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DESCRIPCION
Estabilizacién de biomoléculas con polimeros de azucar
Campo de la invencion

Se divulgan composiciones y métodos para estabilizar biomoléculas. Especificamente, las composiciones incluyen
nuevos homopolimeros o copolimeros a base de trehalosa conjugados con o afiadidos de forma no covalente a
biomoléculas, en las que los homopolimeros o copolimeros protegen y/o estabilizan las biomoléculas.

Antecedentes de la invencion

Existe un interés considerable en las proteinas, como productos terapéuticos y como reactivos bioquimicos y quimicos.
Sin embargo, la mayoria de las proteinas son inherentemente inestables y se degradan con el almacenamiento, el
transporte y el uso, lo que requiere temperaturas reguladas, solvatacion controlada, y la adicién de moléculas
transportadoras que pueden necesitar eliminarse. También se sabe que las proteinas se desnaturalizan debido a
tensiones fisicas o quimicas tal como desecacion, calor, luz y cambio de pH, lo que complica aiin mas la aplicacion
de ciertas biomoléculas.

Si bien la union de poli(etilenglicol) (PEG) a las proteinas se ha utilizado ampliamente para aumentar la estabilidad in
vitro e in vivo de las proteinas terapéuticas al reducir el acceso de las enzimas proteoliticas y el cribado a través de
los sistemas de filtracion renal, la PEGilacion por si sola normalmente no aumenta significativamente la estabilidad
proteica con respecto a la temperatura, la desecacion y el almacenamiento.

En la naturaleza, muchas plantas y animales padecen estrés por deshidratacién completa al acumular grandes
cantidades de azucar. Por ejemplo, se sabe que los disacaridos de glucosa alfa, de union a alfa, imparten una
estabilidad inusual a los organismos que toleran la anhidrobiosis (desecacion) y la criobiosis (baja temperatura) al
proteger las células y las proteinas. Sin embargo, existe la necesidad en la técnica de agentes que sean mas eficaces
para estabilizar y proteger las biomoléculas contra la degradacion tras la exposicion al estrés ambiental durante
periodos prolongados de tiempo.

La trehalosa se ha descrito como un excipiente en formulaciones de proteinas terapéuticas. La patente de EE.UU. (US
6.991.790) describe el uso de trehalosa y otros disacaridos junto con tensioactivos para estabilizar las formulaciones
de anticuerpos durante hasta dos afos. En particular, se dirigié anti-CD20 para su uso en el tratamiento del linfoma
de linfocitos B. La patente de EE.UU. US 6.821.515 resume la trehalosa utilizada en una relacion alta (100-600:1) para
estabilizar proteinas o anticuerpos contra la liofilizacién. En particular, anti-HER2 puede reconstituirse con una pérdida
minima de actividad para el tratamiento del cancer de mama. También se ha descrito que la trehalosa aumenta la
solubilidad de los polipéptidos en soluciones acuosas, incluidas las soluciones acuosas que contienen disolventes
organicos.

La trehalosa se ha empleado en aplicaciones de dosificacion solida/comprimidos. Las Patentes de EE.UU. US
6.589.554, US 7.074.428 y US 7.575.762 describen el uso de trehalosa como aglutinante para comprimidos soélidos
de desintegracion rapida, asi como para liberacion sostenida, para su uso en la cavidad bucal fabricando formulaciones
sdlidas de tiempos de liberacion y dureza variables. Las Patentes de EE.UU. US 7.425.341, US 6.740.339, US
6.455.053 y US 5.762.961 divulgan la trehalosa utilizada como aglutinante o diluyente en la composicion de un
comprimido solido de disolucion rapida a veces junto con otros polioles tales como derivados de celulosa. Las Patentes
de EE.UU. US 5.958.455 y US 6.194.001 resumen la formulacién general de comprimidos sélidos con trehalosa y la
formulacion para un comprimido de amoxicilina.

La trehalosa se us6 como excipiente en un proceso de congelacién por pulverizacion para la produccion de
comprimidos solidos (US 4.762.857) y también se usé en un polvo que se administra por inhalacion (US 7.785.631).
La trehalosa cambia el sabor de un principio activo de sabor amargo (US 6.998.139).

La trehalosa se ha utilizado para conservar células, tejidos u organismos completos en las siguientes patentes: Se
describid la trehalosa para estabilizar las células eucariotas que se han inmovilizado especialmente en una matriz de
soporte para la crioconservacion (documento US 7.314.755). Las patentes de EE.UU. US 7.169.606 y US 6.528.309
resumen las plaquetas sanguineas que se estabilizan para la crioconservacion a través de la trehalosa que se
introduce con diversos métodos, temperaturas y presiones. Las patentes de EE.UU. US 6.770.478 y US 4.806.343
resumen los glébulos rojos y las proteinas en sangre artificial conservada mediante la adiciéon de trehalosa con o sin
iones metalicos antes de la liofilizacion. Las patentes de EE.UU. US 7.270.946, US 6.528.309 y US 5.827.741 divulgan
métodos para estabilizar células de mamifero para la liofilizacion y crioconservacion, respectivamente, usando
trehalosa como excipiente. Las bacterias se han conservado utilizando trehalosa en el medio (US 6.610.531). Las
patentes de EE.UU. US 6.475.716 y US 6.653.062 describen la conservacion de érganos completos con trehalosa y
una solucién de conservacion de trehalosa generalmente aplicable a productos bioldgicos, respectivamente. La
trehalosa combinada con acidos o etanol bioldgicamente seguros se usé para prolongar la vida util de diversos
productos, incluidos productos farmacéuticos (documento US 6.005.100).
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La trehalosa también se ha descrito en diversas administraciones y entregas. Algunos ejemplos son para el tratamiento
de la osteoporosis (documento US 6.440.446), el tratamiento de la insuficiencia articular o para mejorar la circulacién
sanguinea (documentos US 7.214.667 y US 5.981.498), para uso oftdlmico (documento US 6.555.526), para la
liberacion controlada de péptidos o proteinas de trehalosa vitrea (documento US 6.187.330), y para la administracion
de particulas de trehalosa a las células (documento US 5.840.878).

Anteriormente, los materiales a base de trehalosa se han producido como redes de polimeros reticulados que incluyen
resinas termoestables de trehalosa vinilbencil éter polisustituidas (Teramoto y Shibata, 2004). Lograr polimeros
lineales de trehalosa es un reto, ya que los centros anoméricos son relativamente poco reactivos debido al enlace
glucosidico 1,1 (Wolfenden y Yuan, 2008). Por lo tanto, las rutas sintéticas tipicas para producir monémeros a base
de trehalosa contienen varias etapas de proteccidon y desproteccién, ya sea mediante el uso de monémeros
bifuncionales dirigidos a las posiciones 6,6', 0 mediante la produccion de mezclas de regioisémeros que no estan bien
definidos. Por ejemplo, una estrategia sencilla para sintetizar polimeros lineales de trehalosa se informé por primera
vez en 1979, pero la selectividad para formar un polimero lineal frente al ramificado no estaba clara en ese momento
(Kurita, Hirakawa, et al., 1979).

La polimerizaciéon de la trehalosa de tipo diamino se exploré para superar el problema de la ramificacion, pero el
proceso general fue mas complicado (Kurita, Masuda, et al., 1994). La acetalizaciéon (Teramoto, Arai, et al., 2004), las
enzimas (Park, Kim, et al., 2000), las reacciones de Diels-Alder (Teramoto, Arai, et al., 2006), y la quimica de clic
(Srinivaschari, Liu, et al., 2006 y 2007) se han aprovechado para sintetizar polimeros lineales a base de trehalosa,
extendiéndose el estudio posterior a los sistemas biolégicos. Sin embargo, investigaciones y patentes anteriores
describieron reacciones de incorporacién de trehalosa en el esqueleto del polimero en lugar de como una cadena
lateral. Los polimeros con trehalosa en el esqueleto no pueden prepararse de tal manera que tengan grupos terminales
para la unién a las biomoléculas. Ademas, los polimeros con trehalosa en el esqueleto no pueden prepararse con
distribuciones estrechas de peso molecular. Adicionalmente, debido a que los alcoholes son importantes para las
propiedades de hidratacién y protectoras, pueden no proteger las biomoléculas, asi como un polimero de cadena
lateral lineal.

Aunque Kitagawa y sus colaboradores describieron un polimero de cadena lateral de trehalosa (Kitagawa,
Chalermisrachai, et al., 1999), los polimeros se sintetizaron mediante sintesis enzimatica. La sintesis enzimatica es
extremadamente dificil de ampliar. Los polimeros se prepararon por polimerizacién por radicales libres, y la reaccion
no permitié la sintesis de un grupo terminal reactivo para la conjugacion con biomoléculas y la reaccién no preparé
polimeros con distribuciones estrechas de peso molecular. Ademas, los mondmeros se sintetizaron con adipatos de
divinilo en exceso y no se eliminaron las trehalosas bis-funcionalizadas formadas. Por lo tanto, es probable que los
polimeros preparados sean una mezcla de productos que contengan materiales reticulados. Finalmente, los polimeros
no se usaron para estabilizar las biomoléculas ni se conjugaron con proteinas u otras biomoléculas.

Se describié un mondémero en la patente de EE.UU. US 5.856.416 con el objetivo de obtener redes reticuladas para
su uso en lentes de contacto. Adicionalmente, en el documento N.° de serie de EE.UU. 12/134.556, se reivindico que
los polimeros de condensacion de trehalosa estabilizaban principios biolégicamente activos, en particular acidos
nucleicos en mezclas. Los polimeros contienen trehalosa como parte del esqueleto. Ademas, los polimeros de
condensacion descritos en la solicitud de patente no pueden prepararse con grupos terminales para conjugarse con
proteinas y no pueden prepararse con distribuciones estrechas de peso molecular.

Se sabe que la PEGilacién o unién de polietilenglicol (PEG) o polimeros de cadena lateral de PEG potencia las
propiedades farmacolégicas, por ejemplo, protegiendo las biomoléculas de la degradacion enzimatica (Lyczak y
Morrison, 1994; Syed, Schuyler, et al., 1997; Cohen, Yoshioka, et al., 1991). La PEGilacion por si sola tipicamente no
aumenta significativamente la estabilidad de la proteina a la temperatura, la desecacion y el almacenamiento.
Recientemente se informé que la poli(carboxbetaina), un polizwitterién, se puede unir a las proteinas para mejorar la
estabilidad térmica de las proteinas (Keefe y Jiang, 2012; Yang, Zhang, et al., 2009). Recientemente, Recientemente,
los Solicitantes divulgaron polimeros a base de poli(sulfonato de estireno) que estabilizan las proteinas de union a
heparina con respecto a los factores estresantes ambientales (documento PCT/US 12/66905; Nguyen, Kim, et al.,
2013).

Neri et al, (Microbiol Immunol, 51(6), 581-592 (2007) divulgan la actividad neutralizante de los modelos polivalentes
Gbs, Gb2 y Galacto-trehalosa contra la toxina shiga. Especificamente incluye la divulgacion de copolimeros que
comprenden una cadena lateral de trehalosa o galacto-trehalosa.

Dohi et al (Organic letters, 2002, vol 4, n.° 3, pags. 355-357) divulgan el disefio molecular y el potencial biolégico de la
trehalosa de tipo galacto como una toxina shiga no natural. Especificamente, divulga la sintesis de un modelo de
agrupacioén de galacto-trehalosa.

Mancini et al (J. Am. Chem. Soc, 2012,134, pag. 8474 - 8479, publicado después de las fechas de prioridad
reivindicadas), divulgan glucopolimeros de trehalosa para la estabilizacion de conjugados de proteinas con respecto
a factores estresantes ambientales.
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El documento US2009/0124534 divulga polimeros de clic de trehalosa para la administracion de moléculas
biolégicamente activas.

El documento W099/55310 divulga cristales de proteinas estabilizadas, incluyendo formulaciones que pueden
comprender trehalosa.

Cho et al, (International J. of Phamaceutics, 2011, vol 416, pags. 77-84) divulgan la evaluacion de la estabilidad de
proteinas y la permeabilidad in vitro de microparticulas a base de polisacaridos liofilizados para la administracion
intranasal de proteinas.

Potier et al (Tetrahedron Asymmetry 12 (2001) pags. 2409-2419) divulgan la esterificacion regioselectiva catalizada
por proteinasa N de sacarosa y otros mono y disacaridos. Esto incluye una transesterificacion de trehalosa para
producir 6-O-metacrilato de trehalosa.

En la técnica se necesita un homopolimero o copolimero con trehalosa de cadena lateral que tenga capacidades de
proteccién deseables.

Compendio de la invencion

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un mondmero para su uso en la fabricacién de un homopolimero o
un copolimero para estabilizar una biomolécula del monémero que tiene la estructura general:

R1R2C = CR3R4,

en la que R1y Rz son hidrégeno, Rs es hidrogeno o metilo y R4 es una cadena lateral de la formula -L-trehalosa, en la
que L es un enlazador que une trehalosa al monémero y L-trehalosa tiene una estructura seleccionada de:

oo ko

OH
HO, -
HO" ™
o. 0
HO HO - HO
HO* “OH HO “OH HO" “OH
OH OH OH

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un homopolimero o copolimero que comprende la estructura
general:

-[R1R2C - CR3R4]n--

en la que R1 y Rz son hidrégeno, Rs es hidrégeno o metilo, y R4 es una cadena lateral de la formula -L-trehalosa, en
la que L es un enlazador que une trehalosa al monémero a través de al menos uno de los grupos hidroxilo (-OH) de
trehalosa, en la que L es -(COO)-(CH2)n- (n=0-6),

o en la que la -L-trehalosa de cadena lateral tiene una estructura seleccionada de:
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HOY' "OH HOY “OH
OH ) H

En una realizacién especifica, el homopolimero o copolimero comprende la estructura general de Rs-[R1R2C - CR3R4]n-
Rs, en la que Rs y Re se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -Alquilo, -Alquenilo, -Alquinilo, -
arilo, -C(CN)(Alquilo)2, -S2C-S-Alquilo, -C(CO)(Alquil)-(OCH2CH2),-COO-CH2CH2-CO-Alquilo  (n=1-10), y
biomoléculas.

En una realizacion especifica, el componente amina se selecciona del grupo que consiste en proteinas, enzimas,
anticuerpos, ADN, ARN, ARNsi, y composiciones farmacéuticas.

En una realizacién especifica del monémero y el polimero, la -L-trehalosa de cadena lateral tiene una estructura
especifica como se muestra a continuacion.

En otra realizacion especifica, los polimeros tienen las estructuras especificas que se muestran a continuacion.
En una realizacion especifica del monémero y el polimero, tres de R1-R4 son hidrégenos.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un método para sintetizar un homopolimero o copolimero para
estabilizar una biomolécula, comprendiendo el método las etapas de (a) incorporar una cadena lateral que comprende
una molécula de trehalosa en un mondémero polimerizable y (b) polimerizar el mondmero resultante para obtener un
polimero siguiendo cualquiera de los métodos anteriores. En una realizacion especifica, el homopolimero o copolimero
se genera a través de sintesis quimica. En otra realizacién especifica, el mondmero polimerizable se selecciona del
grupo que consiste en un mondémero de estireno, un mondémero de acrilato, un monémero de metacrilato, un monémero
de acrilamida, un mondmero de metacrilamida, un monémero de vinilo, un monémero de norborenilo, y un monémero
de alqueno de ciclo tensionado.

En aun ofra realizacion especifica del método, la etapa de polimerizar el monémero resultante para obtener un
homopolimero o copolimero se realiza mediante cualquiera de, pero sin limitacion, las siguientes técnicas;
polimerizacion reversible de adicién-fragmentacion (RAFT), polimerizacion radicalaria por transferencia de atomos
(ATRP), polimerizacion mediada por nitréxido (NMP), polimerizacién por radicales libres mediada por cianoxilo,
polimerizacion radicalaria convencional, o polimerizacién de apertura de anillo (ROMP).

En aun otra realizacion especifica del método, uno o mas de los grupos hidroxilo de la trehalosa estan protegidos por
la formacién de un acetal o un éter.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para estabilizar una biomolécula que comprende la
etapa de conjugar la biomolécula con un homopolimero o copolimero de un monémero que tiene las estructuras
anteriores 0 que se produce usando cualquiera de los métodos anteriores. En una realizacién especifica, la
biomolécula se conjuga covalentemente con el esqueleto del homopolimero o copolimero.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a una composicidon que comprende una biomolécula conjugada con
un homopolimero o copolimero que comprende la estructura general de - [R1R2C - CR3R4]n-, en la que R1y Rz son
hidrégeno, Rs es hidrégeno o metilo, y R4 es una cadena lateral de la formula -L-trehalosa, en la que L es un enlazador
que une la trehalosa a través de al menos uno de los grupos hidroxilo (-OH) de trehalosa, en la que L se selecciona
del grupo que consiste en, -(COO)-(CH2)n- (n=0-6),

o en la que la -L-trehalosa de cadena lateral tiene una estructura seleccionada de:
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y en la que el homopolimero o copolimero comprende ademas un agente de transferencia de cadena reactivo de
biomolécula unido a uno o ambos extremos del esqueleto del homopolimero o copolimero.

Estas y otras caracteristicas de la presente invencion resultaran evidentes para el experto en la técnica a partir de la
siguiente descripcion detallada y los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1a, b es una serie de espectros de RMN obtenidos por a) '3C RMN, b) '"H RMN, del glucomondémero 2
(D6-DMSO).

La Figura 2 es una espectroscopia de '"H RMN del polimero de trehalosa 4 (D6-DMSO).

La Figura 3 es una espectroscopia de '"H RMN de glucopolimero hecha en presencia de 5 (D6-DMSO).

La Figura 4a, b, ¢, d y e muestran a) la traza FPLC de la conjugacion de la lisozima tiolada LyzSH con el
glucopolimero reactivo de tiol 6 monitorizado por conductividad, y la absorbancia UV a 254 nm y 280 nm con b) la
actividad correspondiente de las fracciones FPLC recogidas en la region del conjugado Lyz-6. SDS-PAGE de las
fracciones FPLC 6-11 que contienen Lyz-6 en condiciones no reductoras tefiidas con c) yodo o d) coomassie junto
con e) las mismas fracciones ejecutadas en condiciones reductoras.

La Figura 5 muestra la estabilidad de desecacion de la lisozima de tipo silvestre con y sin trehalosa afiadida y el
polimero y conjugado de Lyz-6. Las muestras se trataron con 10 ciclos de liofilizacién y se compararon con una
proteina no tratada. (*,y,yy, p<0,05 en comparacién con la lisozima de tipo silvestre, la lisozima tratada con 1 equiv.
de trehalosa y la lisozima tratada con 1 equiv. de polimero respectivamente). Cabe apreciar que, en estos
experimentos, la lisozima estaba considerablemente mas concentrada que en la Figura 7.

La Figura 6 muestra la estabilidad al calor (expuesta a una carga de calor de 90 °C durante 3 h) de la lisozima de
tipo silvestre, conjugado de lisozima-glucopolimero Lyz-6, lisozima de tipo silvestre formulada con diversas
concentraciones de glucopolimero o trehalosa. (*,% p<0,05 en comparacién con la lisozima de tipo silvestre y la
lisozima tratada con 100 equiv. de trehalosa, respectivamente). Cabe apreciar que, en estos experimentos, la
lisozima estaba considerablemente mas concentrada que en la Figura 8.

La Figura 7 es un diagrama que muestra la actividad del conjugado lisozima-glucopolimero, lisozima de tipo
silvestre con glucopolimero (1 o 100 equiv. en relacién con la lisozima), o lisozima de tipo silvestre con trehalosa
(1 0 100 equiv. en relacion con las unidades de mondmero polimérico) como excipientes expuestos a 10 ciclos de
liofilizacion. Los datos mostrados se repiten 6 veces con p <0,01 para todas las muestras de polimeros 100x y de
conjugados en relacion con el tipo silvestre.

La Figura 8 es un diagrama que muestra la actividad del conjugado lisozima-glucopolimero, lisozima de tipo
silvestre con glucopolimero (1 o 100 equiv. en relacidn con la lisozima), o lisozima de tipo silvestre con trehalosa
(1 0 100 equiv. en relacién con las unidades de monémero polimérico) como excipientes expuestos a una carga
de calor de 90 °C durante 1 hora. Los datos mostrados se repiten 6 veces con p <0,001 para todas las muestras
de polimeros y conjugados en relacion con el tipo silvestre.

La Figura 9 es un conjunto de graficos que muestran la espectroscopia de 'H RMN de polimeros de trehalosa (Poli
1-4) (D6-DMSO).

La Figura 10 es un conjunto de graficos que muestran la espectroscopia de '"H RMN de polimeros a base de
trehalosa (Poli 5-8) (D6-DMSO).

La Figura 11 es un conjunto de graficos que muestran la traza de cromomatografia liquida de proteinas rapida
(FPLC) de la conjugacion de lisozima tiolada con glucopolimeros reactivos de tiol (poli 5-8) monitorizados por
conductividad, y absorbancia UV a 254 nm y 280 nm con trazas FPLC correspondientes de lisozimas nativas y sin
polimero. Los recuadros de color verde destacan las fracciones concentradas para su uso en experimentos
posteriores. Estas fracciones se escogieron especificamente para que no contuvieran polimero residual de Lyz.
Las Figuras 12a y b son un conjunto de graficos que muestran la retencién de actividad de la lisozima estabilizada
mediante la adicion de PEG (1 o 100 equiv.) o el polimero de trehalosa (1 o 100 equiv.) en relacién con el grado
de polimerizacion estresada por a) 10 ciclos de liofilizacion o b) una carga de calor de 90 °C durante 1 hora.
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La Figura 13 es un conjunto de graficos que muestran la retencién de actividad de la lisozima estabilizada mediante
la adicion de PEG (1 o 100 equiv.) o el polimero de trehalosa (1 o 100 equiv.) en relacion con el peso molecular
(Mn) estresada por a) 10 ciclos de liofilizacion o b) una carga de calor de 90 °C durante 1 hora.

