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DESCRIPCION
Derivados de PEG que contienen dos cadenas de PEG
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere en general a nuevos reactivos poliméricos que comprenden una orientacion
estructural interna particular, asi como a productos conjugados de estos nuevos reactivos poliméricos. Ademas, la
invencion se refiere a métodos para sintetizar los reactivos poliméricos y métodos para conjugar los reactivos
poliméricos con agentes activos y otras sustancias. Ademas, la invencion también se refiere a preparaciones
farmacéuticas, asi como a métodos para administrar los productos conjugados a pacientes.

Antecedentes de la invencion

Los cientificos y los analistas clinicos se enfrentan a una serie de desafios en sus intentos por desarrollar agentes
activos en formas adecuadas para ser suministradas a un paciente. Los agentes activos que son polipéptidos, por
ejemplo, a menudo se suministran mediante inyeccion en lugar de por via oral. De esta manera, el polipéptido se
introduce en la circulacion sistémica sin exposicion al entorno proteolitico del estdbmago. La inyeccion de
polipéptidos, sin embargo, tiene varios inconvenientes. Por ejemplo, muchos polipéptidos tienen una semivida
relativamente corta, por lo que requieren inyecciones repetidas, que a menudo son inconvenientes y dolorosas.
Ademas, algunos polipéptidos pueden provocar una o mas respuestas inmunitarias con la consecuencia de que el
sistema inmunitario del paciente puede activarse para degradar el polipéptido. Por lo tanto, la administracion de
agentes activos como los polipéptidos es a menudo problematica incluso cuando estos agentes se administran
mediante inyeccion.

Se ha logrado cierto éxito al abordar los problemas de la administracion de agentes activos mediante inyeccion. Por
ejemplo, la conjugacioén del agente activo con un polimero soluble en agua ha dado lugar a productos conjugados de
polimero-agente activo que tienen inmunogenicidad y antigenicidad reducidas. Ademas, estos productos conjugados
de polimero-agente activo a menudo tienen semividas mucho mayores en comparacion con sus contrapartes no
conjugadas como resultado de la disminucion del aclaramiento a través del rifion y/o la disminucion de la
degradaciéon enzimatica en la circulacion general. Como resultado de tener una mayor semivida, el producto
conjugado de polimero-agente activo requiere una dosificacion menos frecuente, lo que a su vez reduce el numero
total de inyecciones dolorosas y las visitas inconvenientes a un profesional de la salud. Ademas, los agentes activos
que son solo ligeramente solubles a menudo demuestran un aumento significativo de la solubilidad en agua cuando
se conjugan con un polimero soluble en agua.

Debido a su seguridad documentada, asi como a su aprobacion por parte de la FDA para uso tanto topico como
interno, el polietilenglicol se ha conjugado con agentes activos. Cuando un agente activo se conjuga con un polimero
de polietilenglicol o "PEG", el agente activo conjugado se denomina convencionalmente "PEGilado". El éxito
comercial de los agentes activos PEGilados, tales como el interferon alfa-2a PEGASYS® PEGilado (Hoffmann-La
Roche, Nutley, NJ), el interferon alfa-2b PEG-INTRON® (Schering Corp., Kennilworth, NJ) y PEG-filgrastim
NEULASTA™ (Amgen Inc., Thousand Oaks, CA) demuestra que la administracion de una forma conjugada de un
agente activo puede tener ventajas significativas sobre la contraparte no conjugada. También se han preparado
Moléculas pequeiias tales como la distearoilfosfatidiletanolamina (Zalipsky (1993) Bioconjug. Chem. 4(4):296-299) y
fluorouracilo (Ouchi et al. (1992) Drug Des. Discov. 9(1):93-105) conjugados con poli(etilenglicol). Harris et al. han
proporcionado una revision de los efectos de la PEGilacion en productos farmacéuticos. Harris et al. (2003) Nat.
Rev. Drug Discov. 2(3):214-221.

A pesar de estos éxitos, la conjugacion de un polimero soluble en agua con un agente activo sigue siendo un
desafio. Uno de estos desafios es la desactivacion del agente activo después del anclaje a una molécula de
polietilenglicol relativamente larga. Aunque una molécula de polietilenglicol relativamente larga proporcionaria el
producto conjugado de agente activo-polimero correspondiente con mayor solubilidad en agua, se sabe que los
productos conjugados que portan tales restos de polietilenglicol largos son sustancialmente inactivos en vivo. Se ha
planteado la hipotesis de que estos productos conjugados estan inactivos debido a la longitud de la cadena de
polietilenglicol relativamente, que se "envuelve" alrededor del agente activo completo, bloqueando asi el acceso a
los ligandos potenciales requeridos para la actividad.

El problema asociado con los productos conjugados inactivos que portan un resto de polietilenglicol relativamente
grande se ha resuelto, en parte, mediante el uso de formas "ramificadas" de un polimero. Un ejemplo de tal polimero
"ramificado" se describe en la Patente de Estados Unidos Num. 5.932.462 de Harris et al. Como se describe en la
presente memoria, la "mPEG2-N-hidroxisuccinimida" se puede unir a un grupo amino accesible (p. €j., un grupo
amino que no esta fisicamente bloqueado debido a la estructura conformacional) en una proteina biolégicamente
activa. Este polimero ramificado (que tiene un peso molecular de aproximadamente 40.000 Daltons) esta disponible
en Nektar Therapeutics (Huntsville, AL) y tiene la siguiente estructura:
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en donde mPEGz« representa un derivado de polietilenglicol protegido terminalmente con metoxi que tiene un peso
molecular de aproximadamente 20.000 Daltons.

El acoplamiento de este polimero ramificado a interferon alfa-2a da como resultado un producto conjugado que
contiene un enlace amida que conecta el interferén alfa-2a al polimero. Esquematicamente, el producto conjugado
se puede representar de la siguiente manera:

m PEGZEo—g—H—[(lezh

CH—C_
(? / IOI H—interferén alfa-2a
m PEG—O0O-C-NH

20K

Este producto conjugado, disponible comercialmente como marca PEGASYS® de interferon alfa-2a PEGilado
(Hoffmann-La Roche, Nutley, NJ), esta indicado para el tratamiento de la hepatitis C en adultos.

Aunque la utilizacion de un polimero ramificado puede resolver algunos de los problemas asociados con los
polimeros lineales relativamente grandes, persisten otros desafios para preparar productos conjugados utiles. Por
ejemplo, la tasa de degradacion in vivo del producto conjugado a menudo es inaceptable, ya sea por demasiado
larga o demasiado corta. Especificamente, la tasa de degradacion in vivo estd generalmente (aunque no
necesariamente) gobernada parcialmente por la tasa de hidrdlisis que se produce en algun punto de la serie de
atomos que conectan el agente activo al polimero. Por lo tanto, una velocidad hidrolitica relativamente rapida puede
dar como resultado un producto conjugado inaceptable que tenga una demasiado corta in vivo, mientras que una
hidrdlisis relativamente lenta puede dar como resultado un producto conjugado inaceptable que tenga una semivida
demasiado larga in vivo. En consecuencia, los polimeros que tienen una serie Unica de atomos (tanto en el propio
polimero como en el producto conjugado correspondiente) pueden dar como resultado tasas Unicas de hidrdlisis,
que a su vez influyen en la tasa de degradacion del producto conjugado in vivo .

La hidrdlisis de productos conjugados de ciertos agentes activos y mPEG2-N-hidroxisuccinimida se produce en la
cadena de atomos que conecta una "rama" de mPEG con la otra, dado que uno de los metabolitos tiene un peso
molecular de aproximadamente veinte mil Daltons. Una ubicacién probable en la cadena de atomos para tal escision
esta dentro del resto

O H
T
-0—C—N—
que se encuentra inmediatamente adyacente a una de las porciones de mPEG en el polimero. El resto
O H
ol
—-0—C—N—

representa la ubicacidén mas probable para la escisiéon debido a que los Unicos otros atomos en la cadena que
conectan una rama de mPEG con la otra son una serie de atomos de carbono compuestos de grupos metileno, que
son relativamente mas estables a la degradacion in vivo que el resto

O H
T
-0—C—N—.

Tras la escision, la forma separada del polimero es mPEG-OH. Por lo tanto, basandose al menos en parte en la
favorabilidad de la formacion de mPEG-OH, se produce una Unica tasa de hidrdlisis.

Seria deseable, sin embargo, poder proporcionar polimeros de modo que sus tasas de hidrdlisis pudieran ser
"adaptadas". Por ejemplo, con respecto a la administracion semanal tipica de interferon alfa-2a PEGilado, una tasa
3
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de hidrdlisis mas lenta podria proporcionar periodos incluso mas largos entre las administraciones. Ademas, los
productos conjugados que tienen una semivida in vivo demasiado larga se podrian mejorarse aumentando la
susceptibilidad de los productos conjugados a la hidrolisis.

Una gama ampliada de polimeros con tasas de hidrdlisis Unicas permitiria a los investigadores y cientificos
proporciona productos conjugados de agente activo-polimero "adaptados" para proporcionar (entre otras cosas) el
aumento de solubilidad en agua y/o tasa de degradacion in vivo deseado. Ademas, los polimeros que tienen tasas
de hidrdlisis Unicas se podrian utilizar no solo para polimeros ramificados, sino también para otras formas (p. €.,
lineales o multibrazo). Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de polimeros que proporcionen (entre otras cosas)
una serie Unica de atomos para proporcionar tasas de degradacion "adaptadas”. Segun el mejor conocimiento de los
solicitantes, los polimeros, productos conjugados, preparaciones y métodos actualmente descritos son novedosos y
no estan totalmente sugeridos por la técnica.

Se han descrito reactivos ramificados para la pegilacion. Yamasaki et al. (1998; Biotechnology Techniques; 12(10);
751-754) describen derivados de PEG2 que tienen un éster activado como grupo funcional y se pueden utilizar para
la modificacion divalente de proteinas. Hurwitz et al. (2000; Cancer Immunology and Immunotherapy; 49(4-5); 226-
234) describen el anclaje de un PEG (PEG2) activado por N-hidroxisuccinimida ramificado a un anticuerpo anti-Erb2
0 a su fragmento Fab' monomérico. Martinez et al. (1997; Macromolecular Chemistry and Physics; 198(8); 2489-
2498) describen los adaptadores de metoxipolietilenglicol que se anclan a los agentes bioactivos a través de un
grupo funcional, derivado de un 2° alcohol, ubicado en el centro de la cadena de polimero. Koumenis et al. (2000;
International Journal of Pharmaceutics; 198(1); 82-95) describen la unién covalente de grupos polietilenglicol (PEG)
biocompatibles a grupos e-amino de la forma F(ab')2 de un anticuerpo anti-interleucina-8 humanizado. Burcovich et
al. (1998; Nucleosides & Nucleotides; 17(9-11); 1567-1570) describe un reactivo de polietilenglicol ramificado que
tiene dos cadenas de PEG conectadas por 1,3-diamino-2-propanol (DAP), seguido de la formacién de un nucledtido
antisentido conjugado. Veronese et al. (1997; Journal of Bioactive and Compatible Polymers; 12(3); 196-207)
describe productos conjugados de PEG ramificados y lineales de las dos enzimas, uricasa y asparraginasa, y
proporciona una comparacion de la protedlisis, el tiempo de residencia en sangre y la inmunogenicidad. El
documento WOO00/24697 describe polimeros solubles en agua, incluyendo polietilenglicol, que tienen un grupo
aldehido reactivo adecuado para la modificacién especifica de materiales o moléculas en el sitio N-terminal. Luxon et
al. (2002; Clinical Therapeutics; 24(9); 1363-1383) describe el desarrollo y las propiedades del IFN alfa-2b PEGilado,
formado por la conjugacion de un mono-metoxi PEG de 12 kD con IFN alfa-2b, e IFN alfa-2a PEGilado, formado por
conjugacion de un mono-metoxi PEG ramificado de 40 kD con IFN alfa-2a. Vorobjev et al. (1999; Nucleosides &
Nucleotides; 18(11-12); 2745-2750) describe dos productos conjugados de un oligonucleétido anti-VIH con
diferentes monometoxi polietilenglicoles de alto peso molecular. Yasuda et al. (1990; Chemical and Pharmaceutical
Bulletin; 38(7); 2053-2056) describe productos conjugados de uricasa con dextrano y polietilenglicol. Los productos
conjugados demostraron una actividad enzimatica sostenida en plasma después de la inyeccion intravenosa.
Greenwald et al. (2000; Journal of Medicinal Chemistry; 43(3); 475-487) describe la preparacion de profarmacos
dobles modificados con PEG de daunorrubicina y citabina (ara-C) basados en la reaccion de lactonizacion con el
bloqueo de trimetilo. Greenwald et al. (1995; The Journal of Organic Chemistry; 60(2); 331-336) describe una serie
de derivados de paclitaxel solubles en agua preparados mediante la unién de PEG (2-5 kD) en la posicion 7 de
paclitaxel a través de un enlace carbamato o carbonato.

Compendio de la invencion
La presente invencion proporciona un reactivo polimérico que tiene una estructura de

T
POLI" —(X")a—N—=C~0—(X%),
1 RO—(X")g=(CH,CH,0)—(X®),—Z
’ il?Cl) - (X")g™(CH2CH,0),—(X")n
POLI? —(X%),—N—C—-0—(X®);
(Formula 11I)
en donde:

POLI" es un poli(6xido de alquileno);
POLI? es un poli(6xido de alquileno);

(@)es0,1,203;
(b)es0,1,203;
(e)es0,1,203;
(f)es0,1,203;
(g)es0,1,203;
(h)es0,1,203;
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(j) es de 0 a 20;

cada R' es independientemente H o un resto organico seleccionado del grupo que consiste en alquilo,
alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo y arilo sustituido;
X1, cuando esta presente, es un primer resto espaciador;

X2, cuando esta presente, es un segundo resto espaciador;

X5, cuando esta presente, es un quinto resto espaciador;

X6, cuando esta presente, es un sexto resto espaciador;

X7, cuando esta presente, es un séptimo resto espaciador;

X8, cuando esta presente, es un octavo resto espaciador;

RS es un resto ramificado; y

Z es un grupo reactivo.

En la presente memoria también se describe un reactivo polimérico que comprende la siguiente estructura:

v e
Polimero soluble en agua ~\\wN—C—\\—Z7 (Formula 11)

en donde: el "polimero soluble en agua" es un polimero soluble en agua, cada "-\\-" representa independientemente
un enlace covalente directo o un resto espaciador; R' es H o un resto organico; y Z es un grupo reactivo. Como se
muestra en la Férmula (1), el polimero soluble en agua se encuentra en posicidon proximal con respecto al atomo de
nitrégeno del resto

R' O
US|

y el grupo reactivo, Z, se encuentra en posicion proximal con respecto al atomo de carbono carbonilico del resto

R' O
Il
—N—C-—.

Aunque los reactivos poliméricos que portan un resto

rR' O
U |

estan abarcados por la presente invencion, se prefiere que tengan un atomo de oxigeno adyacente al atomo de
carbono carbonilico del

lo que da como resultado un resto

R'O
I
—N—C—0—,

a menudo denominado grupo "carbamato" o "uretano". También pueden estar presentes en o sobre el reactivo
polimérico otros grupos funcionales.

En la presente memoria se describe un reactivo polimérico en donde R'es H.

En la presente memoria se describe un reactivo polimérico en donde un atomo de azufre esta unido al atomo de
carbono carbonilico del resto

R' O
1l
—N—C—,

lo que da como resultado un
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En la presente memoria se describe un reactivo polimérico en donde un raldical -N(R?)- esta anclado al atomo de
carbono carbonilico del resto

R'O
1l
_.N_.C_ ,

proporcionando asi un resto

R' 0 R2
T
—N—C—N—

en donde R? es H o un radical organico.

Es un objeto de la invencion proporcionar un reactivo polimérico en el que el polimero soluble en agua es un
poli(éxido de alquileno).

En la presente memoria se describe un método para preparar los reactivos poliméricos descritos anteriormente, en
donde el método comprende las etapas de (i) proporcionar una molécula precursora que comprende un grupo
reactivo protegido o un precursor de un grupo reactivo y uno o mas grupos hidroxilo; (ii) activar al menos uno de los
uno o mas grupos hidroxilo de la molécula precursora para reaccionar con un grupo amino para formar una molécula
precursora activada; (iii) poner en contacto en condiciones de acoplamiento covalente al menos uno de los uno o
mas grupos hidroxilo activados con un polimero soluble en agua que tiene un grupo amino, formando asi un
polimero que comprende una porcién de polimero soluble en agua y el grupo reactivo protegido o el precursor del
grupo reactivo; y (iv) desproteger el grupo reactivo protegido cuando esté presente.

Adicionalmente se describe un producto conjugado de polimero que comprende un polimero soluble en agua, un
resto

R' O
11
—N—C-,

y un agente farmacolégicamente activo, en donde: (i) el polimero soluble en agua esta conectado al atomo de
nitrégeno del resto

R' ©
Il

a través de un enlace covalente directo o a través de un primer resto espaciador; (ii) el agente farmacolégicamente
activo esta unido al atomo de carbono carbonilico del resto

R' O
Il

a través de un enlace covalente directo o un segundo resto espaciador; y (iii) R'es H o un radical organico.

Un objeto adicional de la invencién es proporcionar un método para preparar un producto conjugado que comprenda
la etapa de poner en contacto un reactivo polimérico segun las presentes reivindicaciones con un agente activo en
condiciones adecuadas para formar asi el producto conjugado. Tipicamente, el agente activo se ancla
covalentemente al polimero a través de la reaccion entre un grupo reactivo en el reactivo polimérico con un grupo
funcional (p. €j., una amina) en el agente activo.

Otro objeto adicional de la invencién es proporcionar una preparacion farmacéutica que comprende el producto
conjugado de agente activo-polimero como se proporciona en la presente memoria combinado con un excipiente
farmacéutico.

En la presente memoria también se describe un método para administrar un agente farmacolégicamente activo que
comprende la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto conjugado de agente
activo-polimero como se proporciona en la presente memoria.

Los objetos adicionales, ventajas y caracteristicas novedosas de la invencion se expondran en la descripcion que
sigue, y en parte, resultaran evidentes para los expertos en la técnica tras lo siguiente, o se pueden aprender
mediante la practica de la invencion.
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En una realizacion de acuerdo con las presentes reivindicaciones, se proporciona un reactivo polimérico que
comprende un resto

R' O
U}

situado entre un polimero soluble en agua y un grupo reactivo. La disposicion estructural interna es tal que (i) el
nitrégeno en el resto

R'O
|

se encuentra en posicioén proximal con respecto al polimero soluble en agua, (ii) el atomo de carbono carbonilico del
resto

R'O
U

se encuentra en posicion proximal con respecto al grupo reactivo, y (iii) R' es H o un radical organico, en donde el
radical organico se selecciona tipicamente del grupo que consiste en alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo
sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo y arilo sustituido.

Los reactivos poliméricos de la invencién también comprenden un polimero soluble en agua, un resto

R' O
1l
—N—C—,

y un grupo reactivo, en donde: (i) el polimero soluble en agua esta conectado al atomo de nitrégeno del resto

R' O
Il

a través de un enlace covalente directo o a través de un primer resto espaciador; (ii) el grupo reactivo esta
conectado al atomo de carbono carbonilico del resto

R' O
1l

a través de un enlace covalente directo o un segundo resto espaciador; y (iii) R' se define como antes.

Los polimeros preferidos estan protegidos terminalmente en un extremo terminal. Ademas, se prefieren los
polimeros que tienen un peso molecular promedio en masa inferior a aproximadamente 120.000 Daltons.

En la presente memoria se describe un método para preparar los reactivos poliméricos de la invencion. Brevemente,
el método implica proporcionar una molécula precursora que comprende un grupo reactivo protegido o un precursor
de un grupo reactivo y uno o mas grupos hidroxilo. Al menos uno de los uno o mas grupos hidroxilo de la molécula
precursora esta activado (formando asi una molécula precursora activada) de manera que al menos uno de los uno
0 mas grupos hidroxilo reaccionara con un grupo amino. Después de eso, la molécula precursora activada se coloca
en condiciones de acoplamiento covalente y se permite que se ponga en contacto con un polimero soluble en agua
que tiene un grupo amino, lo que permite que los dos reaccionen quimicamente. La reaccion resultante da como
resultado la formacién de un enlace covalente entre el polimero soluble en agua y la molécula precursora activada,
que, a su vez, forma un polimero que comprende una porcién de polimero soluble en agua y el grupo reactivo o
precursor de grupo reactivo protegidos. Tipicamente, este polimero puede reaccionar adicionalmente con diversos
reactivos para funcionalizar el polimero con, por ejemplo, un grupo reactivo deseado. Cuando la molécula precursora
comprende un grupo reactivo protegido, el método incluye ventajosamente una etapa de desproteccion para eliminar
el grupo que protege el grupo reactivo. Opcionalmente, se realiza una etapa para aislar el polimero de modo que el
polimero pueda proporcionarse en una forma mas pura.

También se describe un producto conjugado que comprende un polimero soluble en agua, un radical

R' O
U |
—N—C-—,
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y un agente activo, en donde: (i) el polimero soluble en agua esta conectado al atomo de nitrégeno del resto

R' O
[ |

a través de un enlace covalente directo o a través de un primer resto espaciador; (ii) el agente farmacolégicamente
activo esta conectado al carbono carbonilico del resto

R' O
U |

a través de un enlace covalente directo o un segundo resto espaciador; vy (iii) R' es H o un radical organico.
Ventajosamente, se puede utilizar cualquier agente activo que se pueda acoplar a los reactivos poliméricos
proporcionados en la presente memoria.

En otra realizacion mas de la invencién, se proporciona un método para preparar un producto conjugado que
comprende la etapa de poner en contacto un reactivo polimérico como se proporciona en la presente memoria con
un agente activo en condiciones adecuadas para proporcionar un producto conjugado.

En otra realizacién mas de la invencion, se proporcionan preparaciones farmacéuticas que comprenden un producto
conjugado de la invencién combinado con un excipiente farmacéutico. Las preparaciones farmacéuticas abarcan
todo tipo de formulaciones y, en particular, aquellas que son adecuadas para inyeccion, por ejemplo, polvos que
pueden reconstituirse, asi como suspensiones y soluciones.

En la presente memoria también se describe un método para administrar un producto conjugado que comprende la
etapa de administrar a un paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto conjugado proporcionado
en la presente memoria. Tipicamente, aunque no necesariamente, el producto conjugado se proporciona como parte
de una preparacion farmacéutica. Se puede utilizar cualquier enfoque para administrar el producto conjugado. Sin
embargo, se prefiere que el producto conjugado se administre a través inyeccion.

Descripcion detallada de la invenciéon

Antes de describir en detalle la presente invencion, se debe entender que esta invenciéon no esta limitada a los
polimeros, las técnicas sintéticas, los agentes activos concretos y similares, y como tales, pueden variar.

Se debe observar que, tal como se utiliza en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones, las formas
singulares "un”, "uno" "una", "el" y "la" incluyen los referentes plurales, a menos que el contexto indique claramente
lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a un "polimero" incluye un solo polimero asi como dos o mas polimeros
iguales o diferentes, la referencia a un "producto conjugado” se refiere a un solo producto conjugado asi como dos o
mas de los mismos o diferentes productos conjugados, la referencia a un "excipiente" incluye un solo excipiente asi

como dos o mas de los mismos o diferentes excipientes, y similares.

Al describir y reivindicar la presente invencion, se utilizara la siguiente terminologia de acuerdo con las definiciones
que se describen a continuacion.

"PEG", "polietilenglicol" y "poli(etilenglicol)" segun se utilizan en la presente memoria, estan destinados a abarcar
cualquier poli(oxido de etileno) soluble en agua y se pueden utilizar indistintamente. Tipicamente, los PEG para su
uso en la presente invencion comprenderan "-(OCH,CHz)n" 0 "-O(CH),CH.O)y-" donde (m) es de 2 a 4000, y los
grupos de terminales y la arquitectura del PEG general pueden variar. Segun se utiliza en la presente memoria, PEG
también incluye" -CH2CH,-O(CH2CH20)n-CH2CH2-" y "-(CH.CH2O)n-", dependiendo de si los oxigenos terminales
han sido desplazados o no. Cuando el PEG comprende adicionalmente un resto espaciador (que se describira con
mayor detalle a continuacion), los atomos que comprenden el resto espaciador, cuando se unen covalentemente a
un polimero soluble en agua, no dan lugar a la formacion de un enlace oxigeno-oxigeno (es decir, una conexion "-O-
O-" o peroxido). A lo largo de toda la memoria descriptiva y las reivindicaciones, debe recordarse que el término
"PEG" incluye estructuras que tienen varios grupos terminales o "de proteccion terminal” etcétera. "PEG" significa un
polimero que contiene una mayoria, es decir, mas de 50%, de subunidades que son -CH,CH.O-. Un PEG
comunmente empleado es el PEG con proteccion terminal. Las formas de PEG especificas para uso en la invencion
incluyen PEG que tienen una variedad de pesos moleculares, estructuras o geometrias (por ejemplo, PEG
ramificados, lineales, bifurcados, multifuncionales, multibrazo y similares), que se describiran con mayor detalle a
continuacion.

Los términos "con proteccion terminal” o "protegidos terminalmente” se usan indistintamente en la presente memoria
para referirse a un extremo o punto final de un polimero que tiene un resto de proteccién terminal. Tipicamente, con
respecto a PEG, el resto de proteccion terminal final comprende un grupo hidroxi o alcoxi C4-Cy. Por lo tanto, los
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ejemplos de restos de proteccion terminal incluyen alcoxi (p. €j., metoxi, etoxi y benciloxi), asi como arilo, heteroarilo,
ciclo, heterociclo y similares. Debe recordarse que los grupos hidroxi y alcoxi terminales pueden incluir el atomo de
oxigeno terminal de un monémero de 6xido de etileno que se repite cuando dibuja la estructura, dependiendo de
cémo se defina el monémero de 6xido de etileno que se repite [p. gj., "-(OCH2CH2)n" 0
"-CH2CH,O(CH>CH,0)mCH>CH_-". Ademas, se prevén formas saturadas, insaturadas, sustituidas y no sustituidas de
cada uno de los restos de proteccion terminal de los extremos anteriores. Ademas, el grupo de proteccion de los
extremos también puede ser un silano o un lipido (p. €j., un fosfolipido. El grupo de protecciéon terminal también
puede comprender ventajosamente una marca detectable. Cuando el polimero tiene un grupo de proteccion terminal
que comprende una marca detectable, la cantidad o ubicacién del polimero y/o el resto (p. €j., agente activo) al que
se acopla el polimero el interés se puede determinar mediante el uso de un detector adecuado. Dichas marcas
incluyen, sin limitacién, sustancias fluorescentes, quimioluminiscentes, restos utilizados en el marcaje enzimatico,
sustancias colorimétricas (p. €j., colorantes), iones metdlicos, restos radioactivos y similares. Los detectores
adecuados incluyen fotémetros, peliculas , espectrémetros, y similares.

"No natural" con respecto a un polimero significa un polimero que en su totalidad no se encuentra en la naturaleza.
Sin embargo, un polimero no natural puede contener una o mas subunidades o segmentos de subunidades que son
de origen natural, siempre que la estructura polimérica general no se encuentre en la naturaleza.

El término "soluble en agua" como en un "polimero soluble en agua" es un polimero que es soluble en agua a
temperatura ambiente. Tipicamente, una solucién de un polimero soluble en agua transmitira al menos
aproximadamente 75%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 95% de la luz, transmitida por la misma
solucion después de la filtracion. Sobre una base en peso, un polimero soluble en agua o un segmento del mismo
sera preferiblemente al menos aproximadamente 35% (en peso) soluble en agua, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 50% (en peso) soluble en agua, aun mas preferiblemente aproximadamente 70% (en peso)
soluble en agua, y aun mas preferiblemente aproximadamente 85% (en peso) soluble en agua. Sin embargo, lo mas
preferido es que el polimero o segmento soluble en agua sea aproximadamente 95% (en peso) soluble en agua o
completamente soluble en agua.

El peso molecular en el contexto de un polimero soluble en agua de la invencion, tal como PEG, puede expresarse
como un peso molecular medio numérico o un peso molecular medio ponderal. A menos que se indique lo contrario,
todas las referencias al peso molecular en la presente memoria se refieren al peso molecular medio ponderal.
Ambas determinaciones de peso molecular, medio numérico y medio ponderal, pueden medirse utilizando
cromatografia de penetracion en gel u otras técnicas de cromatografia liquida. También se pueden utilizar otros
métodos para medir los valores de peso molecular, tal como el uso de analisis de grupo final o la medicion de
propiedades coligativas (p. €j., depresion del punto de congelacion, elevacion del punto de ebullicién o presion
osmotica) para determinar el peso molecular medio numérico o el uso de técnicas de dispersion de la luz,
ultracentrifugacion o viscometria para determinar el peso molecular medio ponderal. Los reactivos poliméricos de la
invencion son tipicamente polidispersos (es decir, el peso molecular medio numérico y el peso molecular medio
ponderal de los polimeros no son iguales), poseyendo valores de polidispersidad bajos de preferiblemente menos de
aproximadamente 1,2, mas preferiblemente de menos de aproximadamente 1,15, ain mas preferiblemente menos
de aproximadamente 1,10, incluso aun mas preferiblemente menos de aproximadamente 1,05, y lo mas
preferiblemente menos de aproximadamente 1,03.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "acido carboxilico" es un resto que tiene un grupo funcional

0]
Il
—C-OH

[también representado como un "-COOH" o -C(O)OH], asi como restos que son derivados de un acido carboxilico,
incluyendo tales derivados, por ejemplo, acidos carboxilicos protegidos. Por lo tanto, a menos que el contexto
indique claramente lo contrario, el término acido carboxilico incluye no solo la forma &acida, sino también los
correspondientes ésteres y formas protegidas. Los grupos protectores ilustrativos para acidos carboxilicos y otros
grupos protectores son descritos por Greene et al., en "PROTECTIVE GROUPS IN ORGANIC SYNTHESIS",
Capitulo 6, 32 edicion, John Wiley and Sons, Inc., Nueva York, 1999 (pag. 454-493).

El término "reactivo" o "activado" cuando se utiliza junto con un grupo funcional concreto, se refiere a un grupo
funcional reactivo que reacciona facilmente con un electréfilo o un nucledfilo en otra molécula. Esto contrasta con
aquellos grupos que requieren catalizadores fuertes o condiciones de reaccién poco practicas para poder reaccionar
(es decir, un grupo "no reactivo" o "inerte").

Los términos "protegido”, "grupo protector" y "grupo de proteccion” se refieren a la presencia de un resto (es decir, el
grupo protector) que evita o bloquea la reaccion de un grupo funcional quimicamente reactivo concreto en una
molécula bajo ciertas condiciones de reaccion. El grupo protector variarda dependiendo del tipo de grupo
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quimicamente reactivo que se protege, asi como de las condiciones de reaccion que se emplearan y la presencia de
grupos reactivos o protectores adicionales en la molécula, si los hubiera. Los grupos protectores conocidos en la
técnica se pueden encontrar en Greene. et al., mas arriba.

"Acido carboxilico activado" significa un derivado funcional de un &cido carboxilico que es mas reactivo que el acido
carboxilico original, en particular, con respecto a la sustitucion nucledfila de acilo. Los acidos carboxilicos activados
incluyen, entre otros, haluros de acido (tales como cloruros de acido), anhidridos, amidas y ésteres.

