopropilcarbodiimida

DIEA diisopropiletilamina

DMAP dimetilamino-piridina

DMF N,N-dimetilformamida

DMSO dimetilsulféxido

Dpr acido diaminopropionico

DTT ditiotreitol
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Clorhidrato de 1-Etil-3-(3’-dimetilaminopropil) carbodiimida
endoproteinasa-GluC

equivalente estequiométrico
9-fluorenilmetoxicarbonilo

Acido Fmoc-aminoetil-undecaetilenoxido-propionico
Acido Fmoc-8-amino-3,6-dioxaoctanoico
hemoglobina (humana)

N-(2-hidroxietil) piperazin-N’-(acido 2-etanosulfonico)
N-hidroxibenzotriazol

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
maleimidopropionilo

4-metoxitritilo

mercaptopropionilo

espectro de masas
1-(mesitilen-2-sulfonil)-3-nitro-1H-1,2,4-triazol
4-metiltritilo

masa molecular

N-hidroxi succinimida

cromatografia liquida de alta presion de fase reversa
temperatura ambiente

unidades de respuesta

cromatografia de exclusion por tamafio

succinimidil 3-(2-piridilditio) propionato

t-butiltio

succinimidopropionilo

tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio

tricarboxietilfosfina
trietilsilano

acido trifluoroacético
tetrahidrofurano
tritilo, trifenilmetilo

ultravioleta
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién que comprende:
- un polimero hiperramificado unido a un nucleo; y
- una unidad estructural biolégicamente activa;

con lo cual la unidad estructural biolégicamente activa esta unida al nacleo por medio de un enlazante L
sustancialmente no enzimaticamente escindible y la unidad estructural biolégicamente activa que se selecciona de
somatropinas; y

en donde la molécula hiperramificada contiene al menos dos cadenas moleculares, las cuales contienen grupos de
cubrimiento C estéricamente exigentes y en donde el polimero hiperramificado contiene al menos dos cadenas
moleculares, cadenas moleculares que son de longitud suficiente para estar asi dispuestas de manera que forman
una cavidad para acomodar la unidad estructural biolégicamente activa.

2. La composicién de la reivindicacion 1, en donde el polimero hiperramificado es soluble en agua

3. La composicion de la reivindicacion 1 o 2, en donde las cadenas de polimero contienen cadenas alquilo lineales,
ramificadas o ciclicas y en donde opcionalmente grupos adicionales estan presentes en las cadenas de polimero, los
grupos adicionales estan siendo seleccionados de los grupos que consisten de S, N, O, (-SS)-, oxietileno,
oxipropileno y oxibutileno, amida-C(O)NH- o C(O)NR-, -S-succinimido, amino (-NR-), éster carboxilico (-C (0)O-),
sulfonamida (-S(0).-NR-, carbamato (-OC(O)-NR-), carbonato (-OC(0)-O-), sulfona (-S(0O);-), éter (-O-), oxima (-
CR=N-0O-), hidrazona (-CR=N-NR-), urea (-NR-C(O)-NR-), tiourea (-NR-C(S)-NR-), carbohidratos, glicerilo, fosfato (-
OP(0O)(OR)0-), fosfonato (-P(O)(OR)O-), grupos (hetero)ciclicos saturados y no saturados, en los cuales R es H,
grupos alquilo lineales, ramificados o ciclicos los cuales pueden contener grupos funcionales adicionales o
hetero4tomos.

4. La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde los grupos de cubrimiento C
dentro de las cadenas moleculares contienen cadenas alquilo lineales, ramificadas o ciclicas y en donde
opcionalmente los grupos de cubrimiento C contienen grupos adicionales seleccionados de los grupos que consisten
de S, N, O, (-S-S)-, oxietileno, oxipropileno y oxibutileno, amida -C(O)NH- o C(O)NR-, -S-succinimido, amino (-NR-),
éster carboxilico (-C(0O)O-), sulfonamida (-S (0)2-NR-), carbamato (-OC(O)-NR-), carbonato (-OC(0)-O-), sulfona (-
S(0)2-), éter (-O-), oxima (-CR=N-O-), hidrazona (-CR=N-NR-), urea (-NR-C(O)-NR-), tiourea (-NR-C(S)-NR-),
carbohidratos, glicerilo, fosfato (-OP(O)(OR)O-), fosfonato (-P(O)(OR)O), grupos (hetero)ciclicos saturados y no
saturados en los cuales R es H, grupos alquilo lineales, ramificados o ciclicos los cuales pueden contener grupos
funcionales adicionales o heterodtomos.