La Figura 14 es un gréafico que muestra los espectros de 'H y '3C RMN de tritiocarbonato de piridildisulfuro (3).

La Figura 15 es un grafico que muestra los espectros de '™H y C RMN de 2-(2-(2-(piridin-2-
ildisulfanil)etoxi)etoxi)etanol (4).

La Figura 16 es un grafico que muestra los espectros de 'H y '3C RMN del agente de transferencia de cadena
reactivo de tiol (CTA 5).

La Figura 17 es un grafico que muestra los espectros de 'H del polimero P1 (en DsDMSO).

La Figura 18 es un grafico que muestra los espectros de 'H del mondémero para formar el polimero P2 (en
DsDMSO).

La Figura 19 es un grafico que muestra los espectros de '*C RMN del monémero para formar el polimero P2 (en
DsDMSO).

La Figura 20 es un gréafico que muestra los espectros de 'H del polimero P2 (en DsDMSO).

La Figura 21 es un grafico que muestra los espectros de 'H del monémero para formar el polimero P3 (en D20).
La Figura 22 es un grafico que muestra los espectros de '3C RMN del mondmero para formar el polimero P3 (en
D20).

La Figura 23 es un grafico que muestra los espectros de 'H del polimero P3 (en D20).

La Figura 24 es un grafico que muestra los espectros de "H del monémero para formar el polimero P4' (en CDCls).
La Figura 25 es un grafico que muestra los espectros de '*C RMN del monoémero para formar el polimero P4' (en
CDCl3).

La Figura 26 es un grafico que muestra los espectros de 'H del polimero P4' (en CDClI3).

La Figura 27 es un grafico que muestra los espectros de 'H del polimero P4 (en D20).

La Figura 28 es un grafico que muestra la actividad de HRP (75 pg/ml) después de 30 min de calentamiento a
70 °C, sin aditivo, 100 equiv. de P1, P2, P3, P4, y 7500 equiv. de trehalosa con respecto a la peroxidasa de rabano
picante (HRP).

La Figura 29 es un grafico que muestra la actividad de glucosa oxidasa (GOX; 100 ug/ml) después de 30 min de
calentamiento a 50 °C, sin aditivo, 100 equiv. de P1, P2, P3, P4, y 7500 equiv. de trehalosa con respecto a GOX.
La Figura 30 es un gréfico que muestra una comparacion entre un gel nativo y la insulina con polimeros P1-P3 o
trehalosa (T).

Las Figuras 31ay b son un conjunto de graficos que muestran la actividad de la B-galactosidasa (B-Gal; 100 pg/ml)
después del (a) 3¢y (b) 4° ciclos sin aditivo, 100 equiv. de P1, P2, P3, y 7500 equiv. de trehalosa con respecto a
B-Gal.

La Figura 32 a, b, y ¢ son un conjunto de graficos que muestran el ensayo de citotoxicidad de P1-P3, PEG 20 kDa,
y trehalosa con células (a) NIH 3T3, (b) RAW 264,7, (c) HDF, y (d) HUVEC.

Las Figuras 33a y b son un conjunto de graficos que muestran el efecto de estabilidad del polimero de trehalosa
Poli 5, Poli 6, Poli 7 y Poli 8 con respecto a ARNSsi. a) PAGE del efecto de RNase ONE hacia ds-ARNsi sin tratar y
conjugado A, B, y C. Carril 1: escalera de ADN; carril 2: RNase ONE; carril 3: ds-ARNsi; carril 4: ds-ARNsi con
RNase ONE; carril 5: conjugado A (ARNsi-Poli 5); carril 6: conjugado A (ARNsi-Poli 5) con RNase ONE; carril 7:
conjugado B (ARNsi-Poli 6); carril 8: conjugado B (ARNsi-Poli 6) con RNase ONE; carril 9: conjugado C (ARNsi-
Poli 7); carril 10: conjugado C (ARNsi-Poli 8) con RNase ONE. b) Cuantificacion de los conjugados de retencion
después del tratamiento con RNase ONE. Los datos mostrados se repiten 3 veces.

La Figura 34 es un conjunto de graficos que muestran la PAGE del efecto del suero bovino de ternera (CBS) al
80 % hacia: a) ds-ARNsi desnudo. Carril 1: CBS al 80 %; carril 2: 0 h; carril 3: 1 h; carril 4: 3 h; carril 5: 6 h; carril
6: 24 h; b) ds-ARNsi con adicién de 825 equiv. de trehalosa. Carril 1: 1 h; carril 2: 3 h; carril 3: 6 h; carril 4: 24 h; ¢)
ds-ARNSsi con adicion de 50 equiv. de polimero de trehalosa Poli 5. Carril 1: CBS al 80 %; carril 2: 0 h; carril 3: 1
h; carril 4: 3 h; carril 5: 6 h; d) Conjugado A. Carril 1: 0 h; carril 2: 1 h; carril 3: 3 h; carril 4: 6 h.

Descripcion detallada de la invencidn
EN GENERAL

Antes de describir los presentes materiales y métodos, se entiende que la presente invencion no se limita a una
determinada metodologia, protocolos, materiales y reactivos descritos, pues estos pueden variar. También debe
entenderse que la terminologia usada en el presente documento tiene el fin de describir realizaciones particulares
unicamente, y no pretende limitar el alcance de la presente invencion, que estara limitado Unicamente por las
solicitudes no provisionales presentadas posteriormente.

Como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un/a", "una" y "el/la"
incluyen las referencias en plural, salvo que el contexto indique claramente otra cosa. Del mismo modo, los términos
"un" (o "una"), "uno/a o mas" y "al menos uno/a" se pueden usar indistintamente en el presente documento. Los

términos "que comprende/n”, "que incluye/n" y "que tiene/n" se pueden usar indistintamente.

Salvo que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos que se usan en el presente documento
tienen el mismo significado que el entendido habitualmente por un experto en la técnica. Aunque puede usarse
cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en este documento en la practica o ensayo de la
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presente invencion, ahora se describen los métodos y materiales preferidos. Todas las publicaciones y patentes
especificamente mencionadas en el presente documento se incorporan por referencia para todos los fines, incluida la
descripcién y divulgacién de los productos quimicos, instrumentos, analisis estadisticos y metodologias que se
informan en las publicaciones que podrian usarse en relacién con la invencion. Todas las referencias citadas en la
presente memoria descriptiva deben tomarse como indicativas de la nivel de experiencia en la técnica. No debe
interpretarse que nada en el presente documento sea un reconocimiento de que la invencién no tenga derecho a
antedatar tal divulgacion en virtud de una invencion anterior.

LA INVENCION

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un homopolimero o copolimero que estabiliza notablemente las
biomoléculas, preferiblemente a los factores estresantes ambientales, ya sea cuando se afiaden a las biomoléculas
para formar una mezcla o cuando se conjugan covalentemente con biomoléculas. El término "homopolimero" se refiere
a un polimero producido a partir de la polimerizacion de un solo monémero que contiene al menos una cadena lateral
de trehalosa. El término "copolimero" se refiere a un polimero derivado de al menos dos mondmeros, y al menos uno
de los mondmeros contiene al menos una cadena lateral de trehalosa. Aunque solo los homopolimeros se analizan
en los Ejemplos, un experto con conocimientos ordinarios en la técnica entendera que la presente invencion se
extiende a los copolimeros.

Para preparar un copolimero, se polimerizara una mezcla de monémeros de al menos dos monémeros diferentes, al
menos uno de los mondémeros incluye al menos una cadena lateral de trehalosa. Los métodos para producir
homopolimeros seran adecuados para hacer copolimeros.

El polimero o copolimero incluye una o mas cadenas laterales que comprenden un resto trehalosa. En comparacion
con la misma concentracion de trehalosa, el homopolimero o copolimero es sustancial y sorprendentemente mas
eficaz que la trehalosa en solitario para estabilizar las biomoléculas. Ademas, la conjugaciéon del homopolimero o
copolimero con la biomolécula mejora significativamente la estabilidad de la biomolécula. En un ejemplo a
continuacién, se demuestra la estabilizacién de una proteina para la desecacioén y el calor.

En una realizacién de la presente invencion, el homopolimero o copolimero puede producirse a partir de uno o mas
de los mondémeros que tienen una estructura general de (1)

RiIR2:C=CRsRs (1)

en la que R1-R4 son como se han descrito anteriormente y L es un enlazador que une trehalosa al monémero a través
de al menos uno de los grupos hidroxilo (-OH) de trehalosa como se ha descrito anteriormente.

En una realizacion especifica, la -L-trehalosa de cadena lateral tiene una estructura seleccionada del grupo que
consiste en:

HO
HO™
H oy

HO* ~OH
OH

¢
o
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En una realizacion, el mondémero que tiene una estructura general de (1) puede producirse mediante reacciones
quimicas entre trehalosa y otro monémero que tiene cualquier grupo funcional adecuado. En una realizacién especifica
de la presente invencion, los grupos funcionales adecuados pueden incluir -OH, -COOH, -COOR, -OR, -CONHz,
CONHR, y -COX, donde R es un alquilo, alquenilo, alquinilo, o un grupo arilo, y X es un grupo halégeno.

En una realizacion especifica de la presente invencion, el monémero que puede usarse para producir el monémero
con la estructura general de (1) puede seleccionarse del grupo que consiste en un monémero de acrilato y un
monomero de metacrilato.

En una realizacién, la presente invenciéon se refiere a un homopolimero o copolimero hecho de uno o mas de los
monodmeros que tienen la estructura general de (1), el homopolimero o copolimero comprende la estructura general
de (2):
Rs-[R1R2C - CR3R4]n-Re (2)

en la que Ri-R4 son como se han descrito anteriormente y L es una molécula de enlazador que une trehalosa al
monomero a través de al menos uno de los grupos -OH de trehalosa como se ha descrito anteriormente, y en la que
Rs y Rs, los grupos terminales, se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -Alquilo, -Alquenilo, -
Alquinilo, -Arilo, -C(CN)(Alquilo)z2, -S2C-S-Alquilo, -C(CO)(Alquil)-(OCH2CH2),-COO-CH2CH2-CO-Alquilo (n = 1-10), y
biomoléculas.

En una realizacion, uno de R1-R4 es un grupo metilo y dos de R1-R4 son hidrégenos, en la que, el homopolimero o

copolimero tiene la estructura:
HO,
N% M.‘&H
e st
&
.
; BB g 0 ﬂsA‘s’\
= Q
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En una realizacion, tres de R1-R4 son hidrégenos. En una realizacion especifica, el homopolimero o copolimero tiene
la estructura:
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En una realizacién, el homopolimero o copolimero con la estructura general de (2) puede producirse a partir del
mondmero con la estructura general de (1) usando cualquier reaccion de polimerizaciéon adecuada. En otra realizacion,
las reacciones de polimerizacion pueden incluir polimerizacion reversible de adicién-fragmentacion (RAFT),
polimerizacion radicalaria por transferencia de atomos (ATRP), polimerizacion mediada por nitroxido (NMP),
polimerizacion por radicales libres mediada por cianoxilo, polimerizacion radicalaria convencional, o polimerizacion de
apertura de anillo (ROMP).

En una realizacién especifica, el homopolimero o copolimero con la estructura general de (2) puede producirse a partir
del monédmero con la estructura general de (1) usando polimerizacion reversible de adicion-fragmentacion (RAFT). En
otra realizacién especifica, el homopolimero o copolimero con la estructura general de (2) puede producirse a partir
del mondmero con la estructura general de (1) usando la polimerizacién radicalaria por transferencia de atomos
(ATRP). Se incluyeron descripciones detalladas de reacciones de polimerizacion similares en los documentos US
5.789.487 y WO98/01478.

En otra realizacion, se creara el polimero a través de la produccién de polimeros que tienen algunos grupos de enlace,
que después se usaran para unir trehalosa para hacer los polimeros deseados que contienen trehalosa.

En algunas realizaciones, los grupos terminales de Rs y Res se seleccionan independientemente del grupo que consiste
en disulfuros activados, disulfuro de piridilo, acido 5-tio-2-nitrobenzoico, reductores de disulfuro, aceptores de Michael,
maleimidas, derivados de maleimida, dihalomaleimidas, grupos vinilo, vinil sulfonas, derivados de acriloilo, haloacetilo,
derivados de haluro de alquilo, aziridinas, agentes de arilacion, isotiocianatos, isocianatos, acril azidas, ésteres activos,
ésteres de N-hidroxisuccinimida, para-nitrofenil ésteres, cloruros de sulfonilo, aldehidos y glioxales (con o sin
aminacioén reductora), epdxidos (también denominados oxiranos), carbonatos, agentes de arilacion, imidoésteres,
carbodiimidas, anhidridos, aminas primarias, aminas secundarias, aminas terciarias, diazoalcanos, diazoacetilos,
carbonildiimidazoles, carbonatos, cloroformiatos, halégenos de alquilo, isocianatos, aminooxi (hidroxilaminas),
hidrazinas, alquinos, derivados de los mismos, y una combinacién de los mismos.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un método de aplicacion de un homopolimero o copolimero que
tiene una estructura de (2) que estabiliza notablemente las biomoléculas a los factores estresantes ambientales
cuando se afiade a las biomoléculas. En una realizacion especifica de la presente invencion, el homopolimero o
copolimero puede estar unido covalentemente a biomoléculas o agentes bioldgicos a través de reacciones quimicas
entre los grupos terminales y los grupos funcionales en las biomoléculas o agentes biolégicos. En una realizaciéon
especifica, el método comprende las etapas de (a) incorporar una cadena lateral que comprende una molécula de
trehalosa en un monémero polimerizable; y (b) polimerizar el monémero resultante para obtener un homopolimero o
copolimero de acuerdo con una reaccion de polimerizacién adecuada. Las reacciones de polimerizacién adecuadas
pueden incluir polimerizacion reversible de adicion-fragmentacion (RAFT), polimerizacion radicalaria por transferencia
de atomos (ATRP), polimerizacién mediada por nitroxido (NMP), polimerizacion por radicales libres mediada por
cianoxilo, polimerizacion radicalaria convencional, o polimerizacion de apertura de anillo (ROMP).

En algunas realizaciones, los grupos terminales pueden reaccionar con un tiol libre en el agente bioldgico. Los
ejemplos de dichos grupos terminales pueden incluir, pero sin limitacion, disulfuros activados (también llamados
reactivos de intercambio de disulfuro de tiol) tales como disulfuro de piridilo, acido 5-tio-2-nitrobenzoico y reductores
de disulfuro, aceptadores de Michael tales como maleimidas, derivados de maleimida que incluyen dihalomaleimidas,
y grupos vinilo que incluyen vinil sulfonas y derivados de acriloilo, haloacetilo y otros derivados de haluro de alquilo,
aziridinas y agentes de arilacion. En una realizacion preferida, el grupo terminal puede unir agentes bioldgicos con un
enlace disulfuro (-S-S-).

En algunas realizaciones, los grupos terminales pueden reaccionar con una amina libre en el agente bioldgico. Los

ejemplos de dichos grupos terminales pueden incluir, pero sin limitacion, isotiocianatos, isocianatos, acril azidas,
ésteres activados tales como N-hidroxisuccinimida y para-nitrofenilo, cloruros de sulfonilo, aldehidos y glioxales (con
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0 sin aminacion reductora), epdxidos (también denominados oxiranos), carbonatos, agentes de arilacion, imidoésteres,
carbodiimidas, y anhidridos.

En algunas realizaciones, los aceptores de Michael también pueden reaccionar con aminas, dependiendo de las
condiciones de reaccion, es decir, condiciones mas basicas. Los aceptadores de Michael pueden incluir maleimidas,
derivados de maleimida que incluyen dihalomaleimidas, y grupos vinilo que incluyen vinil sulfonas y derivados de
acriloilo, haloacetilo y otros derivados de haluro de alquilo, aziridinas y agentes de arilacion.

En algunas realizaciones, los grupos terminales pueden reaccionar con un grupo carboxilo en los agentes bioldgicos.
Los ejemplos de dichos grupos terminales pueden incluir, pero sin limitacion, aminas a través de quimica de amidacion,
diazoalcanos y compuestos de diazoacetilo.

En algunas realizaciones, los grupos reactivos pueden reaccionar con grupos hidroxilo en los agentes bioldgicos. Los
ejemplos de dichos grupos terminales pueden incluir, pero sin limitacion, epéxidos (también denominados oxiranos),
carbonildiimidazoles, carbonatos y cloroformiatos, halégenos de alquilo e isocianatos.

En algunas realizaciones, los grupos terminales pueden reaccionar con un aldehido, cetona, o cualquier otro resto oxo
introducido en el agente biolégico. Los ejemplos de dichos grupos terminales pueden incluir, pero sin limitacion,
aminooxi (hidroxilaminas), hidrazinas y aminas (con y sin aminacion reductora).

En algunas realizaciones, el grupo terminal puede reaccionar con grupos azida o alquino introducidos en el agente
bioldgico. Los ejemplos de dichos grupos terminales incluyen, pero sin limitacion, alquinos y aminas.

En algunas realizaciones, el resto que reacciona con el grupo reactivo esta presente naturalmente en el agente
bioldgico. En algunas realizaciones, el resto que reacciona con el grupo reactivo se afiade al agente biolégico mediante
modificacién quimica (por ejemplo, por sintesis quimica), o modificacion biolégica (por ejemplo, inclusidon de
aminoacidos no naturales mediante sintesis recombinante).

En una realizacién, la presente invencién se refiere a una composicion y un método de aplicaciones de un
homopolimero o copolimero que tiene una estructura de (2) que estabiliza notablemente las biomoléculas con respecto
a los factores estresantes ambientales mezclando una cantidad adecuada de un homopolimero o copolimero que tiene
una estructura de (2) con la biomolécula. En esta realizacion, no es necesaria la formacion de enlaces quimicos entre
los homopolimeros o copolimeros y la biomolécula. Los homopolimeros o copolimeros no estan unidos
covalentemente a la biomolécula, sino que se afiaden como excipiente.

Una concentracién adecuada del homopolimero o copolimero puede ser de 50 pyg/ml, 75 ug/ml, 100 ug/ml, 200 pg/ml,
300 pg/ml, 400 pg/ml, 500 pg/ml, 700 pg/ml, 900 pg/ml, 1 mg/ml, o 5 mg/ml, preferiblemente 100 ug/ml. Una relacién
adecuada de los polimeros o copolimeros con respecto a la biomolécula puede ser 1:1, 10:1, 20:1, 50:1, 100:1, o
200:1, y preferiblemente 50:1 0 100:1, y mucho mas preferiblemente 100:1.

Los siguientes Ejemplos (por ejemplo, Ejemplos 1, 6 y 7) divulgan etapas tipicas para mezclar el homopolimero o
copolimero a base de trehalosa con biomoléculas. En una realizacion, se puede afiadir una cantidad adecuada de la
fase soélida de homopolimeros o copolimeros a base de trehalosa a la soluciéon de biomoléculas. En otra realizacion,
se puede preparar una solucién de los homopolimeros o copolimeros a base de trehalosa, y se puede afadir una
cantidad adecuada de la solucién de homopolimero o copolimero a base de trehalosa a la solucién de biomoléculas.
En otra realizacion, se puede afiadir una cantidad adecuada de la fase sélida de homopolimeros o copolimeros a base
de trehalosa en la fase sélida de biomoléculas para formar una mezcla, y la mezcla se puede convertir en una solucién.
En otra realizacion, la trehalosa en fase de solucién se puede afiadir a solucién o la proteina soélida y se seca para dar
un solido.

Se puede mezclar el polimero protector y la biomolécula diana de diversas maneras adecuadas. Se han realizado
mezclas exitosas a temperaturas que varian de 4 °C a temperatura ambiente (23 °C) y se cree que existe flexibilidad
con este parametro. La temperatura no es critica en lo que respecta al polimero, solo que la proteina o la biomolécula
mantienen la actividad durante la mezcla, que puede depender de la temperatura. Se prefiere un pH neutro (7,4), pero
no es necesario. Al igual que con la temperatura, la biomolécula debe permanecer activa y esta actividad puede
depender del pH. El tiempo de mezcla fue tipicamente breve en los ejemplos. Tipicamente, se mezcla justo antes de
su uso. Sin embargo, esto tipicamente no es necesario. Los tampones no son criticos en lo que respecta al polimero
en cuestion, pero pueden importar dependiendo de la proteina. Estos ejemplos se realizaron tipicamente con solucién
salina tamponada con fosfato. Deben usarse cualesquiera condiciones que mantengan la actividad de la proteina o
biomolécula antes de mezclarse completamente con el polimero.