Segun se utiliza en la presente memoria, se pretende que el término "grupo funcional" o cualquier sinénimo del
mismo abarque las formas protegidas del mismo.

Los términos "espaciador" y "resto espaciador" se utilizan en la presente memoria para referirse a un atomo o una
colecciéon de atomos opcionalmente usados para enlazar restos de interconexion tales como el extremo terminal de
una porcion de polimero soluble en agua y un grupo funcional. El resto espaciador puede ser hidroliticamente
estable o puede incluir un enlace fisioldgicamente hidrolizable o enzimaticamente degradable.

"Alquilo" se refiere a una cadena hidrocarbonada, que tipicamente varia de aproximadamente 1 a 20 atomos de
longitud. Tales cadenas hidrocarbonadas estan preferiblemente, pero no necesariamente, saturadas y pueden ser
cadenas lineales o ramificadas, aunque tipicamente se prefiere una cadena lineal. Los grupos alquilo ilustrativos
incluyen etilo, propilo, butilo, pentilo, 1-metilbutilo (es decir, 2-pentilo), 1-etilpropilo (es decir, 3-pentilo), 3-metilpentilo
y similares. Segun se utiliza en la presente memoria, "alquilo" incluye cicloalquilo cuando se hace referencia a tres o
mas atomos de carbono.

"Alquilo inferior" se refiere a un grupo alquilo que contiene de 1 a 6 atomos de carbono, y puede ser de cadena lineal
o ramificada, como se ilustra por metilo, etilo, n-butilo, iso-butilo, y terc-butilo.

"Cicloalquilo" se refiere a una cadena hidrocarbonada ciclica saturada o insaturada, que incluye compuestos
puenteados, fusionados o espiro ciclicos, constituidos preferiblemente de 3 a aproximadamente 12 atomos de
carbono, mas preferiblemente de 3 a aproximadamente 8.

Los "sustituyentes no interferentes" son aquellos grupos que, cuando estan presentes en una molécula, son
tipicamente no reactivos con otros grupos funcionales contenidos dentro de la molécula.

El término "sustituido" como en, por ejemplo, "alquilo sustituido”, se refiere a un resto (p. €j., un grupo alquilo)
sustituido con uno o mas sustituyentes no interferentes, tales como, pero sin limitarse a: cicloalquilo C3-Cs , p. €j.,
ciclopropilo, ciclobutilo y similares; halo, p. €j., flior, cloro, bromo y yodo; ciano; alcoxi, fenilo; fenilo sustituido; y
similares. "Arilo sustituido" es arilo que tiene uno o mas grupos no interferentes como sustituyente. Para las
sustituciones en un anillo de fenilo, los sustituyentes pueden estar en cualquier orientacion (es decir, orto, meta o
para).

"Alcoxi" se refiere a un grupo -O-R, en donde R es alquilo o alquilo sustituido, preferiblemente alquilo C1-C2 (p. €j.,
metoxi, etoxi, propiloxi, benciloxi, etc.), preferiblemente C4-Cy.

Segun se utiliza en la presente memoria, "alquenilo” se refiere a un grupo hidrocarbonado ramificado o no ramificado
de 1 a 15 atomos de longitud, que contiene al menos un doble enlace, tal como etenilo, n-propenilo, isopropenilo, n-
butenilo, isobutenilo, octenilo, decenilo, tetradecenilo, y similares.

El término "alquinilo" segun se utiliza en la presente memoria se refiere a un grupo hidrocarbonado ramificado o no
ramificado de 2 a 15 atomos de longitud, que contiene al menos un triple enlace, etinilo, n-butinilo, isopentinilo,
octinilo, decinilo, etc.

"Arilo" significa uno o mas anillos aromaticos, cada uno de 5 o 6 atomos de carbono. Arilo incluye multiples anillos de
arilo que pueden estar fusionados, como en naftilo o no fusionados, como en bifenilo. Los anillos de arilo también
pueden estar fusionados o no fusionados con uno o mas anillos hidrocarbonados ciclicos, heteroarilicos o
heterociclicos. Segun se utiliza en la presente memoria, "arilo" incluye heteroarilo.

"Heteroarilo" es un grupo arilo que contiene de uno a cuatro heteroatomos, preferiblemente N, O o S, o una
combinacion de los mismos. Los anillos de heteroarilo también se pueden fusionar con uno o mas anillos
hidrocarbonados ciclicos, heterociclico, arilicos o heteroarilicos.

"Heterociclo" o "heterociclico” significan uno o mas anillos de 5 a 12 atomos, preferiblemente de 5 a 7 atomos, con o

sin insaturacion o caracter aromatico y que tienen al menos un atomo de anillo que no es un carbono. Los
heteroatomos preferidos incluyen azufre, oxigeno y nitrégeno.
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"Heteroarilo sustituido" es heteroarilo que tiene uno o mas grupos no interferentes como sustituyentes.

"Heterociclo sustituido" es un heterociclo que tiene una o mas cadenas laterales formadas a partir de sustituyentes
no interferentes.

"Electréfilo" se refiere a un ion o atomo o colecciéon de atomos, que pueden ser idnicos, que tienen un centro
electrofilico, es decir, un centro que busca electrones, capaz de reaccionar con un nucledfilo.

"Nucledfilo" se refiere a un ion o atomo o colecciéon de atomos, que pueden ser idnicos, que tienen un centro
nucleofilico, es decir, un centro que busca un centro electrofilico o con un electrdfilo.

Un enlace "fisiolégicamente escindible" o "hidrolizable" o "degradable" es un enlace relativamente débil que
reacciona con agua (es decir, se hidroliza) en condiciones fisiologicas. La tendencia de un enlace a hidrolizarse en
agua dependera no solo del tipo general de enlace que conecta dos atomos centrales, sino también de los
sustituyentes anclados a estos atomos centrales. Los enlaces hidroliticamente inestables o débiles apropiados
incluyen, pero no se limitan a, éster carboxilato, éster fosfato, anhidridos, acetales, cetales, aciloxialquil éter, iminas,
ortoésteres, péptidos y oligonucleotidos.

Un "enlace enzimaticamente degradable" significa un enlace que esta sujeto a degradacion por una o mas enzimas.

Una conexioén o enlace "hidroliticamente estable" se refiere a un enlace quimico, tipicamente un enlace covalente,
que es sustancialmente estable en agua, es decir, no se hidroliza en condiciones fisiolégicas en un grado apreciable
durante un periodo prolongado de tiempo. Los ejemplos de enlaces hidroliticamente estables incluyen, pero no estan
limitados a, los siguientes: enlaces carbono-carbono (p. e€j., en cadenas alifaticas), éteres, amidas, uretanos y
similares. En general, un enlace hidroliticamente estable es aquel que presenta una tasa de hidrdlisis de menos de
aproximadamente 1-2% por dia en condiciones fisiolégicas. Las tasas de hidrolisis de enlaces quimicos
representativos se pueden encontrar en la mayoria de los libros de texto de quimica convencionales.

Los términos "agente activo", "agente biolégicamente activo" y "agente farmacoldgicamente activo" se utilizan
indistintamente en la presente memoria y se definen para incluir cualquier agente, farmaco, compuesto, composicion
de materia o mezcla que proporcione algun efecto farmacolégico, a menudo beneficioso, que pueda ser demostrado
in vivo o in vitro. Esto incluye alimentos, suplementos alimenticios, nutrientes, productos nutracéuticos,
medicamentos, vacunas, anticuerpos, vitaminas y otros agentes beneficiosos. Segun se utiliza en la presente
memoria, estos términos incluyen ademas cualquier sustancia fisioldgica o farmacolégicamente activa que produzca
un efecto localizado o sistémico en un paciente.

"Excipiente farmacéuticamente aceptable" y "portador farmacéuticamente aceptable” se refieren a un excipiente que
puede incluirse en las composiciones de la invencion y que no causa efectos toxicoldgicos adversos significativos
para el paciente.

"Cantidad farmacoldgicamente eficaz", "cantidad fisiolégicamente eficaz" y "cantidad terapéuticamente eficaz" se
utilizan indistintamente en la presente memoria para significar la cantidad de un producto conjugado de polimero-
agente activo, tipicamente presente en una preparacion farmacéutica, que se necesita para proporcionar una nivel
de agente activo y/o producto conjugado en el torrente sanguineo o en el tejido diana. La cantidad exacta dependera
de numerosos factores, por ejemplo, el agente activo concreto, los componentes y las caracteristicas fisicas de la
preparacion farmacéutica, la poblacion de pacientes prevista, las consideraciones del paciente y similares, y puede
ser determinado facilmente por un experto en la técnica, en funcién de la informacién proporcionada en la presente
memoria y disponible en la bibliografia relevante.

"Multifuncional" en el contexto de un polimero de la invencién significa un polimero que tiene 3 o mas grupos
funcionales contenidos en el mismo, donde los grupos funcionales pueden ser iguales o diferentes. Los polimeros
multifuncionales de la invencién tipicamente contendran de aproximadamente 3 a 100 grupos funcionales, o de 3 a
50 grupos funcionales, o de 3 a 25 grupos funcionales, o de 3 a 15 grupos funcionales, o de 3 a 10 grupos
funcionales, o contendran 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 grupos funcionales dentro de la cadena principal del polimero. Un
polimero "difuncional" significa un polimero que tiene dos grupos funcionales contenidos en el mismo, ya sean
iguales (es decir, homodifuncional) o diferentes (es decir, heterodifuncional).

"Bifurcado”, en referencia a la geometria o estructura general de un polimero, se refiere a un polimero difuncional
que tiene un "brazo" polimérico (es decir, un solo polimero soluble en agua) en donde ambos grupos funcionales
estan anclados (ya sea directamente o a través de uno o mas atomos) a un atomo que sirve como un atomo de
ramificacion, que a su vez esta anclado (ya sea directamente o a través de uno o mas atomos) al polimero soluble
en agua.

"Ramificado”, en referencia a la geometria o estructura general de un polimero, se refiere al polimero que tiene 2 o
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mas "brazos" poliméricos. Un polimero ramificado puede poseer 2 brazos poliméricos, 3 brazos poliméricos, 4
brazos poliméricos, 6 brazos poliméricos, 8 brazos poliméricos o0 mas. Un tipo concreto de polimero altamente
ramificado es un polimero dendritico o dendrimero, que, para los fines de la invencién, se considera que posee una
estructura distinta de la de un polimero ramificado.

Un "dendrimero" o polimero dendritico es un polimero globular, monodisperso de tamafo en el que todos los
enlaces emergen radialmente desde un punto focal central o nacleo con un patrén de ramificacion regular y con
unidades repetitivas que contribuyen cada una con un punto de ramificacion. Los dendrimeros exhiben ciertas
propiedades de estado dendritico tales como la encapsulacién del nucleo, lo que los hace Unicos con respecto a
otros tipos de polimeros, incluidos los polimeros ramificados.

Un reactivo alcalino o acido descrito en la presente memoria incluye los neutros, cargados y cualquier forma de sal
correspondiente de los mismos.

El término "paciente” se refiere a un organismo vivo que sufre o es propenso a una afeccion que se puede prevenir o
tratar mediante la administracion de un producto conjugado como el proporcionado en la presente memoria, €
incluye tanto seres humanos como animales.

Un "radical organico" es un resto que contiene carbono que se puede unir a través de un enlace covalente a otro
atomo. Los radicales organicos ilustrativos incluyen aquellos que se seleccionan del grupo que consiste en alquilo,
alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo y arilo sustituido.

"Opcional" u "opcionalmente" significa que la circunstancia descrita posteriormente puede ocurrir o no, de modo que
la descripcion incluye casos donde ocurre la circunstancia y casos donde no ocurre.

Segun se utiliza en la presente memoria, el indicador "halo" (por ejemplo, fluor, cloro, yodo, bromo, etc.) se utiliza
generalmente cuando el halégeno esta unido a una molécula, mientras que el sufijo "uro" (por ejemplo, fluoruro,
cloruro, yoduro, bromuro, etc.) se utiliza cuando la forma ionica se utiliza cuando el halégeno existe en su forma
idnica independiente (por ejemplo, tal como cuando un grupo eliminable abandona una molécula).

En el contexto de la presente discusion, debe reconocerse que la definicion de una variable proporcionada con
respecto a una estructura o formula es aplicable a la misma variable repetida en una estructura diferente, a menos
que el contexto indique lo contrario. Asi, por ejemplo, las definiciones de "POLI", "un resto espaciador", "(Z)",
etcétera con respecto a un reactivo polimérico son igualmente aplicables a un producto conjugado de polimero
soluble en agua proporcionado en la presente memoria.

Pasando a una primera realizacion de la invencién, a continuacién, se proporciona un reactivo polimérico Unico.
Aunque no deseen estar sujetos a ninguna teoria, los solicitantes creen que las propiedades distintivas de los
reactivos poliméricos descritos en la presente memoria son atribuibles a la orientacién Unica de los atomos. Por
ejemplo, cuando un reactivo polimérico descrito en la presente memoria se acopla a un agente activo para formar un
producto conjugado, la tasa de hidrdlisis del producto conjugado en vivo es diferente a la tasa de hidrdlisis de un
producto conjugado que tiene los mismos atomos, pero esta dispuesto en una secuencia diferente. Ademas de
proporcionar tasas alternativas de hidrdlisis, los reactivos poliméricos proporcionados en la presente memoria tienen
ventajas adicionales sobre los reactivos poliméricos de la técnica anterior.

Los polimeros de la invencién comprenden tres componentes separados orientados de una manera especifica. Los
tres componentes son los siguientes: un polimero soluble en agua que comprende unidades monoméricas repetidas;
un resto que comprende un atomo de nitrégeno unido covalentemente al atomo de carbono de un carbonilo; y un
grupo reactivo. Los tres componentes del polimero estan orientados especificamente de manera que el atomo de
nitrégeno del resto mencionado anteriormente esté préximo a la porcion monomérica repetida del polimero, mientras
que el atomo de carbono esta proximo al grupo reactivo. Se entendera que el término "proximal” en el presente
contexto se refiere a "mas cercano" siguiendo el camino mas cercano de conexion de los atomos en lugar de mas
cercano en términos de distancia espacial o absoluta.

Los polimeros descritos en la presente memoria pueden representarse esquematicamente mediante la siguiente

férmula:
R1

[l
Polimero soluble en agua =\\-N—C—\\—Z (Férmula 1)

en donde: el "polimero soluble en agua" es un polimero soluble en agua que comprende unidades monomeéricas
repetitivas; cada "- \\ -" independientemente es un enlace covalente directo o un resto espaciador; R'es H o un
radical organico; y Z es un grupo reactivo. Como se muestra en la Férmula |, el nitrégeno del resto
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R' O
U |

se encuentra en posicion proximal con respecto al polimero soluble en agua y el atomo de carbono del carbonilo
esta en posicion proximal con respecto al grupo reactivo "Z".

Los reactivos poliméricos de la invencién comprenden por lo tanto un resto

R' O
[

colocado entre un polimero soluble en agua y un grupo reactivo, en donde: (i) el atomo de nitrégeno en el resto

o
Il
se encuentra en posicioén proximal con respecto al polimero soluble en agua; (ii) el atomo de carbono carbonilico del
resto

R' O
(]

se encuentra en posicidon proximal con respecto al grupo reactivo; y (iii) R' se define como antes. El polimero soluble
en agua esta unido al atomo de nitrégeno del resto

R' O
]

a través de un enlace covalente directo o a través de un primer resto espaciador. El grupo reactivo esta unido al
atomo de carbono carbonilico del resto

R' O
Il
a través de un enlace covalente directo o un segundo resto espaciador.

Ademas, los reactivos poliméricos de la invencion pueden describirse como que comprenden un polimero soluble en
agua, un resto

R' O

I
—N—C-—,

y un grupo reactivo, en donde: (i) el polimero soluble en agua esta conectado al atomo de nitrégeno del resto

R' O
L1

a través de un enlace covalente directo o a través de un primer resto espaciador; (ii) el grupo reactivo esta
conectado al atomo de carbono carbonilico del resto

R'O
Il
a través de un enlace covalente directo o un segundo resto espaciador; y (iii) R' se define como antes.

El resto

"o

Il
. —N—-C-

(donde R' es H o un radical organico) puede considerarse un resto amida cuando se considera aislado y aparte de

los atomos adyacentes. Se debe recordar, sin embargo, que el resto
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o
Il
en el polimero es parte de una estructura mas grande. Por ejemplo, de acuerdo con las presentes reivindicaciones,
un atomo de oxigeno esta unido directamente al atomo de carbono carbonilico del resto
R' O
(]|
—N—C-,

proporcionando asi un resto
H1
Tl
—N—C—0—

que a menudo se denomina "carbamato" o "uretano". También se describen otros reactivos en los que un atomo de
azufre esta unido al atomo de carbono carbonilico del resto

proporcionando asi un resto

R' O
(]
—N—C—S—.

Ademas, se puede anclar un resto -N(R?)- al carbono carbonilico del resto

R' O
Il
—N—C—,
proporcionando asi un resto
R' O R2
I
) —N—GC—N—
en donde R“ es H o un radical organico.
Con respeto al resto
R' O
]
~N—C—0-

)

un enlace del atomo de nitrégeno se une al atomo de carbono del carbono carbonilico adyacente (el "carbono
carbonilico"), otro enlace se une directamente al polimero soluble en agua o a un resto espaciador, y un tercer
enlace se une a un sustituyente, "R™ R'es cualquier sustituyente no interferente. R' es tipicamente, aunque no
necesariamente, H o un radical organico. Sin embargo, es preferible que R' sea H. En esos casos cuando R es un
radical organico, los radicales organicos preferidos incluyen aquellos seleccionados del grupo que consiste en los
seleccionados del grupo que consiste en alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo
sustituido, arilo y arilo sustituido. Los ejemplos especificos de radicales organicos preferidos incluyen aquellos
seleccionados del grupo que consiste en metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo, isobutilo, terc-butilo,
n-pentilo, isopentilo, neopentilo, terc-pentilo, y piperidonilo.

Con respecto al grupo reactivo, "Z", este grupo puede ser cualquier grupo que reaccione con un reactivo adecuado
en las condiciones apropiadas. Los restos reactivos preferidos se seleccionan del grupo que consiste en electrofilos
y nucledfilos. Los ejemplos de tales grupos reactivos incluyen, pero no se limitan a aquellos seleccionados del grupo
que consiste en hidroxilo (-OH), éster, éster, ortoéster, carbonato, carbonato, acetal, aldehido, hidrato de aldehido,
cetona, vinilcetona, hidrato de cetona, tiona, monotiohidrato, ditiohidrato, hemicetal, monotiocetal hemicetal,
ditiohemicetal, cetal, ditiocetal, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, acrilamida.

[e]
ﬂﬁj
o)
2
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succinimida

?

benzotriazol

\NgN

b}

vinilsulfona, cloroetilsulfona, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, epoxido, glioxales, dionas, mesilatos, tosilatos,
tiosulfonato, tresilato, silano, -(CH2),CO2H, -(CH2):CO2NS, -(CH;)-COBt, -(CH.),CH(O)2, -(CH.),CHO, -(CHz)2-NH_,
-(CH2)M, -(CH)-S-SO-R, donde (r) es 1-12, (r') es 0-5, R es arilo o alquilo, NS es N-succinimidilo, Bt es 1-
benzotriazolilo, y M es N-maleimidilo, y formas protegidas y activadas de cualquiera de los anteriores.

Con respecto a cualquier grupo reactivo, y en particular maleimida y aldehido, un adaptador opcional puede conectar

el grupo reactivo al polimero. Asi, por ejemplo, el adaptador puede conectar el grupo reactivo a un resto espaciador

o un resto de ramificacion (cuando esta presente). Ademas, cuando no esta presente un resto espaciador ni un resto

de ramificacion, el adaptador puede conectar el grupo reactivo directamente al carbono carbonilico del resto

0
Il

_.C_

R
|
—N
El adaptador puede comprender hidrocarburos aciclicos saturados de cadena lineal que comprenden al menos
cuatro atomos de carbono, tales como tetrametileno, pentametileno y hexametileno, asi como hidrocarburos
aciclicos saturados ramificados que comprenden al menos cuatro atomos de carbono En una realizacion, la porciéon
hidrocarbonada del enlace tiene la estructura (CR R* )o-» en donde cada R® es independientemente H, alquilo o
cicloalquilo, cada R* es independientemente H, alquilo o cicloalquilo, y (g) es de 3 a aproximadamente 20,
preferiblemente de 4 a aproximadamente 12. En una realizacion preferida, cada R® y R* es H. En realizaciones de
hidrocarburos aciclicos ramificados, es preferible que la ramificacién se produzca en uno o mas de los dos atomos
de carbono mas cercanos al grupo reactivo (p. ej., maleimida) para maximizar el impedimento estérico. En otra
realizacion, la porC|on hidrocarbonada del enlace incluye un hidrocarburo aliciclico bivalente saturado y tiene la
estructura -(CR’R* )p-cicloalquilo(Cs-Ci2)- (CR°R* )~ en donde p y g son cada uno |ndepend|entemente de 0 a
aproximadamente 10, preferiblemente de 0 a aproximadamente 6 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 50 6) y R® y R* son los
definidos anteriormente. El grupo cicloalquilo bivalente (por ejemplo, cicloalquileno) es preferiblemente cicloalquileno
Cs-Cs, tales como diversas formas isoméricas de ciclopropadiilo (p. €j., 1,1-, cis-1,2- o trans-1,2-ciclopropileno),
ciclobutadiilo, ciclopentadiilo, ciclohexadilo y cicloheptadiilo. El grupo cicloalquileno puede estar sustituido con uno o
mas grupos alquilo, preferiblemente grupos alquilo C+-Cs .

Con respecto al polimero soluble en agua, los reactivos poliméricos de la invencién también comprenden al menos
dos segmentos de polimero soluble en agua de acuerdo con las presentes reivindicaciones. Los polimeros solubles
en agua que son no peptidicos y solubles en agua, con 2 a aproximadamente 300 extremos, son particularmente
utiles en la invencion. Los ejemplos de polimeros solubles en agua incluyen, pero no se limitan a,
poli(alquilenglicoles), tales como poli(etilenglicol) ("PEG"), copolimeros de etilenglicol y propilenglicol que tienen
solubilidad en agua, poli(alcohol olefinico), poli(vinilpirrolidona), poli(hidroxialquilmetacrilamida),
poli(hidroxialquilmetacrilato), poli(sacaridos), poli(a-hidroxiacido), poli(alcohol vinilico), polifosfazeno, polioxazolina,
poli(N-acriloilmorfolina), tal como se describe en la Patente de Estados Unidos Num. 5.629.384. En algunas
aplicaciones donde se desea una solubilidad en agua relativamente alta, el polimero soluble en agua no es
poli(6xido de propileno).

Las unidades repetitivas en cada uno de los polimeros solubles en agua pueden tener varias disposiciones
diferentes que incluyen, entre otras, las seleccionadas del grupo que consiste en homopolimero (en donde cada
unidad monomérica que comprende el polimero soluble en agua es la misma), copolimero alterno (en donde una
primera unidad monomérica se alterna de manera regular con una segunda unidad monomérica dentro del polimero
soluble en agua), copolimero aleatorio (en donde una primera unidad monomérica se alterna de manera irregular
con una segunda unidad monomeérica dentro del polimero soluble en agua), copolimero de bloques, (en donde dos o
mas unidades de primer monémero alternan con dos o mas unidades de segundo monémero dentro del polimero
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soluble en agua), tripolimero alterno, tripolimero aleatorio y tripolimero de bloque.

El polimero soluble en agua es preferiblemente, aunque no necesariamente, un poli(etilenglicol) ("PEG") o un
derivado del mismo. Sin embargo, se debe entender que los polimeros relacionados también son adecuados para el
uso en la practica de esta invencion y que el uso del término "PEG" o "poli(etilenglicol)" pretende ser inclusivo y no
exclusivo a este respecto. En consecuencia, el término "PEG" incluye poli(etilenglicol) en cualquiera de sus formas
lineales, ramificadas o de muiltiples brazos, incluyendo alcoxi PEG, PEG bifuncional, PEG bifurcado, PEG ramificado,
PEG colgante o PEG con enlaces degradables en el mismo, que se va a describir con mas detalle a continuacion.

En una forma util en la presente invencién, el PEG libre o no unido es un polimero lineal terminado en cada extremo
con grupos hidroxilo:

HO-CH>CH,0-(CH>CH20)w-CH>CH»-OH
(m'") tipicamente varia de cero a aproximadamente 4.000.

El polimero anterior, alfa-, omega-dihidroxilpoli(etilenglicol), se puede representar en forma breve como HO-PEG-
OH, donde se entiende que el simbolo -PEG- puede representar la siguiente unidad estructural:

-CH,>CH;0-(CH,CH20)m-CH2CH,-
donde (m') es el definido mas arriba.

Otro tipo de PEG util en la presente invencion es metoxi-PEG-OH, o resumiendo mPEG, en el que un extremo es el
grupo metoxi relativamente inerte, mientras que el otro extremo es un grupo hidroxilo. La estructura de mPEG se
proporciona a continuacion.

CH30-CH2CH20-(CH2CH20)n-CH2CH,-OH
donde (m ') es el descrito mas arriba.

Ademas de las formas de PEG descritas anteriormente, el polimero también se puede preparar con uno o mas
enlaces débiles o degradables en el polimero, incluyendo cualquiera de los polimeros descritos anteriormente. Por
ejemplo, el PEG se puede preparar con enlaces éster en el polimero que estan sujetos a hidrolisis. Como se muestra
a continuacion, esta hidrdlisis produce la escision del polimero en fragmentos de menor peso molecular:

-PEG-CO2-PEG- + H,0O — -PEG-CO2H + HO-PEG-

Otros enlaces hidroliticamente degradables, utiles como enlaces degradables dentro de una cadena principal de
polimero, incluyen: enlaces carbonato; enlaces imina resultantes, por ejemplo, de la reaccién de una amina y un
aldehido (véase, por ejemplo, Ouchi et al. (1997) Polymer Preprints 38(1):582-3); los enlaces éster fosfato formados,
por ejemplo, haciendo reaccionar un alcohol con un grupo fosfato; enlaces hidrazona que se forman tipicamente
haciendo reaccionar una hidrazida y un aldehido; enlaces acetal que se forman tipicamente por reaccion entre un
aldehido y un alcohol; enlaces ortoéster que se forman, por ejemplo, por reaccidon entre un formiato y un alcohol;
enlaces amida formados por un grupo amina, por ejemplo, en un extremo de un polimero tal como PEG, y un grupo
carboxilo de otra cadena de PEG; enlaces uretano formados a partir de la reaccion de, por ejemplo, un PEG con un
grupo isocianato terminal y un alcohol PEG; enlaces peptidicos formados por un grupo amina, por ejemplo, en un
extremo de un polimero tal como PEG, y un grupo carboxilo de un péptido; y enlaces de oligonucleotidos formados,
por ejemplo, por un grupo fosforamidita, por ejemplo, al final de un polimero, y un grupo hidroxilo 5' de un
oligonucledtido.

Los expertos en la técnica entenderan que el término poli(etilenglicol) o PEG representa o incluye todas las formas
anteriores de PEG.

Aunque el peso molecular del polimero soluble en agua (asi como el reactivo polimérico) puede variar, el peso
molecular satisfara uno o mas de los siguientes valores: mayor de 100 Daltons; mayor de 200 Daltons; mayor de 400
Daltons; mayor de 500 Daltons, mayor de 750 Daltons; mayor de 900 Daltons; mayor de 1.000 Daltons, mayor de
1.400 Daltons; mayor de 1.500 Daltons, mayor de 1.900 Daltons; mayor de 2.000 Daltons; mayor de 2.200 Daltons;
mayor de 2.500 Daltons; mayor de 3.000 Daltons; mayor de 4.000 Daltons; mayor de 4.900 Daltons; mayor de 5.000
Daltons; mayor de 6.000 Daltons; mayor de 7.000 Daltons; mayor de 7.500 Daltons, mayor de 9.000 Daltons; mayor
de 10.000 Daltons; mayor de 11.000 Daltons; mayor de 14.000 Daltons, mayor de 15.000 Daltons; mayor de 16.000
Daltons; mayor de 19.000 Daltons; mayor de 20.000 Daltons; mayor de 21.000 Daltons; mayor de 22.000 Daltons,
mayor de 25.000 Daltons; y mayor de 30.000 Daltons. Se entiende que el limite maximo de peso molecular para
cualquier segmento de polimero soluble en agua dado aqui util es de aproximadamente 300.000 Daltons.
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El peso molecular del polimero soluble en agua (asi como el reactivo polimérico completo) también se puede
expresar como un valor dentro de un intervalo de pesos moleculares. Los intervalos ilustrativos incluyen: de
aproximadamente 100 Daltons a aproximadamente 100.000 Daltons; de aproximadamente 500 Daltons a
aproximadamente 80.000 Daltons; de aproximadamente 1.000 Daltons a aproximadamente 60.000 Daltons; de
aproximadamente 2.000 Daltons a aproximadamente 50.000 Daltons; y de aproximadamente 5.000 Daltons a
aproximadamente 40.000 Daltons.

Los pesos moleculares ilustrativos para cualquier polimero soluble en agua dado (asi como el reactivo polimérico
completo) dentro de un reactivo polimérico incluyen aproximadamente 100 Daltons, aproximadamente 200 Daltons,
aproximadamente 300 Daltons, aproximadamente 400 Daltons, aproximadamente 500 Daltons, aproximadamente
600 Daltons, aproximadamente 700 Daltons, aproximadamente 750 Daltons, aproximadamente 800 Daltons,
aproximadamente 900 Daltons, aproximadamente 1.000 Daltons, aproximadamente 2.000 Daltons,
aproximadamente 2.200 Daltons, aproximadamente 2.500 Daltons, aproximadamente 3.000 Daltons,
aproximadamente 4.000 Daltons, aproximadamente 4.400 Daltons, aproximadamente 5.000 Daltons,
aproximadamente 6.000 Daltons, aproximadamente 7.000 Daltons, aproximadamente 7.500 Daltons,
aproximadamente 8.000 Daltons, aproximadamente 9.000 Daltons, aproximadamente 10.000 Daltons,
aproximadamente 11.000 Daltons, aproximadamente 12.000 Daltons, aproximadamente 13.000 Daltons,
aproximadamente 14.000 Daltons, aproximadamente 15.000 Daltons, aproximadamente 20.000 Daltons,
aproximadamente 22.000 Daltons, aproximadamente 25.000 Daltons, aproximadamente 25.000 Daltons,
aproximadamente 30.000 Daltons, aproximadamente 40.000 Daltons, aproximadamente 50.000 Daltons,
aproximadamente 60.000 Daltons, aproximadamente 75.000 Daltons, y aproximadamente 80.000 Daltons.