5. La composiciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde los grupos de cubrimiento C son
moléculas altamente ramificadas que contienen centros de ramificacion con un grado de ramificacion de entre 2 y 6.

6. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la molécula hiperramificada comprende
una primera unidad de ramificacion B con

- un primer centro de ramificacion Bc
- al menos dos primeros grupos funcionales de ramificacion Bfg

- al menos dos cadenas moleculares conectados a las al menos dos primeros grupos funcionales de ramificacion
Bfg.

7. La composicion de la reivindicacion 6, en donde el primer centro de ramificacibn Bc contiene grupos
seleccionados de >C< , >CH-, >CR-, >N-, >P-, que estan enlazados a los primeros grupos funcionales de
ramificacion Bfg.

8. La composicion de la reivindicacion 6 o 7, en donde la primera unidad de ramificacion B contiene cadenas de
alquilo lineales, ramificadas o ciclicas y en donde opcionalmente la primera unidad de ramificacién B comprende
ademas grupos seleccionados de los grupos que consisten de S, N, O, (-SS )-, oxietileno, oxipropileno y oxibutileno,
amida --C(O)NH- o C(O)NR-, -S-succinimido, amino (-NR-), éster carboxilico (-C(O)O-), sulfonamida (-S(O).-NR-,
carbamato (-O-C(0O)-NR-), carbonato (-OC(QO)-0O-), sulfona (-S(0)2-), éter (-O-), oxima (-CR=NO), hidrazona (-CR=N-
NR-), urea (-NR-C(O)-NR-), tiourea (-NRC(S)-NR-), carbohidratos, glicerilo, fosfato (-OP(O)(OR)O-), fosfonato (-
P(O)(OR)0O-), compuestos (hetero)ciclicos saturados y no saturados, en los que R es H o grupos alquilo lineales,
ramificados o ciclicos que pueden contener grupos funcionales adicionales o heteroatomos.

60



10

15

20

ES 2600 729 T3

9. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en donde los primeros grupos funcionales
ramificados Bfg se seleccionan de amino (NRH), acido carboxilico (-C(O)OH) y derivados, acido sulfénico (-S(O).-
OH) y derivados, carbonato (-OC(0)-O-) y derivados, hidroxilo (-OH), aldehido (-CHO), cetona (-CRO), hidrazina
(H2N-NR-), isocianato (-NCO), isotiocianato (-NCS), acido fosférico (-OP(O)(OR)(OH) y derivados, acido fosfénico (-
P(O)(OR)OH) y derivados, haloacetilo, haluros de alquilo, maleimida, acriloilo , agentes de arilacién como fluoruros
de arilo, hidroxilamina, disulfuros como disulfuro de piridilo, vinil sulfona, vinil cetona, diazoalcanos, compuestos
diazoacetilo, epdxido, oxirano, aziridina, en los que R es H o un grupo alquilo lineal, ramificado o ciclico que puede
contener ademas grupos funcionales o heteroatomos o grupos arilo.

10. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el enlazante escindible L puede ser
escindido por TCEP, TFA, DTT, o regulador.

11. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el enlazante escindible L contiene
ademas grupos funcionales enlazantes adaptados para reaccionar entre el enlazante escindible L y la unidad
estructural biolégicamente activa mediante la formacion de un enlace quimico.

12. La composicion de la reivindicacion 11, en donde los grupos funcionales enlazantes se seleccionan de los
grupos constituidos por amino (NRH), acido carboxilico (-C(O)OH) y derivados, acido sulfénico (-S(0O).-OH) y
derivados, carbonato (-OC(0)-O) y derivados, hidroxilo (-OH), aldehido (-CHO), cetona (-CRO), isocianato (-NCO),
isotiocianato (-NCS), haloacetilo, alquil haluros, maleimida, acriloilo, agentes de arilacién, fluoruros de arilo,
disulfuros, disulfuro de piridilo, vinil sulfona, vinil cetona, diazoalcanos, compuestos diazoacetilo, epdxido, oxirano,
aziridina, en los que R es H o un grupo alquilo lineal, ramificado o ciclico que puede contener ademas grupos
funcionales o heteroatomos o grupos arilo.

13. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde el enlazantes escindible L es un
enlazante profarmaco sin traza y contiene un carbamato.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 6
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