Los Solicitantes prevén que los monémeros adecuados para producir los homopolimeros o copolimeros pueden incluir
un monémero de estireno, un monémero de acrilato, un monémero de metacrilato, un monémero de acrilamida, un
monémero de metacrilamida, un monémero de vinilo, un monémero de norborenilo, y un monémero de alqueno de
ciclo tensionado.
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La invencion también puede incluir, pero sin limitacién, estabilizacion de proteinas, enzimas, anticuerpos, ADN, ARNSsi
y composiciones farmacéuticas contra los factores estresantes ambientales que incluyen, pero sin limitacion, calor,
desecacion, luz, almacenamiento, exposicion a enzimas, endo y exo-nucleasas y variaciéon del pH. Las aplicaciones
comerciales de esta invencién incluyen, pero sin limitacion, estabilizaciéon de proteinas, enzimas, anticuerpos, ADN,
ARNSsi y composiciones farmacéuticas de los mismos utilizadas como agentes terapéuticos, reactivos bioquimicos y
reactivos quimicos.

El homopolimero o copolimero con o sin una cadena lateral de azucar de trehalosa se puede afiadir a una solucién o
forma de polvo de la biomolécula en solitario o como parte de una formulacion. EI homopolimero o copolimero en
solitario con o sin una cadena lateral de azucar de trehalosa también puede unirse covalentemente a una proteina u
otra biomolécula para formar un conjugado. Se puede afiadir homopolimero o copolimero no conjugado al
homopolimero o conjugado de copolimero.

Esta invencioén se distingue del uso de una trehalosa en solitario como estabilizador porque la trehalosa esta unida a
un esqueleto de homopolimero o copolimero. Al unir una trehalosa a la cadena lateral de un homopolimero o
copolimero, las propiedades protectoras de la trehalosa se mejoran inesperada y drasticamente. La desecacién y la
estabilidad al calor fueron significativamente mayores para el homopolimero o copolimero que para la propia trehalosa,
a la misma concentracion de trehalosa. Esta invencion también se distingue del uso de trehalosa en solitario ya que,
sorprendentemente, el polimero de trehalosa es un mejor estabilizador.

Los homopolimeros o copolimeros a base de trehalosa previamente informados incluyen un azicar como parte del
esqueleto del homopolimero o copolimero, en lugar de en una cadena lateral. En esta divulgacion, el azucar de
trehalosa es parte de una cadena lateral. Los homopolimeros o copolimeros con, por ejemplo, trehalosa como parte
del esqueleto, llamados homopolimeros o copolimeros de condensacién, no pueden prepararse con un grupo terminal
que pueda usarse para unirse a las biomoléculas. Esto es util para hacer conjugados con biomoléculas.

La presente invencion también demuestra que los homopolimeros o copolimeros, que se unieron covalentemente a
las biomoléculas, muestran mejores propiedades de estabilizacion que los homopolimeros o copolimeros que se
afadieron no covalentemente a las biomoléculas a la misma concentracién. La conjugacion de un homopolimero o
copolimero a base de trehalosa directamente a la biomolécula también tiene la ventaja de emplear la cantidad minima
requerida para la estabilizacion. Ademas, para productos terapéuticos, un conjugado de biomoléculas-homopolimero
0 copolimero a base de trehalosa podria combinar las ventajas de la estabilizacion ambiental debido a la trehalosa
con una farmacocinética mejorada resultante del homopolimero o el copolimero.

Ademas, los homopolimeros o copolimeros a base de trehalosa descritos previamente no se pudieron preparar con
distribuciones de peso molecular estrechas, lo que se logra facilmente mediante los métodos descritos en el presente
documento. Finalmente, las propiedades protectoras de la trehalosa se basan en la funcionalidad hidroxilo, asi como
en la forma de concha de la molécula. Cuando el aztcar, por ejemplo, trehalosa, se incorpora a un esqueleto, en lugar
de liberarse como una cadena lateral, las propiedades protectoras probablemente se vean comprometidas.

Los homopolimeros o copolimeros divulgados en el presente documento pueden prepararse con un grupo reactivo en
un extremo para la conjugacién con biomoléculas, y los homopolimeros o copolimeros tienen distribuciones de peso
molecular estrechas. Esto no es posible utilizando los procedimientos previamente informados. Los diferentes pesos
moleculares tienen diferentes toxicidades, solubilidades y propiedades farmacocinéticas, por lo que las distribuciones
estrechas de peso molecular son importantes. De hecho, se ha informado que pocos homopolimeros o copolimeros
estabilizan las proteinas con respecto a los factores estresantes ambientales, y estos no contienen azucares (por
ejemplo, trehalosa) como una cadena lateral.

En determinadas realizaciones preferidas, los homopolimeros o copolimeros divulgados estan unidos a biomoléculas
utilizadas como farmacos. La adiciéon del homopolimero o copolimeros no conjugados con biomoléculas en solitario o
en combinacién con otros agentes de formulacion es otro ejemplo de uso para los homopolimeros o copolimeros
divulgados. Los homopolimeros o copolimeros también pueden emplearse para estabilizar proteinas y otros productos
bioldgicos utilizados unicamente con fines de investigacion. Los Solicitantes prevén que los homopolimeros o
copolimeros divulgados también pueden ser Utiles en otras aplicaciones diversas, tales como atencién médica
(productos farmacéuticos), biologia molecular, biocombustibles, papel, detergente, cuidado personal (pafiales donde
los polimeros son muy hidroscépicos), fotografia, caucho, elaboracién de cerveza, industrias de procesamiento de
lacteos y alimentos (aditivos).

Los siguientes ejemplos se ofrecen con fines meramente ilustrativos y no se pretende limitar con ellos el alcance de
la invencion de modo alguno. De hecho, diversas modificaciones del método divulgado, ademas de las mostradas y
descritas en el presente documento, resultaran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripcion
anterior y los siguientes ejemplos y estan dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

DEFINICIONES

Antes de que se describan la composicion y los métodos relacionados, debe entenderse que esta invenciéon no se
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limita a la metodologia, protocolos, materiales y reactivos descritos, pues estos pueden variar. La terminologia usada
en el presente documento tiene el fin de describir realizaciones particulares Unicamente, y no pretende limitar el
alcance de la presente invencion, que estara limitado unicamente por las solicitudes no provisionales presentadas
posteriormente.

La invencion descrita en el presente documento proporciona un medio para estabilizar biomoléculas protegiendo o
manteniendo la estructura usando cantidades eficaces de trehalosa unida covalentemente a homopolimeros o
copolimeros conjugados con biomoléculas.

De acuerdo con una realizacién de la invencién, se usa un homopolimero o copolimero a base de trehalosa para
estabilizar la proteina contra la agregacién, los cambios conformacionales y/o la degradacién, tal como la
desnaturalizacion de la proteina nativa o la renaturalizacién de la proteina desnaturalizada (desplegada o parcialmente
plegada), ayudando a mantener la proteina en la configuracion deseada en un entorno hostil o estresante, y la funcion
prevista se mantiene al menos igual a la proteina en sus estados naturales o se mejora con una actividad reducida
que la proteina tendria en el entorno estresante. Un homopolimero o copolimero a base de trehalosa actuara para
estabilizar las proteinas contra la degradacién, por ejemplo, por calor, radiacion electromagnética, esfuerzo cortante,
protedlisis, o por modificacién quimica tal como reduccién, oxidacion o carbamilacién. En los métodos de la invencion,
se puede usar un homopolimero o copolimero a base de trehalosa para estabilizar una proteina en solucién acuosa,
o en forma seca, por ejemplo, producida por desecacion, deshidratacion, evaporacién o liofilizacion (secado por
congelacién) de una solucién acuosa.

El término "arilo" se refiere a un anillo aromatico carbociclico (no heterociclico o heterociclico) aromatico o un sistema
anular mono, bi o triciclico. El anillo o sistema anular aromatico generalmente esta compuesto por 6 a 10 atomos de
carbono. Los ejemplos de grupos arilo incluyen, pero sin limitacion, fenilo, bifenilo, naftilo y tetrahidronaftilo. Se
prefieren arilos de 6 miembros tal como fenilo.

El término "alquilo" se refiere a grupos hidrocarburo de cadena lineal o ramificada opcionalmente sustituidos. Los
ejemplos incluyen metilo (Me), etilo (Et), propilo (Pr), isopropilo (i-Pr), butilo (Bu), isobutilo (-Bu), sec-butilo (s-Bu),
terc-butilo (-Bu), pentilo, neopentilo, hexilo y similares. A menos que el contexto requiera otra cosa, el término "alquilo"
también abarca grupos alquilo que contienen un d&tomo de hidrégeno menos, de modo que el grupo esta unido a través
de dos posiciones, es decir, divalente. Se prefieren "alquilo C14" y "alquilo C+3" incluyendo metilo, etilo, propilo,
isopropilo, n-butilo, iso-butilo, sec-butilo y terc-butilo, siendo metilo particularmente preferido.

"Entorno estresante" significa un entorno que reducira una propiedad funcional o actividad de una biomolécula. Por
ejemplo, el entorno puede reducir una propiedad funcional o actividad de una proteina sobre una proteina nativa o
aquella que la proteina tiene en su estado natural. Un entorno estresante puede incluir temperaturas que crean
entornos térmicos adversos que podrian ser temperaturas elevadas o reducidas, disolventes tal como un disolvente
organico, la presencia de proteasas, pH y/o falta de tampén.

El término "biomolécula"m como se usa en el presente documento se refiere, pero sin limitacion, a proteinas, enzimas,
anticuerpos, ADN, ARNSsi, y composiciones farmacéuticas. Dichas biomoléculas estan sujetas a tensiones ambientales
que incluyen, pero sin limitacion, calor, desecacion, luz, almacenamiento, exposicién a enzimas, endo y exo-nucleasas
y variacion del pH.

El término "proteina" usado en el presente documento se refiere a cualquier compuesto de dos 0 mas aminoacidos
individuales (ya sea de origen natural) unidos mediante enlaces peptidicos, como ocurre cuando el atomo de carbono
carboxilo del grupo de acido carboxilico unido al carbono a de un aminoacido (o residuo de aminoacido) se une
covalentemente al atomo de nitrdgeno amino del grupo amino unido al carbono a de un aminoacido adyacente. Estas
uniones de enlaces peptidicos, y los atomos que los comprenden (es decir, atomos de carbono a, atomos de carbono
carboxilo (y sus atomos de oxigeno sustituyentes) y atomos de nitrdgeno amino (y sus atomos de hidrégeno
sustituyentes)) forman el "esqueleto polipéptido" de la proteina. Ademas, como se usa en el presente documento, se
entiende que el término "proteina" incluye los términos "polipéptido" y "péptido". De forma similar, fragmentos de
proteinas, analogos, derivados y variantes se pueden denominar en el presente documento "proteinas", y se
consideraran como una "proteina" a menos que se indique de otro modo. El término "fragmento" de una proteina se
refiere a un polipéptido que comprende menos que todos los residuos de aminoacidos de la proteina. Como puede
apreciarse, un "fragmento" de una proteina puede ser una forma de la proteina truncada en el extremo amino, el
extremo carboxilo, y/o internamente (tal como por corte y empalme natural), y también puede ser una variante y/o
derivado. Un "dominio" de una proteina también es un fragmento, y comprende los residuos de aminoacidos de la
proteina requeridos para conferir actividad bioquimica correspondiente a la proteina de origen natural. El término
"proteina" usado en el presente documento también incluye "conjugado de proteina" que se refiere a un complejo de
compuesto que comprende una "proteina" que esta interconectada entre si con otra molécula o sujeto. El término
"complejo" se usa en el presente documento para referirse a los compuestos que comprenden al menos dos
componentes. La proteina puede ser de origen natural y estar aislada de su fuente. La proteina puede producirse
usando técnicas de recombinacién o mutacion de ADN. La proteina se puede producir in vivo en un animal completo,
0 en una célula eucariota o procariota; como alternativa, la proteina puede generarse usando un método in vitro tal
como traduccién in vitro acelular, por ejemplo, usando lisado de E. coli, extracto de germen de trigo o reticulocito de
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conejo. Se pueden emplear métodos de traduccion in vitro acelular después de la transcripcion in vitro, por ejemplo,
después de la presentacion de fagos o ribosomas.

Los ejemplos de proteinas incluyen, sin limitacion, lisozima, adenosina desaminasa, L-asparaginasa, urato oxidasa de
mamiferos, interferones, Fab anti-TNF a, factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF), activador continuo
del receptor de eritropoyetina, antagonista de hGH B2036, insulina, inhalacion de insulina humana, insulina aspart,
insulina glulisina, insulina lispro, insulina iséfana, insulina detemir, insulina glargina, insulina de cinc extendida, acetato
de pramlintida, hormona del crecimiento (GH), somatotropina, mecasermina, rinfabato de mecasermina, Factor VI,
Factor IX, Antitrombina Il (AT-iii), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento fibroblastico basico
(bFGF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
concentrado de proteina C, B-Gluco-cerebrosidasa, alglucosidasa-a, laronidasa (a-L-iduronidasa), idursulfasa
(iduronato-2-sulfatasa), galsulfasa, agalsidasa-f (a-galactosidasa humana A), inhibidor de a-1-proteinasa, lactasa,
enzimas pancreaticas, lipasa, amilasa, proteasa, adenosina desaminasa, inmunoglobulinas agrupadas, albumina
humana, eritropoyetina, epoetina-a, darbepoetina-a, sargramostim (factor estimulador de colonias de granulocitos y
macrofagos; GM-CSF), oprelvequina (interleucina 11; IL11) Hormona estimuladora del foliculo humano (FSH),
gonadotropina corionica humana (HCG), Lutropin-a, alfa-interferdn tipo |, interferén alfacon 1, interferon consenso,
aldesleucina (interleucina 2 (IL2), factor activador de timocitos epidérmicos (ETAF), alteolasa (activador de
plasminoégeno tisular: tPA), reteplasa (delecion muteina de tPA), tenecteplasa, urocinasa, Factor Vlla, drotrecogina-a
(proteina C activada), calcitonina de salmon, teriparatida (residuos de la hormona paratiroidea humana 1-34),
exenatida, Octreotida, dibotermina-a (proteina morfogénica ésea humana recombinante 2; rhBMP2), proteina
morfogénica ésea humana recombinante 7 (rhBMP7), acetato de histrelina (hormona liberadora de gonadotropina;
GnrH), palifermina (factor de crecimiento de queratinocitos; KGF), becaplermina (factor de crecimiento derivado de
plaquetas; PDGF), tripsina, nesiritida, toxina botulinica tipo A, toxina botulinica tipo B, colageno, colagenasa,
desoxirribonucleasa humana |, dornasa-a, hialuronidasa (bovina, ovina), hialuronidasa (humana recombinante),
papaina, L-asparaginasa, Rasburicasa, lepirudina, bivalirudina, estreptocinasa, anistreplasa (complejo activador de
estreptoquinasa de plasmindégeno anisilado; APSAC), Bevacizumab, Cetuximab, Panitumumab, Alemtuzumab,
Rituximab, Trastuzumab, abatacept anakinra, adalimumab, Etanercept, Infliximab, alefacept, efalizumab, natalizumab,
eculizumab, globulina antitimocitica (conejo), basiliximab, daclizumab, muromonab-CD3, omalizumab, palivizumab,
enfuvirtida, abciximab, crotalida Fab inmune polivalente (ovina), digoxina Fab en suero inmune (ovina), ranibizumab,
denileukin diftitox, ibritumomab tiuxetan, gemtuzumab ozogamicina, tositumomab, e itositumomab.

Una proteina desnaturalizada puede estar completamente desnaturalizada, o parcialmente desnaturalizada o
renaturalizada de modo que la proteina esté en forma no nativa como proteina desplegada y/o uno o mas
intermediarios de replegamiento parcialmente plegado. Una solucién acuosa o muestra seca que comprende proteina
desnaturalizada puede contener una o mas de estas formas. Una proteina nativa esta en una conformacién funcional
plegada. Algunas proteinas también pueden estar presentes en una solucidn acuosa, o en una muestra seca, en forma
de agregados contaminantes y/o cuerpos de inclusion.

El término "estabilidad" se refiere al mantenimiento de una funcién de bioactividad nativa de proteina u otra biomolécula
después del almacenamiento. La presente invencion proporcionara estabilidad de al menos el 70 %, y preferiblemente
al menos el 80 %, de la funcién de la proteina en comparacion con el almacenamiento sin un agente estabilizador de
trehalosa en condiciones ambientales idénticas. Se prevé que, por ejemplo, cuando una proteina como la insulina se
conjuga con un polimero o copolimero a base de trehalosa como se describe aqui, la proteina de la insulina conserva
al menos un 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % o mas de su bioactividad nativa en comparacién con la insulina en si
misma, que puede conservar solo el 20 % de su bioactividad original en el mejor de los casos. Los expertos en la
técnica aprecian que el porcentaje de bioactividad que se conserva depende de proteinas y estrés. Ademas, el periodo
de tiempo que una proteina conjugada es capaz de mantener su bioactividad o funcién en comparacién con una
proteina sin tratar/no modificada varia dependiendo de los factores estresantes ambientales a los que esta sometida.
Se prevé que las proteinas conjugadas como se describen aqui pueden conservar la bioactividad al menos 5, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 0 100 veces mas que una proteina nativa no conjugada en condiciones ambientales idénticas.

El término "anticuerpo” o "molécula de anticuerpo” como se usa en el presente documento, se refiere a moléculas de
inmunoglobulina u otras moléculas que comprenden un dominio de unién a antigeno. El término "anticuerpo” o
"molécula de anticuerpo”, como se usa en el presente documento, pretende incluir anticuerpos completos (por ejemplo,
1gG, IgA, IgE, IgM, o IgD), anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales y anticuerpos quiméricos.

Los términos "anticuerpo monoclonal" o "composicion de anticuerpo monoclonal" tal como se usan en el presente
documento, se refieren a una preparacion de moléculas de anticuerpo de una Unica composicién de aminoacidos. El
anticuerpo monoclonal también incluye "anticuerpo monoclonal humano" que se refiere a anticuerpos que muestran
una especificidad de union Unica que tiene regiones variables y constantes derivadas de secuencias de
inmunoglobulina de linea germinal humana. Los anticuerpos monoclonales humanos pueden producirse mediante un
hibridoma que incluye un linfocito B obtenido de un animal no humano transgénico, por ejemplo, un ratén transgénico,
que tiene un genoma que comprende un gen trans de cadena pesada humana y un transgén de cadena humana ligera
fusionado a una célula inmortalizada.

El término "anticuerpo quimérico" se refiere a un anticuerpo monoclonal que comprende una regién variable, es decir,
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una regién de unién, de una fuente o especie y al menos una porcion de una regién constante derivada de una fuente
o especie diferente, usualmente preparada por técnicas de ADN recombinante. Los anticuerpos quiméricos también
pueden comprender una region variable murina y una regiéon constante humana. Dichos anticuerpos quiméricos
murinos/humanos son el producto de genes de inmunoglobulina expresados que comprenden segmentos de ADN que
codifican regiones variables de inmunoglobulina murina y segmentos de ADN que codifican regiones constantes de
inmunoglobulina humana. Otras formas de "anticuerpos quiméricos" son aquellas en las que la clase o subclase se ha
modificado o cambiado de la del anticuerpo original. Dichos anticuerpos "quiméricos" también se denominan
"anticuerpos de cambio de clase". Los métodos para producir anticuerpos quiméricos implican ADN recombinante
convencional y técnicas de transfeccion génica ahora bien conocidas en la técnica.

El término "anticuerpo" también incluira anticuerpo humanizado, anticuerpo humano y anticuerpo humano
recombinante. El término "anticuerpo humanizado" se refiere a anticuerpos en los que el marco o las "regiones
determinantes de complementariedad" (CDR) se han modificado para comprender la CDR de una inmunoglobulina de
diferente especificidad en comparacion con la de la inmunoglobulina original. En una realizacién preferida, una CDR
murina se injerta en la regién marco de un anticuerpo humano para preparar el "anticuerpo humanizado". Las CDR
particularmente preferidas corresponden a aquellas que representan secuencias que reconocen los antigenos
indicados anteriormente para anticuerpos quiméricos y bifuncionales.

El término "anticuerpo humano" incluye anticuerpos que tienen regiones variables y constantes derivadas de
secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. La cadena pesada variable se deriva preferiblemente de
la secuencia de linea germinal DP-50 y la cadena ligera variable se deriva de la secuencia de linea germinal L6. Las
regiones constantes del anticuerpo son regiones constantes de tipo IgG 1 humana.

El término "anticuerpo humano recombinante" incluye todos los anticuerpos humanos que estan preparados,
expresados, creados o aislados por medios recombinantes, tales como anticuerpos aislados de una célula huésped
tal como una célula SP2-0, NSO o CHO (como CHO KI) o de un animal (por ejemplo, un ratén) que es transgénico
para genes o anticuerpos de inmunoglobulina humana expresados usando un vector de expresion recombinante
transfectado en una célula huésped. Dichos anticuerpos humanos recombinantes tienen regiones variables y
constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana en una forma reorganizada.