Con respecto al PEG, en donde se puede proporcionar una estructura que comprende un monémero de 6xido de
etileno que se repite, tal como "-(CH2CH20)m-" 0 "-(OCH.CH2)n", los valores preferidos para (m) incluyen: de
aproximadamente 3 a aproximadamente 3.000; de aproximadamente 10 a aproximadamente 3.000; de
aproximadamente 15 a aproximadamente 3.000; de aproximadamente 20 a aproximadamente 3.000; de
aproximadamente 25 a aproximadamente 3.000; de aproximadamente 30 a aproximadamente 3.000; de
aproximadamente 40 a aproximadamente 3.000; de aproximadamente 50 a aproximadamente 3.000; de
aproximadamente 55 a aproximadamente 3.000; de aproximadamente 75 a aproximadamente 3.000; de
aproximadamente 100 a aproximadamente 3.000; y de aproximadamente 225 a aproximadamente 3.000.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "polimero soluble en agua" incluye aquellos polimeros solubles
en agua que son biocompatibles y no inmunogénicos y excluye especificamente cualquier segmento de polimero
soluble en agua que no sea biocompatible y no inmunogénico. Con respecto a la biocompatibilidad, una sustancia se
considera biocompatible si los efectos beneficiosos asociados con el uso de la sustancia sola o con otra sustancia
(p- €j., agente activo) en relacion con tejidos vivos (p. €j., administracion a un paciente) supera cualquier efecto
perjudicial segun lo evaluado por un facultativo, por ejemplo, un médico. Con respecto a la no inmunogenicidad, una
sustancia se considera no inmunogénica si el uso previsto de la sustancia in vivo no produce una respuesta
inmunitaria no deseada (p. €j., la formacién de anticuerpos) o, si se produce una respuesta inmunitaria, dicha
respuesta no se considera clinicamente significativa o importante segun lo evalie un facultativo. Se prefiere
particularmente que los segmentos poliméricos solubles en agua descritos en la presente memoria asi como los
productos conjugados sean biocompatibles y no inmunogénicos.

Aquellos expertos normales en la técnica reconoceran que la discusién anterior con respecto a un polimero
sustancialmente soluble en agua no es de ninguna manera exhaustiva y es meramente ilustrativa, y que se
contemplan todos los materiales poliméricos que tienen las cualidades descritas anteriormente. Segun se utiliza en
la presente memoria, el término "reactivo polimérico" generalmente se refiere a una molécula completa, que puede
comprender un polimero soluble en agua y un grupo funcional. El término "polimero soluble en agua" generalmente
se reserva para su uso en la discusion de una porcion de una estructura molecular mas grande, tal como un reactivo
polimérico, una molécula precursora, un producto conjugado, etc.

Cada porcion (p. €j., grupo funcional, agente activo, polimero soluble en agua, etc.) del reactivo polimérico y otras
estructuras descritas en la presente memoria se pueden anclar directamente entre si mediante un enlace covalente
directo. Sin embargo, mas tipicamente, cada porcién esta unida a través de un resto espaciador compuesto por uno
0 mas atomos que sirven para trabar cada porcién en un todo unificado.

Los restos espaciadores preferidos a través de los cuales las diversas porciones de los reactivos poliméricos y otras
estructuras descritas en la presente memoria incluyen una cadena de atomos formada por atomos de carbono,
nitrégeno, oxigeno y/o azufre. Anclados a esta cadena de atomos, puede haber uno o mas atomos, tales como
carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre e hidrégeno. La cadena puede ser corta y comprender tan solo una cadena de
dos a cinco atomos. También se contemplan cadenas mas largas, por ejemplo, una cadena de atomos de diez,
quince o mas de longitud. Ademas, el resto espaciador puede comprender un anillo de atomos que puede estar
saturado, insaturado, ademas de ser aromatico. Cuando esta presente, un resto espaciador comprende
preferiblemente una secuencia de aproximadamente 1-20 atomos excluyendo cualquier atomo de ramificacion.
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Preferiblemente, los atomos que forman el resto espaciador (incluyendo cualquier atomo de ramificacion)
comprenden alguna combinacién de atomos de oxigeno, carbono, nitrégeno, azufre e hidrégeno. Cada resto
espaciador (p. €j., primer resto espaciador, segundo resto espaciador, tercer resto espaciador, etc.) en el reactivo
polimérico puede ser igual o diferente de cualquier otro resto espaciador presente en el polimero.

Ejemplos no limitantes de un resto espaciador son aquellos seleccionados del grupo que consiste en -O-, -S-, -C(O)-,
-O-C(0)-, -C(0)-0-, -C(0O)-NH-, -NH-C(O)-NH-, -O-C(O)-NH-, -C(S)-, -CH2-, -CH2-CH>-, -CH2-CH>-CH2-, -CH,-CH-
CH2-CHa-, -O-CHg-, -CH2-O-, -O-CH>-CH>-, -CH2-O-CH>-, -CH2-CH3-O-, -O-CH2-CH2-CH>-, -CH,-O-CH2-CHaz-, -CH,-
CH2-O-CHz-, -CH2-CH2-CH2-O-, -O-CH2-CH2-CH2-CHa-, -CH2-O-CH,-CH2-CHy-, -CH2-CH2-O-CH2-CHz-, -CH-CHo-
CH3-O-CHgz-, -CH,-CH2-CH,-CH2-O-, -C(O)-NH-CH>-, -C(O)-NH-CH>-CHa-, -CH>-C(O)-NH-CH>-,

-CH2-CH2-C(O)-NH-, -C(0)-NH-CH2-CH2-CHa-, -CH>-C(O)-NH-CH,-CHz-, -CH2-CH>-C(O)-NH-CH,-, -CH2-CHa-CHo-
C(0)-NH-, -C(0O)-NH-CH2-CH2-CH2-CH,-, -CH2-C(O)-NH-CH,-CH,-CHa-, -CH2-CH2-C(O)-NH-CH,-CHy-, -CH-CHo-
CH>-C(0O)-NH-CHa-, -CH2-CH2-CH>-C(O)-NH-CH,-CHa-, -CH>-CH2-CH,-CH»2-C(O)-NH-, -C(O)-O-CH>-, -CH»-C(O)-O-
CH>-, -CH2-CH>-C(0)-0O-CHa-, -C(O)-O-CH,-CHa-, -NH-C(O)-CH,-, -CH2>-NH-C(O)-CH>-, -CH2-CH>-NH-C(O)-CH,-,
-NH-C(O)-CH2-CHa-, -CH2-NH-C(0O)-CH2-CHz-, -CH2-CH2-NH-C(O)-CH>-CHz-, -C(O)-NH-CHz-, -C(O)-NH-CH2-CH>-,
-O-C(0O)-NH-CHa-, -O-C(0O)-NH-CH>-CHa-, -O-C(O)-NH-CH2-CH2-CHa-, -NH-CH2-, -NH-CH2-CH>-, -CH2>-NH-CHa-,
-CH2-CH2-NH-CHa-, -C(0O)-CHz-, -C(O)-CH2-CHa-, -CH2-C(O)-CH>-, -CH2-CH2-C(0O)-CH>-, -CH,-CH2-C(O)-CH,-CH-,
-CH,-CH»-C(O)-, -CH3-CH,-CH2-C(O)-NH-CH2-CH2-NH-, -CH2-CH2-CH2-C(O)-NH-CH2-CH2-NH-C(O)-, -CH2-CHz-
CH>-C(0O)-NH-CH2-CH2-NH-C(O)-CH>-, -CH2-CH>-CH2-C(O)-NH-CH2-CH2-NH-C(O)-CH2-CH>-, -O-C(O)-NH-[CH2]o.6-
(OCH,CHz)o-2-,-C(O)-NH-(CH>)1.6-NH-C(O)-, -NH-C(O)-NH-(CH2)1-6-NH-C(O)-, -O-C(O)-CH>-, -O-C(O)-CH»-CH>-,
-O-C(0)-CH2-CH2-CH>-, -CHz-CHz-CHz-C(O) -NH-CH2-CH2-NH-C(O)-, -CH,-CH,-CH,-C(O)-NH-CH,-CH,-NH-C(O)-
CHa-, grupo cicloalquilo bivalente, -N(R?)-, -CH2—CH2—CH2—C(O) -NH-CHz-CH2-NH-C(O)-CH-CH>-, O-C(O)-NH-[CH ]
(OCH,CHg)n-, y combinaciones de dos o mas de cualesquiera de los anteriores, en donde (f) es de 0 a 6, (n) esde 0
a 20 (preferlblemente de 0 a 10, por ejemplo, 0, 1,2, 3,4,5,6,7,8,9010, y mas preferlblemente 4),R*es Houn
radlcal organico. Los grupos cicloalquilo bivalentes preferidos tienen la estructura -(CR’R?) p-cicloalquilo(Cs-C12)-
(CR R* ) en donde p y q son cada uno |ndepend|entemente de 0 a aproximadamente 10, preferiblemente de 0 a
aproxmadamente 6 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5 0 6), cada R® es independientemente H, alquilo u otro cicloalquilo, y
cada R* es independientemente H, alquilo, u otro cicloalquilo. Otros grupos cicloalquilo bivalentes (por ejemplo,
cicloalquileno) incluyen Cs.gcicloalquilo, tal como diversos isémeros de ciclopropadiilo (p. €j., 1,1-, cis-11,2-, o trans-
1,2-ciclopropileno), ciclobutadiilo, ciclopentadilo, ciclohexadilo y cicloheptadilo. El grupo cicloalquileno puede estar
sustituido con uno o mas grupos alquilo, preferiblemente grupos alquilo C+-Cs.

Para cualquier radical espaciador dado que comprenda tanto un atomo de carbonilo como un atomo de carbono
adyacente al mismo, el resto espaciador incluye opcionalmente un radical organico anclado al atomo de carbono
adyacente al carbonilo. Convencionalmente, el atomo de carbono inmediatamente adyacente al carbono carbonilico
se denomina carbono alfa. Por lo tanto, un carbono alfa en cualquier resto espaciador dado puede tener un radical
organico tal como un pequefio grupo alquilo (p. €j., un grupo metilo) anclado al mismo.

La estructura general de los reactivos poliméricos descritos en la presente memoria puede adoptar cualquier nimero
de formas diferentes. Por ejemplo, el reactivo polimérico puede ser lineal, ramificado, multibrazo, dendritico o
bifurcado. Las estructuras lineales corresponden a las Formulas Il y lla a continuacién. Sin embargo, se prefiere que
el reactivo polimérico tenga una estructura ramificada o multibrazo. En términos generales, tales polimeros poseen
dos o mas polimeros solubles en agua y crean una "nube" de polimero mas grande y mas densa que rodea a un
agente activo, lo que reduce el numero efectivo de sitios de union disponibles que se acoplan. Las siguientes
Formulas 111, Illa, Ilib y lllbs son las estructuras ramificadas que comprenden dos polimeros solubles en agua. Las
estructuras ramificadas también pueden comprender tres polimeros solubles en agua. Los polimeros multibrazo, por
otra parte, comprenden cuatro o mas de tales polimeros solubles en agua. Las formas dendriticas de los polimeros
tienen varios (p. €j., 3 a 50) polimeros solubles en agua separados, conectados en ultima instancia a un ndcleo que
comprende uno o mas atomos. Para cualquier reactivo polimérico concreto que comprenda dos o mas polimeros
solubles en agua, cada polimero soluble en agua puede ser igual o diferente. Ademas, se pueden utilizar
combinaciones de los mismos y diferentes polimeros solubles en agua cuando el reactivo polimérico comprende tres
0 mas polimeros solubles en agua, aunque se prefiere que cada polimero soluble en agua en el polimero sea el
mismo que el otro o los otros.

Con respecto a las formas ramificadas del reactivo polimérico, los intervalos ilustrativos de tamafios adecuados para
el peso molecular total del polimero (basados esencialmente en los pesos combinados de las dos porciones de
polimero soluble en agua) incluyen lo siguiente (nuevamente, expresado en términos de masa molecular): de
aproximadamente 200 Daltons a aproximadamente 200.000 Daltons; de aproximadamente 1.000 Daltons a
aproximadamente 100.000 Daltons; de aproximadamente 2.000 Daltons a aproximadamente 120.000 Daltons; de
aproximadamente 4.000 Daltons a aproximadamente 100.000 Daltons; de aproximadamente 5.000 Daltons a
aproximadamente 90.000 Daltons, de aproximadamente 10.000 Daltons a aproximadamente 80.000 Daltons, y de
aproximadamente 15.000 Daltons a aproximadamente 60.000 Daltons. Mas particularmente, la masa molecular total
(en Daltons) de una version ramificada del polimero de la invencién corresponde a uno de los siguientes:
aproximadamente 400; aproximadamente 1.000; aproximadamente 1.500; aproximadamente 2.000;

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2725 808 T3

aproximadamente 3.000; aproximadamente 4.000; aproximadamente 10.000; aproximadamente 15.000;
aproximadamente 20.000; aproximadamente 30.000; aproximadamente 40.000; aproximadamente 50.000;
aproximadamente 60.000; aproximadamente 80.000, aproximadamente 90.000, aproximadamente 100.000,
aproximadamente 120.000, aproximadamente 160.000 o aproximadamente 200.000.

Al considerar la estructura general de los reactivos poliméricos descritos en la presente memoria, se reconoceran
ciertas diferencias con respecto a los reactivos poliméricos descritos en la técnica anterior. Por ejemplo, muchos de
los reactivos poliméricos de la técnica anterior sufren una serie de problemas que los hacen inadecuados para el
acoplamiento a un agente activo. Por ejemplo, algunos reactivos poliméricos de la técnica anterior carecen de un
grupo funcional facilmente desplazable, tal como un grupo reactivo (p. €j., éster). Incluso si se intentara acoplar un
reactivo polimérico que careciera de un grupo funcional facilmente desplazable (p. €j., un grupo metileno (-CHy-)), las
condiciones requeridas para hacerlo serian muy duras (p. €j., condiciones fuertemente alcalinas), por lo tanto, es
probable que degraden el agente activo. Ademas, algunos reactivos poliméricos de la técnica anterior tienen dos
grupos (p. €j., grupos carbonilo) sustituidos en el sitio potencial de unién, lo que a menudo conduce a una
conjugacion incompleta debido a efectos estéricos y/o reactividad reducida como consecuencia de la proximidad de
los grupos.

Cuando solo un polimero soluble en agua esta presente en la estructura general del polimero, la estructura del
polimero corresponde preferiblemente a la Formula (I1):

R' O

Lol
POLI" —(X!);=N—C—0—(X?),—Z (Formula 1)
en donde:

POLI" es un polimero soluble en agua (por ejemplo, PEG o mPEG);

(@) es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 0 1);

(b) es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 0 1);

R" es H o un radical organico (por ejemplo, seleccionado del grupo que consiste en alquilo, alquilo sustituido,
alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo y arilo sustituido);

X1, cuando esta presente, es un primer resto espaciador;

X2, cuando esta presente, es un segundo resto espaciador; y

Z es un grupo reactivo.

Ademas, cuando el polimero comprende solo una unica porcidon soluble en agua en la estructura general, la
estructura también puede corresponder a la Férmula lla:

'
Z—(X*q—0~C~N

1 R'O
|0

—_ (X3)C_POLy1_(X1)a‘N'—C O—(Xz)b—Z

(Férmula lla)

en donde:

POLI" es un polimero soluble en agua (por ejemplo, PEG o mPEG);
(@) es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 0 1);
(b) es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 0 1);
(c)es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 0 1);
(d)es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 0 1);

Cada R' es independientemente H o un radical organico (por ejemplo, seleccionado del grupo que consiste en
alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo y arilo sustituido);

X1, cuando esta presente, es un primer resto espaciador;
X2, cuando esta presente, es un segundo resto espaciador;
X3, cuando esta presente, es un tercer resto espaciador;
X4, cuando esta presente, es un cuarto resto espaciador; y
cada Z es independientemente un grupo reactivo.

De acuerdo con las presentes reivindicaciones, cuando dos polimeros solubles en agua estan presentes en la
estructura global del reactivo polimérico, la estructura corresponde a la Formula lIl:

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2725 808 T3

T

POLI" —(X")a=N—=C-0—(X?),

R' O \RS
P g
IPOLI* —(X?)e—=N—=C=O0—(X®)¢ (Férmula 111

— (X7)g=(CH2CHz0)— (X*)h—2

en donde:

POLI" es un poli(6xido de alquileno) (por ejemplo, PEG o mPEG);

POLI? es un 6xido de polialileno (por ejemplo, PEG 0 mPEG);

(@) es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 0 1);

(b) es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 0 1);

(e) es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 0 1);

(f)es 0, 1,2 0 3 (y preferiblemente 0 0 1);

(g')es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 o0 1);

(h)es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 0 1);

(j) es de 0 a 20 (es decir, 0, 1,2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o0 20);

cada R' es independientemente H o un radical organico (por ejemplo, seleccionado del grupo que consiste en
alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo y arilo sustituido);
X1, cuando esta presente, es un primer resto espaciador;

X2, cuando esta presente, es un segundo resto espaciador;

X5, cuando esta presente, es un quinto resto espaciador;

X6, cuando esta presente, es un sexto resto espaciador;

X7, cuando esta presente, es un séptimo resto espaciador;

X8, cuando esta presente, es un octavo resto espaciador;

R® es un radical ramificado; y

Z es un grupo reactivo.

Los reactivos poliméricos preferidos que tienen estructuras abarcadas por las Férmulas 1l, (lla) y Il son aquellos en
los que cada polimero soluble en agua (es decir, POLI)" y/o POLI?) es un poli(éxido de alqueno) tal como poli(6xido
de etileno). Preferiblemente, aunque no necesariamente, el poli(6xido de etileno) tendra un extremo protegido
terminalmente con un grupo tal como metilo, bencilo o hidroxilo. Un poli(6xido de etileno) con proteccion terminal
particularmente preferido es uno que corresponde a una de las siguientes estructuras: H3zC-(OCH,CHz)m- 0 H3C-
(OCH,CHz)-O-C(0O)-NH-[CH2]r-(OCH2CHz),-, donde (m) es de 2 a 4000, (f) es de 0 a 6, (n) es de 0 a 20.

Cada resto espaciador (ya sea un primer resto espaciador, un segundo resto espaciador o un tercer resto
espaciador) que aparece en un polimero y esta abarcado por las Férmulas I, Ila o 11l se define independientemente
como antes con respecto a los restos espaciadores en general. Sin embargo, se prefiere que cada uno de los restos
espaciadores, tales como los designados como D& y "X®" se seleccione del grupo que consiste en -O-, -O-CH,-, -O-
CH2-CHa-, -O-C(O)-NH-CH2-CHz-, y -O-C(O)-NH-CH,-CH,-(OCH2CH>),-. Con respecto a los restos espaciadores
designados como DG y "X°" el resto espaciador se selecciona freferiblemente del grupo que consiste en -CHy-,
-CHy-CHa-, -CH2-CH2(0?%)-, -CHo-CH(0O?)-CH(O?)-, -N(R%-, y R* es H o un radical organico seleccionado del grupo
que consiste en alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo y arilo
sustituido. Con respecto a un resto espaciador designado en "X el resto espaciador se selecciona preferiblemente
del grupo que consiste en -O-, -O-CHy-, -O-CH2-CHa-, -O-CH3-CH,-CH>-, -O-CH3-CH,-CH,-C(O)-, -CHz-, -CH2-CH>-,
-CH2-CH2-CH2-, -CH2-CH2-CH2-C(O)-, -CH2-CHz-CH2-C(0O)-NH-CH2-CH2-NH-C(O)-CH-CHa-, y -CH2-CH,-CH2-C(O)-
NH-(CH,CH:0)-CH,-CH2-CHa-, en donde (n) es de 0 a 20. Opcionalmente, X° puede incluir un punto de
ramificacion adicional o varios puntos de ramificacion en los que pueden estar presentes grupos reactivos
adicionales, proporcionando asi una disposicion "bifurcada”. Otras disposiciones "bifurcadas" que se pueden utilizar
en los presentes polimeros se describen mas detalladamente en la Solicitud Internacional Nim. PCT/US99/05333.

El radical ramificado R® en la Formula Il puede ser cualquier resto de ramificacion que pueda proporcionar
acoplamiento a al menos tres atomos. Preferiblemente, sin embargo, R® se selecciona del grupo que consiste en

alquilo saturado, alquilo saturado sustituido,
ford foul o fo]
/\CH—,_{-CH ] /\N—, fcr crg " cr) . °

2 2
q > q ’ q )y
en donde (p) es 1-10 (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8,9 010) y (q) es 1-10 (por ejemplo, 1,2,3 4,5,6,7,8,90
20
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10).

Aunque el grupo reactivo "Z" como se muestra en las Férmulas I, lla y Il puede ser cualquier grupo reactivo descrito
anteriormente, se prefiere que el grupo reactivo se seleccione del grupo que consiste en acido carboxnlco aldehldo
sulfona, éster, succinimida y maleimida. Los ejemplos ilustrativos de un resto espaciador (p. €j., X2, x* y X) y
combinaciones de Z incluyen

0 ) O-R°
0 CHo}-C—0—N
for}6-o-+ o ~antt-on( *CHQ}'CH -fCHzi—CH 'fCHzi‘NHz

T s o R

O,

i
o | ~feret-s-5-R8
o Y o ,

en donde (r) es 1-12 (p. €., 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10,11012), ('Y es 0-5 (p. €j., 0, 1,2,3,405),y R® es arilo o
alquilo.

Como apreciara un experto en la técnica, la presente invencion abarca un gran nimero de polimeros. A continuacion
se proporcionan ejemplos de polimeros de acuerdo con la presente invencion.

Por ejemplo, partiendo de la formula Il y definiendo y R® como

en donde cada uno de (p) y (q) es uno, y cada uno de (b) y (f) como cero, se obtiene un polimero que tiene una
estructura correspondiente a la Férmula (llla), siguiente.

R' O H(|3—(X7)g|—(CHgCHZO)j—(Xa)h—Z
L

POLY2—(X®);—N—C-0~CH, (Férmula llla)

en donde POLI", POLI?, (a), (c), (¢'), (i), (h), R", X, X%y Z se definen como antes.

La formula llla puede, a su vez, definirse adicionalmente para proporcionar un reactivo polimérico que tiene una
estructura correspondiente a la Formula lllb. Especificamente, partiendo de la Férmula llla y definiendo cada R
como H, cada uno de POLI y POLI como H3C-(OCH2CHa)n- en donde (m) es de 2 a 4000, cada uno de (a) y (e)
como uno, cada uno de X' y X* como -O-C(O)-NH-[CH2J{OCH,CH2).- donde (f) es de 0 a 6 y (n) de 0 a 20, se
obtiene un reactivo polimérico que tiene una estructura correspondiente a la formula lllb:

0
Il Ml
HaC~(OCH;CH,)—0-C- N{CH2 (OCHp_CHg)——N C-0—CH,
H
o H o C—(X7)gr—(CHQCH20),-— X8)—2Z
[ [
HgC-(OCHQCHg)m—O-C-f}I[CHZ}(OCHZCHZ)H—[I\I~C-0—CH2
H £ H (Férmula llib)

en donde cada (m) es de 2 a 4000, cada (f) es independientemente de 0 a 6, y cada (n) es independientemente de 0
a 20,y (g), (h), (), X', X®y Z se definen como antes.
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La formula lllb puede, a su vez, definirse adicionalmente para proporcionar un reactivo polimérico que tiene una
estructura correspondiente a la Formula lllc. Especificamente, partiendo de la Formula llIb y definiendo cada uno de

(9") y (j) como cero, (h) como uno, X® como -CH,-CH,-CHy-, y Z como acido carboxilico se obtiene un polimero que
tiene una estructura correspondiente a la Férmula lllc, siguiente.

5
] Il
H3C-(OCH20H2)I;I—O-C-I}I{CHg]—(OCchHg)n—I}J—C-O—CHg o
H f Ho
H HC—OL_ /C\ _COH
C
Il Il Ho H2
H30-(OCH2CH2)I;O-C-I}I[—CHZ]—(OCHQCHZ)D—I}I—C-O—CHZ
H £ H (Férmula llic)
en donde cada (m) es de 2 a 4000, cada (f) es independientemente de 0 a 6, y cada (n) es independientemente de 0
a 20 (por ejemplo, 0, 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20).
10
Opcionalmente, la Férmula Illc también puede incluir un grupo alquilo conectado al carbono alfa o beta del acido
carboxilico. Con respecto al grupo alquilo (p. €j., metilo) en el carbono alfa del acido carboxilico, la estructura
corresponde a la Féormula Ilib1.
Il (I?
HgG-(OGH;CHp)—0-C~ N'[CHQ]—(OCHgCHg) N-C-0—CH,
: H H(|3 0] CH)2 I(IIOH
I T g
Hsc-(OCHzCHz)I;o-c;-l}l[CHz]-(OCHzc;l~12)n——r;l—c:-o—czl—l2 2 Ayl
15 H O f H (Férmula llIb")

Ademas, la Férmula llla puede definirse adicionalmente para propormonar otro polimero preferido. Especificamente,
partiendo de la férmula llla y definiendo cada uno de POLI" y POLI como H3C-(OCH2CH2)m- en donde (m) es 2 a

4000, cada uno de (a), (c), (g) y (j) como cero, (h) como uno, X2 como -CH,-CHz-CHa-C(O)-NH-CH,-CH2-NH-C(O)-
20 CHz-CHa-, y Z como

_NQ
- 4 ,
se obtiene un polimero que tiene la siguiente estructura:
25
]
H30-(OCHZCH2)m—I?I-C-O—CH2 e}
o)
N3 NN
C \CH;/ \ﬁ/ \H/ N \C/C\C/N
HoC-(OCHzCH)—N-C-0~CHa 2 2 K Ho
(Formula 11id)

en donde cada (m) es de 2 a 4000.

Son reactivos poliméricos adicionales los siguientes:

Il
H3C-(OCHQCH2)m_'}I_C_O_(CchHZO) CH2
n
" "
H
T
HaC-(OCHzCH)—N- o O~(GH,CHz0)—CH, 2
30 H :
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v
poLY™— (X' )a—N_C_O_(Xz)b\
]!
R'O /RS_(CH2)1-6'COH

| ]l
POLY2—(X?)e=N—=C=0— (X% :

T e
POLY™——(X")a=N—C-0— (Xz)\ CHs O
R1 0] _(CH2)0_5-CH_COH
o rd
POLY2™—(X?)e=N—=C=O0—(X®)r .

i i
H3C-(OCHQCH2)m—O-C—I}I-[CH2 (OCHZCH2)2—N-C-O—(|)H2
H 2

|
H Ha
HC—O.___C___-COH
I i Hy o
HsC-(OCHQCHp_)m—O-C-I}l[CHzl-(OCH20H2)2—I?I—C-O—CH2
H 2 H
0
I i
HSC-(OCHQCHZ)—O-C—N{CHZ}—-N—C-O—CH2
H H H2
H(|) O\o g /COH
H
HoC-(OCH,CHy)—O- & N[CHQ}—I;J &-o- cH, 2o
ZH ;
o
POLY——(X")g—N—C-0—(X®),
R' O R®——(CHg)1.6-NH2
o g
POLY2——(X%)e~N—=C~0—(C) :
R'O
o) \ o)
POLY!——(X")a—N—C-0—(X )b\ o)
Il
'?1 (") /R5-(CH2)1_6-C-O—N
poLY2— (X®)e—N—C—0—(X%; S
i
HaC-(OCH,CHp)—N—C-0—CHy ° Q
' Ho 1l
HC—O.__C.__C—O0—N
i Hy, Ho
HaC-(OCH,CHz)—N—C~0~CH, o
H ;
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0
il
HaC~(OCH;CHa)—N—C-0—Chy

| O
Ho 1l
o HC_O\C/C\C/C_NC>=0
| I H2 H2

H3G-(OCH,CHz)—N—C-0~Chy
m
H

0O
Il
ch'(OCHQCHQ)m_I}I_C—O_CHg

0]
Ho Il
HG—0. L C—0—H

7| H, H
HoC-(OCH,CHp)—N—C-0-CH, 2
m

0
I
HgC-(OCH,CHz)—N—C-0—CH,
H H

I
HaC-(OCH,CHp)—N—C-0~CH, He
H

R1
POLY1'_'(X1)a"|1I_g‘O_(X2)b

Flp (I? /Rs——(X7)g-—-(CHgCHgo)j—(XB)h—g}H
POLY2——(X®)e—N—C~0—(X%); ;

R' O

Lol
PoLY T (X")a—N—C~0—(X?),

[
|:‘;1 (I? /Rs—(X7)g-—(CHgCHgO)j—(CH2)1,3-CH
POLY2—(X®)g—N—C—O0— (X% .
o \
POLYT—(X")a—N—C~0—(x®), 0
[
R' O /Rs_(x7)g‘—"(CH2CH20)j_(X8)h_C_CH3

o ¢
POLY2™—(X*)e~N=C~=0—(X°)¢ :
T
POLY'——(X")g—N=C-0—(x3),

Il
l 1 . /RS_(X7)g_(CHZCH20)j_(XS)h_C_CH=CH2
POLY2——(X?);—N—C-0—(X),

2
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R'I
I
pOLY——(X1)a—N—C-0—(X?),

o)
R'O \R5—(X7) —(CH,CH 0)-—(x8)h—(|l,—N/\:>=o
' e g 2T 12V

Il
POLY2——(X9)—N—C-0—(x%) :

o

9
POLY!——(X");—N—C-0—(X?),
R O R — (X7)y—(CHLCH;O}— (<) —S—S—4 )
- g j \ /

Il
POLY2——(X%)s~N=C=0—(x®) :

i
HaC-(OCHZCHz)z—N-C-0—(CHzCH;0)—~CH
H

H o| H H2 (H>2<|?
2 C
5 HO—O0N o O o O N (CHaCHA0) ™ ™ e
] | H, H 2
HyC-OCH,CH)—N-C-O~(CH,CH0)—CHp 2 ' |
| H ’
HaG-(OCH,CH)—N—-G-0—CH
3C-(OCHCHp) 1 2 y (I? y Ho gzcl?
2 C
HE—0 CN ;- C—N—(CH,CH;0)s~ \cH:/ CH
i 2
HaC-(OCHzCHz)—N-C-0~CHy He  Ho
m
H 5
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en donde todas las variables se definen como antes, en donde cada (n') es 0-100, mas preferiblemente 0-40, y lo
mas preferiblemente 0-20.

g

’

En ciertos casos, los reactivos poliméricos de la invencién no incluyen un resto cetona, es decir, un resto en el que
dos atomos de carbono separados estan anclados cada uno a un atomo de carbono de un resto carbonilo. Ademas,
se prefiere que el resto

R' O
U}

no sea parte de una estructura anillada (tal como una maleimida) en algunos casos. Ademas, también se prefiere
que el resto

R' o
10
—N—C—0-

esté mas cerca del polimero soluble en agua que el grupo reactivo, como se mide, por ejemplo, en términos del
numero de atomos necesarios para alcanzar el grupo reactivo a partir del atomo mas cercano en el polimero soluble
en agua en comparacion con el nimero de atomos para alcanzar el grupo reactivo a partir del atomo mas cercano
en el grupo reactivo.

También se describe un método para preparar los reactivos poliméricos proporcionados en la presente memoria. El
método comprende la etapa de (i) proporcionar una molécula precursora que comprende un grupo reactivo protegido
(o grupo reactivo desprotegido si dicho grupo reactivo puede permanecer inalterado cuando se realizan las etapas
del método) o un precursor de un grupo reactivo y uno o mas grupos hidroxilo. Algunas moléculas precursoras que
comprenden un grupo reactivo protegido o un grupo reactivo precursor y uno o mas grupos hidroxilo pueden
obtenerse comercialmente. Ademas, las formas no protegidas de la molécula precursora se pueden sintetizar y a
continuacion proteger (si fuera necesario) utilizando técnicas convencionales.

Aunque hay muchas formas de moléculas precursoras adecuadas, una molécula precursora preferida tiene dos

grupos hidroxilo. Un ejemplo de una molécula precursora adecuada preferida corresponde a la férmula (IV),
siguiente.
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HO & i
7 O0—PG
DS W NV

Hy 1
0] (Férmula 1V)

en donde PG es un grupo protector. Este reactivo se puede preparar sintéticamente, como se describe, por ejemplo,
en el Ejemplo 1.