También se incluyen los términos "anticuerpo” también incluye "fragmentos de anticuerpos” o "fragmentos derivados
de anticuerpos" que comprenden un dominio de unién a antigeno. El término "fragmento de anticuerpo" como se usa
en el presente documento pretende incluir cualquier fragmento de anticuerpo apropiado que muestre la funcién de
union a antigeno, por ejemplo, Fab, Fab', F(ab")2, scFv, Fv, dsFv, ds-scFv, Fd, dAb, dimeros TandAbs, minicuerpos,
monocuerpos, diacuerpos y multimeros de los mismos, y fragmentos de anticuerpos biespecificos. Los anticuerpos se
pueden fragmentar usando técnicas convencionales. Por ejemplo, se pueden generar fragmentos F(ab')2 tratando el
anticuerpo con pepsina. El fragmento F(ab')2 resultante se puede tratar para reducir los puentes disulfuro para producir
fragmentos Fab'. La digestiéon con papaina puede conducir a la formacion de fragmentos Fab. Fab, Fab' y F(ab')2,
scFv, Fv, dsFv, Fd, dAb, TandAbs, ds-scFv, dimeros, minicuerpos, diacuerpos, fragmentos de anticuerpos
biespecificos y otros fragmentos también pueden sintetizarse mediante técnicas recombinantes o pueden sintetizarse
quimicamente. Las técnicas para producir fragmentos de anticuerpos se conocen bien y se describen en la técnica.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos pueden producirse de forma natural o pueden producirse total o
parcialmente de forma sintética. Por lo tanto, el anticuerpo puede ser de cualquier fuente apropiada, por ejemplo,
fuentes recombinantes, y/o producirse en animales transgénicos o plantas transgénicas. Por lo tanto, las moléculas
de anticuerpos se pueden producir in vitro o in vivo. Preferiblemente, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo
comprende una region variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo y una region variable de cadena pesada (V) de
anticuerpo que generalmente comprenden el sitio de unién a antigeno. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede
comprender la totalidad o una parte de una region constante de cadena pesada, tal como una regiéon constante de
IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA1, IgA2, IgE, IgM o IgD. Preferiblemente, la regién constante de cadena pesada es una
region constante de cadena pesada de IgG1. Ademas, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede comprender la
totalidad o una parte de una regién constante de cadena ligera kappa o una region constante de cadena ligera lambda.
La totalidad o parte de dichas regiones constantes pueden producirse de forma natural o pueden ser total o
parcialmente sintéticas. Las secuencias apropiadas para dichas regiones constantes se conocen bien y se
documentan en la técnica.

El término "fragmento" como se usa en el presente documento, se refiere a fragmentos de relevancia bioldgica
(fragmento funcional), por ejemplo, fragmentos que pueden contribuir o permitir la unién al antigeno, por ejemplo,
forman parte o la totalidad del sitio de unién a antigeno, o pueden contribuir a la inhibicién o reduccién en funcion del
antigeno o pueden contribuir a la prevencién de la interaccion del antigeno con sus ligandos naturales. Por lo tanto,
los fragmentos comprenden una region variable de cadena pesada (dominio VH) y/o una region variable de cadena
ligera (dominio VL) de los anticuerpos de la invencién. Los fragmentos también pueden comprender una o més de las
regiones determinantes de complementariedad (CDR) de cadena pesada de los anticuerpos o de los dominios Vu, 0
una o mas de las regiones determinantes de complementariedad (CDR) de cadena ligera de los anticuerpos, o de los
dominios VL.
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El término "polimero de azucar" como se usa en el presente documento, abarca moléculas de sacarido polimérico y
oligomérico que comprenden tres o mas unidades de mono, di o tri-sacarido. El polimero de azucar puede ser un
derivado de polimero de azucar anfipatico lineal o no lineal. Especificamente, los polimeros de azicar comprenden
uno o mas azucares incluyendo, sin limitacién, trehalosa, eritrosa, treosa, ribosa, arabinosa, xilosa, lixosa, alosa,
altrosa, glucosa, manosa, gulosa, idosa, galactosa, talosa, psicosa, fructosa, sorbosa, tagatosa, xilulosa y ribulosa.
Los polimeros de azucar pueden ser dextrano, celulosa, amilosa, almidon, pululano, manano, quitina, quitosano,
inulina, levan, xilano, ciclodextrina (siempre que no sea una alfa, beta 0 gamma ciclodextrina), cicloamilosa o un
derivado de los mismos.

Los polimeros de azucar, especificamente un homopolimero o copolimeros a base de trehalosa adecuados para su
uso en la invencion son aquellos que, a una concentracion apropiada y en condiciones apropiadas, pueden (1)
mantener una biomolécula nativa en su estado nativo para conservar una propiedad funcional de la biomolécula nativa
en un entorno estresante, o (2) mantener una biomolécula desnaturalizada en un estado no nativo segun lo deseado
por el investigador. El homopolimero o copolimeros a base de trehalosa adecuados son aquellos que son capaces de
proteger las cadenas laterales de aminoacidos hidréfobas o modificar la carga neta de biomoléculas o las
caracteristicas de enlace de hidrogeno. EI homopolimero o copolimeros a base de trehalosa adecuados también
pueden comprender aquellos capaces de atrapar agua, o aquellos que tienen caracteristicas de enlace de hidrégeno.

Ejemplos

Ejemplo 1: Glucopolimeros de trehalosa para la estabilizacion de conjugados de proteinas con respecto a
factores estresantes ambientales

Procedimientos, resultados y analisis.

Como un ejemplo ilustrativo del homopolimero o copolimero divulgado, el monémero de trehalosa polimerizable se
preparé primero en dos etapas (Esquema 1). Se empleé tereftaldehido monodietilacetal para formar 1 mediante una
reaccion de Wittig con un rendimiento del 97 %. Esto a su vez se us6 para realizar una reaccién transacetal con
trehalosa exclusivamente en la posicidn 4,6 en condiciones ligeramente &cidas, proporcionando 4,6-0-(4-vinilbencil)-
a-p-glucopiranosil-(1—1)-a-D-glucopirandsido (2) con un rendimiento del 41 %. No se observaron otros isémeros que
indicasen que se mantuvo la preferencia por la posicion 4,6 para el benzaldehido dietilacetal sustituido. La "H RMN y
la '3C RMN, se proporcionan en la Figura 1. Se realizaron experimentos de espectroscopia de correlacion total de
coherencia cuantica heteronuclear unica (HSQC-TOCSY) para verificar tanto la selectividad de la reaccion, asi como
la integridad de los sistemas anulares del producto. Ademas, la NOESY RMN se realizd para demostrar la retencion
de la confirmacion Unica del disacarido nativo mediante el cual las dos subunidades de glucosa se mantienen en una
forma rigida de concha alrededor del enlace a,a-1,1-glucosidico. Este resultado es importante ya que ha demostrado
ser un componente critico en la generacion de las propiedades fisicoquimicas y protectoras Unicas de los carbohidratos
(Sakurai, Murata, et al., 1997).
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Esquema 1. Sintesis de monémero de trehalosa ilustrativo y posterior polimerizacion del mondémero por RAFT para
formar el polimero.

El monémero de estireno se muestra en este ejemplo, sin embargo, se puede emplear cualquier otro monémero
polimerizable incluyendo, pero sin limitacion, acrilato, metacrilato, acrilamida, metacrilamida, vinilo, norborenilo y
cicloalqueno tensionado. Ademas, el monémero puede estar unido a la trehalosa a través de grupos -OH en cualquier
posicion.

Se uso la polimerizacion reversible de adicion-fragmentacion (RAFT) para preparar el polimero en este ejemplo
ilustrativo, aunque podrian emplearse varias técnicas diferentes, incluyendo, pero sin limitacion, polimerizacion
radicalaria por transferencia de atomos (ATRP), polimerizacién mediada por nitroxido (NMP), polimerizaciéon por
radicales libres mediada por cianoxilo, polimerizacion radicalaria convencional, y polimerizacion por metatesis de
apertura de anillo (ROMP). EI CTA 3 se prepar6 con un grupo disulfuro de piridilo. Sin embargo, se puede utilizar
cualquier CTA, asi como los iniciadores funcionalizados correspondientes para ATRP, NMP, polimerizacién radicalaria
convencional mediada por cianoxilo, y catalizadores y alquenos funcionalizados para ROMP.

La polimerizacion RAFT de 2 con 3 se realizé a 80 °C (Esquema 1). La relacion utilizada para la polimerizacion fue
[CTA]:[mondmero]:[AIBN] = 1:29:0,2, con una concentracion de monémero 0,8 M. Después de 6 h, la polimerizacion
se detuvo para obtener una conversion del 77 %. El homopolimero 4 se dializé contra bicarbonato de sodio acuoso
con un MWCO de 2.000 g/mol. El peso molecular de 4 se analizd mediante espectroscopia de '"H RMN (Figura 2) y
fue de 9.600 g/mol en comparacioén con la integracion de los picos de piridina del grupo terminal (a, b, c, d) con el anillo
aromatico de estireno (e, F). EI PDI por GPC fue de 1,07, lo que demuestra que se formé un polimero bien definido.
Se obtienen facilmente otros pesos moleculares. Para demostrar esto, las relaciones [CTA]: [mondmero]: [AIBN] se
modificaron entonces para obtener otros pesos moleculares que variaban de 4.200 g/mol a 19.000 g/mol (Tabla 1) con
PDI estrechos obtenidos en todos los casos; aunque no se requiera un PDI estrecho.

Tabla 1. Resultados de la polimerizacién de 2 por polimerizacién RAFT con 3. Las polimerizaciones se realizaron en
DMF a 80 °C con una concentracion de monémero 0,08 M para todos los ensayos.

CTAM: AIBN M, diana Conv. (%) Mn (H RMN) PDI
1:21:0,2 7.000 72 4.200 1,05
1:29:0,2 9.600 77 9.400 1,07
1:35:0,2 13.800 84 14.700 1,11
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(continuacién)
CTA:M: AIBN Mn diana Conv. (%) Mn (H RMN) PDI
1:50:0,2 20.000 85 19.000 1,14

También pueden utilizarse CTA con disulfuros de piridilo y diferentes estructuras y/o con diferentes grupos reactivos
incluyendo, pero sin limitacion, ésteres activados, maleimidas (también pueden estar protegidas o sustituidas),
vinilsulfonas (también pueden estar protegidas o sustituidas), cetonas, aldehidos o cualquier otro grupo oxo, aminas,
hidroxil aminas, hidrazinas, azidas, alquinos. Como ejemplo ilustrativo, se preparé CTA 5 con un espaciador hidréfilo
de trietilenglicol entre el tritiocarbonato y el grupo terminal de disulfuro de piridilo (Esquema 2). El tri(etilenglicol) (TEG)
se modificod por tosilacién seguido de reflujo con tiourea (Steinem, C. et al. Valinomycin-mediated transport of alkali
cations through solid supported membranes. Bioelectrochemistry and Bioenergetics 45, 17-26 (1998)). El 1-mercapto
trietilenglicol resultante se tratd con Aldrithiol® para obtener el disulfuro activado con el posterior acoplamiento
mediado por carbodiimida al resto acido en acido 2-(etil sulfaniltiocarbonilsulfanil)-propidnico proporcionando el agente
de transferencia de cadena reactivo de tiol 5 con un rendimiento del 9 % sobre cinco etapas lineales.

x
Aldrithiol O\ H
HS.(_/\O’: AcOH N 5*5{/\0)5

MeOH, 25 °C, 24 h 249
0 . JSL EDC, DMAP @\ s o o s s
P H * HO _—
NZ g7 {,/\0); 57 s = N e Y \/\Oj\r Y ~
o] D°C g 25°C s

5
62 %

Esquema 2. Sintesis del agente de transferencia de cadena reactivo de tiol 5.

Se demostr6é que la polimerizacion RAFT de 2 en presencia de 5 (Esquema 3) avanzé a una conversion del 92 %
durante seis horas para dar como resultado un polimero con un peso molecular bien definido Mn = 22,4 kDa (RMN) y
PDI = 1,10 (GPC) ("H RMN proporcionada como la Figura 3). Si se desea la eliminacion del grupo terminal de
tritiocarbonato, esto puede lograrse mediante intercambio de radicales con exceso de AIBN (Perrier, S., Takolpuckdee,
P. & Mars, C.A. Reversible addition-fragmentation chain transfer polymerization: End group modification for
functionalized polymers and chain transfer agent recovery. Macromolecules 38, 2033-2036 (2005)) para producir el
homopolimero 6 (Esquema 3), o el polimero puede reducirse en el tiol y reaccionar con cualquier cantidad de reactivos.
Ademas, la invencién reivindica polimeros con cualquier grupo terminal, incluidos los que reaccionan con otras areas
de proteinas. Esto incluye, pero sin limitacion, grupos terminales que reaccionan con aminas, &cidos carboxilicos,
alcoholes, funcionalidad de aminoéacidos no naturales tales como comparfieros quimicos de clic (azidas, alquinos,
hidroxil aminas, grupos oxo, hidrazinas, etc.), sitios de unién a ligando. Como ejemplo ilustrativo, se sintetizé un CTA
con una cetona (Esquema 4) en dos etapas. Este CTA se utilizd para preparar un polimero reactivo de amina
(Esquema 5). El polimero resultante tenia un Mn de 10,9 kDa (RMN) y un PDI de 1,42 por GPC.

N g SN N0
N S (o) (o)

1. AIBN, DMF, 80 °C
o

2. AIBN (20 eq)
DMF, 80 °C
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Esquema 3. Polimerizacion RAFT y eliminacion del grupo terminal de tritiocarbonato para formar el homopolimero 6.

TEG o
DCC/DMAP o
~"JoH
DCM o 3
0°C, 10h
7
40%
7
S DCC/DMAP Q j\
—_—
HO S)J\S/\ Ok\/o S S/\
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8
53%
Esquema 4. Sintesis de CTA reactivo de amina.
(0] (0]
AIBN oAt S_S
S RS e e S e
DgDMSO o S

80°C,20 h

M, = 10,9 kDa (NMR)
PDI=1,4

Esquema 5. Polimerizacion RAFT con CTA 8 para formar el polimero reactivo de amina 9.

Conjugaciéon de un polimero con proteinas. Los homopolimeros a base de trehalosa 4 (Mn = 9.400 g/mol) y 6 se
conjugaron con lisozima tiolada (LyzSH, Esquema 4) como una proteina modelo y un ejemplo ilustrativo para esta
invencion (Esquema 6). Se puede utilizar cualquier cantidad de proteinas, enzimas, anticuerpos, ADN, ARNSsi, otras
biomoléculas y farmacos como comparieros de conjugacion. La lisozima de clara de huevo de gallina se traté con
succinimidil acetil-tiopropionato (SATP) en un procedimiento que se sabe que une covalentemente la funcionalidad de
tioacetato a proteinas a través de enlaces amida (Hermanson, 1996). Después de la desproteccion con hidroxilamina
y la eliminacién del exceso de SATP, los tioles libres se cuantificaron en la lisozima tiolada (LyzSH) mediante el ensayo
de Ellman, dando como resultado una relacion tiol: proteina de 1:1.4 (71 % de tiol). Después de la incubacion con el
polimero de trehalosa, se observé el conjugado por SDS-PAGE (no mostrado) en condiciones no reductoras como
una mancha centrada a ~25 kDa correspondiente al peso molecular teérico del conjugado. El polimero 6 también se
conjugo con la misma proteina (LyzSH). El conjugado resultante de lisozima-glucopolimero (Lyz-6) se purificéd por
cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC) (Figura 4a). La actividad del conjugado Lyz-6 purificado se confirmé
observando la lisis activa de la bacteria grampositiva marcada con FITC Micrococcus luteus (Figura 4b). La
conjugacion se verificé por SDS-PAGE (Figura 4c-e).
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SH

-

Ig
D-PBS, pH B,0,3 h,4°C

Esquema 6 Reacciones de conjugacion ilustrativas de lisozima tiolada con el polimero 4 y el polimero 6 para formar
los respectivos conjugados.

Las muestras de Lyz-6 y la lisozima de tipo silvestre en solitario o con trehalosa afiadida o el polimero 6 no conjugado
se expusieron entonces a factores estresantes ambientales de manera idéntica y se ensayaron para determinar su
actividad (Figura 5). Las muestras de conjugado Lyz-6 expuesto a 10 ciclos de liofilizacidon (es decir, desecacion)
tenian el 80 % de la actividad de Lyz-6 no expuesta que se habia almacenado a 4 °C, mientras que la lisozima de tipo
silvestre retuvo solo el ~20 % de la actividad original en condiciones idénticas. Por lo tanto, la conjugacion del polimero
covalentemente con la proteina mejora significativamente la estabilidad de la proteina. Las muestras que contenian 1
equivalente de polimero no conjugado con respecto a proteina estabilizaron la proteina a ~60 % de actividad y 100
equivalentes de polimero no conjugado con respecto a proteina estabilizaron completamente la biomolécula (100 %
de actividad). Se anadio trehalosa a la lisozima de tipo silvestre a 48 equivalentes de proteina, que es equivalente a
la cantidad de trehalosa en 1 equivalente de polimero. La trehalosa con 4800 equivalentes es la misma cantidad de
trehalosa que en 100 equivalentes de polimero, y esto se afiadié a la proteina en una muestra separada. En ambos
casos, se encontré que el glucopolimero no conjugado afiadido estabiliza la proteina significativamente mejor que
cantidades equivalentes de trehalosa afadida, lo que demuestra que el polimero libre es un crioprotector mas eficaz
que la trehalosa.

Para investigar la estabilidad térmica, las muestras se expusieron a una carga de calor de 90 °C durante 3 horas y se
ensayaron para determinar la actividad restante (Figura 6). Aunque no permanecié actividad en la lisozima de tipo
silvestre, se retuvo >20 % de la actividad al conjugar el polimero con la proteina (Lyz-6). El polimero libre afiadido a la
lisozima de tipo silvestre también estabilizé significativamente la proteina y se estabilizd mejor (es decir, la actividad
de la proteina fue mayor) que las cantidades equivalentes de trehalosa afadida. Este resultado muestra que el
glucopolimero estabiliza las biomoléculas a altas temperaturas, tanto afiadidas en solucion como unidas de forma
covalente como un conjugado.

Detalles experimentales.
Materiales. Todos los disolventes se adquirieron en Fisher Scientific (Pittsburgh, PA) y se usaron sin purificacion

adicional a menos que se indique lo contrario. La trehalosa se adquirié en The Endowment for Medical Research,
(Houston, TX) y se volvio anhidra antes de su uso a través de procedimientos conocidos (Reisener, H.J., Perlin, A.S.,
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Ledingham, G.A. y Goldschmid, H.R. FORMATION OF TREHALOSE AND POLYOLS BY WHEAT STEM RUST
(PUCCINIA GRAMINIS TRITICI) UREDOSPORES. Canadian Journal of Biochemistry and Physiology 40, 1248-&
(1962)). El compuesto de partida 1-mercaptotrietilenglicol se prepard de acuerdo con procedimientos de la bibliografia
(Steinem, C. et al. Valinomycin-mediated transport of alkali cations through solid supported membranes.
Bioelectrochemistry and Bioenergetics 45, 17-26 (1998)). El kit de ensayo de lisozimas EnzChek® se adquirié en
Invitrogen y se us6 segun las instrucciones del fabricante. La lisozima de clara de huevo de gallina y todos los demas
reactivos quimicos se adquirieron en Sigma-Aldrich.

Técnicas analiticas. Los espectros de RMN se registraron en un espectrometro Bruker Advance 500 o 600 MHz. La
cromatografia de permeacion en gel (GPC) se realizé en un sistema HPLC Shimadzu equipado con un detector de
indice de refraccion RID-10A y dos columnas D mixtas de 5 pm de Polymer Laboratories PLgel (con columna de
proteccion). Se us6 bromuro de litio (0,1 M) en N,N-dimetilformamida (DMF) a 40 °C como disolvente (caudal:
0,6 ml/min). Se emplearon patrones de poli(metacrilato de metilo) casi monodispersos (Polymer Laboratories) para la
calibracion. La espectroscopia UV-visible se realizd con un espectrofotometro BioMate 5 (Thermo Spectronic
Instruments). Los espectros de masas de ESI se adquirieron usando un Thermo Finnigan LCQ Deca MS con fuente
de ionizaciéon por electronebulizacion. Los espectros infrarrojos se obtuvieron con un instrumento Perkin-Elmer
Spectrum One equipado con un accesorio universal ATR. El analisis por HPLC de fase inversa preparativa se realizé
en un sistema de HPLC Shimadzu equipado con un detector UV usando una columna Luna 5 um C18 (2) 100A
(preparativa: 5 ym, 250 x 21,2 mm) con monitorizacion a A = 254 y 220 nm. Se us6 un sistema de disolventes de
gradiente lineal de agua:metanol (40:60 a 10:90) como la fase maévil a un caudal de 10 mil/min.

Sintesis de mondmeros, CTA, vy polimeros

Sintesis de 4-vinilbencilacetal (1). 1 se sintetizd siguiendo un procedimiento bibliografico (Sun, G.R., Cheng, C. y
Wooley, K.L. Reversible addition fragmentation chain transfer polymerization of 4-vinylbenzaldehyde. Macromolecules
40, 793-795 (2007)). Se afadieron bromuro de metiltrifenilfosfonio (5,4 g, 14,5 mmol) y 45 ml de THF en un matraz de
fondo redondo de 250 ml secado a la llama. La mezcla de reaccion se enfrio a -78 °C y se agité durante 20 min. Se
afadio gota a gota n-BulLi durante el transcurso de 20 min. La reaccion se agité durante 30 min a -78 °C, se calentd a
25 °C y se agit6 durante 10 min. La solucién de reaccion de color naranja-rojo se enfrid entonces a -78 °C. Se afadio
gota a gota tereftaldehido monodietilacetal (2,5 g, 12,0 mmol) disuelto en 7,5 ml de THF durante el transcurso de 1 h.
Después de agitar a -78 °C durante 30 min, el matraz de reaccién se calenté a 0 °C y se agitd durante 3 h. Después,
la reaccion se calentd a 25 °C y se agité durante 1 h. La reaccién se interrumpié afiadiendo 10 ml de una solucion
saturada de NaHCOa. La capa organica se recogié después de afiadir 50 ml de H20, y la capa acuosa se extrajo con
20 ml de éter tres veces. Las capas organicas combinadas se secaron con MgSQOa. Después de la purificacion por
cromatografia en columna sobre gel de silice con Hex : EtOAc = 20 : 1, se obtuvieron 2,40 g de producto en forma
liquida (97 % de rendimiento). 'H RMN (500 MHz, en CDCl3) & : 7,55-7,45 (d, J = 7 Hz, 2H), 7,45-7,36 (d, J = 7 Hz,
2H) 6,78-6,68 (dd, 1H), 5,81-5,74 (d, J = 17 Hz, 1H), 5,57-5,51 (s, 1H), 5,29-5,22 (d, J = 11 Hz, 1H), 3,70-3,50 (m, 4H),
1,40-1,10 (t, J = 7 Hz, 6H). '3C RMN (500 MHz en CDClIs) & : 138,80, 137,43, 136,59, 126,84, 125,93, 113,77, 101,00,
60,65, 15,10.

Sintesis de 4,6-0-(4-vinilbencil)-a-D-glucopiranosil-(1 — 1)-a-D-glucopiranésido (2). En un matraz de fondo redondo
secado a la llama se disolvié 1 (0,500 g, 2,42 mmol, 1,00 equiv.) y trehalosa (4,15 g, 12,1 mmol, 5,00 equiv.) en 150
ml de DMF, y la mezcla resultante se enfrié a 0 °C. Después, se afiadié acido p-tolueno sulfénico (92 mg, 0,20 mmol,
0,12 equiv.) y la solucién se calenté a 25 °C y se agité durante 3 h. El disolvente se eliminé del producto de reaccién
en bruto resultante al vacio para dar un sélido de color blanco que se purifico adicionalmente por HPLC (40:60 a 10:90
de gradiente lineal de agua:metanol durante 30 minutos a 10 ml/min). Después de la eliminacion de disolventes, el
producto resultante 2 (456 mg, 0,99 mmol, 41 % de rendimiento) se obtuvo en forma de un solido de color blanco. 'H
RMN (600 MHz, DsDMSO) &: 7,51 (d, 2H, 8,4 Hz), 7,46 (d, 2H, 8,4 Hz), 6,78 (dd, 1H, 10,8, 17,4 Hz), 5,89 (d, 1H,
17,4 Hz), 5,59 (s, 1H), 5,32, (d, 1H, 11,4 Hz), 5,26 (d, 1H, 4,8 Hz), 5,03-5,02 (m, 2H), 4,99 (d, 1H, 3,6 Hz), 4,92 (d, 1H,
3,6 Hz), 4,87-4,85 (m, 2H), 4,45 (dd, 1H, 6, 6 Hz), 4,14 (dd, 1H, 4,8, 9,6 Hz), 4,04 (ddd, 1H, 4,8, 9,6, 10,2 Hz), 3,80
(ddd, 1H, 4,8, 5,4, 9,3 Hz), 3,77 (ddd, 1H, 2,1, 4,5, 9,9 Hz), 3,69 (dd, 1H, 10,2, 10,2 Hz), 3,64-3,60 (m, 2H), 3,53 (ddd,
1H, 5,4, 5,7, 11,7 Hz), 3,45-3,40 (m, 2H), 3,32 (ddd, 1H, 3,8, 5,6, 9,4 Hz), 3,20 (ddd, 1H, 4,8, 5,4, 9,3 Hz). °C RMN
(500 MHz DeDMSO) & : 138,4, 138,3, 137,2, 127,6, 126,7, 115,8, 101,6, 101,5, 95,3, 94,8, 82,4, 73,6, 73,1, 72,4, 70,9,
70,5, 69,2, 63,3, 61,6. MS (ESI-MS) calc. para C21H28011Na*: 479,15 observada: 479,15, IR: v = 3356, 2921, 1629,
1455, 1376, 1148, 1073, 976, 833, 800 cm™', UV/Vis (H20) A = 225, 259 nm. Los espectros de RMN se muestran como
la Figura 1.

Sintesis de tritiocarbonato de piridildisulfuro (3). La sintesis fue de acuerdo con un procedimiento bibliografico. Se
disolvieron piridil disulfuro alcohol (97,94 mg, 0,52 mmol) y acido tritiocarbonato (100 mg, 0,48 mmol) en 9,60 ml de
DCM seco. Después de agitar la reaccion a O0°C durante 20 min, se afiadieron 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC, 273,41 mg, 1,56 mmol) y dimetilamino piridina (DMAP, 11,62 mg, 0,10 mmol).
La reaccién cambio de color de amarillo a naranja. El bafio de hielo se retiré después de 5 h, y la reaccion se detuvo
después de 24 h. La solucion se lavo tres veces con 30 ml de H20 y la capa organica se secd sobre MgSO4. Después
de la cromatografia en columna sobre gel de silice con Hex : EtOAc = 1:1, se recogieron 117 mg de producto (70 %
de rendimiento) en forma de un aceite de color amarillo. '"H RMN (500 MHz, en CDCls) &: 8,48-8,47 (m, 1H), 7,70-7,63
(m, 2H), 7,11-7,09 (m, 1H), 4,81 (c, J = 7 Hz, 1H), 4,43-4,35 (m, 2H), 3,39-3,34 (c, J = 7 Hz, 2H), 3,09-3,03 (m, 2H),
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1,61-1,59 (d, J = 7 Hz, 3H), 1,37-1,34 (t, J = 7 Hz, 3H). '3C RMN (500 MHz en CDCIs3) &: 221,8, 170,9, 159,7, 149,8,
137,2,121,0, 120,0, 63,5, 47,9, 37,3, 31,5, 16,7, 12,8. Los espectros de RMN se muestran como la Figura 14.

Polimerizacion RAFT de mondémero de trehalosa (Poli 1-4). En una polimerizacion tipica, se disolvieron 3 (18,34 mg,
5,22 x 102 mmol), 2 (500 mg, 1,09 mmol) y AIBN (1,71 mg, 1,04 x 102mmol) en 1,37 ml de DMF seca. Se repitieron
cinco ciclos de congelacién-bombeo-descongelacion para eliminar el oxigeno, y la reaccién se sumergié en un bafio
de aceite a 80 °C. Después de 6 h, la reaccion se detuvo sumergiendo el matraz de reaccion en nitrégeno liquido. El
polimero 4 se purificd por didlisis contra H20 basificado débilmente con bicarbonato sédico (MWCO 2.000 g/mol)
seguido de MeOH. UV/Vis (H20): Amax=213 nm, IR: v = 3298, 2914, 1653, 1375, 1148, 1112, 1072, 1020, 976, 824 cm"
. Poli 1: "H RMN (500 MHz, D6DMSO) &: 8,47(1H), 7,91-7,62 (m, 2H), 7,61-6,25 (m, 34H), 5,51, 5,22, 4,95, 4,90,
4,81,4,37,4,12, 3,98, 3,60, 3,78, 3,71, 3,57, 3,49, 3,42, 3,17, 1,71, 1,23, 0,85 ppm. Mn (RMN) 4,2 kDa. Mn (GPC) 8,5
kDa. PDI (GPC) 1,05. Poli 2: "H RMN (500 MHz, D6DMSO) &: 8,43(1H), 7,93-6,03 (m, 83H), 5,47, 5,23, 4,95, 4,39,
4,10, 3,96, 3,70, 3,59, 3,49, 3,42, 3,16, 1,50, 1,25, 0,85 ppm. Mn(RMN) 9,4 kDa. Mn (GPC) 15,6 kDa. PDI (GPC) 1,07.
Poli 3: '"H RMN (500 MHz, D6DMSO) &: 8,40(1H), 7,97-6,11 (m, 129H), 5,44, 5,19, 4,93, 4,36, 4,07, 3,94, 3,75, 3,67,
3,55, 3,47, 3,39, 3,13, 1,54, 1,19, 1,04, 0,83 ppm. Mn (RMN) 14,7 kDa. Mn (GPC) 17,3 kDa. PDI (GPC) 1,11. Poli 4:
"H RMN (500 MHz, D6DMSO) & :8,42(1H), 7,71-6,16 (m, 158H), 5,45, 5,23, 4,96, 4,91,4,44, 4,10, 3,97, 3,70, 3,59,
3,17, 1,40, 1,19, 1,04, 0,83 ppm. Mn(RMN) 19,0 kDa. Mn (GPC) 28,9 kDa. PDI (GPC) 1,14. Los espectros de RMN se
muestran como la Figura 9.

Sintesis de 2-(2-(2-(piridin-2-ildisulfanil)etoxi)etoxi)etanol (4). En un matraz de fondo redondo secado a la llama se
disolvié Aldritiol® (1,99 g, 9,03 mmol, 3 equiv.) en metanol (24 ml) y acido acético (1 ml). A continuacion, se afadio
gota a gota 1-mercapto trietilenglicol (500 mg, 3,01 mmol, 1 equiv.) durante 10 min. La mezcla de reaccion de color
amarillo resultante se agité durante 140 min a 25 °C antes de la eliminacion del disolvente al vacio. El producto
reaccion en bruto se disolvio en DCM, se lavo con agua, se secod con sulfato de magnesio, y se concentré por
evaporacion rotatoria. El producto se purificé por cromatografia en columna (100 % de EtOAc) para producir un aceite
de color amarillo (613 mg, 2,22 mmol, 74 % de rendimiento). "H RMN (500 MHz, CDCls) &: 8,46-8,45 (m, 1H), 7,77-
7,64 (m, 2H), 7,10-7,08 (m, 1H), 3,75-3,58 (m, 10H), 3,01-2,98 (m, 2H), 2,14 (s, 1H). *C RMN (500 MHz CDClIs) &:
149,4, 137,0, 120,6, 119,6, 72,4, 70,3, 70,3, 68,9, 61,7, 38,2. UV/Vis (MeOH) A = 256, IR: v = 3666, 2973, 2927, 2875,
1735, 1703, 1606, 1575, 1509, 1444, 1419, 1389, 1370, 1334, 1299, 1211, 1176, 1092, 1033, 1019, 1000, 918, 869,
846, 809, 720, 695 cm-1. Los espectros de RMN se muestran como la Figura 15.

Sintesis del agente de transferencia de cadena reactivo de tiol 5. En un matraz de fondo redondo secado a la llama
se disolvieron 2-(2-(2-(piridin-2-ildisulfanil)etoxi)etoxi)etanol (500 mg, 1,82 mmol, 1,1 equiv.) y acido 2-(etil
sulfaniltiocarbonil sulfanil)-propionico (347 mg, 1,65 mmol, 1 equiv.) en 16,5 ml de DCM hecho anhidro por destilacién.
La reaccién se agité durante 20 min a 0 °C antes de la adiciéon de EDC (759 mg, 3,96 mmol, 2,4 equiv.) y DMAP
(40 mg, 0,33 mmol, 0,2 equiv.). Después de la agitacion adicional a 0 °C durante 5 horas, la reaccién se dejo calentar
a temperatura ambiente y se agité durante 24 h mas. El producto de reaccién en bruto se lavé 3 veces con agua y la
capa organica se seco sobre MgSOas. La solucién se concentré antes de la purificacion por cromatografia en columna
(100 % de EtOAc) para aislar el producto 5 en forma de un aceite de color amarillo (478 mg, 1,02 mmol, 62 % de
rendimiento). '"H RMN (500 MHz, CDCls) &: 8,46-8,45 (m, 1H), 7,78-7,64 (m, 2H), 7,10-7,07 (m, 1H), 4,83 (¢, J = 7 Hz,
1H), 4,32-4,29 (m, 2H), 3,74-3,57 (m, 8H), 3,35 (c, J = 8 Hz, 2H), 3,00 (t, J = 6 Hz, 2H), 1,60 (d, J = 7 Hz, 3H), 1,34 (t,
J =7 Hz, 3H). *C RMN (500 MHz, CDCls) & : 221,8, 171,1, 160,4, 149,6, 137,1, 120,6, 119,6, 77,3, 77,0, 76,8, 70,6,
70,4, 69,5, 69,0, 69,0, 68,9, 65,0, 64,9, 64,4, 47,9, 39,9, 38,5, 31,5, 21,6, 16,9, 16,8, 13,0. UV/Vis (50 % de DMF (ac.)
A 252 (e = 2,36), 297 (¢ = 12,76), IR: v = 3043, 2866, 1732, 1573, 1445, 1417, 1374, 1352, 1298, 1250, 1163, 1138,
1112, 1080, 1026, 1042, 985, 875, 812, 760, 717, 616 cm'. MS (ESI) calc. para C17H25NO4SsH: 468,0465, Observado:
468,0466. Los espectros de RMN se muestran como la Figura 16.

Sintesis de w-(etil sulfaniltiocarbonil sulfanil)-poli-4,6-O-(4-vinilbencilideno) trehalosa. La sintesis es muy similar a la
de Poli 5-8 con grupos terminales no eliminados. Se utilizaron diferentes relaciones de monémero con respecto a CTA
para lograr diferentes pesos moleculares. En un tubo schlenk secado a la llama se afadieron 2 (300 mg, 0,66 mmol,
300 equiv.), 5 (5,12 mg, 0,109 mmol, 5 equiv.) y AIBN (0,36 mg, 0,22 pmol, 1 equiv.) y DMF anhidra (0,82 ml) antes
de poner la mezcla en proteccion con atmésfera de argon. El oxigeno se elimind de la solucion resultante por cinco
ciclos de congelacion-bombeo-descongelacion y la solucion se calenté a 80 °C durante 6 horas. La polimerizacion se
detuvo sumergiendo el recipiente de reaccién en nitrogeno liquido y el polimero se purificd por didlisis (MWCO 1 kDa,
NaHCOs(ac.) 1 mM seguido de MeOH, 3 dias). El disolvente se elimin6 del polimero antes de la caracterizacion
estandar. '"H RMN (500 MHz, DeDMSO) &: 8,42 (m, 1H), 7,10-6,39 (m, 192H), 5,42, 5,21, 4,95, 4,86, 4,40, 4,10, 3,96,
3,70, 3,60, 3,34, 3,17, 3,16, 1,50 ppm. UV/Vis Amax 261 nm (¢ = 21,26), 311 nm (¢ = 9,25). IR: v = 3341, 2085, 1658,
1647, 1417, 1385, 1147, 1098, 1073, 1045, 977, 930, 826, 801,722, 662 cm™'. Mn (RMN) 22,4 kDa. PDI (GPC) 1,10.

Sintesis de w-isobutironitrilo-poli-4,6-O-(4-vinilbencilideno) trehalosa (6). La funcionalidad w-tritiocarbonato se elimino
(Perrier, S., Takolpuckdee, P. & Mars, C.A. Reversible addition-fragmentation chain transfer polymerization: End group
modification for functionalized polymers and chain transfer agent recovery. Macromolecules 38, 2033-2036 (2005)).
En un procedimiento tipico, a co-(etil sulfaniltiocarbonil sulfanil)-poli-4,6-O-(4-vinilbencilideno) trehalosa (50 mg,
2,23 ymol, 1 equiv.) en un tubo schlenk secado a la llama se afiadieron AIBN (7,33 mg, 44,6 umol, 20 equiv.) y 0,5 mi
de DMF, y la mezcla de reaccion se puso en proteccion con una atmosfera de argon. El oxigeno se eliminé del
recipiente de reaccidon mediante cinco ciclos de congelacidon-bombeo-descongelacién antes del calentamiento

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2763579 T3

posterior a 80 °C durante 20 h. El polimero resultante 6 se purifico por dialisis (MWCO 1 kDa, 50 % de MeOH(ac.), 3
dias) antes de la liofilizacion para dar un sélido de color blanco. UV/Vis Amax 261 nm (g = 25,22). IR: v = 3330, 2923,
2112, 1652, 1376, 1149, 1101, 1072, 1047, 980, 928, 828, 801, 726 cm™.

Sintesis de poli-4,6-O-(4-vinilbencilideno) trehalosa (Poli 5-8). En una sintesis tipica: En un tubo Schlenk secado a la
llama se afiadieron 2 (218,1 mg, 0,48 mmol), 5 (11 mg, 2,4x 10-2 mmol) y AIBN (1,58 mg, 9,60 umol, 1 equiv.) y DMF
anhidra (0,60 ml) antes de poner la mezcla en proteccion con una atmdsfera de argdn. El oxigeno se elimind de la
solucion resultante mediante cinco ciclos de congelacion-bombeo-descongelacion y la solucién se calenté a 80 °C
para una conversion monomeérica del 94 %. La polimerizacion se detuvo sumergiendo el recipiente de reaccion en
nitrégeno liquido y el polimero se purifico por didlisis (MWCO 1 kDa, NaHCO3(ac.) 1 mM seguido de MeOH, 3 dias).
El disolvente se elimind del polimero antes de la caracterizacion estandar. Poli 5: '"H RMN (500 MHz, D6DMSO) &
:8,42(1H), 7,80(2H), 7,56-6,25 (m, 66H), 5,49, 5,20, 4,95, 4,79, 4,38, 4,11, 3,99, 3,78, 3,70, 3,58, 3,48, 3,43, 3,18,
2,99, 1,66, 1,25, 0,83 ppm. UV/Vis Amax 310 nm (¢ = 18939 cm-1M-1). IR: v = 3354, 2929, 1638, 1419, 1375, 1211,
1147, 1098, 1072, 1046, 977, 929, 826, 800, 722, 662 cm-1. Mn (RMN) 8,0 kDa. Mn(GPC) 9,6 kDa. PDI (GPC) 1,10.
Poli 6: "H RMN (500 MHz, D6DMSO) & :8,47(1H), 7,79(2H), 7,40-6,16 (m, 87H), 5,46, 5,20, 4,95, 4,88, 4,38, 4,08,
3,96, 3,76, 3,69, 3,57, 3,47, 3,40, 3,15, 2,95, 1,48, 1,21, 1,08, 0,85 ppm. UV/Vis Amax 261 nm (¢ = 68804 cm-1M-1).
IR: v =3371, 2930, 1655, 1376, 1212, 1385, 1148, 1098, 1073, 1046, 977, 930, 826, 800, 722, 662 cm-1. Mn (RMN)
15,4 kDa. Mn (GPC) 12,1 kDa. PDI (GPC) 1,13. Poli 7: '"H RMN (500 MHz, D6DMSO) &: 8,25(1H), 7,82(2H), 7,41-
6,11 (m, 210H), 5,45, 5,22, 4,97, 4,87, 4,42, 4,13, 3,98, 3,80, 3,72, 3,60, 3,49, 3,43, 3,18, 1,65, 1,25, 0,87 ppm. UV/Vis
Amax 261 nm (¢ = 38421 cm-1M-1). IR: v = 3353, 2919, 1618, 1376, 1212, 1148, 1098, 1073, 1046, 977, 929, 826,
800, 722, 662 cm-1. Mn (RMN) 24,5 kDa. Mn (GPC) 18,8 kDa. PDI (GPC) 1,20. Poli 8: '"H RMN (500 MHz, D6DMSO)
0: 8,42(1H), 7,80(2H), 7,47-6,02 (m, 429H), 5,45, 5,22, 4,97, 4,85, 4,39, 4,10, 3,98, 3,78, 3,71, 3,60, 3,48, 3,43, 3,17,
1,49, 1,39, 0,85, 1,27 ppm. UV/Vis Amax 261 nm (¢ = 59405 cm-1M- 1). IR: $ = 3368, 2928, 1615, 1373, 1212,
1385,1147, 1098, 1073, 1046, 977, 930, 825, 800, 722, 662 cm-1. Mn (RMN) 49,5 kDa. Mn (GPC) 33,6 kDa. PDI (GPC)
1,47. Los espectros de RMN se muestran como la Figura 10.

Sintesis del agente de transferencia de cadena reactivo de amina (8). Como se muestra en el Esquema 4, en un
matraz de fondo redondo secado a la llama se le afiadieron levulinato de tri(etilenglicol) (1,07 g, 4,3 mmol, 1 equiv.),
acido 2-(etil sulfaniltiocarbonil sulfanil)-propiénico (1 g, 4,8 mmol, 1,1 equiv.), y DCM (35 ml). La mezcla de reaccién
se enfrié a 0 °C antes de la adicién de DCC (1,38 g, 6,7 mmol, 1,55 equiv.) y DMAP (0,068 g, 0,6 mmol, 0,13 equiv.).
La solucion se agitd durante 10 horas y se dejo calentar a temperatura ambiente antes de la eliminacion del disolvente
al vacio. El producto de reaccién en bruto se purificé por cromatografia en columna (1:1 de DCM:EtOAc) para obtener
CTA 8 (1,00 g, 2,28 mmol, 53 % de rendimiento). '"H RMN (400 MHz, CDCls) &: 4,85 (c, 1H, J = 7,4, 14,7 Hz), 4,31 (c,
2H, J = 3,6, 6,1 Hz), 4,26-4,23 (m, 2H), 3,73-3,69 (m, 4H), 3,66-3,62 (m, 4H), 3,37 (c, 2H, J = 7,5, 14,8 Hz), 2,76 (t,
2H, J =6,5Hz), 2,62 (t, 2H, J = 6,5 Hz), 2,20 (s, 3H), 1,62 (d, 3H, J = 7,4 Hz), 1,36 (t, 3H, J = 7,4 Hz) ppm.