Los ejemplos de los grupos protectores preferidos incluyen aquellos seleccionados del grupo que consiste en metilo,
etilo, t-butilo, y bencilo. Un grupo protector particularmente preferido es metilo.

Un método para preparar un reactivo polimérico de acuerdo con la presente invencion incluye la etapa de (ii) activar
al menos uno de los uno o mas grupos hidroxilo de la molécula precursora su reaccién con un grupo amino para
formar una molécula precursora activada. Aunque se puede utilizar cualquier reactivo activador conocido en la
técnica, se prefiere utilizar un agente activador seleccionado del grupo que consiste en carbonato de di (N-
succinimidilo) (DSC), N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC), N,N'-diisopropilcarbodiimida, N-(3-dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimida, 1,1'-carbonildiimidazol (CDI), 1,1'-carbonil-di-(1,2,4-triazol) (CDT), carbonato de bis(4-nitrofenilo),
clorocarbonato de p-nitrofenilo, 4-dimetilaminopiridina (DMAP), fosgeno, trifosgeno, 1-hidroxibenzotriazol (HOBL),
carbonato de dibenzotriazolilo (diBTC), N-hidroxisuccinimida y DCC, N-hidroxiftalimida y tiazolidinodiona.
Tipicamente, el agente activador se afiade a un recipiente que contiene la molécula precursora, de modo que el
agente activador puede entrar en contacto con uno o mas grupos hidroxilo de la molécula precursora.

Otra etapa del método para preparar los reactivos poliméricos de la invencion incluye (iii) poner en contacto en
condiciones de acoplamiento covalente al menos uno de los uno o mas grupos hidroxilo activados con un polimero
soluble en agua que tiene un grupo amino, formando asi un polimero que comprende la porcién de polimero soluble
en agua y el grupo reactivo protegido o precursor de un grupo reactivo. Los expertos en la técnica pueden
determinar mediante experimentacion de rutina qué condiciones de pH, temperatura, etc. son apropiadas para lograr
un acoplamiento covalente. Por ejemplo, la etapa de acoplamiento se puede realizar varias veces, cada vez en un
conjunto diferente de condiciones (p. €j., diferentes pH, diferentes temperaturas, disolventes, etc.). Al determinar la
cantidad de polimero que comprende la porcidon de polimero soluble en agua y el grupo reactivo protegido (p. €;j.,
mediante cromatografia de exclusion por tamafio) resultante de cada conjunto de condiciones, es posible determinar
qué conjunto o conjuntos de condiciones son los mas adecuados para realizar la etapa de acoplamiento.

Aunque se puede utilizar cualquier polimero soluble en agua que tenga un grupo amina, se prefiere particularmente
utilizar uno de los siguientes polimeros:

I
H H3C-(OCHzCH2)—0-C=N{CH, - (OCHGHo)—N~-H
H3C-(OCHZCH)—N-H SCAOCH RIS |5|{ 2];( 2CHe) !
m

> >

0
I
H30-(OCHZCH2)m—O-C-I}I{CHZ]—I}I—H
2

H H
HN—CHo»-CH,-(OCH»CHo)—N-H
H H .,y m .
en donde (m) es de 2 a 4000. Los polimeros solubles en agua que tienen un grupo amina se pueden sintetizar de
novo utilizando mecanismos bien conocidos por los expertos en la técnica y se pueden obtener comercialmente a
través de proveedores tales como Nektar Therapeutics (Huntsville, AL).

Cuando esta presente un grupo protector en la molécula precursora, el método para preparar los reactivos
poliméricos también incluye la etapa de (iv) desproteger el grupo reactivo protegido, formando asi el polimero. La
etapa de desproteccidon se puede llevar a cabo utilizando cualquier método adecuado para eliminar el grupo
protector concreto. Para cualquier grupo protector especifico, los expertos en la técnica conoceran un enfoque de
desproteccion apropiado. Ademas, los enfoques de desproteccion adecuados se describen en la bibliografia
relevante, tal como, por ejemplo, Greene et al. mas arriba. Un método preferido para desproteger un grupo acido
protegido como un éster de grupo alquilo (p. ej., un éster metilico) es exponer la molécula que porta el grupo
protegido a hidrdlisis catalizada por alcali. Los ejemplos de las bases adecuadas para afiadir al recipiente de
reaccion que contiene la molécula que contiene el grupo reactivo protegido incluyen, sin limitacion, hidroxidos
inorganicos tales como hidroxido de sodio, hidréxido de potasio y sales metdlicas de acidos débiles tales como
acetato de sodio, carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, fosfato de sodio, carbonato de potasio, bicarbonato de
potasio, citrato de potasio, acetato de potasio, etc. La hidrdlisis catalizada por acido también puede efectuarse con
ortoésteres, aunque se puede utilizar una combinacién de hidrolisis catalizada por acido seguida de hidrolisis
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catalizada por alcali con esos derivados. Con los acetales, la hidrdlisis catalizada por acido es eficaz, mientras que la
hidrélisis catalizada por alcali es ineficaz. Con los ésteres bencilicos o los éteres bencilicos, la reduccion catalitica es
eficaz, aunque la hidrdlisis catalizada por acidos o alcalis también es eficaz en los ésteres.

El método de preparacién de los reactivos poliméricos comprende opcionalmente una etapa adicional de aislamiento
del reactivo polimérico una vez que se forma. Se pueden utilizar métodos conocidos para aislar el polimero, pero se
prefiere particularmente utilizar cromatografia, p. e€j., cromatografia de intercambio iénico o cromatografia de
exclusion por tamafio. Alternativamente o ademas, el método incluye la etapa de purificar el polimero una vez que se
forma. De nuevo, se pueden utilizar métodos de purificacién convencionales conocidos en la técnica para purificar el
polimero.

Para cualquier polimero dado preparado por el presente método, el método proporciona ventajosamente la
capacidad de transformar adicionalmente el polimero (ya sea antes o después de cualquier etapa de desproteccion)
para que porte un grupo reactivo especifico. De este modo, utilizando mecanismos bien conocidos en la técnica, el
polimero puede funcionalizarse para incluir un grupo reactivo (p. €j., éster activo, tiol, maleimida, aldehido, cetona,
etc.).

Las diversas etapas para preparar un reactivo polimérico se llevan a cabo en un disolvente adecuado. Un experto en
la técnica puede determinar si algin disolvente especifico es apropiado para cualquier etapa de reacciéon dada. Sin
embargo, a menudo, el disolvente es preferiblemente un disolvente no polar o un disolvente polar. Los ejemplos de
disolventes no polares incluyen benceno, xileno y tolueno. Los disolventes no polares particularmente preferidos
incluyen tolueno, xileno, dioxano, tetrahidrofurano y alcohol t-butilico. Los disolventes polares ilustrativos incluyen
dioxano, tetrahidrofurano (THF), alcohol t-butilico, DMSO (dimetilsulféxido), HMPA (hexametilfosforamida), DMF
(dimetilformamida), DMA (dimetilacetamida) y NMP (N-metilpirrolidinona).

La presente invenciéon también incluye productos conjugados que comprenden una porcion de polimero soluble en
agua, un resto

e
—N—C—0-,

y un agente farmacolégicamente activo. Los productos conjugados tienen la siguiente orientacion estructural interna:
(i) 1a porcion de polimero soluble en agua se conecta al atomo de nitrégeno del resto

R' 0
I
~N—C—0-—
a través de un enlace covalente directo o a través de un primer resto espaciador; (ii) el agente farmacolégicamente
activo esta unido al atomo de carbono carbonilico del resto

R' O
b
—N—C—0—

a través de un enlace covalente directo o un segundo resto espaciador; y (iii) R'es H o un radical organico.

Cuando solo esta presente un Unico polimero soluble en agua en la estructura global del producto conjugado, la
estructura del producto conjugado correspondera preferiblemente a la Férmula V:

e
POLY'—(X"),—N—=C—0—(X?),— Agente Activo (Férmula V)

en donde:

POLI" es un polimero soluble en agua (p. j., PEG o mPEG);

(@) es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 0 1);

(b) es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 0 1);

R' es H o un radical organico (p. €j., seleccionado del grupo que consiste en alquilo, alquilo sustituido,
alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo y arilo sustituido);

X1, cuando esta presente, es un primer resto espaciador;

X2, cuando esta presente, es un segundo resto espaciador; y

el agente activo es un agente farmacolégicamente activo.
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De acuerdo con las presentes reivindicaciones, cuando dos polimeros solubles en agua estan presentes en la
estructura global del producto conjugado, la estructura del producto conjugado se correspondera preferiblemente
con la Férmula VI:

v
POLY!——(X")a=N—=C~0—(X?),

Flz‘ 0 /\ R3—(X")g—(CHoCH,0);—(X®),— Active Agent
POLY2——(X?)e—N— - (X% (Férmula V1)

en donde:

POLI" es un poli(6xido de alquileno) (p. ej., PEG o mPEG);

POLI? es un poli(6xido de alquileno) (p. ej., PEG o mPEG);

(@) es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 0 1);

(b) es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 0 1);

(e) es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 0 1);

(f)es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 0 1);

(g')es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 o 1);

(h)es 0, 1, 2 0 3 (y preferiblemente 0 0 1);

esde0a20(esde0|r 0,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20);

cada R' es independientemente H o un radical organico (p. €j., seleccionado del grupo que consiste en
alquno alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo y arilo sustituido);
X cuando esta presente, es un primer resto espaciador;

X cuando esta presente, es un segundo resto espaciador;

X cuando esta presente, es un quinto resto espaciador;

X cuando esta presente, es un sexto resto espaciador;

X cuando esta presente, es un séptimo resto espaciador;

X cuando esta presente, es un octavo resto espaciador;

R® es un radical ramificado; y

el agente activo es un agente farmacolégicamente activo.

Los reactivos poliméricos descritos en la presente memoria son Utiles para la conjugacion con agentes o superficies
bioldgicamente activos. Los grupos preferidos adecuados para la reaccion con los reactivos poliméricos descritos en
la presente memoria son grupos electréfilos y nucledfilos. Los grupos ilustrativos incluyen aminas primarias (p. €.,
aminas primarias de la cadena lateral de un residuo de lisina o el extremo N de un polipéptido), alcoholes (p. €j., un
alcohol primario de la cadena lateral de un residuo de serina o treonina), tioles, hidrazinas , hidrazidas y sulfhidrilos.
Tales grupos adecuados para reaccionar con los reactivos poliméricos descritos en la presente memoria son
conocidos por los expertos en la técnica. Por lo tanto, la invencién proporciona un método para preparar un producto
conjugado que comprende la etapa de poner en contacto, en condiciones de conjugacion, un agente activo con un
reactivo polimérico descrito en la presente memoria.

Las condiciones de conjugacion adecuadas son las condiciones de tiempo, temperatura, pH, concentracion del
reactivo, grupo o grupos funcionales del reactivo, grupos funcionales disponibles en el agente activo, disolvente y
similares, suficientes para efectuar la conjugacion entre un reactivo polimérico y un agente activo. Como se conoce
en la técnica, las condiciones especificas dependen, entre otras cosas, del agente activo, el tipo de conjugacion
deseada, la presencia de otros materiales en la mezcla de reaccion, etc. Un experto con un conocimiento practico
normal de la técnica puede determinar las condiciones suficientes para efectuar la conjugacion en cualquier caso
concreto, mediante una lectura de la descripcion en la presente memoria, la referencia a la bibliografia relevante, y/o
mediante experimentacion rutinaria.

Por ejemplo, cuando el reactivo polimérico contiene un éster activo de N-hidroxisuccinimida (p. €j., succinato de
succinimidilo, propionato de succinimidilo y butanoato de succinimidilo), y el agente activo contiene un grupo amina
(p- €j., un grupo amino terminal en un polipéptido y/o un épsilon amina de un polipéptido que contiene lisina), la
conjugacion se puede efectuar a un pH de aproximadamente 7,5 a aproximadamente 9,5 a temperatura ambiente.
Ademas, cuando el reactivo polimérico contiene un grupo reactivo vinilsulfona o un grupo maleimida y el agente
farmacologicamente activo contiene un grupo sulfhidrilo (p. €j., un grupo sulfhidrilo de un polipéptido que contiene
cisteina o metionina), la conjugacion se puede efectuar a un pH de aproximadamente 7 a aproximadamente 8,5 a
temperatura ambiente. Ademas, cuando el grupo reactivo asociado con el reactivo polimérico es un aldehido o
cetona y el agente farmacolégicamente activo contiene una amina primaria, la conjugacion puede efectuarse por
aminacion reductiva en donde la amina primaria del agente farmacoldgicamente activo reacciona con el aldehido o
la cetona del polimero. Teniendo lugar a pH de aproximadamente 6 a aproximadamente 9,5, la aminacién reductiva
33
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da como resultado inicialmente un producto conjugado en el que el agente farmacoldégicamente activo y el polimero
se conectan a través de un enlace imina. El tratamiento subsiguiente del producto conjugado que contiene imina con
un agente reductor adecuado, tal como NaCNBHj3 reduce la imina a una amina secundaria. Para obtener informacion
adicional sobre estas y otras reacciones de conjugacion, se hace referencia a Hermanson "Bioconjugate
Techniques", Academic Press, 1996.

Las condiciones de conjugacion ilustrativas incluyen llevar a cabo la reaccién de conjugacion a un pH de
aproximadamente 4 a aproximadamente 10, y a, por ejemplo, un pH de aproximadamente 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5,
7,0, 75, 8,0, 85, 9,0, 95 o 10,0. Se deja que la reaccion prosiga de aproximadamente 5 minutos a
aproximadamente 72 horas, preferiblemente de aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 48 horas, y mas
preferiblemente de aproximadamente 4 horas a aproximadamente 24 horas. La temperatura bajo la cual puede tener
lugar la conjugacion es tipicamente, aunque no necesariamente, en el intervalo de aproximadamente 0°C a
aproximadamente 40°C, y es a menudo a temperatura ambiente o menos. Las reacciones de conjugacion a menudo
se llevan a cabo utilizando una solucién tampoén de fosfato, acetato de sodio o un sistema similar.

Con respecto a la concentracién de reactivo, un exceso del reactivo polimérico se combina tipicamente con el
agente activo. En algunos casos, sin embargo, se prefiere tener cantidades estequiométricas de grupos reactivos en
el reactivo polimérico con respecto a los grupos reactivos del agente activo. Asi, por ejemplo, un mol de un reactivo
polimérico que porta dos grupos reactivos se combina con dos moles de agente activo. Las relaciones ilustrativas de
reactivo polimérico con respecto al agente activo incluyen razones molares de aproximadamente 1:1 (reactivo
polimérico: agente activo), 1,5:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 8:1, o 10:1. Se permite que la reaccion de conjugacion
continlie hasta que sustancialmente no se produzca mas conjugacion, lo que generalmente se puede determinar
controlando el progreso de la reaccion a lo largo del tiempo.

El progreso de la reaccién se puede controlar extrayendo alicuotas de la mezcla de reaccidon en varios puntos
temporales y analizando la mezcla de reaccién mediante SDS-PAGE o espectrometria de masas MALDI-TOF o
cualquier otro método analitico adecuado. Una vez que se alcanza una meseta con respecto a la cantidad de
producto conjugado formado o la cantidad de reactivo polimérico no conjugado restante, se supone que se ha
completado la reaccién. Por lo general, la reaccion de conjugacion tarda de minutos a varias horas (p. €j., de 5
minutos a 24 horas o mas). La mezcla de producto resultante preferiblemente, pero no necesariamente, se purifica
para separar el exceso de reactivo polimérico, los reaccionantes no conjugados (p. €j., el agente activo) y las
especies multiconjugadas no deseadas. Los productos conjugados resultantes se pueden caracterizar
posteriormente utilizando métodos analiticos tales como MALDI, electroforesis capilar, electroforesis en gel y/o
cromatografia.

Los productos conjugados de polimero-agente activo se pueden purificar para obtener/aislar diferentes especies
conjugadas. Alternativamente, y mas preferiblemente para reactivos polimericos de peso molecular mas bajo (p. €j.,
menos de aproximadamente 20.000 Dalton, mas preferiblemente menos de aproximadamente 10.000 Dalton)
utilizados para formar productos conjugados, la mezcla del producto se puede purificar para obtener la distribucion
de segmentos poliméricos solubles en agua por agente activo. Por ejemplo, la mezcla del producto se puede
purificar para obtener un promedio de entre uno, dos, tres, cuatro o cinco anclajes del reactivo polimérico por agente
activo (p. €j., proteina), tipicamente un promedio de anclajes aproximadados por agente activo (p. €j., proteina). La
estrategia para la purificacion de la mezcla de reaccion conjugada final dependera de una serie de factores, entre los
que se incluyen, por ejemplo, el peso molecular del reactivo polimérico empleado, el agente activo concreto, el
régimen de dosificacion deseado, y la actividad residual y las propiedades in vivo de los productos conjugados
individuales.

Si se desea, los productos conjugados que tienen diferentes pesos moleculares se pueden aislar utilizando
cromatografia de filtracion en gel. Es decir, la cromatografia de filtracion en gel se utiliza para fraccionar razones de
reactivo polimérico por agente activo de diferente numeracion (p. €j.,1-mero, 2-mero, 3-mero, etc.), en donde "1-
mero" indica 1 reactivo polimérico por agente activo, "2-mero" indica dos reactivos poliméricos por agente activo, y
asi sucesivamente, basandose en sus diferentes pesos moleculares (donde la diferencia corresponde esencialmente
al peso molecular promedio de los segmentos poliméricos solubles en agua). Por ejemplo, en una reaccion ilustrativa
donde una proteina de 100.000 Daltons se conjuga aleatoriamente con un PEG ramificado que tiene un peso
molecular total de aproximadamente 20.000 Daltons (en donde cada "brazo" del polimero del PEG ramificado tiene
un peso molecular de aproximadamente 10.000 Daltons), la mezcla de reaccion resultante puede contener proteina
no modificada (que tiene un peso molecular de aproximadamente 100.000 Daltons), proteina monoPEGilada (que
tiene un peso molecular de aproximadamente 120.000 Daltons), proteina desPEGilada (que tiene un peso molecular
de aproximadamente 140.000 Daltons), y asi sucesivamente.

Si bien este enfoque se puede utilizar para separar PEG y otros productos conjugados de polimero-agente activo
que tienen diferentes pesos moleculares, este enfoque generalmente es ineficaz para separar isémeros posicionales
que tienen diferentes sitios de unién de polimero dentro de la proteina. Por ejemplo, la cromatografia de filtraciéon en
gel se puede utilizar para separar unas de otras mezclas de 1-mero, 2-mero, 3-mero de PEG, etc., aunque cada una
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de las composiciones de PEG-mero recuperadas puede contener PEG anclados a diferentes grupos amino
reactivos. (p. €j., residuos de lisina) dentro del agente activo.

Las columnas de filtracion en gel adecuadas para llevar a cabo este tipo de separacion incluyen las columnas
Superdex™ y Sephadex™ disponibles en Amersham Biosciences (Piscataway, NJ). La seleccién de una columna en
particular dependera del intervalo de fraccionamiento deseado. La elucién se lleva a cabo generalmente utilizando
un tampoén adecuado, tal como fosfato, acetato o similares. Las fracciones recogidas se pueden analizar mediante
varios métodos diferentes, por ejemplo, (i) densidad 6ptica (DO) a 280 nm para determinar el contenido de proteinas,
(ii) analisis de proteinas de albumina de suero bovino (BSA), (iii) pruebas de yodo para determinar el contenido de
PEG (Sims et al. (1980) Anal. Biochem, 107: 60-63), y (iv) electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato
de sodio (SDS PAGE), seguido de tincion con yoduro de bario.

La separacion de los isémeros posicionales se realiza mediante cromatografia de fase inversa utilizando una
columna C18 de cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa (RP-HPLC) (Amersham Biosciences o
Vydac) o mediante cromatografia de intercambio i6nico utilizando una columna de intercambio iénico, por ejemplo,
una columna de intercambio idnico Sepharose™ disponible de Amersham Biosciences. Se puede utilizar cualquiera
de los dos métodos para separar los isomeros de agente activo de polimero que tienen el mismo peso molecular
(isomeros de posicion).

Los reactivos poliméricos descritos en la presente memoria se pueden anclar, ya sea de forma covalente o no
covalente, a una serie de entidades que incluyen peliculas, separaciéon quimica y superficies de purificacion,
soportes solidos, superficies metalicas tales como oro, titanio, tantalio, niobio, aluminio, acero y sus éxidos, 6xido de
silicio, macromoléculas (p. €j., proteinas, polipéptidos, etc.) y moléculas pequefas. Adicionalmente, los reactivos
poliméricos también se pueden utilizar en sensores bioquimicos, interruptores bioelectronicos y compuertas. Los
reactivos poliméricos también se pueden emplear como vehiculos para la sintesis de péptidos, para la preparacion
de superficies recubiertas con polimeros e injertos de polimeros, para preparar productos conjugados de polimero-
ligando para el reparto por afinidad, para preparar hidrogeles entrecruzados o no entrecruzados, y para preparar
aductos de polimero-cofactor para biorreactores.

Un agente biolégicamente activo para su uso en el acoplamiento a un reactivo polimérico como se presenta en la
presente memoria puede ser uno o mas de los siguientes. Los agentes adecuados se pueden seleccionar entre, por
ejemplo, hipnéticos y sedantes, estimulantes psiquicos, tranquilizantes, medicamentos respiratorios, anticonvulsivos,
relajantes musculares, agentes antiparkinsonianos (antagonistas de la dopamina), analgésicos, antiinflamatorios,
medicamentos contra la ansiedad (ansioliticos), supresores del apetito, agentes antimigrafa, agentes musculares,
antiinfecciosos (antibidticos, antivirales, antifingicos, vacunas) antiartriticos, antipalidicos, antieméticos,
anepilépticos, broncodilatadores, citoquinas, factores de crecimiento, agentes antineoplasicos, agentes
antitrombaticos, antihipertensivos, farmacos cardiovasculares, antiarritmicos, antioxidantes, agentes antasmaticos,
agentes hormonales que incluyen anticonceptivos, simpaticomiméticos, diuréticos, agentes reguladores de lipidos,
agentes antiandrogénicos, antiparasitarios, anticoagulantes, neoplasticos, antineoplasicos, hipoglucemiantes,
agentes nutricionales y suplementos, suplementos de crecimiento, agentes antienteritis, vacunas, anticuerpos,
agentes de diagnostico y agentes de contraste.

Mas particularmente, el agente activo puede encajar en una de varias clases estructurales, que incluyen pero no se
limitan a moléculas pequefas (preferiblemente moléculas pequefias insolubles), péptidos, polipéptidos, proteinas,
anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, polisacaridos, esteroides, nucleétidos, oligonucleétidos, polinucledtidos,
grasas, electrolitos y similares. Preferiblemente, un agente activo para el acoplamiento a un polimero como se
describe en la presente memoria posee un grupo amino nativo, o alternativamente, se modifica para contener al
menos un grupo amino reactivo adecuado para su conjugacion con un polimero descrito en la presente memoria.

Los ejemplos especificos de agentes activos adecuados para el anclaje covalente incluyen agalsidasa, alefacept,
aspariginasa, amdoxovir (DAPD), antide, becaplermina, calcitoninas, cianovirina, denileucina diftitox, eritropoyetina
(EPO), agonistas de EPO (p. €j., péptidos de aproximadamente 10-40 aminoacidos de longitud y que comprende
una secuencia central particular como se describe en el documento WO 96/40749), dornasa alfa, proteina
estimulante de la eritropoyesis (NESP), factores de coagulacion tales como Factor V, Factor VII, Factor Vlla, Factor
VIIl, Factor IX, Factor X, Factor XII, Factor Xlll, Factor de von Willebrand; ceredasa, cerezima, alfa-glucosidasa,
colageno, ciclosporina, alfa defensinas, beta defensinas, desmopresina, exedina-4, factor estimulante de colonias de
granulocitos (GCSF), trombopoyetina (TPO), inhibidor de la alfa-1 proteinasa, elcatonina, factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GMCSF), fibrindgeno, filgrastim, hormonas de crecimiento, hormona de
crecimiento humano (hGH), somatropina, hormona liberadora de hormona de crecimiento (GHRH), GRO-beta,
anticuerpo GRO-beta, proteinas morfogénicas dseas tales como proteina morfogénica 6sea 2, proteina morfogénica
6sea 6, OP-1; factor de crecimiento fibroblastico acido, factor de crecimiento fibroblastico basico, ligando CD-40,
heparina, albumina sérica humana, heparina de bajo peso molecular (LMWH), interferones tales como interferén
alfa, interferon beta, interferon gamma, interferén omega, interferén tau, interferén consenso; interleucinas y
receptores de interleucina tales como receptor de interleucina 1, interleucina 2, proteinas de fusién con interlucina 2,
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antagonista del receptor de la interleucina 1, interleucina 3, interleucina 4, receptor de interleucina 4, interleucina 6,
interleucina 8, interleucina 12, receptor de interleucina 13, receptor de interleucina 17; lactoferrina y fragmentos de
lactoferrina, hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH), insulina, proinsulina, analogos de insulina (p. €j.,
insulina monoacilada como se describe en la Patente de Estados Unidos Num. 5.922.675), amilina, péptido C,
somatostatina, analogos de la somatostatina que incluyen octreotida, vasopresina, hormona foliculo estimulante
(FSH), vacuna contra la influenza, factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF), insulintropina, factor
estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), activadores del plasmindgeno tales como alteplasa, uroquinasa,
reteplasa, estreptoquinasa, pamiteplasa, lanoteplasa y teneteplasa; factor de crecimiento nervioso (NGF),
osteoprotegerina, factor de crecimiento derivado de las plaquetas, factor de crecimiento tisular, factor de crecimiento
transformante-1, factor de crecimiento endotelial vascular, factor inhibidor de leucemia, factor de crecimiento de
queratinocitos (KGF), factor de crecimiento glial (GGF), receptores de Células T, moléculas de CD/antigenos, factor
de necrosis tumoral (TNF), proteina quimioatrayente de monocitos 1, factores de crecimiento endotelial, hormona
paratiroidea (PTH), péptido similar al glucagén, somatotropina, timosina alfa 1, rasburicasa, timosina alfa 1 inhibidora
de lIb/llla, timosina beta 10, timosina beta 9, timosina beta 4, alfa-1 antitripsina, compuestos de fosfodiesterasa
(PDE), VLA-4 (antigeno-4 muy tardio), inhibidores de VLA-4, bifosponatos, anticuerpo del virus sincitial respiratorio,
gen regulador transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR), desoxirribonucleasa (Dnasa), proteina bactericida/que
aumenta la permeabilidad (BPI) y anticuerpo anti-CMV. Los anticuerpos monoclonales ilustrativos incluyen
etanercept (una proteina de fusion dimérica que consiste en la porciéon de unién al ligando extracelular del receptor
humano de TNF de 75 kD conectado a la porcion Fc de IgG1), abciximab, adalimumab, afelimomab, alemtuzumab,
anticuerpo contra linfocitos B, atlizumab, basiliximab, bevacizumab, biciromab, bertilimumab, CDP-571, CDP-860,
CDP-870, cetuximab, clenoliximab, daclizumab, eculizumab, edrecolomab, efalizumab, epratuzumab, fontolizumab,
gavilimomab, gemtuzumab ozogamicina, ibritumomab tiuxetan, infliximab, inolimomab, keliximab, labetuzumab,
lerdelimumab, olizumab, lym-1 radiomarcado, metelimumab, mepolizumab, mitumomab, muromonad-CD3,
nebacumab, natalizumab, odulimomab, omalizumab, oregovomab, palivizumab, pemtumomab, pexelizumab,
rhuMAb-VEGF, rituximab, satumomab pendetida, sevirumab, siplizumab, tositumomab, I131tositumomab,
trastuzumab, tuvirumab y visilizumab.

Los agentes adicionales adecuados para la unién covalente incluyen tacrina, memantina, rivastigmina, galantamina,
donpezilo, levetiracetam, repaglinida, atorvastatina, alefacept, tadalafilo, vardenafilo, sildenafilo, fosamprenavir,
oseltamivir, valaciclovir y valganciclovir, abarelix, adefovir, alfuzosina, alosetrén, amifostina, amiodarona, acido
aminocaproico, aminohipurato soédico, aminoglutetimida, acido aminolevulinico, acido aminosalicilico, amlodipino,
amsacrina, anagrelida, anastrozol, aprepitant, aripiprazol, asparraginasa, atazanavir, atomoxetina, antraciclinas,
bexaroteno, bicalutamida, bleomicina, bortezomib, buserelina, busulfan, cabergolina, capecitabina, carboplatino,
carmustina, clorambucina, cilastatina sédica, cisplatino, cladribina, clodronato, ciclofosfamida, ciproterona, citarabina,
camptotecinas, acido 13-cis retinoico, acido todo trans retinoico; dacarbazina, dactinomicina, daptomicina,
daunorrubicina, deferoxamina, dexametasona, diclofenaco, dietilestilbestrol, docetaxel, doxorrubicina, dutasterida,
eletriptan, emtricitabina, enfuvirtida, eplerenona, epirrubicina, estramustina, etinil estradiol, etopdsido, exemestano,
ezetimiba, fentanilo, fexofenadina, fludarabina, fludrocortisona, fluorouracilo, fluoximesterona, flutamida, fluticazona,
fondaparinux, fulvestrant, gamma-hidroxibutirato, gefitinib, gemcitabina, epinefrina, L-Dopa, hidroxiurea, icodextrina,
idarrubicina, ifosfamida, imatinib, irinotecan, itraconazol, goserelina, laronidasa, lansoprazol, letrozol, leucovorina,
levamisol, lisinopril, lovotiroxina sédica, lomustina, mecloretamina, medroxiprogesterona, megestrol, melfalan,
memantina, mercaptopurina, mequinol, bitartrato de metaraminol, metotrexato, metoclopramida, mexiletina,
miglustat, mitomicina, mitotano, mitoxantrona, modafinilo, naloxona, naproxeno, nevirapina, nicotina, nilutamida,
nitazoxanida, nitisinona, noretindrona, octreotida, oxaliplatino, palonosetréon, pamidronato, pemetrexed, pergolida,
pentostatina, pilcamicina, porfimero, prednisona, procarbazina, proclorperazina, ondansetrén, palonosetrén,
oxaliplatino, raltitrexed, rosuvastatina, sirélimus, estreptozocina, pimecrolimus, sertaconazol, tacrélimus, tamoxifeno,
tegaserod, temozolomida, teniposido, testosterona, tetrahidrocanabinol, talidomida, tioguanina, tiotepa, tiotropio,
topiramato, topotecan, treprostinil, tretinoina, valdecoxib, celecoxib, rofecoxib, valrrubicina, vinblastina, vincristina,
vindesina, vinorelbina, voriconazol, dolasetrén, granisetrén, formoterol, fluticasona, leuprolida, midazolam,
alprazolam, amfotericina B, podofilotoxinas, antivirales nucleosidicos, aroil hidrazonas, sumatriptan, eletriptan;
macrolidos tales como eritromicina, oleandomicina, troleandomicina, roxitromicina, claritromicina, davercina,
azitromicina, fluritromicina, diritromicina, josamicina, espiromicina, midecamicina, loratadina, desloratadina,
leucomicina, miocamicina, roquitamicina, andazitromicina, y suinolida A; fluoroquinolonas tales como ciprofloxacina,
ofloxacina, levofloxacina, trovafloxacina, alatrofloxacina, moxifloxicina, norfloxacina, enoxacina, gatifloxacina,
gemifloxacina, grepafloxacina, lomefloxacina, esparfloxacina, temafloxacina, pefloxacina, amifloxacina, fleroxacina,
tosufloxacina, prulifloxacina, irloxacina, pazufloxacina, clinafloxacina, y sitafloxacina; aminoglicésidos tales como
gentamicina, netilmicina, paramecina, tobramicina, amiacina, kanamicina, neomicina, y estreptomicina, vancomicina,
teicoplanina, rampolanina, mideplanina, colistina, daptomicina, gramicidina, colistimetato; polimixinas tales como
polymixina B, capreomicina, bacitracina, penemos; penicilinas including agentes sensibles a la penicilinasa como
penicilina G, penicilina V; agentes resistentes a la penicilinasa como meticilina, oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina,
floxacilina, nafcilina; agentes activos contra microorganismos gram negativos como ampicilina, amoxicilina, y
hetacilina, cilina, y galampicilina; penicilinas antipseudomonales como carbenicilina, ticarcilina, azlocilina,
mezlocilina, y piperacilina; cefalosporinas como cefpodoxima, cefprozil, ceftbuteno, ceftizoxima, ceftriaxona,
cefalotina, cefapirina, cefalexina, cefradrina, cefoxitina, cefamandol, cefazolina, cefaloridina, cefaclor, cefadroxilo,
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cefaloglicina, cefuroxima, ceforanida, cefotaxima, cefatrizina, cefacetrilo, cefepima, cefixima, cefonicida,
cefoperazona, cefotetan, cefmetazol, ceftazidima, loracarbef, y moxalactama, monobactamas como aztreonam; y
carbapenemos tales como imipenemo, meropenemo, y ertapenemo, isetionato de pentamidina, sulfato de albuterol,
lidocaina, sulfato de metaproterenol, dipropionato de beclometasona, aceténido de triamcinolona, aceténido de
budesonida, salmeterol, bromuro de ipratropio, flunisolida, cromolina sddica, y tartrato de ergotamina; taxanos tales
como paclitaxel; SN-38, y tirfostinas.