Sintesis de w-(etil sulfaniltiocarbonil sulfanil)-poli-4,6-O-(4-vinilbencilideno) trehalosa (9). Como se muestra en el
Esquema 5, en un tubo schlenk secado a la llama se anadieron 2 (180 mg, 0,39 mmol, 100 equiv.), 8 (8,69 mg,
0,02 mmol, 5 equiv.) y AIBN (0,65 mg, 4 umol, 1 equiv.) y DsDMSO anhidro (1 ml) antes de poner la mezcla en
proteccion con una atmaosfera de argén. El oxigeno se elimind de la solucion resultante por cinco ciclos de congelacion-
bombeo-descongelacion y la solucion se calenté a 80 °C durante 10 horas. La polimerizacién se detuvo sumergiendo
el recipiente de reaccién en nitrégeno liquido y el polimero se purificé por dialisis (MWCO 1 kDa, NaHCOzs(ac.) 1 mM
seguido de MeOH, 3 dias). El disolvente se elimin6 del polimero antes de la caracterizacion estandar. '"H RMN
(500 MHz, DsDMSO) 5: 7,16-6,46 (92H), 5,50, 5,24, 4,99, 4,88, 4,60 (1H), 4,43, 4,14, 4,00, 3,74, 3,63, 3,53, 3,45, 3,32,
3,21,2,77,2,74, 2,71, 2,16, 1,58, 1,28 ppm. Mn (RMN) 10,9 kDa. PDI (GPC) 1,42.

Conjugacion de lisozima

Lisozima de clara de huevo de gallina de tiopropionilo (LyzSH). La lisozima de clara de huevo de gallina se reconstituy6
segun se recibié a una concentracion de 10 mg/ml (PB 50 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5). A continuacién, se afiadieron
10 pl de succinimidil acetil-tiopropionato (16 mg/ml, 65 mM en DMF) y la solucién se enfrié a 4 °C durante 4 horas. La
proteina modificada resultante se purificé por ultrafiltracion centriprep. (MWCO 3 kDa, PB 50 mM, EDTA 1 mM, pH
7,5) a un volumen final de 1 ml. Después, la proteina se desprotegié por tratamiento con 100 pl de una solucion de
hidroxilamina 0,5 M (PB 50 mM, EDTA 25 mM, pH 7,5). La purificacion de la proteina final se realiz6 mediante
ultrafiltracién centriprep. (MWCO 3 kDa, PB 50 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5) antes de la cuantificacion de los tioles por
el ensayo de Ellman (1:1,4 de tiol:lisozima).

Conjugado lisozima-glucopolimero (Lyz-6). En un tubo de centrifuga Lo-Bind® de 1,5 ml se afiadi6 lisozima de clara
de huevo de gallina de tiopropionilo (LyzSH) (70 ul, 10 mg/ml, DPBS, pH 8,0) y 6 (16 mg, 0,71 pmol, 15 equiv.) y toda
la reaccion se diluyé a un volumen final de 500 ul (DPBS, pH 8,0) antes del almacenamiento a 4 °C durante 3 horas.
La mezcla resultante se purificé por FPLC (PB 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4), las fracciones se concentraron por
ultrafiltracién centriprep. (MWCO 3 kDa, DPBS, pH 7,4) y se almacenaron a 4 °C. Las muestras se diluyeron 5 veces
antes de emplear el ensayo de actividad de lisozima EnzChek® para medir la actividad de las fracciones. En un ensayo
tipico se incubaron 50 pl de muestra diluida con 50 yl de Micrococcus luteus marcado con FITC (1 mg/ml) a 37 °C
durante 1 hora. Posteriormente, la fluorescencia de la membrana celular lisada y, por lo tanto, la actividad de la lisozima
se midié como fluorescencia FITC (abs 480 nm/em 530 nm) y se cuantific en relaciéon con los estandares conocidos.
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Conjugado lisozima-glucopolimero (Lyz-Poli 5-8). En un tubo de centrifuga Lo-Bind® de 1,5 ml se afiadié lisozima de
clara de huevo de gallina de tiopropionilo (LyzSH) (70 ul, 10 mg/ml, DPBS, pH 8,0) y Poli 5-8 (0,71 umol, 15 equiv.) y
toda la reaccién se diluyé hasta un volumen final de 500 pl (DPBS, pH 8,0) antes del almacenamiento a 4 °C durante
3 horas. La mezcla resultante se purificé por FPLC (PB 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4), las fracciones se concentraron
por ultrafiltracion centriprep. (MWCO 3 kDa, DPBS, pH 7,4) y se almacenaron a 4 °C antes de la caracterizacion
adicional por SDS-PAGE.

Lisozima de tipo silvestre. La lisozima de tipo silvestre se preparé reconstituyendo la lisozima de clara de huevo de
gallina (0,1 mg/ml, 1 equiv., DPBS, pH 7,4) segun se recibid sin purificacion adicional. Las muestras se diluyeron
adicionalmente hasta 0,021 mg/ml (1 kU/ml) en 20 ul de alicuotas antes de la aplicaciéon de liofilizacion o insultos
térmicos.

Lisozima de tipo silvestre estabilizada por glucopolimero. Las muestras de lisozima de tipo silvestre mezcladas con
glucopolimero se prepararon afadiendo polimero de trehalosa (Poli 5-8, 1 o 100 equiv. en relacion con la lisozima) a
una solucién de lisozima (0,1 mg/ml, DPBS, pH 7,4) antes del almacenamiento a 4 °C. Las muestras se diluyeron
adicionalmente a una concentracién de lisozima de 0,021 mg/ml (1 kU/ml) en 20 pl de alicuotas antes de la aplicacién
de liofilizacién o insulto térmico.

Lisozima de tipo silvestre estabilizada por trehalosa. Las muestras de lisozima de tipo silvestre mezcladas con
trehalosa se prepararon afadiendo trehalosa (1 o 100 equiv. en relacion con el nimero de unidades de monémero de
trehalosa en Poli 5-8) a una solucion de lisozima (0,1 mg/ml, DPBS, pH 7,4) antes del almacenamiento a 4 °C. Las
muestras se diluyeron adicionalmente a una concentracion de lisozima de 0,021 mg/ml (1 kU/ml) en 20 pl de alicuotas
antes de la aplicacion de liofilizacién o insultos térmicos.

Lisozima de tipo silvestre estabilizada por poli(etilenglicol) (PEG). Las muestras de lisozima de tipo silvestre mezcladas
con PEG se prepararon afiadieron PEG (2 kDa, 8,5 kDa, o 20 kDa; 1 o 100 equiv. en relacién con la lisozima) a una
soluciéon de lisozima (0,1 mg/ml, DPBS, pH 7,4) antes del almacenamiento a 4 °C. Las muestras se diluyeron
adicionalmente a una concentracion de lisozima de 0,021 mg/ml (1 kU/ml) en 20 ul de alicuotas antes de la aplicacién
de liofilizacion o insultos térmicos.

Ensayo de actividad de estabilidad de liofilizacion. La lisozima de tipo silvestre se prepard reconstituyendo la lisozima
de clara de huevo de gallina (0,1 mg/ml, DPBS, pH 7,4) segun se recibi6 sin purificacion adicional. Los controles de
polimero se prepararon afiadiendo polimero de trehalosa (Mn (RMN) 18 kDa, 0,14 mg/ml o 14 mg/ml, 1 equiv. o 100
equiv. respectivamente) a una solucién de lisozima (0,1 mg/ml, DPBS, pH 7,4) antes del almacenamiento a 4 °C en
20 pl de alicuotas. Los controles de trehalosa se prepararon afiadiendo trehalosa (0,12 mg/ml o 12 mg/ml, 0,37 pmol
0 0,37 mmol, 48 equiv. 0 4800 equiv. respectivamente) a una solucién de lisozima (0,1 mg/ml, DPBS, pH 7,4, 1 equiv.)
antes del almacenamiento a 4 °C en 20 ul de alicuotas. Se usé el conjugado Lyz-6 (0,1 mg/ml, DPBS a pH 7,4)
después de la purificacion por FPLC y el almacenamiento a 4 °C en 20 pl de alicuotas. Alicuotas de cada tipo se
congelaron por inmersién en nitrégeno liquido antes de la eliminacion del disolvente por liofilizacion. Los solidos
blancos resultantes se reconstituyeron en 20 pl de agua Milli-Q, y este procedimiento se repitidé durante un total de 10
ciclos de liofilizacion. A continuacién, se us6 el ensayo de actividad de lisozima EnzChek® como se ha descrito
previamente para medir la actividad de lisozima de las muestras estresadas en relacién con alicuotas idénticas que
no se liofilizaron. Los resultados se proporcionan para 6 repeticiones. Las estadisticas se calcularon utilizando la
prueba t de Student; % de confianza como +/- = tx(desviacion estandar)/(nUmero de ensayos)*(1/2) con p <1-% de
confianza/100.

Ensayo de termoestabilidad (carga de calor). La lisozima de tipo silvestre se preparé reconstituyendo la lisozima de
clara de huevo de gallina (0,1 mg/ml, DPBS, pH 7,4) segun se recibié y se almaceno sin purificacion adicional a 4 °C
en 20 pl de alicuotas. El conjugado Lyz-6 (0,1 mg/ml, DPBS pH 7,4) se us6 después de la purificacion por FPLC y se
almacend a 4 °C en 20 pl de alicuotas. Se estresaron alicuotas de cada tipo por calentamiento a 90 °C durante 3 horas
antes del enfriamiento a 4 °C. A continuacién, todas las muestras se diluyeron 1:40 antes del uso del ensayo de
actividad de lisozima EnzChek® como se ha descrito anteriormente. Las actividades de las muestras estresadas se
midieron en relacién con alicuotas idénticas que no estuvieron expuestas al calor. Los resultados se proporcionan para
6 repeticiones. Las estadisticas se calcularon utilizando la prueba t de Student; % de confianza como +/- =
tx(desviacién estandar)/(nimero de ensayos)”(1/2) con p <1-% de confianza/100.

Ejemplo 2: Sintesis de un monémero/polimero ejemplar adicional [Ejemplo de referencia]

Como ejemplo ilustrativo de otro monémero que se puede polimerizar, se preparé el monémero de metacriloilo 12
(Esquema 7), y se demostré su uso para la sintesis de polimeros. (Esquema 8).

Materiales y métodos.
Todos los disolventes se adquirieron en Fisher Scientific (Pittsburgh, PA) y la trehalosa se adquirié en The Endowment

for Medical Research, (Houston, TX). Todos los demas reactivos quimicos se adquirieron en Sigma-Aldrich. La
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dimetilformamida (DMF), el cloruro de metileno (DCM), la trietilamina (TEA) y el cloruro de metacriloilo se destilaron
antes de su uso. Se eliminé el agua de la trehalosa dihidrato mediante destilacion azeotrépica repetida con etanol. El
azobisisobutirilnitrilo (AIBN) se recristalizd 3 veces en etanol.

5  4,6-O-bencilideno-a-D-glucopiranosil-(1—1)-4',6'-O-bencilideno-a-D-glucopiranésido (10). En un matraz de fondo
redondo secado a la llama se anadieron trehalosa anhidra (5g, 14,6 mmol, 1 equiv.), acido p-tolueno sulfénico
monohidrato (0,11 g, 0,6 mmol, 0,04 equiv.), y DMF (75 ml). Se afiadié en dos porciones iguales dimetoxi tolueno (4,7
ml, 32,1 mmol, 2,2 equiv.) con 20 minutos de diferencia mientras se mantuvo la temperatura de reacciéon a 100 °C. La
mezcla se agité a 100 °C durante 40 minutos mas antes de la eliminacion del exceso de DMF al vacio para producir

10  un liquido viscoso. El liquido se purificé adicionalmente en primer lugar por recristalizacion de xilenos seguida de
recristalizacion de una mezcla de etanol:agua (1:3) para producir agujas largas de color blanco como el producto final
(6,6 g, 13 mmol, 87 % de rendimiento).

Ph

OH OH
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p-TsOH

HO -
HO N ON© DMF
L, 100°C, 1 h
HO' "OH
OH
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Ph 0|' "'ow
OH
1" 12
31 % 1%
15
Esquema 7. Sintesis de dibencilideno trehalosa (10) seguido de la esterificacion posterior con cloruro de metacriloilo
para producir el monémero de trehalosa protegido (11) y eliminacion de grupos protectores de bencilideno para obtener
2-metacriloil trehalosa (12).
"
..._......._.,..._._._.._’.
N se-'s\/'\o SYS\/ D,DMSO Q.
s 80°C, 20 h i
! Nap Ses A0 57 s
3 o o n
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M, (GPC) = 7,1 kDa
20 PDi= 1,23

Esquema 8. Polimero del monémero protegido (11) con CTA reactivo a tiol 3 para producir el glucopolimero (13) con
un grupo terminal disulfuro activado.

25  2-metacril-4,6-0-bencilideno-a-D-glucopiranosil-(1—1)-4',6'-O-bencilideno-a-D-glucopirandésido (11). En un matraz de
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fondo redondo secado a la llama se disolvié dibencilideno trehalosa (1 g, 1,93 mmol, 1 equiv.) en DCM (20 ml), y se
afadio TEA (0,59 g, 5,79 mmol, 3,0 equiv.). La mezcla de reaccidn se puso en proteccion con una atmésfera de argon
y se enfrid a -77 °C. Se afadid gota a gota cloruro de metacriloilo (0,30 g, 2,9 mmol, 1,5 equiv.) durante 30 minutos y
la reaccion se agité posteriormente durante 6 horas a -77 °C y durante 48 horas a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccién en bruto se purificé directamente por cromatografia en columna (50 % de acetato de etilo en hexanos)
para obtener el compuesto del titulo que se liofilizé6 en benceno para producir un sélido de color blanco (0,34 g,
0,59 mmol, 31 % de rendimiento).

2-metacril-a-D-glucopiranosil-(1 —1)-a-D-glucopirandsido (12). En un matraz de fondo redondo secado a la llama 11
(250 mg, 0,43 mmol) se disolvié en cloroformo (10 ml) y la mezcla se puso en proteccién con una atmdsfera de argon.
Se afiadieron simultdneamente acido trifluoroacético (1 ml) y agua (1 ml) durante 5 min y la mezcla de reaccion
resultante se agité durante 1 h a temperatura ambiente antes de la eliminacion de disolventes al vacio. El producto de
reaccion en bruto resultante se purificd por cromatografia en columna sobre gel de silice (80 % de acetato de etilo,
10 % de butanol, 5 % de acido acético, 5 % de agua). Se elimind el acido acético del producto final por destilacion
azeotropica con tolueno para obtener el compuesto del titulo en forma de un sélido de color blanco (19 mg,
0,046 mmol, 11 % de rendimiento).

Poli(2-metacril-4,6-O-bencilideno-a-D-glucopiranosil-(1 —1)-4',6'-O-bencilideno-a-D-glucopirandésido) (13). En un tubo
schlenk secado a la llama se afiadieron 2 (59 mg, 0,10 mmol, 100 equiv.), CTA 3 (1,91 mg, 0,01 mmol, 5 equiv.), ¥
AIBN (0,17 mg, 0,001 mmol, 1 equiv.). La mezcla se disolvio en d6-Dimetil sulféxido, se puso en una atmoésfera de
argén y se sometid a 6 ciclos de congelacién-bombeo-descongelacion para la eliminaciéon de oxigeno. La solucion
desgasificada se calenté a 80 °C durante 20 horas y la polimerizacién se detuvo por inmersiéon en nitrégeno liquido.
La mezcla de polimerizacion en bruto resultante se purificé por dialisis contra agua seguido de metanol (MWCO 3.000
Da) y liofilizacion para obtener un polvo de color amarillo claro. Mn (GPC) 7,1 kDa, PDI (GPC) 1,23.

Ejemplo 3: Sintesis de polimeros de masa molecular variable

Todos los polimeros de trehalosa pueden prepararse con diferentes pesos moleculares. Como se muestra en el
Esquema 1, la polimerizacion RAFT de 2 con 3 se realizé a 80 °C. La relacién utilizada para la polimerizacion fue
[CTA]:[mondmero]:[AIBN] = 1:29:0,2, con una concentracién de monémero 0,8 M. Después de 6 h, la polimerizacion
se detuvo para obtener una conversion del 77 %. El polimero se dializé contra bicarbonato de sodio acuoso con un
MWCO de 2.000 g/mol. El peso molecular del polimero se analizé mediante espectroscopia de 1H RMN y fue de 9.600
Da al comparar la integracion de los picos de piridina del grupo terminal con el anillo aromatico de estireno (véase la
Figura 12). Los indices de polidispersidad (PDI) por GPC fueron 1,07, lo que demuestra que se formd un polimero
bien definido. El estudio cinético del polimero de trehalosa demostré que los PDI estaban muy por debajo de 1,1
durante toda la polimerizacién. Las relaciones [CTA]: [monémero]: [AIBN] se alteraron después para obtener otros
pesos moleculares que variaban de 4.200 g/mol a 19.000 g/mol (Tabla 2, Poli 1-4) con PDI estrechos obtenidos en
todos los casos.

Como se muestra en el Esquema 9, se demostré que la polimerizacion RAFT de 2 en presencia de 5 avanza para un
intervalo de pesos moleculares (Tabla 2, Poli 5-8) con una ligera desviacion de las polidispersidades estrechas
obtenidas para el intento de mayor peso molecular (Poli 8). Después de la purificacién por dialisis (1 kDa de MWCO,
H20, 3 dias), estos glucopolimeros reactivos de tiol se caracterizaron por espectroscopia de RMN para confirmar la
retencion del grupo terminal y la eliminacion completa del monémero (véase la Figura 10).

> L i
P S S
NP 57NN O g ~
n s
L~ i
NN g7 SN NN s\n,sv + HO\ A AIBN oo
s B How
o
HO™ Y DMF, 80 °C
° HO' ON© HO™ ™ °
O 0
HO™ "OH HO -
OH HO* “OH

2

Esquema 9. Polimerizacion del monémero 2 con CTA reactivo de tiol 5 para producir polimeros de Poli 5-8 con un
grupo terminal disulfuro activado.

Como se muestra a continuacion en la Tabla 2, la masa molecular del polimero resultante, segtin se mide por '"H RMN,
varia de acuerdo con la relacion de concentracion de los tres reactivos. Por lo tanto, la reaccién se puede "ajustar"
para obtener un polimero que tenga una masa molecular deseada.

Tabla 2. Relaciones de masa molecular de polimero y concentracion de reactivo
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Entrada | CTA CTA:M: AIBN |Mndiana | Conv. (%) | Mn RMN | PDI
Poli 1 3 1:21:0,2 7.000 72 4.200 1,05
Poli 2 3 1:29:0,2 9.600 77 9.400 1,07
Poli 3 3 1:35:0,2 13.800 84 14.700 1,11
Poli 4 3 1:50:0,2 20.000 85 19.000 1,14
Poli 5 5 1:20:0,4 9.000 94 8.000 1,10
Poli 6 5 1:60:0,2 11.400 40 15.400 1,13
Poli 7 5 1:76:0,2 25.800 73 24.500 1,20
Poli 8 5 1:120:0,4 44.800 81 49.500 1,47

Ejemplo 4: Resistencia del conjugado lisozima-glucopolimero al estrés ambiental

Como se muestra en el Esquema 10, los polimeros de trehalosa se conjugaron entonces con lisozima tiolada. Se
anadieron tioles a la lisozima de clara de huevo de gallina por tratamiento con succinimidil acetil-tiopropionato (SATP)
en un procedimiento que se sabe que une covalentemente la funcionalidad de tioacetato a proteinas a través de
enlaces amida (Hernanson, 1996). Después de la desproteccion con hidroxilamina y la eliminacion del exceso de
SATP, los tioles libres se cuantificaron en la lisozima tiolada (LyzSH) mediante el ensayo de Ellman, dando como
resultado una relacion tiol: proteina de 1:1.4 (71 % de tiol). Después, la LyzSH se conjugo con diversos homopolimeros
a base de trehalosa (Poli 2, 5-8). Después de la incubacién con polimeros de trehalosa, se vieron conjugados por
SDS-PAGE. El rendimiento de conjugaciéon fue menor para Poli 2 en comparacion con Poli 5-8. Una posible
explicaciéon fue que el enlazador TEG aleja el grupo terminal reactivo de tiol de la cadena lateral de trehalosa
voluminosa e hidratada del polimero mejorando el acceso a la superficie de la proteina.

o s
S=S o™ S‘JLSA*
n
1. AIBN, DMF, 80 °C
2+ 5 o
2. 0”0
SH
o}f uo\é)
" ~NH HO" lo
1

Ve S

D-PBS, pH8,0,3h,4°C

Esquema 10. Polimerizacion RAFT de 2 con CTA 5 para producir los glucopolimeros reactivos de tiol Poli 5 a Poli 8.
Después, los glucopolimeros se conjugaron con lisozima tiolada.