Las moléculas pequefias preferidas para el acoplamiento a un polimero como se describe en la presente memoria
son aquellas que tienen al menos un grupo amino de origen natural. Las moléculas preferidas tales como estas
incluyen aminohipurato de sodio, anfotericina B, doxorrubicina, acido aminocaproico, acido aminolevulinico, acido
aminosalicilico, bitartrato de metaraminol, pamidronato disédico, daunorrubicina, levotiroxina sddica, lisinopril,
cilastatina sédica, mexiletina, cefalexina, deferoxamina, y amifostina.

Los péptidos o proteinas preferidos para el acoplamiento a un polimero como se describe en la presente memoria
incluyen EPO, IFN-a, IFN-B, IFN consenso, Factor VI, factor VIII con dominio B suprimido, Factor IX, GCSF,
GMCSF, hGH, insulina, FSH, péptidos que tienen actividad GLP-1, desmopresina, amdoxivir y PTH.

Se pretende que los ejemplos de los agentes biolégicamente activos anteriores abarquen, cuando sea aplicable,
analogos, agonistas, antagonistas, inhibidores, isémeros y formas de sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos. Con referencia a péptidos y proteinas, se pretende que la invencion abarque formas sintéticas,
recombinantes, nativas, glicosiladas y no glicosiladas, asi como fragmentos biolégicamente activos de las mismas.
Ademas, se pretende que el término "agente activo" abarque el agente activo antes de la conjugacion, asi como el
"residuo” del agente activo después de la conjugacion.

Un agente farmacoldgicamente activo particularmente preferido es un péptido que tiene actividad agonistica o
antagonica frente al receptor del péptido similar a glucagén (GLP-1). EI GLP-1 y sus derivados agonistas
farmacologicamente activos estimulan la secrecion de insulina por las células beta e inhiben la secrecion de
glucagon in vivo. Tales agonistas para el receptor de GLP-1 son utiles en la regulacion de la produccion de insulina.

Los ejemplos de agentes relacionados con GLP-1 que son adecuados para la unidén covalente incluyen los
siguientes: GLP-1 nativo; exendina-3; exendina-4; exendina-4 (1-30); exendina-4 (1-30) amida; exendina-4 (1-28)
amida; "“Leu ®Phe exendina-4 amida; "“Leu *°Phe exendina-4 (1-28) amida; "‘Leu #Ala *Phe exendina-4 (1-28)
amida, o un derivado farmacolégicamente activo de los mismos. Estos y otros agentes que tienen actividad
agonistica frente al receptor de GLP-1 se describen en el documento W099/07404 e incluyen agentes que tienen
una estructura correspondiente a la formula general Xaa; Xaa; Xaas Gly Thr Xaas Xaas Xaas Xaas Xaas Ser Lys GIn
Xaag Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Xaa1g Xaai1 Xaai2 Xaais Leu Lys Asn Gly Gly Xaa14 Ser Ser Gly Ala Xaais Xaass
Xaaiy Xaass -Z, (SEQ. ID. NO: 1) en donde: Xaa1 es His, Arg o Tyr; Xaa; es Ser, Gly, Ala o Thr; Xaas es Asp o Gluy;
Xaas es Phe, Tyr o naftilalanina; Xaas es Thr r Ser; Xaas es Ser o Thr; Xaar es Asp o Glu; Xaasg es Leu, lle, Val,
pentilglicina o Met; Xaag es Leu, lle, pentilglicina, Val o Met; Xaa1o, es Phe, Tyr o naftilalanina; Xaa1+ es lle, Val, Leu,
pentilglicina, terc-butilglicina o Met; Xaa1» es Glu o Asp; Xaass es Trp, Phe, Tyr, o naftilalanina; Xaa14, Xaais, Xaae y
Xaai7 son independientemente Pro, homoprolina, 3Hyp, 4Hyp, tioprolina, N-alquilglicina, N-alquilpentilglicina o N-
alquilalanina; Xaa1g es Ser, Thr o Tyr; y Z es -OH o -NH..

Otros agonistas de GLP-1 se describen en la Patente de Estados Unidos Num. 6.583.111. Los agonistas
particularmente greferidos descritos en esta referencia inclu%en NH2-His7-AIa-GIu-GIy1O-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp15-Val-
Ser-Ser-Tyr-Leu”-Glu-Gly-Gln-Ala-Ala®-Lys-Glu-Phe-lle-Ala®-Trp-Leu-Val-Lys-Gly**-Arg-Gly*’-OH (SEQ ID NO: 2),
NH.-His’-Ala-Glu-Gly'°-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp '*-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu?’-Glu-Gly-Gln-Ala-Ala®*-Lys-Glu-Phe-lle-Ala®’-
Trp-Leu-Val-Lys-Gly*>-Arg-NH, (SEQ ID NO: 3), y NHy-His'-Val-Glu-Gly'®-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp'®-Val-Ser-Ser-Tyr-
Leu®-Glu-Gly-GIn-Ala-Ala®®-Lys-Glu-Phe-lle-Ala®-Trp-Leu-Val-Lys-Gly**-Arg-Gly*’-OH (SEQ ID NO: 4).

Los ejemplos adicionales de agentes que son adecuados para la uniéon covalente incluyen los descritos en el
documento WO 01/23420. Como se describe en la presente memoria, muchos de los siguientes polipéptidos pueden
fabricarse mediante técnicas sintéticas convencionales basadas en estado soélido (como se describe en Peptide

Synthesis Protocols (1994), volumen 35 de Micheal W. Pennington y Ben M. Dunn) y/o mediante técnicas basadas
recombinacion. Las secuencias particularmente preferidas incluyen:

Polipéptido SEQ. ID. No.:
Ac-HSDAVFTENYTKLRKQNIeAAKKYLNDLKKGGT-NH; 5
Ac-HSDAVFTENYTKLRKQLAAKKYLNDLKKGGT-NH; 6

Ac-HSDAVFTENYTKLRKQLAAKKYLNDLKKGGT 7
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Polipéptido

HSDAVFTENYTKLRKQLAAKKYLNDLKKGGT

Ac-HSDAVFTEN(CH30-Y)TKLRKQNIeAAKKYLNDLKK

HSDAVFTENYTKLRKQLAAKKYLNDLKK
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKK-NH:
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKKGGT
HSDAVFTENYTKLRKQLAAKKYLNDLLNGGT
HSDAVFTDNYTKLRKQLAAKKYLNDILNGGT
HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKKGGT
HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKK-NH:

HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNDLKKGGT

HSDAVFTENYTKLRKQLAAKKYLNDLKKGGTSWCEPGWCR

HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNDIKKGGT
HSDAVFTDNYTRLRKQLAVKKYLNDIKKGGT
HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNSIKKGGT
HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKNGGT
HSDAVFTDNYTRLRKQLAVKKYLNSIKKGGT
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKKGGT
HSDAVFTDNYTRLRKQLAVKKYLNDIKNGGT
HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNSIKNGGT
HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKKGG
HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKKG
HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKK
HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKKQ
HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKKNQ
HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKKKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKK
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKN
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILK

HSDAVFTDNYTELRKQMAVKKYLNSILN
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SEQ. ID. No.:
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

36
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Polipéptido
HSDAVFTDNYTRLREOMAVKKYLNSILN
HSDAVFTDNYTRLRKQLAVKKYLNSILN
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSILN
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNDILN
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKN
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSILK
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKK
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKKKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKKKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSI KKK
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKKKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKKKR
DAVFTDNYTRLRKQ MAVKKYLN SIKKK
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSIKK

HSDAVFTDNYTRLRKQIAAKKYLQTIKK

HSDGIFTESYSRYRKQMAVKKYLAALKKKRYKQRVKNK

HSDAVFTENYTRLRKQMAVKKYLNSLKK-NH;

HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLSAVRHGQT-NH:
HSDGIFTDSYSRYRKOMAVKKYLAAVKQGGT-NH:
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVKKYLAAVRHG-NH;

SWCEPGWCRHSDAVFTENYTKLRKQLAAKKYLNDLKKGGT

HSDAVFTDNYTRLRKOLAAKKYLNDILKGGT

HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDILNGGT

HSDAVFTDNYTRLRKQLAVKKYLNDILKGGT

HSDGIFTDSYSRYRKQLAAKKYLADVKKGGT
HSDGIFTDSYSRYRKQLAAKKYLADVKK

HSDGIFTDSYSRYRKQLAVKKYLAAVKK
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SEQ. ID. No.:
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
57

58

62
63
64
65
66
67

68
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Polipéptido
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVKK
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLNSIKK
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNTIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLNSIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLQSIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNTIKNKRY
HSDAVFTDQYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKRY
HSDAVFTDQYTRLRKQLAAKKYLNTIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAHKYLNSIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKHYLNSIKNKRY
HSDAVFTDQYTRLRKQLAAHKYLNTIKNKRY
HSDAVFTDQYTRLRKOLAAKHYLNTIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSIKKKR
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLNSIKKKR
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLNSIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSIKKKR
HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSIKKK
HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSILKKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSILKKR
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSILKK
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSIKNK
HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSILKKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLOSILKKR
HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSILKK
HSDAVFTDNYTRLRKOVAAKKYLQSILNKRY

HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSILNKR
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SEQ. ID. No.:
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
97

98
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Polipéptido
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSILNK
HSDAVFTDNYTRLRKQMACKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMADKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAEKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAFKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAGKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAHKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAIKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAKKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMALKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAMKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMANKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAPKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAQKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKOMARKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKOMASKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMATKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAWKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAYKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIANKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSICNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIDNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIENKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIFNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIGNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIHNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIINKR

HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIMNKR
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SEQ. ID. No.:
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126

127
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Polipéptido
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSINNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIPNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIQNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIRNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSISNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSITNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIVNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIWNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIYNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNAR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNCR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNDR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNER
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNFR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNGR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNHR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNIR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNLR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNMR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNNR
HSOAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNPR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNQR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNRR
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNSR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNTR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNVR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNWR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNYR

HSDA VFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKA
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SEQ. ID. No.:
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155

156
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Polipéptido
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKD
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKE
HSDA VFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKF
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKG
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKH
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKI
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKK
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNKL
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKM
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKN
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKP
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKQ
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKS
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKT
HSDA VFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKV
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKW

HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKY

HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSIKNKRYSWCEPGWCR

HSDAVFTDDYTRLRKEVAAKKYLESIKDKRY
ESDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH2
HKDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH;
HSKGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH2
HSDKIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH;
HSDGKFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH;
HSDGIKTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH;
HSDGIFKDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH;
HSDGIFTKSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH2
HSDGIFTDKYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH;

HSDGIFTDSKSRYRKOMAVKKYLAAVL-NH;
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SEQ. ID. No.:
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184

185
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Polipéptido
HSDGIFTDSYKRYRKQMAVKKYLAAVL-NH;
HSDGIFTDSYSEYRKQMAVKKYLAAVL-NH;
HSDGIFTDSYSRKRKQMAVKKYLAAVL-NH;
HSDGIFTDSYSRYEKQMAVKKYLAAVL-NH;
HSDGIFTDSYSRYREOMAVKKYLAAVL-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKKMAVKKYLAAVL-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKOKAVKKYLAAVL-NH;
HSDGIFTDSYSRYRKQMKVKKYLAAVL-NH;
HSDGIFTDSYSRYRKQMAKKKYLAAVL-NH;
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVEKYLAAVL-NH;
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKEYLAAVL-NH;
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKKLAAVL-NH;
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYKAAVL-NH>
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLKAVL-NH;
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAKVL-NH;
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAKL-NH:
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVK-NH2
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMAGKKYLNSIKNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMAKKKYLNSIKNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMARKKYLNSIKNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMASKKYLNSIKNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIPNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMAGKKYLNSIPNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMAKKKYLNSIPNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMARKKYLNSIPNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMASKKYLNSIPNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIQNRI

HSDAVFTDNYTRLRKQMAGKKYLNSIQNRI
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SEQ. ID. No.:
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
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Polipéptido SEQ. ID. No.:
HSDAVFTDNYTRLRKQMAKKKYLNSIONRI 334
HSDAVFTDNYTRLRKQMARKKYLNSIQNRI 335
HSDAVFTDNYTRLRKQMASKKYLNSIQNRI 336
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIRNRI 337
HSDAVFTDNYTRLRKQMAGKKYLNSIRNRI 338
HSDAVFTDNYTRLRKQMAKKKYLNSIRNRI 339
HSDAVFTDNYTRLRKQMARKKYLNSIRNRI 340
HSDAVFTDNYTRLRKQMASKKYLNSIRNRI 341

Los ejemplos adicionales de agonistas peptidicos que tienen actividad GLP-1 se describen en la Patente de Estados
Unidos NUm. 6.528.486 e incluyen, por ejemplo, H-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-
Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Ser-(Lys)s-NH2> (SEQ ID
NO: 342), H-Lyse-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-
Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Ser-(Lys)s-NH2 (SEQ ID NO: 343), H-His-Gly-Glu-Gly-
Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-
Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Ser-NH, (SEQ ID NO: 344), H-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-
Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-
Ser-NH; (SEQ ID NO: 345), H-Asn-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-
Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Ser-NH, (SEQ ID NO: 346),
H-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-
Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Ser-(Lys)s-NH2 (SEQ ID NO: 347), H-(Lys)s-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-
Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-
Ser-(Lys)s-NH2 (SEQ ID NO: 348), y H-Asp-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-
GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Ser-(Lys )s-NH2
(SEQ ID NO: 349);

Todas las abreviaturas de aminoacidos utilizan formas convencionales y comunmente aceptadas, como sigue:
Fenilalanina es Phe o F; Leucina es Leu o L; Isoleucina es lle o |I; Metionina es Met o M; Valina es Val o V; Serina es
Ser o S; Prolina es Pro o P; Treonina es Thr o T; Alanina es Ala o A; Tirosina es Tyr o Y; Histidina es His o H;
Glutamina es GIn o g; Asparragina es Asn o N; Lisina es Lys o K; Acido Aspartico es Asp o D; Acido Glutamico es
Glu o E; Cisteina es Cys o C; Triptéfano es Trp o W; Arginina es Arg o R; y Glicina es Gly o G. Los péptidos
acetilados poseen el prefijo "Ac".

La presente invencion también incluye preparaciones farmacéuticas que comprenden un producto conjugado como
el proporcionado en la presente memoria combinado con un excipiente farmacéutico. En general, el propio producto
conjugado estara en forma sdlida (p. €j., un precipitado), que se puede combinar con un excipiente farmacéutico
adecuado que puede estar en forma sélida o liquida.

Los excipientes ilustrativos incluyen aquellos seleccionados del grupo que consiste en carbohidratos, sales
inorganicas, agentes antimicrobianos, antioxidantes, tensioactivos, tampones, acidos, bases y combinaciones de los
mismos.

Como excipiente pueden estar presentes un carbohidrato tal como un azulcar, un azicar derivatizado tal como un
alditol, acido aldénico, un azlcar esterificado y/o un polimero de azicar. Los excipientes de carbohidratos
especificos incluyen, por ejemplo: monosacaridos, tales como fructosa, maltosa, galactosa, glucosa, D-manosa,
sorbosa y similares; disacaridos, tales como lactosa, sacarosa, trehalosa, celobiosa y similares; polisacaridos, tales
como rafinosa, melezitosa, maltodextrinas, dextranos, almidones y similares; y alditoles, tales como manitol, xilitol,
maltitol, lactitol, xilitol, sorbitol (glucitol), piranosil sorbitol, mioinositol y similares.

El excipiente también puede incluir una sal o un tampon inorganico tal como acido citrico, cloruro de sodio, cloruro

de potasio, sulfato de sodio, nitrato de potasio, fosfato de sodio monobasico, fosfato de sodio dibasico y
combinaciones de los mismos.
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La preparacion también puede incluir un agente antimicrobiano para prevenir o impedir el crecimiento microbiano.
Los ejemplos no limitantes de agentes antimicrobianos adecuados para la presente invencion incluyen cloruro de
benzalconio, cloruro de bencetonio, alcohol bencilico, cloruro de cetilpiridinio, clorobutanol, fenol, alcohol feniletilico,
nitrato fenilmercurico, timerosal y combinaciones de los mismos.

También puede estar presente en la preparacion un antioxidante. Los antioxidantes se utilizan para prevenir la
oxidacion, evitando asi el deterioro del producto conjugado u otros componentes de la preparacion. Los
antioxidantes adecuados para su uso en la presente invencion incluyen, por ejemplo, palmitato de ascorbilo,
hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, acido hipofosforoso, monotioglicerol, galato de propilo, bisulfito de
sodio, formaldehido sulfoxilato de sodio, metabisulfito de sodio y combinaciones de los mismos.

Puede estar presente como excipiente un tensioactivo. Los tensioactivos ilustrativos incluyen: polisorbatos, tales
como "Tween 20" y "Tween 80", y plurdnicos tales como F68 y F88 (ambos disponibles de BASF, Mount Olive, New
Jersey); ésteres de sorbitan; lipidos, tales como fosfolipidos tales como lecitina y otras fosfatidilcolinas,
fosfatidiletanolaminas (aunque preferiblemente no en forma liposomal), acidos grasos y ésteres grasos; esteroides,
tales como el colesterol; y agentes quelantes, tales como EDTA, cinc y otros cationes adecuados.

Los acidos o bases pueden estar presentes como excipiente en la preparacion. Los ejemplos de acidos que se
pueden utilizar incluyen aquellos acidos seleccionados del grupo que consiste en acido clorhidrico, acido acético,
acido fosférico, acido citrico, acido malico, acido lactico, acido formico, acido tricloroacético, acido nitrico, acido
percldrico, acido fosférico, acido sulfurico, acido fumarico, y combinaciones de los mismos. Los ejemplos de bases
adecuadas incluyen bases seleccionadas del grupo que consiste en hidréxido de sodio, acetato de sodio, hidréxido
de amonio, hidroxido de potasio, acetato de amonio, acetato de potasio, fosfato de sodio, fosfato de potasio, citrato
de sodio, formiato de sodio, sulfato de sodio, sulfato de potasio, fumarato de potasio, y combinaciones de los
mismos.

Las preparaciones farmacéuticas abarcan todo tipo de formulaciones y, en particular, aquellas que son adecuadas
para su inyeccion, p. €j., polvos que pueden reconstituirse, asi como suspensiones y soluciones. La cantidad de
producto conjugado (es decir, el producto conjugado formado entre el agente activo y el polimero descrito en la
presente memoria) en la composicion variara dependiendo de una serie de factores, pero sera una dosis
terapéuticamente eficaz cuando la composicion se almacene en un recipiente de dosis unitaria (p. €j., un vial).
Ademas, la preparacion farmacéutica se puede alojar en una jeringa. Una dosis terapéuticamente eficaz se puede
determinar experimentalmente mediante la administracion repetida de cantidades crecientes del producto conjugado
para determinar qué cantidad produce un criterio de valoracién clinicamente deseado.

La cantidad de cualquier excipiente individual en la composicion variara dependiendo de la actividad del excipiente y
las necesidades concretas de la composicion. Por lo general, la cantidad 6ptima de cualquier excipiente individual se
determina a través de la experimentacion rutinaria, es decir, preparando composiciones que contienen cantidades
variables del excipiente (que oscilan de bajas a altas), examinando la estabilidad y otros parametros, y a
continuacion determinando el intervalo en el que se logra el rendimiento 6ptimo sin efectos adversos significativos.

En general, sin embargo, el excipiente estara presente en la composicion en una cantidad de aproximadamente 1%
a aproximadamente 99% en peso, preferiblemente de aproximadamente 5% a 98% en peso, mas preferiblemente de
aproximadamente 15-95% en peso del excipiente, siendo preferidas concentraciones menores que 30% en peso.

Estos excipientes farmacéuticos anteriores junto con otros excipientes se describen en "Remington: The Science &
Practice of Pharmacy ", 192 edicion, Williams & Williams, (1995), la "Physician's Desk Reference", 522 ed., Medical
Economics, Montvale, NJ (1998), y Kibbe, A.H., Handbook of Pharmaceutical Excipients, 3% edicion, American
Pharmaceutical Association, Washington, D.C., 2000.

Las preparaciones farmacéuticas de la presente invencién se administran tipicamente, aunque no necesariamente,
mediante inyeccion y, por lo tanto, son generalmente soluciones o suspensiones liquidas inmediatamente antes de
la administracion. La preparacion farmacéutica también puede adoptar otras formas tales como jarabes, cremas,
pomadas, comprimidos, polvos y similares. También se incluyen otros modos de administracion, tales como
pulmonar, rectal, transdérmico, transmucoso, oral, intratecal, subcutaneo, intraarterial, etc.

Como se describio previamente, los productos conjugados se pueden administrar inyectados parenteralmente por
inyeccion intravenosa, o menos preferiblemente por inyeccion intramuscular o subcutanea. Los tipos de formulacion
adecuados para administracion parenteral incluyen soluciones listas para su inyeccién, polvos secos para
combinacién con un disolvente antes de su uso, suspensiones listas para su inyeccién, composiciones secas
insolubles para combinacion con un vehiculo antes de su uso, y emulsiones y productos concentrados liquidos para
su dilucién antes de la administracion, entre otros.

En la presente memoria también se describe un método para administrar un producto conjugado como se
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proporciona en la presente memoria a un paciente que padece una afeccién que responde al tratamiento con el
producto conjugado. El método comprende administrar, generalmente mediante inyecciéon, una cantidad
terapéuticamente eficaz del producto conjugado (preferiblemente proporcionado como parte de una preparacion
farmacéutica). El método de administracion se puede utilizar para tratar cualquier afeccion que pueda remediarse o
prevenirse mediante la administracion del producto conjugado concreto. Los expertos en la técnica apreciaran qué
afecciones puede tratar eficazmente un producto conjugado especifico. La dosis real que se administrara dependera
de la edad, el peso y el estado general del sujeto, asi como de la gravedad de la afecciéon que se esté tratando, el
criterio del profesional de la salud y la administracion del producto conjugado. Los expertos en la técnica conocen
cantidades terapéuticamente eficaces y/o se describen en los textos de referencia pertinentes y en la bibliografia. En
general, una cantidad terapéuticamente eficaz oscilara entre aproximadamente 0,001 mg y 100 mg, preferiblemente
en dosis de 0,01 mg/dia a 75 mg/dia, y mas preferiblemente en dosis de 0,10 mg/dia a 50 mg/dia.

La dosis unitaria de cualquier producto conjugado dado (una vez mas, preferiblemente proporcionado como parte de
una preparacion farmacéutica) se puede administrar en una variedad de programas de dosificacion segun el criterio
del facultativo, las necesidades del paciente, etc. El programa de dosificacion especifico sera conocido por los
expertos en la técnica o se puede determinar experimentalmente utilizando métodos de rutina. Los programas de
dosis ilustrativos incluyen la administracion cinco veces al dia, cuatro veces al dia, tres veces al dia, dos veces al
dia, una vez al dia, tres veces a la semana, dos veces a la semana, una vez a la semana, dos veces al mes, una vez
al mes, y cualquier combinacion de las mismas. Una vez que se ha alcanzado el criterio de valoracion clinico, se
detiene la dosificacion de la composicion.

Una ventaja de la administracion de los productos conjugados de la presente invencion es que las porciones de
polimero solubles en agua se pueden escindir. Este resultado es ventajoso cuando el aclaramiento del organismo es
potencialmente un problema debido al tamafio del polimero. De manera 6ptima, la escisién de cada porciéon de
polimero soluble en agua se facilita mediante el uso de enlaces fisioldgicamente escindibles y/o enzimaticamente
degradables, tales como enlaces que contienen uretano, amida, carbonato o éster. De esta manera, el aclaramiento
del producto conjugado (a través de la escision de porciones individuales de polimero solubles en agua) se puede
modular seleccionando el tamafio molecular del polimero y el tipo de grupo funcional que proporcionaria las
propiedades deseadas de aclaramiento. Un experto en la técnica puede determinar el tamafio molecular apropiado
del polimero asi como el grupo funcional escindible. Por ejemplo, un experto en la técnica, utilizando
experimentacion rutinaria, puede determinar un tamafio molecular apropiado y un grupo funcional escindible,
preparando primero una variedad de derivados poliméricos con diferentes pesos de polimeros y grupos funcionales
escindibles, y obteniendo a continuacion el perfil de aclaramiento (p. €j., a través de muestras periddicas de sangre u
orina) administrando el derivado de polimero a un paciente y tomando muestras periédicas de sangre y/o orina. Una
vez que se ha obtenido una serie de perfiles de aclaramiento para cada producto conjugado probado, se puede
identificar un producto conjugado adecuado.

Seccioén experimental

La practica de la invencion emplearan, a menos que se indique lo contrario, mecanismos convencionales de sintesis
organica y similares, que estan dentro de los conocimientos de la técnica. Tales mecanismos estan completamente
explicadas en la bibliografia. Véase, por ejemplo, J. March, Advanced Organic Chemistry: Reactions Mechanisms
and Structure, 42 ed. (Nueva York: Wiley-Interscience, 1992), mas arriba.

En los siguientes ejemplos, se han realizado esfuerzos para garantizar la precisiéon con respecto a los numeros
utilizados (p. €j., cantidades, temperaturas, etc.) pero se deben tener en cuenta algunos errores y desviaciones
experimentales. A menos que se indique lo contrario, la temperatura esta en grados C y la presion esta en o cerca
de la presion atmosférica al nivel del mar. Todos los reactivos se obtuvieron comercialmente a menos que se indique
lo contrario. Las siguientes abreviaturas se utilizan en la presente memoria y en otras partes de la memoria
descriptiva.

Ejemplo 1
Preparacion de una molécula precursora basada en glicerol

HO o)

e~
HO o—
un molécula precursora basada en glicerol (Compuesto 8-02)

Una solucion de cis-1,3-O-bencilidenglicerol (7,2 g, 0,040 moles) (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO) en
tolueno (100 ml) se secod azetrépicamente mediante destilacion del tolueno. EI compuesto seco se disolvio en

tolueno anhidro (100 ml) y se afiadieron una solucién 1,0 M de terc-butéxido de potasio en terc-butanol (60 ml, 0,060
moles) y 1-(3-bromopropil)-4-metil-2,6,7-trioxabiciclo[2,2,2]octano (14,0 g, 0,0558 moles) y la mezcla se agitd
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durante la noche a 100°C en atmodsfera de argéon. La mezcla se filtré y el disolvente se eliminé por destilacion a
presién reducida proporcionando 15,7 g de producto sélido (Compuesto 5-02). RMN (de-DMSQO): 0,74 ppm (s, 3H),
1,61 ppm (m, 4H), 1,88 ppm (m, 2H), 3,44 ppm (t, 2H), 3,81 ppm (s, 6H), 4,05 ppm (m, 4H), 5,55 ppm (s, 1H), 7,37
ppm (m, 5H).

Esquematicamente, la reaccion se representa de la siguiente manera:

cis-1,3-O-Benciliden- 1-(3- bromoprop|I )-4-metil- Compuesto 5-02
glicerol 2,6, 7-trioxabiciclo[2,2,2]octano

Hidrdlisis de 5-02. El compuesto 5-02 (15,0 g) se disolvié en una mezcla de acetonitrilo (150 ml) y agua destilada (35
ml). A continuacién, se afiadié una solucion al 10% de HsPO4 para ajustar el pH a 4,5. La mezcla se agit6 durante 1
hora a pH = 4,5. Se afiadié NaCl (2 g) y el pH se ajusto a 7,5. El producto se extrajo con CH,Cl, (600 y 150 ml).

El extracto se seco (MgSO.) y el disolvente se elimind por destilacion a presion reducida para proporcionar un
producto solido (Compuesto 6-02). Se determiné que el rendimiento era de 14,2 g. RMN (dg-DMSO): 0,78 ppm (s,
3H), 1,79 ppm (m, 2H), 2,41 ppm (t, 2H), 3,25 ppm (m, 6H), 3,49 ppm (t, 2H), 4,05 ppm (m, 4H), 4,48 ppm (t, 3H),
5,56 ppm (s, 1H), 7,37 ppm (m, 5H).

Esquematicamente, la reaccion se representa de la siguiente manera:

OH
: OH
o 0 fe)
O~ }W\Aﬁ = O AN
o c::) o
Compuesto 5-02 Compuesto 6-02

El compuesto 6-02 (14,2 g) se disolvid en una mezcla de acetonitrilo (80 ml) y agua destilada (80 ml). A
continuacion, se afiadioé una solucion al 6% de NaOH para ajustar el pH a 12,5. La solucién se agité durante 5,5
horas a un pH comprendido entre 12,3 y 12,8, que se mantuvo mediante adiciones periddicas de una solucién al 6%
de NaOH. Se afadié NaCl (5 g) y el pH se ajusté a 7,5 con H3PO4 al 5%. Las impurezas no acidas se extrajeron con
CH.CI; (dos tratamientos, un primero con 300 ml y un segundo con 200 ml). El pH de la solucién se ajust6é a 3 con
H3POs y el producto se extrajo con CHCl, (dos tratamientos, un primero con 200 ml y un segundo con 100 ml).

El extracto se seco (MgSOQ.) y el disolvente se elimind por destilacion a presion reducida. El producto resultante
(Compuesto 7-02) tuvo un rendimiento de 8,7 g. RMN (dg-DMSO): 1,76 ppm (m, 2H), 2,31 ppm (t, 2H), 3,46 ppm (4,
2H), 4,05 ppm (m, 4H), 5,56 ppm (s, 1H), 7,37 ppm (m, 5H).