Los conjugados de lisozima-glucopolimero (Lyz-Poli 5-8) se purificaron mediante cromatografia liquida rapida de
proteinas (FPLC) con ejecuciones posteriores de LyzSH y se us6 glucopolimero en solitario para determinar qué
fracciones seran puras de materiales de partida (véase la Figura 11). Estas fracciones se recogieron y se utilizaron en
estudios posteriores. Adicionalmente, se us6 SDS-PAGE para confirmar el aislamiento del conjugado como se
demuestra por la ausencia de una banda de lisozima en condiciones no reductoras. La reaparicion de la banda en
condiciones reductoras indicd que el polimero se conjugd con la lisozima a través de un enlace disulfuro reducible.
Las actividades de las fracciones de conjugado Lyz-Poli purificadas se confirmaron observando la lisis activa de las
bacterias grampositivas marcadas con FITC Micrococcus luteus en el ensayo de actividad de lisozima EnzChek®.

La capacidad de los polimeros para estabilizar la lisozima con respecto a la liofilizacion se verificé primero, y los
resultados se compararon con la trehalosa a las mismas concentraciones. Se afiadieron Poli 5-8 a 100 equivalentes
con respecto a la proteina (sin conjugar) a Lyz de tipo silvestre que no contenia tioles libres. También se analizaron
muestras con trehalosa afiadida a concentraciones equivalentes con respecto a la trehalosa en los diversos polimeros.
Las muestras se expusieron a 10 ciclos de liofilizacion, y se determind la actividad proteica. La proteina de tipo silvestre
retuvo el 16 % de actividad después de este tratamiento, mientras que con un exceso de polimero de 100 veces, se
observé una retencion total (100 %) de actividad (Figura 10). Se observo el mismo efecto independientemente del
peso molecular probado (8.000 a 49.500 Da). La trehalosa en concentraciones equivalentes a la de los polimeros de
100 veces solo estabilizé la lisozima entre el 18-31 %. Los resultados confirman que los polimeros pueden proteger la
proteina durante la liofilizacién. Ademas, los datos muestran que el polimero es significativamente mas eficaz que la
trehalosa en solitario a la misma concentracién en relacion con las unidades de monémero presentes en el polimero.
Esta observacion indica que los efectos de estabilizacion de la trehalosa se potencian mediante el uso de un polimero
donde la barrera entropica para tener varios restos de carbohidratos organizados alrededor de la proteina ya se ha
incluido en el excipiente. La propia trehalosa se ha propuesto para estabilizar las proteinas a la desecacion mediante
reemplazo de agua, atrapamiento de agua vy vitrificacion. Los mecanismos por los cuales los homopolimeros a base
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de trehalosa estabilizan la proteina aun no se comprenden, y se estan realizando estudios de investigacion.
Independientemente del mecanismo, los resultados sugieren que los polimeros de trehalosa pueden ser utiles como
un reemplazo para el disacarido en formulaciones de biomoléculas no modificadas, particularmente en los casos en
que las propiedades adicionales de los materiales impartidas por el polimero serian ventajosas.

Para investigar la capacidad del polimero para estabilizarse cuando se conjuga con la proteina, Lyz-Poli 5-8 se
expusieron a los mismos 10 ciclos de liofilizacién. En este caso, los conjugados exhibieron entre el 59 y el 100 % de
retencion de actividad original en comparacion con el 16 % de retencion por lisozima de tipo silvestre (Figura 7). La
Lyz-Poli 5 de menor peso molecular tuvo la actividad mas baja, mientras que el polimero conjugado mas grande Lyz-
Poli 8 tuvo una retencion total de actividad. Sin embargo, las actividades de los polimeros de tamafio medio no se
correlacionaron directamente con el peso molecular. Es posible que esto se deba a diferentes nimeros de polimeros
unidos a la proteina en las fracciones analizadas; SDS PAGE no pudo calcular con precisién la cantidad de polimeros
unidos en las fracciones recogidas debido a las bajas concentraciones involucradas. Mas importante aun, los
conjugados fueron todos significativamente mas estables en comparaciéon con las muestras que contenian una
concentracion similar de polimero afiadido no unido (1 equiv. con respecto a la proteina); la adicion de polimero dio
como resultado solamente el 18-47 % de retencion de la actividad de lisozima. Estos resultados muestran que conjugar
el polimero con la proteina es ventajoso con respecto a la estabilidad ambiental. Se estan realizando estudios para
determinar la estabilidad in vitro e in vivo de los conjugados de proteinas preparados a partir de estos polimeros para
evaluar las propiedades farmacocinéticas y el uso potencial del polimero en conjugados terapéuticos.

También se sabe que la trehalosa estabiliza las biomoléculas con respecto a aumentos del calor (Kaushik y Bhat,
2003; Singer y Lindquist, 1998; Xie y Timasheff, 1997). Por lo tanto, un conjunto idéntico de muestras de lisozima
también se estreso por la exposicion a una carga de calor de 90 °C durante 1 hora (Figura 8). Aunque se encontré que
la trehalosa confiere estabilizacion marginal a la concentraciéon mas alta probada aqui (retencion de actividad del 31 %
para 100 equiv. de Poli 8), el polimero de trehalosa realiza una proteccién superior al calor, tanto afiadido como en
forma de un conjugado. Se observo hasta un 81 % de retencion de actividad en estas condiciones rigurosas. En este
estudio en particular, el efecto protector no dependia de la concentracion, ya que la adicién de 1 equiv. y 100 equiv. o
la conjugacion del polimero dieron una retencién de actividad similar para todos los pesos moleculares probados. Sin
embargo, en otros estudios, que fueron de mayor duracién y con una concentracién diferente de proteina, se observé
dependencia de la concentracion (datos no mostrados). En general, los resultados demuestran que los glucopolimeros
estabilizan la lisozima a altas temperaturas. Ademas, los datos sugieren que los polimeros deben investigarse
adicionalmente como un excipiente y conjugarse para aplacar los requisitos de almacenamiento rigurosos que son
tipicos para las proteinas, particularmente durante el transporte en el que se pueden observar grandes fluctuaciones
de temperatura.

Ejemplo 5: Comparacion entre los glucopolimeros de trehalosa y el excipiente de uso comun poli(etilenglicol)
(PEG)

También se realizaron estudios iniciales adicionales para comparar los glucopolimeros de trehalosa con el excipiente
de uso comun poli(etilenglicol) (PEG). Como tal, PEG (Mn = 2-20 kDa) se combiné con lisozima de tipo silvestre a 1 o
100 equiv. y se estreso por liofilizacion o calor de la misma manera que antes. Se encontré que el efecto lioprotector
del PEG (véanse las Figuras 12 y 13) depende del grado de polimerizacién (DP) con el glucopolimero de trehalosa
que supera al PEG tanto para 1 como para 100 equiv. en relacién con la proteina. Aunque basado en el peso molecular,
1 equiv. de glucopolimero realizado de manera similar a 1 equiv. de PEG y 100 equiv. de glucopolimero fue un
lioprotector méas eficaz que el PEG. La estabilidad térmica del PEG en relacién con los glucopolimeros también se
investigd exponiendo las muestras relevantes a una carga de calor de 90 °C durante 1 h como antes. Aunque el PEG
media el estrés térmico en un grado minimo, el glucopolimero de trehalosa supera al PEG basado en DP o Mn para
todas las muestras probadas (véanse las Figuras 12 y 13). Los datos colectivamente indican que los polimeros de
cadena lateral de trehalosa son altamente eficaces y superiores al PEG en solitario como estabilizadores de una
proteina representativa, la lisozima, para la liofilizacion y el estrés por calor.

Ejemplo 6: Polimeros a base de trehalosa por polimerizacion por radicales libres para su uso como excipientes

Ademas del mondmero con estirenil acetal como el gestor de polimerizacion, la trehalosa se modificé con restos de
metacrilato acetal, metacrilato y éter de estirenilo para dar como resultado tres monémeros diferentes como ejemplos.
Estos monémeros y el mondmero de estirenil acetal se polimerizaron después por separado usando polimerizacion
por radicales libres con azobisisobutironitrilo (AIBN) como iniciador para sintetizar cada polimero de trehalosa. Los
homopolimeros se ensayaron y mostraron una estabilizacidn significativa de la actividad en la peroxidasa de rabano
picante a 70 °C durante 30 min, glucosa oxidasa a 50 °C durante 30 min, insulina durante 1 h a 90 °C, y B-
galactosidasa después de 4 ciclos de liofilizacion. Ademas, los estudios de citotoxicidad con NIH 3T3, macréfagos
murinos RAW 264.7, fibroblastos dérmicos humanos, y células endoteliales de la vena umbilical humana, mostraron
que no todos los polimeros eran citotoxicos a concentraciones de hasta 1 mg/ml segun lo probado.

Produccién de glucopolimeros P1

El glucopolimero P1 se preparé con el mondémero 2 (Esquema 11). Se us6 azobisisobutironitrilo (AIBN) como un
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iniciador a 80 °C. Después de 17 h, la conversidon monomérica fue del 100 %, y el polimero se purificd por dialisis
contra H20. EIl polimero resultante, P1, tenia un peso molecular promedio en nimero (Mn) de 34,3 kDa y un PDI de
1,96 (Figura 17).

CN

0,023 equiv AIBN

DMF, 80 °C, 17 h

HO
HO" “OH
OH
5 2 P1
Esquema 11. Polimerizacion por radicales libres de 2 mediada por AIBN.
0 Produccioén de glucopolimeros P2

El monédmero de metacrilato acetal trehalosa 15 se sintetizd usando metacrilato de 3,3'-dietoxipropilo (DEP-MA, 14)
como material de partida como se muestra en el Esquema 12. En condiciones ligeramente acidas con p-TsOH e
hidroquinona para inhibir la autopolimerizacion del DEPMA, el mondmero 15 se sintetizé con un 37 % de rendimiento.
Las Figuras 18 y 19 son los espectros de 'H y 'C RMN, respectivamente. Después, el monémero 15 se polimerizo

15  con AIBN a 65 °C con una relacion de AIBN con respecto al monémero de 1:43. Después de 22 h, los picos de vinilo
de 15 desaparecieron en el espectro de RMN, lo que sugiere una conversion monomérica del 100 %. La dialisis contra
H20 vy la liofilizacién dieron como resultado P2 con un Ms de 30.100 g/mol y un PDI de 2,03 (Figura 20).

Y .

o 0
OH OH i
=§= HO,_ _~ _ p-TsOH r
d o Lk hidroquinona oo 0,023 equiv AIBN oo
¢ HO™ ™ _— = i SERE— . i
H HO
g\ 0Lb DMF, 100 °C, 3 h \O) DMF, 65 °C, 22 h ”O\O)
HO
- o] o
HO™ ™ HO™ ™
)0 Ol\ H,c:(g"OH oL L0 :
OH HO - HO 0N~°
- -
HO OH HO” “OH
OH OH
14 15 P2
37%

20
Esquema 12. Sintesis del glucomonémero 15 y polimerizacién por radicales libres de 15 mediada por AIBN.

Produccién de glucopolimeros P3 (Referencia)

25  Se sintetizé otro mondémero 16 en una etapa a partir del material de partida, cloruro de 4-vinil bencilo, mediante una
ligera modificacion de un procedimiento bibliografico (Teramoto y Shibata, 2004). La trehalosa se disolvid en
dimetilsulféxido (DMSO) con NaOH y se afiadio lentamente cloruro de 4-vinil bencilo a la solucién. Después de 24 h a
25 °C, la solucion de DMSO se afiadio gota a gota a diclorometano (DCM) para dar un precipitado de color blanco. El
precipitado se seco6 y el mondmero purificado por HPLC 16 se recogié en forma de un polvo de color blanco con un

30 20 % de rendimiento (La Figura 21 y la Figura 22 son los espectros de RMN). La polimerizacion de 16 se realiz6 en 1
:1=DMF : H20. A 75 °C durante 24 h, la polimerizacién se detuvo y se purificd por didlisis contra H20 (espectro de
RMN, Figura 23).

30



10

15

20

25

ES 2763579 T3

B
n
CN
OH OH
HO\_~
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Esquema 13. Sintesis del glucomondémero 16 y polimerizacién por radicales libres de 16 mediada por AIBN.

Produccién de glucopolimeros P4

Se sintetizd otro mondmero protegiendo especificamente uno de los alcoholes primarios y afadiendo un resto de
metacrilato a esa posicion (Esquema 14). 17 y 18 se sintetizaron modificando un procedimiento bibliografico anterior
(Kurita, Masuda, et al., 1994). El grupo tritilo se usé para discriminar los grupos hidroxilo primarios y secundarios.
Primero se tritil6 la trehalosa, después se acetild, y después se elimind el grupo tritilo para dar 18 con solo un grupo
hidroxilo libre en la 62 posicidon. El compuesto 18 se hizo reaccionar entonces con cloruro de metacriloilo para dar el
glucomondémero de metacrilato protegido con acetilo 19 con un rendimiento del 63,9 % (Figura 24 y Figura 25).
Después, el monémero 19 se polimerizé con AIBN a 65 °C durante 19 h. Sin embargo, después de la purificacion por
precipitacion en éter dietilico (RMN proporcionad como la Figura 26), P4' tenia un Mnde 18.292 g/mol y un PDI = 2,40.
Después, P4' se desprotegié mediante una cantidad catalitica de NaOMe modificando el informe anterior, y el producto
se eliminé por precipitacion a medida que tuvo lugar la desproteccién (Vazquez-Dorbatt y Maynard, 2006; Ambrosi,
Batsanov, et al., 2002). P4 se neutralizo con HCl y se dializé contra H20. A partir de la espectroscopia '"H RMN, el pico
de protones de OAc metilo alrededor de 2 ppm desaparecio (Figura 27). A partir de la IR, se observaron la desaparicion
de los tramos de acetilo C=0 y C-O, y la aparicién de la absorciéon de O-H.

)

HO. ?H i QAc O [o} (‘)Ac OH (o]
AcO,__A Cl AcO,
c OH cl

o 0 1. TrCl, piridina cl

Ho™ X 90°C,24 h AcO” - . aco” ~°
0. .0 —_— e H —_—— H E—
Ho’\QJ 2. Ac0,21 h AcO 0,40 CHCIj, 25 °C, 30 min AcO' 0. .0 NEt;, DCM
HO” - 0°Ca23°C,17h
OH on AcO” “0Ac AcO” “0Ac
OAc OAc
17 18
3% 64 %
n n
CN CN
OAc 0 ?Ac (o) (o] OH O [s)
Ac ! AcO, ~ HO, 1
0,023 equiv AIBN NaOMe
- L] v 0 - o]

AcO 0 DMF, 65 °C, 19 h AcO o CHCl3:MeOH = 1:1 HE; é

0, 0,

AcO - AcO 'S HO' P
AcO” Y Y0Ac AcO” Y Y0Ac HO” ™Yy “oH
OAc OAc OH
19 P4’ P4
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Esquema 14. Sintesis del glucomondmero 19 y polimerizacién por radicales libres de 19 mediada por AIBN.

Estudios de estabilidad

Peroxidasa de rabano picante (HRP)
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Se probd la actividad de la peroxidasa de rabano picante (HRP) después de la exposicién a una temperatura de 70 °C
durante 30 minutos, y los resultados se proporcionan en la Figura 28. La actividad de HRP se prob6 mediante reaccién
con 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB), que produce un subproducto azul. Las muestras de HRP se prepararon sin
ningun aditivo, con 100 equivalentes de P1-P4, o 7500 equivalentes de trehalosa, que es igual a la trehalosa en la
muestra P1. Después, se ensayaron las muestras calentadas para determinar la reactividad de HRP y se calculé el
porcentaje de actividades originales usando la misma concentracion de HRP sin calentamiento ni aditivo (Figura 28).
Tras el calentamiento, HRP en solucidn sin ningun aditivo, solo se observo el 46 % de la actividad original. No obstante,
todos los glucopolimeros (P1-P4) estabilizaron significativamente la proteina, y quedoé el 100 % de la actividad
enzimatica original. La misma concentracion de trehalosa mantuvo solo el 80 % de la actividad de la HRP. Todas las
muestras se repitieron seis veces y su valor de p en comparacion con ningun aditivo fue <0,001.

Glucosa oxidasa (GOX)

Los glucopolimeros de trehalosa P1 a P4 también se ensayaron para determinar la estabilizacién de glucosa oxidasa
(GOX) contra 50 °C de calor durante 30 minutos. La actividad de GOX se evalué usando el kit de ensayo de glucosa
roja/glucosa oxidada Amplex® (Invitrogen). GOX reacciona con D-glucosa para formar H202, que después puede
reaccionar con Amplex® en presencia de peroxidasa de rabano picante (HRP) para generar resorrufina y puede
detectarse por fluorescencia. Las muestras de GOX se prepararon sin ningun aditivo, con 100 equivalentes de P1-P4,
y 7500 equivalentes de trehalosa, lo que es igual al numero de unidades repetidas en el P1. Todas las muestras se
calentaron a 50 °C durante 30 min y se repitieron seis veces. Después, se ensayaron las muestras calentadas para
determinar la reactividad de GOX y se calculé el porcentaje de actividades originales usando la misma concentracion
de GOX sin calentamiento ni aditivo (Figura 29). El resultado muestra que los glucopolimeros de trehalosa, P1, P2,
P3, y P4 mantuvieron la actividad de GOX por encima del 85 %, mientras que GOX sin aditivo tenia el 68 % de su
actividad con p <0,01, p <0,001, y p <0,001, respectivamente, lo que muestra significancia estadistica. Ademas, todos
los polimeros mostraron una estabilizacion exitosa en comparacién con solo trehalosa, que mantuvo el 72 % de la
actividad original p <0,05.

Insulina

P1, P2, P3 preparados, y la misma concentracion de trehalosa que un aditivo, se ensayaron para determinar la
estabilizaciéon de la insulina contra el calentamiento a 90 °C durante 1 h. Después del calentamiento, todas las
muestras se cargaron en el gel nativo (Figura 30). La insulina sin ningun aditivo se desnaturalizé y la banda casi
desaparecié en gel nativo. La banda de la insulina con trehalosa afiadida se redujo considerablemente. Sin embargo,
la insulina con P1 y P3 mostr6 claramente que quedaba la mayor parte de la banda de insulina, lo que indicaba que la
estructura de la proteina practicamente no habia cambiado. La banda de insulina con P2 fue mas débil en comparacién
con P1y P3, pero fue mas fuerte que sin ninguin aditivo o con trehalosa. Los datos de MALDI-TOF determinan que la
insulina, originalmente de 5,8 kDa, se desnaturaliza principalmente en dos fragmentos después del calentamiento
(datos no mostrados). Esto se debe a la ruptura de dos puentes disulfuro que unen a la cadena de insulina a y .

B-Galactosidasa (B-Gal)

La estabilizacion de la $-galactosidasa ($-Gal) también se ensay6 después de multiples ciclos de liofilizacién. Se sabe
que B-Gal se desnaturaliza faciimente mediante ciclos de liofilizacién o de congelacién-descongelacion (Pikal-Cleland
y Capenter, 2001). La actividad de B-Gal se midi6 al reaccionar con o-nitrofenil-3-D-galactésido (ONPG), que libera o-
nitrofenol, un producto de color amarillo que absorbe la luz a 420 nm. Los experimentos se repitieron seis veces y los
resultados mostraron que los glucopolimeros de trehalosa son excipientes eficientes que pueden proteger la actividad
de B-Gal contra los ciclos de liofilizacion. Después de 3 ciclos de liofilizacion, B-Gal tenia un 40 % de su actividad
original y solo un 30 % mas de actividad después del 4° ciclo, mientras que P1 a P3 mantuvieron una actividad del 83
al 98 %, dependiendo del polimero incluso después de 4 ciclos. Los polimeros superaron a la trehalosa, ya que la
trehalosa mantuvo solo el 45 % de la actividad original (Figura 31).

Los experimentos de calentamiento para HRP, GOX, y el experimento de insulina y liofilizacion para p-Gal sugieren
que los glucopolimeros de trehalosa pueden usarse como aditivos para estabilizar diversas proteinas contra el estrés
por calor y liofilizacién. Cada vez, los polimeros superaron a la propia trehalosa.

Examen de citotoxicidad

Para examinar la posibilidad de estos glucopolimeros de trehalosa in vivo, se ensayaron las citotoxicidades de P1, P2
y P3 junto con PEG de 20 kDa y trehalosa como comparaciones. NIH 3T3 (fibroblastos de ratén), RAW 264.7
(macrofagos de monocitos leucémicos de raton), HDF (fibroblastos dérmicos humanos) y HUVEC (células endoteliales
de vena umbilical humana) se cultivaron por separado y se sembraron en placas de 48 pocillos a una densidad de 5
x 102 células por pocillo. Después de 24 horas, los medios de cultivo se reemplazaron con el medio de trabajo que
contenia cada polimero o trehalosa con concentraciones de 0,1, 0,5 y 1 mg/ml. Después de 48 h de incubacion, las
células se tifieron con el reactivo LIVE/DEAD y se capturaron imagenes fluorescentes para cada pocillo. Se contaron
las células vivas y muertas, y se calculd el porcentaje de viabilidad celular dividiendo el nimero de células vivas por
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el numero total de células. Todos los experimentos se realizaron con cuatro repeticiones y se promediaron, y los
resultados se muestran en la Figura 32. Los datos confirman que los glucopolimeros de trehalosa P1-P3 no son
citotoxicos para las cuatro lineas celulares analizadas. Ademas, en comparacion con el PEG de 20 kDa y la trehalosa,
P1, P2, P3 no exhibieron ninguna citotoxicidad, lo cual es importante para su aplicabilidad para su uso in vivo.