Esquematicamente, la reaccion se representa de la siguiente manera:

OO =0-0mAA

Compuesto 6-02 Compuesto 7-02

El compuesto 7-02 (8,0 g) se disolvié en metanol anhidro (120 ml) y, después de la disolucion, se afiadié H.SO4 (1,6
ml). La solucién se agité durante 4 horas a temperatura ambiente. Se afiadi6 NaHCO3 (solucion al 8%) para ajustar
el pH de la mezcla a 7,5. El producto se extrajo con CH.Cl; (Dos tratamientos, cada uno utilizando 100 ml).

El extracto se secd (MgSOs) y los compuestos volatiles se eliminaron por destilacién a presion reducida (0,05 mm
Hg) a 60°C. El producto resultante (Compuesto 8-02) tuvo un rendimiento de 4,8 g. RMN (ds-DMSO): 1,72 ppm (m,
2H), 2,37 ppm (t, 2H), 3,20 ppm (m, 1H), 3,42 ppm (bm, 4H), 3,49 ppm (t, 2H), 3,59 ppm (s, 3H), 4,46 ppm (t, 2H).
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Esquematicamente, la reaccion se representa de la siguiente manera:

0
P CHOH,HS0, ° 0
Q OM
O_—-
X oH HO

Compuesto 7-02 Compuesto 8-02
Ejemplo 2

Preparacion de "mPEG2ok-Acido Butanoico, Ester de N-Hidroxisuccinimida"

M

H o
mPEG( 20K) N_C_O_CH2

o
I

H
m PEG( ZOK)_N—C—O—CHQ

(en donde mPEGz« designa un PEG que tiene un peso molecular de 20.000 Daltons)
"mPEG2 40k)-Acido Butanoico, Ester de N-Hidroxisuccinimida"

Activacion de los grupos hidroxilo en la molécula precursora. El Compuesto 8-02 (2,0 g, 0,0208 equivalentes) se
disolvio en acetonitrilo anhidro (50 ml) y se afiadié piridina anhidra (2,2 ml, 0,272 moles) y carbonato de N,N-
disuccinimidilo (5,86 g, 0,0229 mol, DSC). La solucién se agité durante la noche a temperatura ambiente bajo
atmosfera de argon. A continuacion, la mezcla se filtré y el disolvente se elimind por destilacion. El producto crudo se
disolvié en CH2Cl> (50 ml) y se lavé con una solucion de HsPOj4 al 5%. A continuacion la solucion se seco (MgSOa), y
el disolvente se elimind por destilacion. El producto resultante (Compuesto 9-02) tuvo un rendimiento de 2,8 g. RMN
(de-DMSO): 1,76 ppm (m, 2H), 2,35 ppm (t, 2H), 2,82 ppm (s, 8H), 3,56 ppm (t, 2H), 3,58 ppm (s, 3H), 3,96 ppm (m,
1H), 4,37 ppm (m, 2H), 4,52 ppm (m, 2H).

Esquematicamente, la reaccion se representa de la siguiente manera:

o}
N—-O—g -0
HO o DSC, Piridina l::
}OM \/\/k
HO o— .

—O Cc—-0

O

Compuesto 8-02 Compuesto 9-02

Acoplamiento del precursor activado con un polimero soluble en agua que contiene amina. A una mezcla de
mPEG 20x)-amina (11g, 0,00055 moles) (Nektar Therapeutics, Huntsville, AL), acetonitrilo (70 ml) y trietilamina (0,15
ml), se le ahadié el compuesto 9-02 (0,119 g, 0,00050 equivalentes). La mezcla se agité6 durante 3 horas a
temperatura ambiente bajo atmoésfera de argén. A continuacion, el disolvente se elimind por destilacién a presion
reducida.

Esquematicamente, la reaccion se representa de la siguiente manera:
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Q
Il
N—O0—C—0
0]
(0] O\/\)K
0 O
It
N—0—C—0 o
|

Compuesto 9-02 M
p - / /S

— o
mPEGpox, —NH2 g
M PEG g0 y—N—C—0—CH,

Compuesto 10-2

Etapa de desprotecciéon y purificacién cromatografica de PEG2uo0k-acido butanoico. EI Compuesto 10-2
(denominado aqui PEG24ok)-acido butanoico, éster metilico) obtenido se disolvié en 150 ml de agua destilada y el
pH de la solucién se ajusté a 12,2 con una solucion de NaOH al 5%. La solucion se agit6 durante 1,5 horas a un pH
en un intervalo de 12,0-12,2. A continuacion, se afiadié NaCl (10 g) y el pH se ajusté a 2,5 con una solucién de
H3PO4 al 5%. El producto fue extraido mediante un tratamiento con CH.Cl,. El extracto se secd (MgSO.), y el
disolvente se elimind por destilacion a presion reducida proporcionando 9 g de producto sélido. Cromatografia de
intercambio iénico: PEG2uok)-acido butanoico 85%, mPEG@okjamina 10%. El producto se purific6 mediante
cromatografia de intercambio i6nico como se describe en la Patente de Estados Unidos Num. 5.932.462
proporcionando producto 100% puro. RMN (de-DMSO): 1,72 ppm (q, 2H), 2,24 ppm (i, 2H), 3,24 ppm (s, 6H), 3,51
ppm (s, cadena principal de PEG), 3,99 ppm (m, 4H), 7,19 ppm (t, 2H).

Esquematicamente, la reaccion se representa de la siguiente manera:

H I
m PEG( yx) N—C—O—CH2 hidrelisis con ™ PEG(20K)™ K—c-o- CHz
alcali /
/ e
|| H ||
m PEG( ZOK)_N_C_O_CHQ m PEG(ZOK )_N_C o- CH2
mPEG20x-Acido Butanoico, Ester Metilico mPEG2u0x-Acido Butanoico

El mMPEG20ky-acido butanoico se puede utilizar como un reactivo polimérico para reacciones que forman productos
conjugados de polimero-agente activo. Ademas, el mMPEG2uoky-acido butanoico puede hacerse reaccionar
adicionalmente para proporcionar reactivos poliméricos que tienen grupos funcionales distintos de un acido
carboxilico. Por ejemplo, la preparacion del correspondiente éster N-hidroxisuccinimida de MPEG2ok)-acido
butanoico, asi como los derivados aldehido, maleimida y tiol se describen a continuacion.

Preparacion de mPEG240x-Acido butanoico. Ester N-Hidroxisuccinimida

Hol :
m PEG( 20x)—N—C—O—CH, 0O Q
OM N
e o ;___I

H
m PEG( ZOK)_N_C_O—CHZ

Se disolvio mPEG240k)-acido butanoico (9,0 g, 0,000225 moles) (preparado como se ha descrito anteriormente) en
diclorometano anhidro (70 ml) y se afadieron N-hidroxisuccinimida (0,0285 g, 0,000248 moles) y 1,3-
diciclocarbodiimida (0,0510 g, 0,000247 moles). La mezcla se agitdé durante la noche a temperatura ambiente bajo
atmosfera de argon. A continuacion, parte del disolvente se elimind por destilacion a presion reducida y el producto
se precipitdé con alcohol isopropilico a temperatura ambiente y se secé a vacio proporcionando 8,6 g de polvo
blanco. RMN (ds-DMSO): 1,81 ppm (q, 2H) 2,70 ppm (t, 2H), 2,81 ppm (s, 4H), 3,24 ppm (s, 6H), 3,51 ppm (s,
cadena principal de PEG), 3,99 ppm (m, 4H), 7,22 ppm (t, 2H).

Ejemplo 3
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Preparacion de un "mPEG2 4ok)-Butiraldehido
Preparacion de mono-butiraldehido de tetra(etilenglicol), dietilacetal
HO-(CH2CH20)4CH3(CH2)>-Cn (OCH2CHy)2

Una mezcla de tetra(etilenglicol) (97.1 g, 0.500 moles) y tolueno (200 ml) se sec6é azeotrépicamente mediante
destilaciéon del tolueno a presion reducida (evaporador rotativo). El tetra(etilenglicol) seco se disolvié en tolueno
anhidro (180 ml) y se afiadieron una solucién 1,0 M de terc-butéxido de potasio en terc-butanol (120,0 ml, 0,120
moles) y dietil acetal de 4-clorobutiraldehido (18,1 g, 0,100 moles) (Alfa Aesar, Ward Hill, MA). La mezcla se agit6 a
95-100°C durante la noche bajo una atmosfera de argon. Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla se
filtrd y los disolventes se eliminaron por destilacion a presion reducida. El producto bruto se disolvio en 1000 ml de
agua desionizada y la solucioén resultante se filtiré a través de carbén activo. Se afiadié cloruro de sodio (100 g) vy el
producto se extrajo con diclorometano (250, 200 y 150 ml). El extracto se secé (sobre MgSO,) y el disolvente se
elimind por destilaciéon a presion reducida (por evaporacion rotativa).

El producto bruto se disolvié en 300 ml de tampodn fosfato al 10% (pH = 7,5) y las impurezas se extrajeron con
acetato de etilo (2 x 50 ml). El producto resultante se extrajo con diclorometano (200, 150 y 100 ml). El extracto se
secO (sobre MgSO.) y el disolvente se elimind por destilacion a presidon reducida (por evaporacion rotativa).
Rendimiento: 20,3 g. RMN (ds-DMSO): 1,10 ppm (t, CH3-C-) 1,51 ppm (m, C-CH2-CHz-), 3,49 ppm (bm,
-OCH2CH20-), 4,46 ppm (t, -CH, acetal), 4,58 ppm (t, -OH). Pureza: ~100% (no hay signos de sustancias de partida
sin reaccionar).

Preparacion de tetra (etilenglicol)-a-mesilato-w-butiraldehido, dietilacetal
CH3-S0),-0-(CH2CH20)4CH,(CH,),-CH (OCH2CHy)>

Una mezcla de mono-butiraldehido de tetra(etilenglicol), dietilacetal (12,5 g, 0,037 moles) y tolueno (120 ml) se secé
azeotropicamente mediante destilacion del tolueno a presion reducida (evaporador rotatorio). El monobutiraldehido
de tetra(etilenglicol), dietilacetal, seco se disolvié en tolueno anhidro (100 ml). A la solucién se le afiadieron 20 ml de
diclorometano anhidro y 5,7 ml de ftrietilamina (0,041 moles). A continuacion se afadieron gota a gota 4,5 g de
cloruro de metanosulfonilo (0,039 moles). La solucién se agité a temperatura ambiente bajo una atmoésfera de
nitrégeno durante la noche. A continuacion se afiadié carbonato de sodio (5 g), la mezcla se agité durante una hora.
La solucion se filtro y los disolventes se eliminaron por destilacion a presion reducida (evaporador rotativo). RMN (de-
DMSO): 1,10 ppm (t, CH3-C-) 1,51 ppm (m, C-CH,-CH>-), 3,17 ppm (s, CHs- metanosulfonato), 3,49 ppm (bm, -
OCH2CH20-), 4,30 ppm (m, -CH2- metanosulfonato), 4,46 ppm (t, -CH, acetal). Pureza: -100%.

Tetra(etilenglicol)-a-amino-w-butiraldehido, dietilacetal
H2N-(CH2CH20)4CH3(CH>)2-CH (OCH2CH>)»

Una mezcla de tetra(etilenglicol)-a-mesilato-but-butiraldehido, dietilacetal (14,0 g), hidroxido de amonio concentrado
(650 ml) y alcohol etilico (60 ml) se agité durante 42 horas a temperatura ambiente. A continuacion, todas las
sustancias volatiles se eliminaron por destilacién a presién reducida. El producto bruto se disolvié en 150 ml de agua
desionizada y el pH de la solucion se ajustd a 12 con NaOH 1,0 M. El producto se extrajo con diclorometano (3 x 100
ml). El extracto se seco (MgSOQ.) y el disolvente se elimind por destilacion a presion reducida (evaporador rotativo).
Rendimiento 10,6 g. RMN (D20): 1,09 ppm (t, CH3-C-) 1,56 ppm (m, C-CH2-CH>-), 2,69 ppm (t, CH2-N), 3,56 ppm
(bm, -OCH>CH0-), 4,56 ppm (t, -CH, acetal). Pureza: ~100%.

MPEG2 ramificado (40,3 KDa)-butiraldehido, dietilacetal

0
Hol
m PEG( 20k)—N—C-0-CHp o

AV
| NH-(CH,CH,0),-CH,CH,CH,-CH(OCH,CHjs),

Ho
m PEG 20k )_N""C"O'CHZ

A una solucion de mPEG2ok)-acido butanoico, éster de N-hidroxisuccinimida (Ejemplo 2) (5,0 g, 0,000125 moles)
en cloruro de metileno (100 ml), se le afiadieron tetra(etilenglicol)-a-amino-w-butiraldehido, dietilacetal (0,050 g,
0,000148 moles) trietilamina (0,035 ml) y la mezcla de reaccién se agité durante la noche a temperatura ambiente
bajo una atmosfera de argon. El disolvente se evapord hasta sequedad utilizando un evaporador rotativo. El
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producto bruto se disolvié en cloruro de metileno y se precipitd con alcohol isopropilico. El producto himedo se seco
a presion reducida. Rendimiento de 4,8 g. RMN (dg-DMSO): 1,10 ppm (t, 6H), 1,51 ppm (m, 4H), 1,67 ppm (m, 2H),
2,12 ppm (t, 2H), 3,12 ppm (q, 4H), 3,24 ppm (s, 3H), 3,51 ppm (s, cadena principal de PEG), 3,99 ppm (m, 4H), 4,46
ppm (t, 1H, acetal), 7,22 ppm (t, 2H), 7,82 ppm (t, 1H). Sustitucién: ~100%.

MPEG2 ramificado(40,3 KDa)-butiraldehido

H I
m PEG( 20ky—N—C—-0-CH, o

| o |
S
o HC M (I?
| NH-(CH,CH,0),-CH,CH,CH,-C-H

H
m PEG( 20K )—N_C‘O'CHg

El PEG2 ramificado (40,3 KDa)-butiraldehido, dietilacetal (4,8 g) se disolvié en 100 ml de agua y el pH de la solucion
se ajusto a 3 con acido fosforico diluido. La solucién se agité durante 3 horas a temperatura ambiente, seguido de la
adicion de hidroxido de sodio 0,5 M suficiente para ajustar el pH de la solucidon a aproximadamente 7. El producto
(mPEG2 ramificado (40,3 KDa)-butiraldehido) se extrajo con cloruro de metileno, y el extracto se seco con sulfato de
magnesio anhidro. El disolvente se elimind por destilaciéon a presién reducida. Rendimiento 4,2 g. RMN (dg-DMSO):
1,67 ppm (m, 2H), 1,76 ppm (p, -CH>-CH>-CHO-, 2H), 2,11 ppm (t, 2H), 2,44 ppm (dt, -CH; -CHO), 3,24 ppm (s, -
OCHs, 6H), 3,51 ppm (s, cadena principal de PEG), 3,99 ppm (m, 4H), 7,24 ppm (t, 2H), 7,83 ppm (t, 1H), 9,66 ppm
(t, -CHO). Sustitucion: ~100%.

Ejemplo 4
Preparacion de "mPEG24ok)-Maleimida "
0O
A ol
m PEG( 20ky—N—C-0-CH
0 O:

HC/ NH-(CH,CH,)NH E CH,CH,-N I
H I 2112 211 ;
m PEG( ZOK)—N—C_O‘CHg o

A una solucion de mPEG2ok)-acido butanoico, éster de N-hidroxisuccinimida (Ejemplo 2) (5,0 g, 0,000125 moles)
en acetonitrilo anhidro (100 ml), se le afadieron N-(3-maleimidopropionamido)etilendiamida en forma de sal de acido
trifluoroacético (0,042 g, 0,000129 moles) y trietilamina (0,050 ml) y la mezcla de reaccion se agité durante la noche
a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de argoén. El disolvente se evapord hasta sequedad utilizando un
evaporador rotativo. El producto bruto se disolvié en una pequefia cantidad de cloruro de metileno y se precipité con
alcohol isopropilico. El producto humedo se secé a presion reducida. Rendimiento de 4,7 g. RMN (de-DMSO): 1,69
ppm (m, 2H), 2,09 ppm (i, 2H) 2,31 ppm (t, 2H), 3,03 ppm (q, 4H), 3,12 ppm (q, 4H), 3,24 ppm (s, 6H), 3,51 ppm (s,
cadena principal de PEG), 3,99 ppm (m, 4H), 7,00 ppm (s, 2H, maleimida), 7,21 ppm (t, 2H), 7,75 ppm (t, 1H), 7,96
ppm (t, 1H).

Ejemplo 5
Preparacion de un "mPEG2 4ok)-Tiol

o)

H |
m PEG( 20k)—N—C~0-CHj o

| o
y ﬁ | N-CH,CH,-SH
m PEG( ZOK)—N—C—O'CHQ
A una solucion de mPEG2ok)-acido butanoico, éster de N-hidroxisuccinimida (Ejemplo 2) (5,0 g, 0,000125 moles)

en cloruro de metileno (50 ml), se le afiadieron dihidrocloruro de cistamina (0,0142 g, 0,000126 equivalentes) y
trietilamina (0,040 ml) y la mezcla de reaccion se agitd. Durante la noche a temperatura ambiente bajo una
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atmodsfera de argon. A continuacion se afadieron ditiotreitol (0.054 g, 0.000350 moles) y trietilamina (0.25 ml) y la
mezcla se agitdé durante 3 horas a temperatura ambiente bajo una atmosfera de argon. El disolvente se evapord
hasta sequedad utilizando un evaporador rotativo. El producto bruto se disolvié en una pequefia cantidad de cloruro
de metileno y se precipité con alcohol isopropilico. El producto himedo se seco a presion reducida. Rendimiento de
4,8 g. RMN (CDCls): 1,68 ppm (m, -SH, 1H), 1,35 ppm (t, 2H), 2,65 ppm (g, -CH>SH, 2H), 3,15 ppm (q, 6H), 3,36
ppm (s, 6H), 3,65 ppm (s, cadena principal de PEG), 4,15 ppm (m, 4H). Sustitucion: -100%.

Ejemplo 6
Preparacion de un "mPEG3sok)-Acido Butanoico, Ester de N-Hidroxisuccinimida" con adaptador de Pentaeritritol

Preparacion del Compuesto 1.04

O
O
HO—~(CHyCH20)—CHa Br. CHs

("3'2 Hy . (@]
HO-(CHaCHoO)m —~C—C—0(CHzCH30),-OH >

HO—(CHzCH50)—CHa

HO=(CH2CH20)m—CHs

Ho O
_—C)\ He Jo
HO-(CH,CHo0)7m C—C—0O(CHaCH50),(CH2)3C, CHj

\

HO—(CH,CH,0)y—CHp

hidrélisis

Ho_(CHchQO)m_CHg
Ho
/C\ Ho 1]
HO'(CHchzo)m C_C_O(CHZCHQO)n(CHz)acOH

HO_(CHQCHZO)m_CHg

'Compuesto 1-04

Una mezcla de etoxilato de pentaeritritol (15/4 OE/OH, Mn = 797, Sigma-Aldrich) (100 g, 0,125 moles) y tolueno (200
ml) se secd azeotropicamente mediante destilacion del tolueno a presion reducida. El etoxilato de pentaeritritol seco
se disolvié en tolueno anhidro (150 ml) y se afiadieron una solucién 1,0 M de terc-butéxido de potasio en terc-
butanol (30 ml, 0,03 moles) y 1-(3-bromopropil)-4-metil-2,6,7-trioxabiciclo[2,2,2]octano (6,3 g, 0,025 moles). A
continuacion, la mezcla se agité a 80 - 85°C durante la noche bajo una atmdsfera de argén. Después de enfriar a
temperatura ambiente, la mezcla se filtr6 y los disolventes se eliminaron mediante destilacion a presion reducida. El
producto crudo se disolvié en 800 ml de agua desionizada. El pH de la solucién se ajusté a 2 con acido fosfdrico al
5% y la solucidn se agitdé durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, el pH se reajusté a 12 con
hidréxido de sodio 1 M y la solucidn se agité durante 2 horas manteniendo el pH a 12 mediante la adicién periddica
de hidroxido de sodio 1M. Se afiadié cloruro de sodio (40 g) y el etoxilato de pentaeritritol que no habia reaccionado
se extrajo con diclorometano. A continuacion, el pH se ajustd a 3 con acido fosférico al 5% y el producto se extrajo
con diclorometano. El extracto se secd con sulfato de magnesio anhidro y el disolvente se elimind por destilacion a
presién reducida. Rendimiento 15 g. RMN (ds-DMSO): 1,72 ppm (q, 2H) 2,24 ppm (i, 2H), 3,51 ppm (s, 60H), 4,57
ppm (t, 3H).
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Preparacion del compuesto 2-04

HO_(CHQCHzo)m_CHz
Ho
/C\ H2 "
HO'(CHQCHgO)m C_C—O(CHchQO)n(CH2)3COCH3

HO~(CH>CH20)—CHa,
Compuesto 2-04

El compuesto 1-04 (15 g, 0,017 moles) se disolvi6 en metanol anhidro (300 ml) y se afadié acido sulfdrico
concentrado (4 ml). La solucién se agité durante 4 horas a temperatura ambiente. Se afiadi6 NaHCOs (solucion al
8%) para ajustar el pH de la mezcla a 7,5. El producto se extrajo con CH2Cl. El extracto se sec6 (MgSOs) y los
compuestos volatiles se eliminaron por destilacion a presion reducida. Rendimiento de 13,5 g. RMN (dg-DMSO): 1,72
ppm (q, 2H) 2,37 ppm (t, 2H), 3,51 ppm (s, 60H), 4,57 ppm (t, 3H).

Preparacion del compuesto 3-04

SC-O-(CH2CH0)m-CHz
Hyp
—C< Ho il
SC-O-(CH2CH20)7 C—C—0(CHaCH20),,(CHo)3sCOCHs

SC'O'(CHQCHQO)m"CHz

Compuesto 3-04

El Compuesto 2-04 (13,5 g, 0,0444 equivalentes) se disolvié en acetonitrilo anhidro (100 ml) y se afiadieron piridina
anhidra (4,4 ml, 0,544 moles) y carbonato de N,N-disuccinimidilo (12,40 g, 0,0484 moles). La solucién se agitd
durante la noche a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de argén. A continuacion, la mezcla se filtro y el
disolvente se elimind por destilacion. El producto bruto se disolvio en CH2Cl, (200 ml) y se lavé con una solucion de
H3PO4 al 5%. La solucion se seco a continuacion (MgSOQa), y el disolvente se elimind por destilacion. Rendimiento
16,5 g. RMN (de-DMSO): 1,72 ppm (m, 2H), 2,37 ppm (i, 2H), 2,82 ppm (s, 12H), 3,50 ppm (s, 48H), 3,70 ppm (m,
6H), 4,45 (m, 6H) .

Preparacion del compuesto 4-04, (PEG3sok)-acido butanoico, éster metilico). A una mezcla de mPEGok-amina (15
g, 0,00075 moles) (Nektar Therapeutics, Huntsville, AL), acetonitrilo (70 ml) y trietilamina (0,15 ml), se le afiadio el
compuesto 3-04 (0,259 g, 0,00060 equivalentes). La mezcla se agitd durante tres horas a temperatura ambiente bajo
atmosfera de argon. A continuacion, el disolvente se elimind por destilacion a presion reducida.

Etapa de desproteccioén y purificacion cromatografica de un PEG3. sok)-acido butanoico. EI Compuesto 4-04 (referido
en la presente memoria como "PEG3sok)-acido butanoico, éster metilico se disolvié en 150 ml de agua destilada y el
pH de la solucién se ajusté a 12,2 con una solucion de NaOH al 5%. La solucion se agit6 durante 1,5 horas a un pH
en un intervalo de 12,0-12,2. A continuacion, se afiadié NaCl (10 g) y el pH se ajusté a 2,5 con una solucién de
H3PO4 al 5%. El producto se extrajo mediante un tratamiento con CH2Cl, . El extracto se secd (MgSO.), y el
disolvente se eliminé por destilacion a presion reducida, proporcionando 13,8 g de producto solido. Cromatografia de
intercambio i6nico: PEG3ok)-acido butanoico 82%, M-PEG@oky-amida 18%. El producto se purific6 mediante
cromatografia de intercambio i6nico como se describe en la Patente de Estados Unidos Num. 5.932.462
proporcionando un producto 100% puro. RMN (ds-DMSO): 1,72 ppm (q, 2H) 2,24 ppm (t, 2H), 3,24 ppm (s, 6H), 3,51
ppm (s, cadena principal de PEG), 3,99 ppm (m, 6H), 7,19 ppm (t, 3H).

Preparacion de mPEG3sok-Acido butanoico, éster de N-hidroxisuccinimida. EI mPEG3gok)-acido butanoico (etapa
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anterior) (9,0 g, 0,000225 moles) obtenido se disolvié6 en diclorometano anhidro (70 ml) y se afiadi®é N-
hidroxisuccinimida (0,0285 g, 0,000248 moles) y se afiadi6 1,3-diciclohexilcarbodiimida (0,0510g, 0,000247 moles).
La mezcla se agitdé durante la noche a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de argén. A continuacion, parte del
disolvente se elimind por destilacion a presiéon reducida y el producto se precipité con alcohol isopropilico a
temperatura ambiente y se secé a vacio proporcionando 8,6 g de polvo blanco. RMN (de-DMSO): 1,81 ppm (q, 2H)
2,70 ppm (t, 2H), 2,81 ppm (s, 4H), 3,24 ppm (s, 6H), 3,51 ppm (s, cadena principal de PEG), 3,99 ppm (m, 4H), 7,22
ppm (t, 2H).

Ejemplo 7
Preparacién de un mPEG monofuncional

Se prepara un polimero de la invencion que comprende un Unico polimero soluble en agua. Se sigue el
procedimiento del Ejemplo 2, excepto que el acido 3-hidroxi-propiodnico, éster metilico se reemplaza por el
compuesto 8-02.

HO ?I)
C—0—

acido 3-hidroxi-propidnico, éster metilico
El compuesto resultante ("mPEG-acido propionico, éster metilico") tiene la siguiente estructura:
o)
Ho
m PEG( QOK)_'N—C_O CI?
C—0—.

mPEG 20)-Acido Propiénico, Ester Metilico

El mPEG 20k)-acido propionico, éster metilico puede proporcionar el correspondiente acido carboxilico. Por ejemplo,
el éster metilico se puede disolver en agua destilada y el pH se puede ajustar a aproximadamente 12 utilizando una
solucion de NaOH. Posteriormente, se puede afiadir una sal tal como cloruro de sodio y a continuacién se ajusta el
pH a aproximadamente 3 utilizando un acido adecuado. El correspondiente acido carboxilico (MPEG2ok)-acido
propionico) se puede extraer utilizando un tratamiento con cloruro de metileno, secando y destilando el disolvente
restante.

El mPEG 20k)-acido propionico se puede utilizar como un reactivo polimérico para reacciones que forman productos
conjugados de polimero-agente activo. Ademas, el mPEGoky-acido propidnico se puede hacer reaccionar
adicionalmente para proporcionar reactivos poliméricos que tienen grupos funcionales distintos de un acido
carboxilico. Por ejemplo, utilizando técnicas descritas anteriormente, Se pueden preparar los correspondientes
derivados éster de N-hidroxisuccinimida (véase el Ejemplo 2), aldehido (véase el Ejemplo 3), maleimida (véase el
Ejemplo 4) y tiol (véase el Ejemplo 5) de mPEGoky-acido propidnico.

Ejemplo 8
Preparacion de un PEG homobifuncional

Se prepara un polimero homobifuncional de la invencién que comprende una Unica porcién de polimero soluble en
agua. Se sigue el procedimiento del Ejemplo 7, excepto la amina-PEG 20k)-amina se sustituye por mPEG 20k)-amina.
Se encuentra que el compuesto resultante tiene la siguiente estructura:

0]
Il w H |l
Il
—0—C C—0—

mPEG z0x)-Acido Propiénico, Ester Metilico (un polimero difuncional)

El mPEGok)-acido dipropidnico, éster metilico puede proporcionar el correspondiente acido dicarboxilico. Por
ejemplo, el mMPEG 2ok)-acido dipropiénico, éster metilico se puede disolver en agua destilada y el pH se puede ajustar
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a aproximadamente 12 utilizando una solucion de NaOH. Después de eso, se puede afadir una sal tal como cloruro
de sodio y a continuacion ajustar el pH a aproximadamente 3 utilizando un acido adecuado. El correspondiente acido
dicarboxilico (MPEG)20k)-acido dipropionico) se puede extraer utilizando un tratamiento con cloruro de metileno,
secando y destilando el disolvente restante.

El mPEG20k)-acido dipropionico se puede utilizar como un reactivo polimérico para reacciones que forman productos
conjugados de polimero-agente activo (que comprenden dos agentes activos). Ademas, el mMPEGok)- acido
dipropidnico se puede hacer reaccionar adicionalmente para proporcionar reactivos poliméricos que tienen grupos
funcionales distintos de un acido carboxilico. Por ejemplo, utilizando técnicas las descritas anteriormente, se pueden
preparar los correspondientes derivados éster de diN-hidroxisuccinimida (véase el Ejemplo 2), dialdehido (véase el
Ejemplo 3), dimaleimida (véase el Ejemplo 4) y ditiol (véase el Ejemplo 5) de mMPEG2ok)-acido propionico.

Ejemplo 9
Conjugacion

Se hace reaccionar mPEG24oky-maleimida (Ejemplo 4) que tiene un grupo reactivo selectivo de sulfhidrilo, con cada
una de las secuencias polipeptidicas que se proporciona en SEC. ID. NO. 1-349.

H Il
HSCO'(CHZCHZO);CHZCHE-N-C_O_(I;HZ 0 Q
\ i H
HC—O_ A C NS N
H3CO-(CH2CH20);CH2CH2‘N‘C-O'CHQ (0] 0

en donde (m), en la estructura anterior, es aproximadamente 454 y/o el peso molecular de cada polimero soluble en
agua es aproximadamente 20.000 Daltons, proporcionando asi un reactivo que tiene un peso molecular de
aproximadamente 40.000 Daltons.

En la medida en que cualquier polipéptido concreto carezca de un grupo sulfhidrilo (p. €j., el polipéptido carece tanto
de metionina como de un residuo de cisteina), se puede afiadir una metionina o un residuo de cisteina al polipéptido
utilizando técnicas de sintesis convencionales. Véase, por ejemplo, el documento WO 90/12874.

Para cada polipéptido, se afiade un exceso de polimero a un recipiente de reaccién que contiene el polipéptido. Las
condiciones de reaccion incluyen un pH de aproximadamente 7 a aproximadamente 8 a temperatura ambiente.
Después de aproximadamente cinco horas, se produce un producto conjugado del polipéptido y el polimero.

Ejemplo 10

Polimero Multibrazo

Un polimero multibrazo que comprende al menos un grupo reactivo se prepara de la siguiente manera.

Se combinan tres equivalentes de éster bis-(2,5-dioxo-pirroldin-1-ilico) de acido carbdnico con metil-D-
glucopiranésido en trietilamina para producir un primer intermedio, como se muestra a continuacion:

0
9
O N
H,G—OH J//—Y/ o 5 Sfo~o"
HO Q & N I 0
HO _GCHy DSC (3 equivalentes) o'\ C(I)'ig
I Metil-D-glucopiranésido trietilamina HO _-CHg

primer intermedio
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El primer intermedio se expone a un ligero exceso de mPEG 1ok)-amina en presencia de trietilamina para producir un
segundo intermedio, como se muestra a continuacion:

0
Q \
) L oon /C—NH\
o /O PE 0
m ? \ MPEG 10k)NH2 Vi (I) MPEGaq

(0) | . C
o1 CH»> (Ligero exceso) CH
0 O _—— mPEG(mK)NH/ E) 02
HO CH trietilamina
o HO

Oﬁ -0
0 o} 0} O\CH3

O
\
N
0 MPEGi101qNH

segundo intermedio

El segundo intermedio se somete luego a hidrdlisis catalizada por acido para producir las formas aldehido y
hemiacetal, como se muestra a continuacion:

0
\

(o]
\ N . C—NH
C——NH hidrélisis catalizada por acido o) O/
o O/ AN >/ | mPEG 101
/ | MPEG 106 ¢ &
2
/C\ CH2 mPEG(wK)'\{ \
mMPEGggNH o O OH 4 formade
(10K O o) hemiacetal
HO
HO 5 o o
0. O ~CHg H
PEG101)NH
MPEG10NH M=o
aldehido

El aldehido esta compuesto por tres PEG de 10K, lo que proporciona una estructura global ramificada de 30K. El
aldehido, a su vez, se convierte opcionalmente en otros derivados a través del acido (p. €j., el acido carboxilico
formado cuando el aldehido se expone a condiciones oxidativas suaves).

El enfoque se puede utilizar para proporcionar dos brazos y cuatro brazos.

Durante cualquier procedimiento dado, se pueden producir mezclas de las sustancias (p. €j., doblemente sustituidas
y algunas cuadruplemente sustituidas). Ademas, son posibles los isémeros posicionales de cualquiera de los
polimeros.
Ejemplo 11

Preparacion de PEGilacién aleatoria de EPO de Producto Conjugado de Polimero-EPO

La eritropoyetina recombinante, "EPO" (producida en E. coli, células de mamifero tales como células de ovario de
hamster chino u otra fuente) se acopla a un mMPEG2(40 KDa)ramificado-butiraldehido (preparado como se describe
en el Ejemplo 3).

La EPO (~2 mg) se disuelve en 1 ml de tampdn de fosfato 50 mM (pH 7,6) y se afiaden PEG2(40 KDa)-butiraldehido
ramificado a 5X la concentracion molar de EPO. Se afiade un agente reductor, NaCNBHj3 y la solucion se agita
durante 24 horas a temperatura ambiente para acoplar el reactivo de PEG2 ramificado (40 KDa)-butiraldehido a la
proteina a través de un enlace amina.

La mezcla de reaccion se analiza mediante SDS-PAGE para determinar el grado de conjugacion. La confirmacion
del grado de conjugacion se realiza mediante espectrometria de masas de Desorcidn/lonizacion Laser Asistida por
Matriz con Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF). Los picos mostrados para las especies nativas y monoconjugadas
difieren en aproximadamente 40.000 Daltons. La mezcla de reaccion resultante contiene una mezcla de proteinas
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nativas y monoconjugadas. El aumento de la proporcion de reactivo de PEG con respecto a la proteina aumenta el
grado de conjugacion.

Lo anterior demuestra la PEGilacién aleatoria de una proteina ilustrativa de la invenciéon para producir una
distribucion de productos de EPO PEGilados. Si se desea, la mezcla de reacciéon se puede separar adicionalmente
para aislar los isémeros individuales como se describe a continuacion.

Los productos conjugados de PEG que tienen diferentes pesos moleculares se separan mediante cromatografia de
filtracion en gel. Los diferentes productos conjugados de PEG se fraccionan en funciéon de sus diferentes pesos
moleculares (en este caso, variando en aproximadamente 40,000 Daltons). Especificamente, la separacion se
realiza utilizando un sistema de columnas en serie adecuado para la separacion eficaz de productos en el intervalo
de peso molecular observado, por ejemplo, una columna Superdex™ 200 (Amersham Biosciences). Los productos
se eluyen con 10 ml de tampon de acetato a un caudal de 1,5 ml/min. Las fracciones recogidas (1 ml) se analizan
mediante DO a 280 nm para determinar el contenido de proteinas y también utilizando una prueba con yodo para
determinar el contenido de PEG (Sims et al. (1980) Anal. Biochem. 107:60-63). Ademas, los resultados se pueden
visualizar ejecutando un gel de SDS PAGE, seguido de tincion con yoduro de bario. Las fracciones correspondientes
a los picos eluidos se recogen, se concentran por ultrafiltracion utilizando una membrana y se liofilizan. Este método
da como resultado la separacion/purificacion de productos conjugados que tienen los mismos pesos moleculares
pero no proporciona la separacion de productos conjugados que tienen el mismo peso molecular pero diferentes
sitios de PEGilacion (es decir, isdmeros posicionales).

La separacion de los isémeros posicionales se realiza mediante cromatografia de fase inversa utilizando una
columna RP-HPLC C18 (Amersham Biosciences o Vydac). Este procedimiento es eficaz para separar isomeros de
biomoléculas de PEG que tienen el mismo peso molecular (isémeros posicionales). La cromatografia de fase inversa
se lleva a cabo utilizando una columna preparativa RP-HPLC C18 y eluyendo con un gradiente de agua/TFA al
0,05% (Eluyente A) y acetonitrilo/ TFA al 0,05% (Eluyente B).

Las fracciones correspondientes a los picos eluidos se recogen, se evaporan para eliminar el acetonitrilo y el TFA,
seguido de la eliminacion del disolvente para aislar los isémeros de PEG posicionales individuales.

Este ejemplo demuestra la capacidad de los reactivos poliméricos de la invencion para utilizarse en la formacion de
productos conjugados de EPO.

Ejemplo 12
Preparacion de PEGilacion de EPO N-terminal de Producto Conjugado de Polimero-EPO

La eritropoyetina recombinante, "EPO" (producida en E. coli, células de mamifero tales como células de ovario de
hamster chino u ofra fuente) se acopla a mPEG2 (40 Kda) ramificado-butiraldehido (preparado como se describe en
el Ejemplo 3).

La EPO (~2 mg) se disuelve en 1 ml de acetato de sodio 0,1 mM (pH 5) y se afiade mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido a
5X la concentracion molar de EPO. Se afiade un agente reductor, NaCNBHjs, y la solucién se agita durante 24 horas
a 4°C para acoplar el reactivo de mPEG2(40 KDa)-butiraldehido a la proteina a través de un enlace amina.

La mezcla de reaccion se analiza mediante SDS-PAGE para determinar el grado de conjugacion. La confirmacion
del grado de conjugacion se lleva a cabo mediante espectrometria de masas de Desorcion/lonizacion Laser Asistida
por Matriz con Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF). Los picos mostrados para las especies nativas y monoconjugadas
difieren en aproximadamente 40.000 Daltons. La mezcla de reaccion resultante contiene principalmente una mezcla
de proteinas nativas y monoconjugadas. Las especies monoconjugadas se purifican mediante cromatografia en
columna para eliminar la EPO libre y las especies de mayor peso molecular.

La confirmacién de la PEGilacion N-terminal se realiza mediante mapeo de péptidos. El aumento de la proporciéon de
PEG con respecto a la proteina aumenta el grado de PEGilacion, produciendo proteina policonjugada.

Lo anterior demuestra la PEGilacion de una proteina ilustrativa de la invencién para producir una proteina PEGilada
Unica predominantemente N-terminal.

Este ejemplo demuestra la capacidad de los reactivos poliméricos de la invencion para utilizarse en la formacion de
productos conjugados de EPO.

Ejemplo 13

PEGilacion N-terminal de GCSF
58



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2725 808 T3

El factor estimulante de colonias de granulocitos recombinante, "GCSF" (producido en E. coli, células de mamifero,
tales como células de ovario de hamster chino u otra fuente, se acopla a mPEG2(40 KDa)-butiraldehido (preparado
como se describe en el Ejemplo 3).

El GCSF (~2 Mg) se disuelve en 1 ml de acetato de sodio 0,1 mM (pH 5) y se afiade mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido
a 5X la concentracion molar de GCSF. Se afnade el agente reductor, NaCNBHs, y la solucion se agita durante 24
horas a 4°C para acoplar el reactivo de mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido a la proteina a través de un enlace amina.

La mezcla de reaccion resultante se analiza mediante SDS-PAGE para determinar el grado de conjugacion. La
confirmacion del grado de conjugacion se lleva a cabo mediante espectrometria de masas de Desorcion/lonizacion
Laser Asistida por Matriz con Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF). Los picos mostrados para las especies nativas y
monoconjugadas difieren en aproximadamente 40.000 Daltons. La mezcla de reacciéon resultante contiene
principalmente una mezcla de GCSF nativo y monoconjugado. Los productos monoconjugados se purifican
mediante cromatografia en columna para eliminar el GCSF libre y las especies de mayor peso molecular. La
confirmacién de la PEGilacién N-terminal se realiza mediante mapeo de péptidos. El aumento de la proporcién de
PEG con respecto a la proteina aumenta el grado de conjugacién que produce la proteina policonjugada.

Este ejemplo demuestra la capacidad de los reactivos poliméricos de la invencion para utilizarse en la formacion de
productos conjugados de GCSF.

Ejemplo 14
PEGilacion N-terminal de Interferén-a

El interferén alfa recombinante, "IFN-a" (producido en E. coli, células de mamifero tales como células de ovario de
hamster chino u otra fuente, se acopla a mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido (preparado como se describe en el Ejemplo
3).

El IFN-a (~2 Mg) se disuelve en 1 ml de acetato de sodio 0,1 mM (pH 5) y se aflade mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido
a 5X la concentracion molar de IFN-a. Se afade un agente reductor, NaCNBHj3, y la solucion se agita durante 24
horas a 4°C para acoplar el reactivo de mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido a la proteina a través de un enlace amina.

La mezcla de reaccion se analiza mediante SDS-PAGE para determinar el grado de conjugacion. La confirmacion
del grado de conjugacion se lleva a cabo mediante espectrometria de masas de Desorcion/lonizacion Laser Asistida
por Matriz con Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF). Los picos mostrados para las especies nativas y monoconjugadas
difieren en aproximadamente 40.000 Daltons. La mezcla de reaccion resultante contiene principalmente una mezcla
de proteinas nativas y monoconjugadas. Las especies monoconjugadas se purifican mediante cromatografia en
columna para eliminar el interferén-a libre y las especies de mayor peso molecular. La confirmacion de la PEGilacion
N-terminal se realiza mediante mapeo de péptidos. El aumento de la proporciéon de PEG con respecto a la proteina
aumenta el grado de conjugacion que produce IFN-a policonjugado.

Este ejemplo demuestra la capacidad de los reactivos poliméricos de la invencion para utilizarse en la formacion de
productos conjugados de IFN-a.
Ejemplo 15

PEGilacion N-terminal de la Hormona de Crecimiento Humana

La hormona del crecimiento humana recombinante, "hnGH" (producida en E. coli, células de mamifero tales como
células de ovario de hamster chino u otra fuente, se acopla a mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido (preparado como se
describe en el Ejemplo 3).

Se disuelve hGH (~2 mg) en 1 ml de acetato de sodio 0,1 mM (pH 5) y se afiade mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido a
5X la concentracién molar de hGH. Se afiade un exceso molar de 5 a 20 veces del agente reductor, NaCNBHj3, y la
solucion se agita durante 24 horas a 4°C para acoplar el reactivo de mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido a la proteina a
través de un enlace amina.

El progreso de la reaccién se analiza mediante SDS-PAGE o espectrometria de masas MALDI-TOF para determinar
el grado de conjugacion. La confirmacion del grado de conjugacion se lleva a cabo mediante espectrometria de
masas de Desorcién/lonizaciéon Laser Asistida por Matriz con Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF). Los picos mostrados
para las especies nativas y monoconjugadas y otras difieren en aproximadamente 40.000 Daltons. La mezcla de
reaccion resultante contiene principalmente una mezcla de proteinas nativas y monoconjugadas. Las especies
monoconjugadas se purifican mediante cromatografia en columna para eliminar la hGH libre y las especies de mayor
peso molecular. La confirmacion de la conjugacion N-terminal se realiza mediante mapeo de péptidos. El aumento
de la proporcion de mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido con respecto a la proteina aumenta el grado de conjugacién que
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produce una poblacion de hGH policonjugada.

Este ejemplo demuestra la capacidad de los reactivos poliméricos de la invencion para utilizarse en la formacion de
productos conjugados de hGH.

Ejemplo 16
PEGilacion N-terminal De Interferén-g

El interferon B recombinante, "IFN-B" (producido en E. coli, células de mamifero tales como células de ovario de
hamster chino u otra fuente, se acopla a mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido (preparado como se describe en el Ejemplo
3).

El IFN-B (~2 mg) se disuelve en 1 ml de acetato de sodio 0,1 mM (pH 5) y se aflade mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido
a 5X la concentracion molar de IFN-. Se afiade un exceso molar de 5 a 20 veces del agente reductor, NaCNBH3, y
la solucion se agita durante 24 horas a 4°C para acoplar el reactivo de mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido a la proteina
a través de un enlace amina.

El progreso de la reaccién se analiza mediante SDS-PAGE o espectrometria de masas MALDI-TOF para determinar
el grado de conjugacion. La confirmacion del grado de conjugacion se lleva a cabo mediante espectrometria de
masas de Desorcién/lonizaciéon Laser Asistida por Matriz con Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF). Los picos mostrados
para las especies nativas y monoconjugadas difieren en aproximadamente 40.000 Daltons. La mezcla de reaccion
resultante contiene principalmente una mezcla de proteinas nativas y monoconjugadas. Las especies
monoconjugadas se purifican mediante cromatografia en columna para eliminar el IFN-B libre y las especies de
mayor peso molecular. La confirmacion de la PEGilacion N-terminal se realiza mediante mapeo de péptidos. El
aumento de la proporcién de mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido con respecto a la proteina aumenta el grado de
conjugacion que produce una poblacion de IFN-B policonjugado.

Este ejemplo demuestra la capacidad de los reactivos poliméricos de la invencion para utilizarse en la formacion de
productos conjugados de IFN-(.

Ejemplo 17
PEGvilacion N-terminal de FSH

La Hormona estimulante del foliculo recombinante, "FSH" (producida en E. coli, células de mamifero tales como las
células de ovario de hamster chino u otra fuente, se acopla a mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido (preparado como se
describe en el Ejemplo 3).

La FSH (~2 mg) se disuelve en 1 ml de acetato de sodio 0,1 mM (pH 5) y se afiade mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido a
5X la concentracion molar de FSH. Se afiade un exceso molar de 5 a 20 veces del agente reductor, NaCNBHj3, y la
solucion se agita durante 24 horas a 4°C para acoplar el reactivo de mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido a la proteina a
través de un enlace amina.

El progreso de la reaccién se analiza mediante SDS-PAGE o espectrometria de masas MALDI-TOF para determinar
el grado de conjugacion. La confirmacion del grado de conjugacion se lleva a cabo mediante espectrometria de
masas de Desorcién/lonizaciéon Laser Asistida por Matriz con Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF). Los picos mostrados
para las especies nativas y monoconjugadas y otras difieren en aproximadamente 40.000 Daltons. La mezcla de
reaccion resultante contiene principalmente una mezcla de proteinas nativas y monoconjugadas. Las especies
monoconjugadas se purifican mediante cromatografia en columna para eliminar la FSH libre y las especies de mayor
peso molecular. La confirmacion de la PEGilacion N-terminal se realiza mediante mapeo de péptidos. El aumento de
la proporcion de mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido con respecto a la proteina aumenta el grado de conjugaciéon que
produce una poblacién de FSH policonjugada.

Este ejemplo demuestra la capacidad de los reactivos poliméricos de la invencion para utilizarse en la formacion de
productos conjugados de FSH.

Ejemplo 18
PEGilacion N-terminal de Factor VIII
El Factor VIl recombinante, "F8" (producido en E. coli, células de mamiferos tales como células de ovario de

hamster chino u otra fuente, se acopla a mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido (preparado como se describe en el Ejemplo
3).
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El F8 (~2 mg) se disuelve en 1 ml de acetato de sodio 0,1 mM (pH 5) y se afiade mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido a
5X la concentracion molar de F8. Se afiade un exceso molar de 5 a 20 veces del agente reductor, NaCNBHj3, y la
solucion se agita durante 24 horas a 4°C para acoplar el reactivo de mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido a la proteina a
través de un enlace amina.

El progreso de la reaccién se analiza mediante SDS-PAGE o espectrometria de masas MALDI-TOF para determinar
el grado de conjugacion. La confirmacion del grado de conjugacion se lleva a cabo mediante espectrometria de
masas de Desorcién/lonizaciéon Laser Asistida por Matriz con Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF). Los picos mostrados
para las especies nativas y monoconjugadas y otras difieren en aproximadamente 40.000 Daltons. La mezcla de
reaccion resultante contiene principalmente una mezcla de proteinas nativas y monoconjugadas. Las especies
monoconjugadas se purifican mediante cromatografia en columna para eliminar el F8 libre y las especies de mayor
peso molecular. La confirmacion de la PEGilacion N-terminal se realiza mediante mapeo de péptidos. El aumento de
la proporcion de mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido con respecto a la proteina aumenta el grado de conjugaciéon que
produce una poblacion de F8 policonjugado.

Este ejemplo demuestra la capacidad de los reactivos poliméricos de la invencion para utilizarse en la formacion de
productos conjugados de F8.

Ejemplo 19
PEGilacion N-terminal del Factor VIII con Dominio B Suprimido

El Factor VIII con dominio B suprimido recombinante, "BDD F8" (producido en E. coli, células de mamifero tales
como células de ovario de hamster chino u otra fuente, se acopla a mPEG2(40 KDa)-butiraldehido (preparado como
se describe en el Ejemplo 3).

El BDD F8 (~2 mg) se disuelve en 1 ml de acetato de sodio 0,1 mM (pH 5) y se afiade mPEG2 (40 KDa)-
butiraldehido a 5X la concentracién molar de BDD F8. Se afiade un exceso molar de 5 a 20 veces del agente
reductor, NaCNBHj3, y la solucion se agita durante 24 horas a 4°C para acoplar el reactivo de mPEG2 (40 KDa)-
butiraldehido a la proteina a través de un enlace amina.

El progreso de la reaccién se analiza mediante SDS-PAGE o espectrometria de masas MALDI-TOF para determinar
el grado de conjugacion. La confirmacion del grado de conjugacion se lleva a cabo mediante espectrometria de
masas de Desorcién/lonizacién Laser Asistida por Matriz con Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF). Los picos mostrados
para las especies nativas y monoconjugadas y otras difieren en aproximadamente 40.000 Daltons. La mezcla de
reaccion resultante contiene principalmente una mezcla de proteinas nativas y monoconjugadas. Las especies
monoconjugadas se purifican mediante cromatografia en columna para eliminar el BDD F8 libre y las especies de
mayor peso molecular. La confirmacion de la PEGilacion N-terminal se realiza mediante mapeo de péptidos. El
aumento de la proporciéon de mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido con respecto a la proteina aumenta el grado de
conjugacion que produce una poblacion de BDD F8 policonjugado.

Este ejemplo demuestra la capacidad de los reactivos poliméricos de la invencion para utilizarse en la formacion de
productos conjugados de BDD FS8.

Ejemplo 20
PEGilacién de Factor VIII Utilizando mPEG24ok-Acido Butanoico, Ester de N-Hidroxisuccinimida

El Factor VIII recombinante, "F8" (producido en E. coli, Las células de mamiferos, como las células de ovario de
hamster chino u otra fuente, se acopla a mMPEG24ok)-acido butanoico, éster de N-hidroxisuccinimida (preparado
como se describe en el Ejemplo 2).

El F8 se disuelve en un liquido acuoso y se afiade mPEG2yok-Acido butanoico, éster de N-hidroxisuccinimida de
una a diez veces la concentracion molar de F8 para formar una soluciéon de reaccion. ElI pH de la soluciéon de
reaccion se ajusta a aproximadamente 8-9,5 y la temperatura se mantiene a temperatura ambiente. La solucion de
reaccion se agita durante varias horas para permitir el acoplamiento del reactivo polimérico a F8 a través de un
enlace amida. Tras someter a ensayo la solucién de reaccion, se determina que la conjugacion se ha producido en
los sitios N-terminales y de lisina.

Este ejemplo demuestra la capacidad de los reactivos poliméricos de la invencion para utilizarse en la formacion de
productos conjugados de F8.

Ejemplo 21
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PEGilacién del Factor VIII con Dominio B Suprimido Utilizando mPEG2uoky-Acido Butanoico, Ester de N-
Hidroxisuccinimida

El Factor VIII con el dominio B suprimido recombinante, "BDD F8" (producido en E. coli, células de mamifero tales
como células de ovario de hamster chino u otra fuente, se acoplan a mPEG2uo«)-acido butanoico, éster de N-
hidroxisuccinimida (preparado como se describe en el Ejemplo 2).

El BDD F8 se disuelve en un liquido acuoso y se afiade mPEG2ok)-acido butanoico, éster de N-hidroxisuccinimida
de una a diez veces la concentracion molar de F8 para formar una solucién de reaccion. El pH de la soluciéon de
reaccion se ajusta a aproximadamente 8-9,5 y la temperatura se mantiene a temperatura ambiente. La solucion de
reaccion se agita durante varias horas para permitir el acoplamiento del reactivo polimérico a BDD F8 a través de un
enlace amida. Tras probar la solucién de reaccion, se determina que la conjugacion se ha producido en los sitios N-
terminales y de lisina.

Este ejemplo demuestra la capacidad de los reactivos poliméricos de la invencion para utilizarse en la formacion de
productos conjugados de BDD F8.

Ejemplo 22
PEGilacion N-terminal de Desmopresina
La desmopresina se acopla a mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido (preparado como se describe en el Ejemplo 3).

La desmopresina (~2 mg) se disuelve en 1 ml de acetato de sodio 0,1 mM (pH 5) y se afiade mPEG2 (40 KDa)-
butiraldehido a 5X la concentracién molar de BDD F8. Se afiade un exceso molar de 5 a 20 veces del agente
reductor, NaCNBHj3, y la solucion se agita durante 24 horas a 4°C para acoplar el reactivo de mPEG2 (40 KDa)-
butiraldehido a la proteina a través de un enlace amina.

El progreso de la reaccién se analiza mediante SDS-PAGE o espectrometria de masas MALDI-TOF para determinar
el grado de conjugacion. La confirmacion del grado de conjugacion se lleva a cabo mediante espectrometria de
masas de Desorcién/lonizaciéon Laser Asistida por Matriz con Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF). Los picos mostrados
para las especies nativas y monoconjugadas y otras difieren en aproximadamente 40.000 Daltons. La mezcla de
reaccion resultante contiene principalmente una mezcla de proteinas nativas y monoconjugadas. Las especies
monoconjugadas se purifican mediante cromatografia en columna para eliminar la desmopresina libre y las especies
de mayor peso molecular. La confirmacién de la PEGilacién N-terminal se realiza mediante mapeo de péptidos. El
aumento de la proporciéon de mPEG2 (40 KDa)-butiraldehido con respecto a la proteina aumenta el grado de
conjugacion que produce una poblaciéon de desmopresina policonjugada.

Este ejemplo demuestra la capacidad de los reactivos poliméricos de la invencion para utilizarse en la formacion de
productos conjugados de desmopresina.

Ejemplo 23
PEGilacién de Desmopresina Utilizando mPEG24ok-Acido Butanoico, Ester de N-Hidroxisuccinimida

La desmopresina se acopla a mPEG2ok)-acido butanoico, éster de N-hidroxisuccinimida (preparado como se
describe en el Ejemplo 2).

La desmopresina se disuelve en un liquido acuoso y se afiade mPEG2uok)-acido butanoico, éster de N-
hidroxisuccinimida de una a diez veces la concentracion molar de desmopresina para formar una solucién de
reaccion. El pH de la soluciéon de reaccion se ajusta a aproximadamente 8-9,5 y la temperatura se mantiene a
temperatura ambiente. La soluciéon de reacciéon se agita durante varias horas para permitir el acoplamiento del
reactivo polimérico a la desmopresina a través de un enlace amida. Tras someter a ensayo la solucion de reaccion,
se determina que se ha producido la conjugacion.

Ejemplo 24

PEGilacion de Amdoxivir (DAPD)

El amdoxivir (DAPD) se acopla a mPEG2(40 KDa)-butiraldehido (preparado como se describe en el Ejemplo 3).

El amdoxivir (~2 mg) se disuelve en 1 ml de acetato de sodio 0,1 mM (pH 5) y se afiade mPEG2 (40 KDa)-

butiraldehido a 5X la concentracién molar de amdoxivir. Se afiade un exceso molar de 5 a 20 veces del agente
reductor, NaCNBHs, y la solucion se agita durante 24 horas a 4°C para acoplar el reactivo de mPEG2 (40 KDa)-
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butiraldehido a la proteina a través de un enlace amina.
El progreso de la reaccion se analiza mediante SDS-PAGE o espectrometria de masas MALDI-TOF.

Este ejemplo demuestra la capacidad de los reactivos poliméricos de la invencion para utilizarse en la formacion de
productos conjugados de amdoxivir.

Ejemplo 23
PEGilacién de Amdoxivir (DAPD) Utilizando mPEG2ok-Acido Butanoico, Ester N-Hidroxisuccinimida

El amdoxivir (DAPD) se acopla a mPEG2ok)-acido butanoico, éster de N-hidroxisuccinimida (preparado como se
describe en el Ejemplo 2).

El amdoxivir se disuelve en un liquido acuoso y se afiade mMPEG2.soky-acido butanoico, éster de N-
hidroxisuccinimida de una a diez veces la concentraciéon molar de amdoxivir para formar una solucién de reaccion. El
pH de la solucion de reaccion se ajusta a aproximadamente 8-9,5 y la temperatura se mantiene a temperatura
ambiente. La solucion de reaccion se agita durante varias horas para permitir el acoplamiento del reactivo polimérico
a amdoxivir a través de un enlace amida. Tras probar la solucién de reaccién, se determina que se ha producido la
conjugacion.

Este ejemplo demuestra la capacidad de los reactivos poliméricos de la invencion para utilizarse en la formacion de
productos conjugados de amdoxivir.

LISTA DE SECUENCIAS

<110> TERAPEUTICA NEKTAR

<120> DERIVADOS DE POLIMEROS QUE TIENEN ORDENAMIENTOS ATOMICOS CONCRETOS
<130> P79826EP01

<140> EP1316237.4
<141> 21-05-2004

<150> US 60/493,213
<151> 23-05-2003

<160> 349

<170> PatentIn versién 3.2
<210> 1

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)

<223> His, Arg o Tyr

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)

<223> Ser, Gly, Alao Thr

<220>

<221> MOD_RES
<222> (3)

<223> Asp o Glu
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<220>

<221> MOD_RES

<222> (6)

<223> Phe, Tyr o naftilalanina

<220>

<221> MOD_RES
<222> (7)

<223> Thr o Ser

<220>

<221> MOD_RES
<222> (8)

<223> Ser o Thr

<220>

<221> MOD_RES
<222> (9)

<223> Asp o Glu

<220>

<221> MOD_RES

<222> (10)

<223> Leu, lle, Val, pentilglicina o Met

<220>

<221> MOD_RES

<222> (14)

<223> Leu, lle, pentilglicina, Val o Met

<220>

<221> MOD_RES

<222> (22)

<223> Phe, Tyr o naftilalanina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (23)

<223> lle, Val, Leu, pentilglicina, terc-butilglicina o Met

<220>

<221> MOD_RES
<222> (24)

<223> Glu o Asp

<220>

<221> MOD_RES

<222> (25)

<223> Trp, Phe, Tyr o naftilalanina

<220>
<221> MOD_RES
<222> (31)

<223> Pro, homoprolina, 3Hyp, 4Hyp, tioprolina, N-alquilglicina, N-alquilpentilglicina o N-alquilalanina

<220>
<221> MOD_RES
<222> (36)..(38)

<223> Pro, homoprolina, 3Hyp, 4Hyp, tioprolina, N-alquilglicina, N-alquilpentilglicina o N-alquilalanina

<220>

<221> MOD_RES
<222> (39)

<223> Ser, Thro Tyr
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<220>
<223> puede ser c-term amidado
<400> 1
Xaa Xaa Xaa Gly Thr Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ser Lys Gln Xaa Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala Val Arg Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Leu Lys Asn Gly Gly Xaa Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Xaa Xaa Xaa Xaa
35
<210> 2
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 2
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30
<210> 3
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 3
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30
<210> 4
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 4
His Val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30
<210> 5
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<211> 33
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 5
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Glu Asn Tyr Thr Lys Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Asn Ile Glu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Leu Lys Lys Gly Gly
20 25 30
Thr
<210>6
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 6
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Glu Asn Tyr Thr Lys Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Leu Lys Lys Gly Gly Thr
20 25 30
<210>7
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 7
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Glu Asn Tyr Thr Lys Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Leu Lys Lys Gly Gly Thr
20 25 30
<210>8
<211> 31
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 8
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Glu Asn Tyr Thr Lys Leu Arg Lys Gln

1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Leu Lys Lys Gly Gly Thr
20 25 30
<210>9
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<221> MOD_RES
<222> (10)
<223> CH30-Tyr
<220>
<223> c-term amidado
<400> 9
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Glu Asn Tyr Thr Lys Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Asn Ile Glu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Leu Lys Lys
20 25 30
<210>10
<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 10
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Glu Asn Tyr Thr Lys Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Leu Lys Lys
20 25
<210> 11
<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 11
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Lys
20 25
<210> 12
<211> 31
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<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 12
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Lys Gly Gly Thr
20 25 30
<210> 13
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 13
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Glu Asn Tyr Thr Lys Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Leu Leu Asn Gly Gly Thr
20 25 30
<210> 14
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 14
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Lys Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Ile Leu Asn Gly Gly Thr
20 25 30
<210> 15
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 15
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Ile Lys Lys Gly Gly Thr
20 25 30
<210> 16
<211> 28
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 16
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Ile Lys Lys
20 25
<210> 17
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 17
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Leu Lys Lys Gly Gly Thr
20 25 30
<210> 18
<211> 40
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 18
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Glu Asn Tyr Thr Lys Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Leu Lys Lys Gly Gly Thr Ser
20 25 30
Trp Cys Glu Pro Gly Trp Cys Arg
35 40
<210>19
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 19
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Ile Lys Lys Gly Gly Thr
20 25 30
<210> 20
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<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 20
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Ile Lys Lys Gly Gly Thr
20 25 30
<210> 21
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 21
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Lys Gly Gly Thr
20 25 30
<210> 22
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 22
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Ile Lys Asn Gly Gly Thr
20 25 30
<210> 23
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 23
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Lys Gly Gly Thr
20 25 30
<210> 24
<211> 31
<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 24
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Lys Gly Gly Thr
20 25 30
<210> 25
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 25
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Ile Lys Asn Gly Gly Thr
20 25 30
<210> 26
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 26
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Gly Gly Thr
20 25 30
<210> 27
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 27
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Ile Lys Lys Gly Gly
20 25 30
<210> 28
<211> 29
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 28
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Ile Lys Lys Gly
20 25
<210> 29
<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 29
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Ile Lys Lys
20 25
<210> 30
<211> 29
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 30
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Ile Lys Lys Gln
20 25
<210> 31
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 31
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Ile Lys Lys Asn Gln
20 25 30
<210> 32
<211> 31
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
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<400> 32

His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

1

Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Ile Lys Lys Lys Arg Tyr
30

<210> 33

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

20

5

ES 2725 808 T3

25

10

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 33

His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

1

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Lys

<210> 34

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

20

5

25

10

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 34

His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

1

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn

<210> 35

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

20

5

25

10

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 35

His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

1

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Leu Lys

<210> 36

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

20

5

25

10

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 36
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Glu Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Leu Asn

20 25
<210> 37
<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 37
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Glu Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Leu Asn
20 25
<210> 38
<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 38
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Leu Asn
20 25
<210> 39
<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 39
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Leu Asn
20 25
<210> 40
<211> 28
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 40
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Ile Leu Asn

20 25
<210> 41
<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 41
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn
20 25
<210> 42
<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 42
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Leu Lys
20 25
<210> 43
<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 43
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Lys
20 25
<210> 44
<211> 31
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 44
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

1 5 10

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Lys Lys Arg Tyr
30

20 25
<210> 45
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 45
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Lys Lys Arg
20 25 30
<210> 46
<211> 29
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 46
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Lys Lys
20 25
<210> 47
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 47
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg Tyr
20 25 30
<210> 48
<211> 31
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 48
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

1 5 10

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Lys Lys Arg Tyr
30

20 25
<210> 49
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 49
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Lys Lys Arg
20 25 30
<210> 50
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 50
Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln Met Ala
1 5 10 15
Val Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Lys Lys
20 25
<210> 51
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 51
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg Tyr
20 25 30
<210> 52
<211> 28
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 52

77

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2725 808 T3

His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys Lys
20 25

<210> 53

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 53

His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Ile Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Thr Ile Lys Lys
20 25

<210> 54
<211>
<212>
<213>

<400> 54
000

<210> 55
<211>
<212>
<213>

<400> 55
000

<210> 56
<211>
<212>
<213>

<400> 56
000

<210> 57

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 57

Hiérse;: Asp Gly Ile Phe Thr Glu Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln
1 5 10 15

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Leu Lys Lys Lys Arg Tyr Lys
20 25 30

Gln Arg Val Lys Asn Lys
35

<210> 58
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<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 58
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Glu Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10
Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Leu Lys Lys
20 25
<210> 59
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 59
His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ser Ala Val Arg His Gly Gln Thr
20 25 30
<210> 60
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 60
His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Lys Gln Gly Gly Thr
20 25 30
<210> 61
<211> 36
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>

79



10

15

20

25

30

35

40

ES 2725 808 T3

<223> c-term amidado

<400> 61
His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala
20 25 30
Val Arg His Gly
35
<210> 62
<211> 40
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 62
Ser Trp Cys Glu Pro Gly Trp Cys Arg His Ser Asp Ala Val Phe Thr
1 5 10 15
Glu Asn Tyr Thr Lys Leu Arg Lys Gln Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu
20 25 30
Asn Asp Leu Lys Lys Gly Gly Thr
35 40
<210> 63
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 63
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Ile Leu Lys Gly Gly Thr
20 25 30
<210> 64
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 64
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Ile Leu Asn Gly Gly Thr
20 25 30
<210> 65
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<211> 31
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2725 808 T3

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 65

<210> 66
<211> 31
<212> PRT

His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

1

5

10

15

Leu Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Ile Leu Lys Gly Gly Thr

20

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

25

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 66

<210> 67
<211> 28
<212> PRT

His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln

1

Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Ala Asp Val Lys Lys Gly Gly Thr
30

20

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

25

10

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 67

<210> 68
<211> 28
<212> PRT

His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln

1

Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Ala Asp Val Lys Lys

20

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

25

10

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 68

<210> 69
<211> 28
<212> PRT

His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln

1

Leu Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Lys Lys

20

5

25
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 69
His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Lys Lys
20 25
<210>70
<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 70
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Lys
20 25
<210> 71
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 71
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 72
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 72
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys Asn Lys Arg Tyr
20 25 30
<210>73
<211> 31
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 73
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Thr Ile Lys Asn Lys Arg Tyr
20 25 30
<210> 74
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 74
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg Tyr
20 25 30
<210>75
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 75
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys Asn Lys Arg Tyr
20 25 30
<210> 76
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 76
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Thr Ile Lys Asn Lys Arg Tyr
20 25 30
<210> 77
<211> 31
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
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<400> 77
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg Tyr
20 25 30
<210>78
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 78
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Thr Ile Lys Asn Lys Arg Tyr
20 25 30
<210>79
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 79
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala His Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg Tyr
20 25 30
<210> 80
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 80
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys His Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg Tyr
20 25 30
<210> 81
<211> 31
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
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<400> 81
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala His Lys Tyr Leu Asn Thr Ile Lys Asn Lys Arg Tyr
20 25 30
<210> 82
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 82
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Leu Ala Ala Lys His Tyr Leu Asn Thr Ile Lys Asn Lys Arg Tyr
20 25 30
<210> 83
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 83
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys Lys Lys Arg
20 25 30
<210> 84
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 84
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Lys Lys Arg
20 25 30
<210> 85
<211> 31
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 85
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

1 5 10

15

Val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg Tyr

20 25 30
<210> 86
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 86
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10
Val Ala Val Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys Lys Lys Arg
20 25 30
<210> 87
<211> 29
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 87
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Val Ala Val Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys Lys Lys
20 25
<210> 88
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 88
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Val Ala Val Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys Asn Lys Arg Tyr
20 25 30
<210> 89
<211> 31
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 89
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Leu Lys Lys Arg Tyr
30

20 25
<210> 90
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 90
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Leu Lys Lys Arg
20 25 30
<210> 91
<211> 29
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 91
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Leu Lys Lys
20 25
<210> 92
<211> 29
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 92
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys Asn Lys
20 25
<210> 93
<211> 31
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 93
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

1 5 10 15
Val Ala Val Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Leu Lys Lys Arg Tyr
20 25 30
<210> 94
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 94
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Val Ala Val Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Leu Lys Lys Arg
20 25 30
<210> 95
<211> 29
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 95
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Val Ala Val Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Leu Lys Lys
20 25
<210> 96
<211>
<212>
<213>
<400> 96
000
<210> 97
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 97
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Leu Asn Lys Arg Tyr
20 25 30
<210> 98
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 98
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Leu Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 99
<211> 29
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 99
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Leu Asn Lys
20 25
<210> 100
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 100
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Cys Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 101
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 101
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Asp Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 102
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 102
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Glu Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 103
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 103
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Phe Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 104
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 104
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Gly Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 105
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 105
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala His Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 106
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
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<400> 106
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ile Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 107
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 107
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 108
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 108
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Leu Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 109
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 109
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Met Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 110
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 110
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

1 5 10 15
Met Ala Asn Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 111
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 111
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Pro Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 3
<210> 112
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 112
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Gln Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 113
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 113
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Arg Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 114
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 114
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
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1 5

Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg

20 25 30
<210> 115
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 115
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Thr Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 116
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 116
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 117
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 117
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Trp Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 118
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 118
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

1 5 10 15
Met Ala Tyr Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 119
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 119
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Ala Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 120
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 120
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Cys Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 121
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 121
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Asp Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 122
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 122
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Glu Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 123
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 123
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Phe Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 124
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 124
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Gly Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 125
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 125
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile His Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 126
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 126
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Ile Asn Lys Arg

20 25 30
<210> 127
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 127
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Met Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 128
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 128
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Asn Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 129
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 129
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Pro Asn Lys Arg
20 25 3
<210> 130
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 130
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Gln Asn Lys Arg

20 25 30
<210> 131
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 131
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Arg Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 132
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 132
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Ser Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 133
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 133
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Thr Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 134
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 134
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Val Asn Lys Arg

20 25 30
<210> 135
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 135
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Trp Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 136
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 136
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Tyr Asn Lys Arg
20 25 30
<210> 137
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 137
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Ala Arg
20 25 30
<210> 138
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 138
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Cys Arg

20 25 30
<210> 139
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 139
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Asp Arg
20 25 30
<210> 140
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 140
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Glu Arg
20 25 30
<210> 141
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 141
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Phe Arg
20 25 30
<210> 142
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 142
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Gly Arg

20 25 30
<210> 143
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 143
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn His Arg
20 25 30
<210> 144
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 144
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Ile Arg
20 25 30
<210> 145
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 145
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Leu Arg
20 25 30
<210> 146
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 146
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Met Arg
20 25 30
<210> 147
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 147
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Asn Arg
20 25 30
<210> 148
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 148
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Pro Arg
20 25 30
<210> 149
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 149
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Gln Arg
20 25 30
<210> 150
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 150
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Arg Arg
20 25 30
<210> 151
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 151
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Ser Arg
20 25 30
<210> 152
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 152
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Thr Arg
20 25 30
<210> 153
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 153
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Val Arg
20 25 30
<210> 154
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 154
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Trp Arg

20 25 30
<210> 155
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 155
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Tyr Arg
20 25 30
<210> 156
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 156
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Ala
20 25 30
<210> 157
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 157
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Asp
20 25 3
<210> 158
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 158
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Glu

20 25 30
<210> 159
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 159
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Phe
20 25 30
<210> 160
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 160
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Gly
20 25 30
<210> 161
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 161
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys His
20 25 30
<210> 162
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 162
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Ile

20 25 30
<210> 163
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 163
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Lys
20 25 30
<210> 164
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 164
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Leu
20 25 30
<210> 165
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 165
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Met
20 25 30
<210> 166
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 166
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Asn

20 25 30
<210> 167
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 167
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Pro
20 25 30
<210> 168
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 168
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Gln
20 25 30
<210> 169
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 169
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Ser
20 25 30
<210> 170
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 170
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Thr

20 25 30
<210> 171
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 171
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Val
20 25 30
<210> 172
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 172
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Trp
20 25 30
<210> 173
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 173
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Lys Tyr
20 25 30
<210> 174
<211> 40
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 174
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys Asn Lys Arg Tyr Ser

20 25 30
Trp Cys Glu Pro Gly Trp Cys Arg
35 40
<210> 175
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 175
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asp Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Glu
1 5 10 15
Val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Glu Ser Ile Lys Asp Lys Arg Tyr
20 25 30
<210> 176
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 176
Glu Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu
20 25
<210> 177
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 177
His Lys Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu
20 25
<210> 178
<211> 27
<212> PRT

108



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2725 808 T3

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>
<223> c-term amidado

<400> 178

His Ser Lys Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln

1

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu

<210> 179

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

20

5

25

10

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>
<223> c-term amidado

<400> 179

His Ser Asp Lys Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln

1

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu

<210> 180

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

20

5

25

10

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>
<223> c-term amidado

<400> 180

His Ser Asp Gly Lys Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln

1

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu

<210> 181

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

20

25

10

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>
<223> c-term amidado
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<400> 181

<210> 182
<211> 27
<212> PRT

His Ser Asp Gly Ile Lys Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln

1

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu

20

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

ES 2725 808 T3

25

10

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>

<223> c-term amidado

<400> 182

<210> 183
<211> 27
<212> PRT

His Ser Asp Gly Ile Phe Lys Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln

1

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu

20

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

25

10

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>

<223> c-term amidado

<400> 183

<210> 184
<211> 27
<212> PRT

His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Lys Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln

1

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu

20

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

25

10

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>

<223> c-term amidado

<400> 184

<210> 185

His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Lys Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln

1

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu

20

5

25
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<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2725 808 T3

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>
<223> c-term amidado

<400> 185

His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Lys Ser Arg Tyr Arg Lys Gln

1

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu

<210> 186

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

20

5

25

10

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>
<223> c-term amidado

<400> 186

His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Lys Arg Tyr Arg Lys Gln

1

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu

<210> 187

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

20

5

25

10

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>
<223> c-term amidado

<400> 187

His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Glu Tyr Arg Lys Gln

1

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu

<210> 188

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

20

5

25

10

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>
<223> c-term amidado
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<400> 188
His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Lys Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu
20 25
<210> 189
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 189
His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Glu Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu
20 25
<210> 190
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 190
His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Glu Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu
20 25
<210> 191
<211> 27
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>
<223> c-term amidado

<400> 191

His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Lys
1 5 10 15

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu
20 25
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<210> 192
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 192
His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln
1 5 10 15
Lys Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu
20 25
<210> 193
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 193
His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Lys Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu
20 25
<210> 194
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 194
His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu
20 25
<210> 195
<211> 27
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
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<220>
<223> c-term amidado
<400> 195
His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Glu Lys Tyr Leu Ala Ala Val Leu
20 25
<210> 196
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 196
His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Lys Glu Tyr Leu Ala Ala Val Leu
20 25
<210> 197
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 197
His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Val Lys Lys Lys Leu Ala Ala Val Leu
20 25
<210> 198
<211> 27
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>
<223> c-term amidado

<400> 198
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<210> 199
<211> 27
<212> PRT

His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln

1

Met Ala Val Lys Lys Tyr Lys Ala Ala Val Leu

20

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

ES 2725 808 T3

25

10

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>

<223> c-term amidado

<400> 199

<210> 200
<211> 27
<212> PRT

His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln

1

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Lys Ala Val Leu

20

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

25

10

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>

<223> c-term amidado

<400> 200

<210> 201
<211> 27
<212> PRT

His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln

1

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Lys Val Leu

20

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

25

10

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>

<223> c-term amidado

<400> 201

<210> 202
<211> 27
<212> PRT

His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln

1

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Lys Leu

20

5

25

115

10

15

15

15

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2725 808 T3

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>

<223> c-term amidado

<400> 202

<210> 203
<211>
<212>
<213>

<400> 203
000

<210> 204
<211>
<212>
<213>

<400> 204
000

<210> 205
<211>
<212>
<213>

<400> 205
000

<210> 206
<211>
<212>
<213>

<400> 206
000

<210> 207
<211>
<212>
<213>

<400> 207
000

<210> 208
<211>
<212>
<213>

<400> 208
000

His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys Gln

1

Met Ala Val Lys Lys Tyr Leu Ala Ala Val Lys

20

5

25
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<210> 209
<211>
<212>
<213>

<400> 209
000

<210> 210
<211>
<212>
<213>

<400> 210
000

<210> 211
<211>
<212>
<213>

<400> 211
000
<210> 212
<211>
<212>
<213>

<400> 212
000

<210> 213
<211>
<212>
<213>

<400> 213
000

<210> 214
<211>
<212>
<213>

<400> 214
000

<210> 215
<211>
<212>
<213>

<400> 215
000

<210> 216
<211>
<212>
<213>

<400> 216
000

<210> 217
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<211>
<212>
<213>

<400> 217
000

<210> 218
<211>
<212>
<213>

<400> 218
000

<210> 219
<211>
<212>
<213>

<400> 219
000

<210> 220
<211>
<212>
<213>

<400> 220
000

<210> 221
<211>
<212>
<213>

<400> 221
000

<210> 222
<211>
<212>
<213>

<400> 222
000

<210> 223
<211>
<212>
<213>

<400> 223
000

<210> 224
<211>
<212>
<213>

<400> 224
000

<210> 225
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<211>
<212>
<213>

<400> 225
000

<210> 226
<211>
<212>
<213>

<400> 226
000

<210> 227
<211>
<212>
<213>

<400> 227
000

<210> 228
<211>
<212>
<213>

<400> 228
000

<210> 229
<211>
<212>
<213>

<400> 229
000

<210> 230
<211>
<212>
<213>

<400> 230
000

<210> 231
<211>
<212>
<213>

<400> 231
000

<210> 232
<211>
<212>
<213>

<400> 232
000

<210> 233
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<211>
<212>
<213>

<400> 233
000

<210> 234
<211>
<212>
<213>

<400> 234
000

<210> 235
<211>
<212>
<213>

<400> 235
000

<210> 236
<211>
<212>
<213>

<400> 236
000

<210> 237
<211>
<212>
<213>

<400> 237
000

<210> 238
<211>
<212>
<213>

<400> 238
000

<210> 239
<211>
<212>
<213>

<400> 239
000

<210> 240
<211>
<212>
<213>

<400> 240
000

<210> 241
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<211>
<212>
<213>

<400> 241
000

<210> 242
<211>
<212>
<213>

<400> 242
000

<210> 243
<211>
<212>
<213>

<400> 243
000

<210> 244
<211>
<212>
<213>

<400> 244
000

<210> 245
<211>
<212>
<213>

<400> 245
000

<210> 246
<211>
<212>
<213>

<400> 246
000

<210> 247
<211>
<212>
<213>

<400> 247
000

<210> 248
<211>
<212>
<213>

<400> 248
000

<210> 249
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<211>
<212>
<213>

<400> 249
000

<210> 250
<211>
<212>
<213>

<400> 250
000

<210> 251
<211>
<212>
<213>

<400> 251
000

<210> 252
<211>
<212>
<213>

<400> 252
000

<210> 253
<211>
<212>
<213>

<400> 253
000

<210> 254
<211>
<212>
<213>

<400> 254
000

<210> 255
<211>
<212>
<213>

<400> 255
000

<210> 256
<211>
<212>
<213>

<400> 256
000

<210> 257
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<211>
<212>
<213>

<400> 257
000

<210> 258
<211>
<212>
<213>

<400> 258
000

<210> 259
<211>
<212>
<213>

<400> 259
000

<210> 260
<211>
<212>
<213>

<400> 260
000

<210> 261
<211>
<212>
<213>

<400> 261
000

<210> 262
<211>
<212>
<213>

<400> 262
000

<210> 263
<211>
<212>
<213>

<400> 263
000

<210> 264
<211>
<212>
<213>

<400> 264
000

<210> 265
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<211>
<212>
<213>

<400> 265
000

<210> 266
<211>
<212>
<213>

<400> 266
000

<210> 267
<211>
<212>
<213>

<400> 267
000

<210> 268
<211>
<212>
<213>

<400> 268
000

<210> 269
<211>
<212>
<213>

<400> 269
000

<210> 270
<211>
<212>
<213>

<400> 270
000

<210> 271
<211>
<212>
<213>

<400> 271
000

<210> 272
<211>
<212>
<213>

<400> 272
000

<210> 273
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<211>
<212>
<213>

<400> 273
000

<210> 274
<211>
<212>
<213>

<400> 274
000

<210> 275
<211>
<212>
<213>

<400> 275
000

<210> 276
<211>
<212>
<213>

<400> 276
000

<210> 277
<211>
<212>
<213>

<400> 277
000

<210> 278
<211>
<212>
<213>

<400> 278
000

<210> 279
<211>
<212>
<213>

<400> 279
000

<210> 280
<211>
<212>
<213>

<400> 280
000

<210> 281
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<211>
<212>
<213>

<400> 281
000

<210> 282
<211>
<212>
<213>

<400> 282
000

<210> 283
<211>
<212>
<213>

<400> 283
000

<210> 284
<211>
<212>
<213>

<400> 284
000

<210> 285
<211>
<212>
<213>

<400> 285
000

<210> 286
<211>
<212>
<213>

<400> 286
000

<210> 287
<211>
<212>
<213>

<400> 287
000

<210> 288
<211>
<212>
<213>

<400> 288
000

<210> 289
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<211>
<212>
<213>

<400> 289
000

<210> 290
<211>
<212>
<213>

<400> 290
000

<210> 291
<211>
<212>
<213>

<400> 291
000

<210> 292
<211>
<212>
<213>

<400> 292
000

<210> 293
<211>
<212>
<213>

<400> 293
000

<210> 294
<211>
<212>
<213>

<400> 294
000

<210> 295
<211>
<212>
<213>

<400> 295
000

<210> 296
<211>
<212>
<213>

<400> 296
000

<210> 297
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<211>
<212>
<213>

<400> 297
000

<210> 298
<211>
<212>
<213>

<400> 298
000

<210> 299
<211>
<212>
<213>

<400> 299
000

<210> 300
<211>
<212>
<213>

<400> 300
000

<210> 301
<211>
<212>
<213>

<400> 301
000

<210> 302
<211>
<212>
<213>

<400> 302
000

<210> 303
<211>
<212>
<213>

<400> 303
000

<210> 304
<211>
<212>
<213>

<400> 304
000

<210> 305
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<211>
<212>
<213>

<400> 305
000

<210> 306
<211>
<212>
<213>

<400> 306
000

<210> 307
<211>
<212>
<213>

<400> 307
000

<210> 308
<211>
<212>
<213>

<400> 308
000

<210> 309
<211>
<212>
<213>

<400> 309
000

<210> 310
<211>
<212>
<213>

<400> 310
000

<210> 311
<211>
<212>
<213>

<400> 311
000

<210> 312
<211>
<212>
<213>

<400> 312
000

<210> 313
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<211>
<212>
<213>

<400> 313
000

<210> 314
<211>
<212>
<213>

<400> 314
000

<210> 315
<211>
<212>
<213>

<400> 315
000

<210> 316
<211>
<212>
<213>

<400> 316
000

<210> 317
<211>
<212>
<213>

<400> 317
000

<210> 318
<211>
<212>
<213>

<400> 318
000

<210> 319
<211>
<212>
<213>

<400> 319
000

<210> 320
<211>
<212>
<213>

<400> 320
000

<210> 321
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15
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<211>
<212>
<213>
<400> 321
000
<210> 322
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 322
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Arg Ile
20 25 30
<210> 323
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 323
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Gly Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Arg Ile
20 25 30
<210> 324
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 324
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Arg Ile
20 25 30
<210> 325
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 325

131



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2725 808 T3

His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Met Ala Arg Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Arg Ile

20 25 30
<210> 326
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 326
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Lys Asn Arg Ile
20 25 30
<210> 327
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 327
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Pro Asn Arg Ile
20 25 30
<210> 328
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 328
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Gly Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Pro Asn Arg Ile
20 25 30
<210> 329
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 329
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

1 5 10 15
Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Pro Asn Arg Ile
20 25 30
<210> 330
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 330
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Arg Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Pro Asn Arg Ile
20 25 30
<210> 331
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 331
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Pro Asn Arg Ile
20 25 30
<210> 332
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 332
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Gln Asn Arg Ile
20 25 30
<210> 333
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 333
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln

1 5 10 15
Met Ala Gly Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Gln Asn Arg Ile
20 25 30
<210> 334
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 334
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Gln Asn Arg Ile
20 25 30
<210> 335
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 335
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Arg Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Gln Asn Arg Ile
20 25 30
<210> 336
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 336
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Gln Asn Arg Ile
20 25 30
<210> 337
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 337
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His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Arg Asn Arg Ile

20 25 30
<210> 338
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 338
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Gly Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Arg Asn Arg Ile
20 25 30
<210> 339
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 339
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Arg Asn Arg Ile
20 25 30
<210> 340
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<400> 340
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15
Met Ala Arg Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Arg Asn Arg Ile
20 25 30
<210> 341
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<400> 341

135



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2725 808 T3

His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 10 15

Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Arg Asn Arg Ile

20 25 30
<210> 342
<211> 44
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 342
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Pro Pro Ser Lys Lys Lys Lys Lys Lys
35 40
<210> 343
<211> 50
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 343
Lys Lys Lys Lys Lys Lys His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu
1 5 10 15
Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu
20 25 30
Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Ser Lys Lys Lys Lys
35 40 45
Lys Lys
<210> 344
<211> 38
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>
<223> c-term amidado

<400> 344
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His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15

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

20 25 30
Pro Ser Ser Gly Ala Ser
35
<210> 345
<211> 42
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 345
Lys Lys Lys Lys Lys Lys His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu
1 5 10 15
Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu
20 25 30
Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Ser
35 40
<210> 346
<211> 42
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 346
Asn Glu Glu Glu Glu Glu His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu
1 5 10 15
Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu
20 25 30
Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Ser
35 40
<210> 347
<211> 42
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>
<223> c-term amidado

<400> 347
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His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu
1 5 10

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu
20 25

Ser Gly Ala Ser Lys Lys Lys

35
<210> 348
<211> 48
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético
<220>
<223> c-term amidado
<400> 348
Lys Lys Lys Lys Lys Lys His Gly Glu Gly
1 5 10
Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg
20 25
Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Ser
35 40
<210> 349
<211> 48
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético

<220>
<223> c-term amidado

<400> 349

Asp Glu Glu Glu Glu Glu His Gly Glu Gly
1 5 10

Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg
20 25

Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Ser
35 40

138

Ser Lys Gln Met Glu Glu

15

Lys Asn Gly Gly Pro Ser

Lys Lys Lys
40

Thr Phe Thr

Leu Phe Ile

Lys Lys Lys
45

30

Ser

Glu
30

Lys

Asp Leu
15

Trp Leu

Lys Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Leu

Leu Phe Ile

Lys Lys Lys
45

15

Glu Trp Leu

30

Lys

Lys Lys
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REIVINDICACIONES

1. Un reactivo polimérico que tiene una estructura de
1

Lol
PoLY!—(X")a—N—C~0—(X2),

\
R' O /RS_(X7)g'—(CHZCHzo)j—(xs)h—z
]
5 POLY2——(X?)e—N—C=0—(X%;
(Férmula IlI)
en donde:
10 POLI" es un poli(6xido de alquileno);

POLI? es un poli(6xido de alquileno);
(@)es0,1,203;
(b)es0,1,203;
(e)es0,1,203;
15 (fles0,1,203;
(g)es0,1,203;
(h)es0,1,203;
(j) es de 0 a 20;
cada R' es independientemente H o un radical organico seleccionado del grupo que consiste en alquilo,
20 anU|Io sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo y arilo sustituido;
X cuando esta presente, es un primer resto espaciador;
X cuando esta presente, es un segundo resto espaciador;
X cuando esta presente, es un quinto resto espaciador;
X cuando esta presente, es un sexto resto espaciador;
25 X cuando esta presente, es un séptimo resto espaciador;
X cuando esta presente, es un octavo resto espaciador;
R® es un radical ramificado; y
Z es un grupo reactivo.

30 2. El reactivo polimérico de la reivindicaciéon 1, en donde R® se selecciona del grupo que consiste en:

ToH pSik A v ToH

| AR A
e LU LU R (O
CH— N—
/ b q b / 2 q 2 q ’ y q 2
en donde (p) es 1-8 y (q) es 1-8.
35
3. El reactivo polimérico de la reivindicacion 1, que tiene una estructura de:
Il Il
H3C-(OCH,CH,)—0-C- N{CHQ]—(OCHZCHQ)—ril-C-o—CHQ o
H f oy Ho i
HE—0 O~ o~ COF
] H, H»
HaC-(OCH,CHy)—O- c N[CHQ]- OCHCHz);—N=C-0=CH,
f 4 (Férmula llic)

40 en donde (m)es 224000,y (flesde0a 6y (n)esde0a20.
4. El reactivo polimérico de la reivindicacion 3, en donde (f)esde 2a 4y (n)esde 0 a 4.

5. El reactivo polimérico de la reivindicacion 1, que tiene una estructura seleccionada del grupo que consiste en:
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0]
Il
H3C (OCHZCHZ) '}l C-O_CHZ
H | Ho ]
o MO0 N -COH
Il H, Ho
H3C-(OCHLCHp)— I}I C-0-CH;
m
H ;
)
I ]
HaC-(OCH,CHz)—0-C- N{CHZI-(OCHZCHZ)Z—I;I-C-O—CHZ o
H 2 H Ho i

] H, Hz
HsC-(OCH,CHz)—0- L N[CH2]- (OCH,CHz)7—N=C~0~=CH,
2
A

HaC-(OCHCHp)—0~ c N{CHz -0—

'?I
* H
0

[
HT—O\ _C.__COH
HoC-(OCH,CHz)—0- L N[CHQ]—I}I C-0-C
2
H

en donde cada (m) es 2 a 4000.

6. El reactivo polimérico de la reivindicacion 1, que tiene una estructura seleccionada del grupo que consiste en

o

" M

HoC-(OCH,CHy)—N~C—0— CH2
H

o)

[
H3G-(OGHZCHZ)——N~C~0-CHy o

c
O,
" HC|7/ \/\)‘\ )
IO | NH-(CH,CH,0),-CH,CH,CH,-C-H
C

|
HaC-(OCH,CHp)—N—GC-0-
H

Ho

I
H3C-(OCHzCHo) 7= N—C-0-CH,

O
H | (0] O,
- \/\/u\ i
HC Il >
|C|> | NH-(CH,CH,)NH-C-CH,CH,-N
HsC-(OCHoCHZ)-—N=C~0-CH, 02
H
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I
HaC-(OCH,CHo)—N—C-0-CH,

O
H 0]
HC/
ﬁ | N-CH,CH,-SH
H3C'(OCH20H2)m_f?|~C—O-CH2
H ;
{Ne)
Lo
POLY——(X");—N—C-0—(X3), o
\R Il

R O _ 5—(x7)g'—(cHQCHQO)J-—(X%—c—NC>=o
POLYZ—(XS)e—’l'—g‘O_(XG :

bl

5 en donde cada (m) es 2 a 4000.

7. El reactivo polimérico de la reivindicacion 1, que tiene una estructura seleccionada del grupo que consiste en

0O
H Q
m PEG( QQK)_N_C_O_CHZ o)
| OM :
e o
0O | 0
ol
m PEG( ZOK)_N_C_O_CHQ :
10
O
H I
m PEG( 20k)—N—C=0-CH, o
| o
e M 0
! ﬁ | NH-(CH,CH,0),-CH,CH,CH,-C-H
m PEG( 20K )_N_C_O'CH2 .
(0]
H
m PEG( 20k)—N—C-0-CH, o
/O o O
o HC \/\/u\ i s |
H i NH-(CH,CH,)NH-C-CH,CH,-N
m PEG(ZOK)—N—C_O'CHQ 02 :
y
0
H
m PEG( 2OK)_N_C-O_TH2 0
0]
ol M
y ﬁ N-CH,CH,-SH
15 m PEG( 20K)—N—C-O'CH2

8. El reactivo polimérico de la reivindicacion 1, que tiene una estructura seleccionada del grupo que consiste en
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0
H 0o
HSCO-(CHQCHQO);CHQCHQ'N-C-O—CIDHQ o
N H
N
HC—O, C N
o TN
HaCO-(CHCH20)—CHoCH,~N=C~0=CH, o) o

Il
HEC—(OCHQCHz)m—II\l—C-O—CHQ o
Ho 1l
~o e -C—NH-NH,
Hy Ho

HC—O
Il
H3G-(OCHoCHz) —N—C-0=CH,
m
H
en donde cada (m) es de 2 a 4000 y cada (n) 0 a 20.

9. Un método para preparar un producto conjugado que comprende la etapa de poner en contacto un reactivo

polimérico de acuerdo con la reivindicaciéon 1 con un agente activo para proporcionar asi el producto conjugado de
farmaco.

10. Una preparacion farmacéutica que comprende el producto conjugado preparado segun la reivindicacion 9
combinado con un excipiente farmacéutico.

11. La preparacién farmacéutica de la reivindicacion 10, en donde el excipiente es un azucar.

12. La preparacién farmacéutica de la reivindicacion 10, en forma liofilizada.

13. La preparacion farmacéutica de la reivindicacion 10, que comprende adicionalmente un diluyente liquido.

14. La preparacion farmacéutica de la reivindicacion 13, en donde el diluyente liquido se selecciona del grupo que
consiste en agua bacteriostatica para inyectables, dextrosa al 5% en agua, solucion salina tamponada con fosfato,

solucion de Ringer, solucion salina, agua estéril, agua desionizada y combinaciones de las mismas.

15. La preparacion farmacéutica de la reivindicacion 10, en forma de dosis unitaria o alojada en un vial de vidrio.
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