Método y sintesis

Polimerizacién por radicales libres de 1. Se disolvio el glucomonomero 14 (391,8 mg, 8,58X10' mmol) en DMF
(1,07 ml). Se afadié AIBN (3,28 mg, 2,00X102 mmol) a la solucion. Se repitieron cinco ciclos de congelacién-bombeo-
descongelacion, y la reaccion se inicid por inmersion en un bafio de aceite a 80 °C. La polimerizacién se detuvo
enfriando con nitrogeno liquido después de 17 h con conversion monomérica al 100 % por espectroscopia de "H RMN.
El producto se purificé por didlisis contra H20 durante 3 dias (MWCO 3.500 g/mol) y se secd usando un liofilizador,
dando como resultado P1. El My del polimero fue 34.300 g/mol y el PDI fue de 1,96 por GPC. 'H RMN (500 MHz en
DeDMSO) 5: 7,11, 6,39, 5,45, 5,23, 4,96, 4,86, 4,41, 4,12, 3,97, 3,78, 3,70, 3,62, 3,48, 3,17, 1,60, 1,24, 0,86. IR: v =
3384, 2916, 1635, 1380, 1150, 1074, 983 cm™".

Sintesis de 15. Se disolvio trehalosa (3,96 g, 1,16X102mol) en 100 °C DMF (72 ml). Se afiadieron p-TsOH (44 mg,
2,31 X10"" mmol) e hidroquinona (12,73 mg, 1,16X10"" mmol) a la solucion. Después de la agitacion durante 5 min, se
afadio lentamente 14 (500 mg, 2.31 mmol) a la reaccion. Después de 3 h, la reaccion se detuvo y el disolvente se
elimind al vacio. El producto en bruto se purificd por HPLC (50 % de MeOH en H20) y se liofilizé dando como resultado
polvo de color blanco (403,6 mg) con un 37 % de rendimiento. '"H RMN (500 MHz en DsDMSO) &: 6,04 (s, 1H), 5,68-
5,67 (t, J = 1,59 Hz, 1H), 5,10-5,09 (d, J = 5,31 Hz, 1H), 4,93-4,89 (m, 3H), 4,83-4,82 (d, J = 3,50 Hz, 1H), 4,78-4,76
(m, 2H), 4,70-4,68 (t, J = 5,00 Hz, 1H), 4,36-4,33 (t, J = 5,95 Hz, 1H), 4,16-4,13 (m, 2H), 3,97-3,94 (m, 1H), 3,89-3,84
(m, 1H), 3,69-3,64 (m, 2H), 3,57-3,53 (m, 2H), 3,49-3,41 (m, 2H), 3,35 (1H), 3,26-3,22 (m, 1H), 3,17-3,12 (m, 2H), 2,01-
1,88 (m, 5H). 3C RMN (500 MHz en DsDMSO) &: 166,9, 136,1, 126,2, 99,2, 94,5, 94,1, 81,4, 73,0, 73,0, 72,4, 71,8,
70,3, 69,8, 68,1, 62,7, 61,0, 60,6, 33,5, 18,3. IR: v = 3365, 2934, 1713, 1636, 1305, 1148, 979 cm-'. ESI-MS (+ 1,0)
observado (predicho): Na+ 489,1577 (489,1584).

Polimerizacién por radicales libres de 15. Se disolvio 15 (153 mg, 3,28X10' mmol) en DMF (1,64 ml) y se afiadié
AIBN (1,25 mg, 7,61 X103 mmol) al matraz de reacciéon. Los ciclos de congelacién-bombeo-descongelacion se
repitieron cinco veces, y la reaccidon se inicidé por inmersiéon en un bafo de aceite a 65 °C. Después de 22 h, la
conversién monomérica fue del 100 % por 'H RMN, y la polimerizacion se detuvo por enfriamiento en nitrogeno liquido.
El polimero se dializé contra H20 (MWCO 3.500 g/mol) y se liofilizé para dar como resultado P2 con My = 30.100 g/mol
y PDI = 2,03. "H RMN (500 MHz en DsDMSO) &: 5,15, 4,94, 4,85, 4,67, 4,38, 3,98, 3,88, 3,69, 3,57, 3,48, 3,17, 1,90,
1,23, 0,83. IR: v = 3374, 2932, 1716, 1638, 1384, 1273, 1146, 1047, 984 cm".

Sintesis de 16. 16 se sintetizé modificando un procedimiento bibliografico donde la trehalosa se sustituy6 en multiples
grupos hidroxilo (Teramoto y Shibata, 2004). Se afiadi6 NaOH (4,44 g, 1,14 X10""mol) a DMSO (96 ml) y se agit6
durante 5 min. Después, se afadié trehalosa (4,86 g, 1,42X 102 mol) en el matraz de reaccion. Después de toda la
disolucion de trehalosa, se afnadio lentamente cloruro de 4-vinil bencilo (0,4 ml, 2,84X103) y la solucion de reaccion
cambié a amarillo brillante. La reaccion se agitdé durante 24 h a 25 °C y precipitdé en 4 | de DCM en un bafio de hielo.
Los precipitados se secaron al vacio y se purificaron por HPLC (50 % de MeOH en H20). Después de la liofilizacion,
el producto monosustituido deseado (261,1 mg) se obtuvo en forma de polvo de color blanco con un 20 % de
rendimiento. 'H RMN (500 MHz en D20) &: 7,47-7,45 (m, 2H), 7,35-7,33 (m, 2H), 6,77-6,71 (m, 1H), 5,84-5,80 (d, J =
17,69 Hz, 1H), 5,30-5,28 (d, J = 11,42 Hz, 1H), 5,23-5,22 (d, J = 3,68 Hz, 1H), 5,14-5,13 (d, J = 4,05 Hz, 1H), 4,69-
4,61 (m, 2H), 3,91-3,51 (m, 10H), 3,45-3,39 (m, 2H). 'C RMN (500 MHz en D20) &: 137,5, 136,6, 136,2, 128,9, 126,4,
114,7,93,5,91,4,78,7,73,2,72,4,72,2,72,0, 72,0, 71,0, 69,8, 69,2, 60,6, 60,1. IR: v = 3369, 2931, 1642, 1408, 1368,
1147, 1083, 1044, 989 cm™'. ESI-MS (+ 1,0) observado (predicho): Na+ 481,1692 (481,1686).

Polimerizacion por radicales libres de 16. Se disolvieron 16 (146,4 mg) y AIBN (1,22 mg) en H20 (0,6 ml) y DMF
(0,6 ml), respectivamente. Ambas soluciones se afadieron a un matraz de reaccion y después de cinco ciclos de
congelacién-bombeo-descongelacion, la polimerizacion se inicié colocando el recipiente de reaccion en un bafio de
aceite a 75 °C. Después de 24 h, la polimerizaciéon se detuvo por enfriamiento con nitrégeno liquido. El polimero
resultante se dializd contra H20 (MWCO 3.500 g/mol) durante 3 dias para la purificacion y se liofilizé para obtener un
polvo de color blanco. El polimero resultante no se disolvi6 en DMF, sin embargo, la traza GPC acuosa mostré un
peso molecular similar en comparacion con P1 y P2. '"H RMN (500 MHz en D20) &: 7,04, 6,48, 5,04, 4,55, 3,82, 3,70,
3,60, 3,50, 3,35, 1,48, 1,14. IR: v = 3341, 2932, 1654, 1510, 1424, 1367, 1147, 1080, 1046, 987 cm™'.

Sintesis de 17. 17 se sintetizé modificando una bibliografia anterior donde la trehalosa se sustituyd con un grupo tritilo
en multiples grupos hidroxilo (Kurita, Masuda, et al., 1994). Se agit6 trehalosa (4,91 g, 14,35 mmol, 1,5 equiv.) en 20
ml de piridina durante 30 min. Después, se afiadié cloruro de tritilo (TrCl, 2,67 g, 9,57 mmol, 1,0 equiv.), y la mezcla
de reaccién se agitd en una atmésfera de Ar a 90 °C durante 24 h. Después de enfriar a temperatura ambiente, se
afadio anhidrido acético (12 ml, 127,2 mmol, 13,3 equiv.), y la mezcla de reaccion se agité en una atmésfera de Ar a
23 °C durante 21 h. La piridina se elimind a alto vacio. Al sélido en bruto, se le afiadié H20 y se extrajo con CHCls,
después la capa organica se lavé secuencialmente con HCI 0,1 N, H20, NaHCOs3 sat. y salmuera. Después, la capa
organica se seco con MgSO4 y se concentrd a presion reducida. El producto en bruto se purificd a través de gel de
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silice cromatografia ultrarrapida con EtOAc/Hexano = 3/4 + 1 % de NEts (Fr ~0,3) para obtener 2,62 g de un soélido de
color blanco con un 31 % de rendimiento. '"H RMN (500 MHz en CDClIs) &: 7,38-7,21 (m, 15H), 5,50-5,45 (m, 2H), 5,40-
5,37 (dd, J = 3,85, 7,85 Hz, 2H), 5,18-5,15 (dd, J = 3,85, 10,2 Hz, 2H), 5,13-5,06 (m, 2H), 4,27-4,23 (m, 1H), 4,14- 4,04
(m, 3H), 3,10-3,03 (m, 2H), 2,11-1,74 (s, 21H). '8C RMN (500 MHz en CDCI3) &: 170,81, 170,25, 170,12, 169,91,
169,72, 169,69, 169,30, 143,47, 128,71, 128,01, 127,24, 92,51, 92,48. 86,71, 70,43, 70,38, 70,27, 69,85, 69,61, 68,99,
68,67, 68,35, 61,94, 61,81, 20,88, 20,81, 20,79, 20,77, 20,67, 20,54. IR: v = 2956, 2941, 1746, 1449, 1367, 1239,
1213, 1072, 1030, 985, 962, 902, 805, 766, 749. ESI-MS (+ 1,0) observado (predicho): Na* 901,2892 (901,2895).

Sintesis de 18. 18 se sintetizd6 modificando una bibliografia anterior donde la trehalosa se desprotegié para revelar
multiples grupos hidroxilo (Kurita, Masuda, et al., 1994). 17 (1,69 g, 1,928 mmol) se disolvioé en 8 ml de CHCls, después
se afiadieron 8 ml de acido dicloroacético y se agité a 23 °C durante 30 min. La mezcla en bruto se lavd una vez con
H20, y después tres veces con NaHCOs sat. Después, la capa organica se secé con MgSO4 y se concentrd a presion
reducida. El producto en bruto se purifico a través de gel de silice cromatografia ultrarrapida con DCM+3 % de MeOH
(Fr ~0,25) para obtener 780 mg de un solido de color amarillo con un 64 % de rendimiento. '"H RMN (500 MHz en
CDCl3) 8: 5,45-5,23 (m, 2H), 5,29-5,27 (t, J = 3,85 Hz, 2H), 5,06-4,98 (m, 4H), 4,26-4,22 (dd, J = 5,5, 12,2 Hz, 1H),
4,09-3,86 (m, 2H), 3,99-3,96 (dd, J = 2,05, 12,2 Hz, 1H), 3,64-3,52 (m, 2H), 2,06-2,01 (s, 21H). '3C RMN (500 MHz en
CDCls) 6: 170,61, 170,33, 169,97, 169,93, 169,88, 169,70, 169,60, 169,57, 92,97, 92,86, 70,83, 70,48, 70,06, 69,95,
69,93, 69,86, 69,75, 69,59, 68,79, 68,52, 68,46, 68,14, 61,77, 61,71, 60,95, 20,90, 20,71, 20,68, 20,67, 20,61, 20,58.
IR: v = 3523, 2962, 2106, 1742, 1435, 1367, 1208, 1163, 1137, 1032, 986, 899, 802, 736 cm-'. ESI-MS (+ 1,0)
observado (predicho): Na* 659,1762 (659,1799).

Sintesis de 19. Se disolvio 18 (360 mg, 0,566 mmol, 1 equiv.) en 1,9 ml de DCM seco en un bafo de hielo, después
se afiadié NEts (1,18 ml, 8,48 mmol, 15 equiv.). Se disolvié cloruro de metacriloilo (0,55 ml, 5,66 mmol, 10 equiv.) en
2 ml de DCM seco, y la solucion se afiadié gota a gota a la mezcla de reaccion. Después, la mezcla se agité en una
atmosfera de Ar de 0 °C a 23 °C durante 17 h. La sal NEt3+ClI- se elimind por filtracion, y la solucion se lavé con HCI
al 10 %, H20, NaHCOs sat. y después salmuera. Después, la capa organica se secd con MgSO4 y se concentr6 a
presion reducida. El producto en bruto se purifico a través de gel de silice cromatografia ultrarrapida con EtOAc:Hexano
= 1:1 (Fr~0,4) para obtener 254,5 mg de aceite de color amarillo con un 64 % de rendimiento. '"H RMN (500 MHz en
CDCI3) 6: 6,10 (s, 1H), 5,61 (s, 1H), 5,51-5,45 (m, 2H), 5,28-5,24 (dd, J = 3,85, 17,75 Hz, 2H), 5,08-5,00 (m, 4H), 4,23-
3,98 (m, 6H), 2,07-2,01 (s, 21H), 1,92 (s, 3H). '*C RMN (500 MHz en CDClIs) &: 170,60, 169,96, 169,95, 169,64, 169,55,
169,53, 169,50, 166,82, 135,52, 126,60, 92,28, 92,17, 70,08, 69,95, 69,87, 69,67, 68,69, 68,47, 68,19, 68,13, 62,09,
61,74, 20,68, 20,67, 20,62, 20,60, 20,58, 20,52, 18,21. IR: v = 2930, 1746, 1368, 1213, 1033, 897, 804 cm™". ESI-MS
(x 1,0) observado (predicho): Na* 727,2078 (727,2062).

Polimerizacién por radicales libres de 19. 19 (221,9 mg, 0,315 mmol, 43 equiv.) y AIBN (1,2 mg, 0,0073 mmol, 1
equiv.) se pesaron en un tubo Schlenk y se disolvieron en 0,5 ml de DMF. Los ciclos de congelacion-bombeo-
descongelacion se repitieron cinco veces, y la reaccion se inicié por inmersion en un bafio de aceite a 65 °C. Después
de 19 h, la conversion monomérica alcanzé el 83 % por 'H RMN, y la polimerizacion se detuvo por enfriamiento en
nitrégeno liquido. La DMF se eliminé a alto vacio. El producto en bruto se disolvié de nuevo en DCM vy precipitd en
éter dietilico frio tres veces. Se recogieron 160 mg de sélido de color blanco P4' con M» = 18.300 g/mol y PDI = 2,40.
"H RMN (500 MHz en CDCIs) &: 5,46, 5,30, 5,28, 5,07, 4,20, 4,06, 2,07, 2,03, 1,68, 1,25, 0,85. IR: 2957, 1742, 1432,
1367, 1212, 1159, 1034, 896, 802, 746 cm™".

Desproteccion de P4'. P4' (100 mg, 0,142 mmol de monémero, 1 equiv.) se disolvio en 1 ml de CHCls y 1 ml de
MeOH, y se agit6é durante 15 min para su disolucién. Se afiadi6 NaOMe al 30 % en MeOH (5,26 ul, 0,0284 mmol, 0,2
equiv.) y se agité en una atmosfera de Ar durante 2 h. Se formé un precipitado de color blanco en 20 min. El precipitado
se recogi6 por centrifugacion, y después se disolvié de nuevo en H20. El pH se neutralizé con HCI 0,1 N, y la solucién
se dializ6 (MWCO 3.500 g/mol) contra H20 (1 | x 2). Después, la solucion se filtré con una filtro de jeringa 0,2 uM para
eliminar cualquier sdlido insoluble. La solucién acuosa se liofilizd para obtener 44 mg de P4. '"H RMN (500 MHz en
D20) &: 5,16, 5,07, 4,26, 4,02, 3,95, 3,76, 3,67, 3,53, 3,36, 2,03, 1,86, 0,98, 0,81. IR: 3342, 2934, 1722, 1367, 1232,
1147,1102, 1019, 802 cm".

Peroxidasa de rabano picante estabilizada por P1-P4 a 70 °C. Se prepararon 0,15 mg/ml de solucién de HRP en
tampon de fosfato sédico 10 mM a pH 7,0. Las soluciones madre de 100 equiv. de P1, P2, P3 y P4 y 7500 equiv. de
también se prepararon en el mismo tampén. Se mezclaron 2 yl de alicuotas de solucion de HRP con 2 pl de alicuotas
de cada solucion de polimero y trehalosa para dar una concentracion final de 75 ug/ml de HRP o con solamente
tampon. Las muestras se calentaron a 70 °C durante 30 min y el control se almacend a 4 °C hasta que se realizo el
ensayo de actividad. El ensayo se repitié 6 veces después del procedimiento conocido con tetrametilbencemidina
(TMB).

Glucosa oxidasa estabilizada por P1-P4 a 50 °C. Se prepararon 0,2 mg/ml de solucion de GOX en tampdn de fosfato
sédico 10 mM a pH 7,0. La solucion madre de 100 equiv. de P1, P2, P3 y P4 y 7500 equiv. de trehalosa también se
preparé en tampén de fosfato sédico 10 mM a pH 7,0. Se mezclaron 2 pl de alicuotas de una solucién de GOX con
2 ul alicuotas de cada solucién de polimero y trehalosa, o tampdn solamente, para dar la concentracion final de
0,1 mg/ml de GOX. Las muestras se calentaron a 50 °C durante 30 min y el control se almacendé a 4 °C hasta que se
realizo el ensayo de actividad. La actividad se midié usando un kit de ensayo de glucosa roja/glucosa oxidasa Amplex®
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siguiendo procedimientos manuales del producto.

Insulina humana recombinante estabilizada por P1-P3 a 90 °C. La insulina se disolvié en tampén D-PBS a pH 7,4
(1 mg/ml). Las muestras se prepararon afadiendo 10 equiv. de P1, P2, y P3 o 750 equiv. de trehalosa en la solucion
de insulina. El control se almacend a 4 °C hasta la caracterizacion con gel nativo. Otras muestras con polimeros o
trehalosa se calentaron a 90 °C durante 1 hora y se pasaron por el gel nativo.

B-Galactosidasa estabilizada por P1-P3 para la liofilizacién. Se preparé 0,4 mg/ml de una solucién de p-Gal en
tampodn de fosfato sédico 10 mM a pH 7,0. Se mezclaron 50 pl de alicuotas de una solucién de B-Gal con 150 ul de
tampon o 150 pl de polimero (100 equiv.) o trehalosa (7500 equiv.) en H20 para dar como resultado 0,1 mg/ml de
solucion de proteina. Las alicuotas de cada muestra se congelaron por inmersiéon en nitrégeno liquido antes de la
liofilizacion. Las muestras se liofilizaron durante 12 h durante un ciclo por debajo de 1 mbar. Después de cada ciclo,
se anadieron 200 pl de H20 vy la liofilizacion se repitié durante 3 ciclos y 4 ciclos. El control se almacend a 4 °C hasta
que se realiz6 el ensayo de actividad. El ensayo incluye 6 repeticiones al reaccionar con o-nitrofenil-3-D-galactésido
(ONPG).

Ensayo de citotoxicidad de P1-P3. La citotoxicidad de los glucopolimeros de trehalosa se evalué mediante el ensayo
de viabilidad/citotoxicidad LIVE/DEAD® (Invitrogen) con células NIH 3T3, RAW 264.7, HDF y HUVEC. Se cultivaron
células NIH 3T3 y RAW 264.7 en DMEM (Gibco) complementado con suero bovino fetal al 10 % (FBS) y penicilina al
1 %-estreptomicina. Las células HDF se cultivaron en medio de crecimiento de fibroblastos (Promocell) que contenia
suero de ternera fetal (FCS) al 2 %, 1 ng/ml de factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF), 5 pg/ml de insulina,
y penicilina al 1 %-estreptomicina. Las HUVEC se cultivaron en medio de crecimiento de células endoteliales
(Promocell) que contenia FCS al 2 % con complementos recomendados por el proveedor. Las células se sembraron
en placas de 48 pocillos (BD Falcon) a una densidad de 5 x 103 células por pocillo. Después de 24 h, los medios de
cultivo se reemplazaron con 200 ul del medio de trabajo que contenia concentraciones conocidas de polimeros de 0,1,
0,5y 1 mg/ml. Después de la incubacién durante 48 horas, las células se lavaron suavemente dos veces con D-PBS
precalentado y se tifieron con el reactivo LIVE/DEAD (calceina AM 2 yM y homodimero de etidio-1 4 uM). Las
imagenes fluorescentes de cada pocillo se capturaron en un microscopio Axiovert 200 con una camara AxioCam MRm
y una lampara de mercurio FluoArc. Se conté el numero de células vivas y muertas, y se calculd el porcentaje de
viabilidad celular dividiendo el numero de células vivas por el numero total de células. Todos los experimentos se
realizaron con cuatro repeticiones y se promediaron. Para todos los ensayos en el informe, las estadisticas para
determinar la significancia se calcularon en base a una prueba t de Student independiente de dos muestras con
varianza desigual.

Ejemplo 7: Glucopolimeros de trehalosa para la estabilizacion de ARNsi

El ds-ARNsi modificado con tiol se desprotegié con DTT para proporcionar un tiol libre en el extremo 5' de la hebra
sentido. Después, tres tamafios diferentes de polimero de trehalosa funcionalizado en extremo con disulfuro de piridilo
se conjugaron con ARNSsi a través de intercambio de disulfuro (Esquema 15). Los tres polimeros son Poli 5, Poli 6 y
Poli 7. En un gel TBE PAGE, ARNsi y los conjugados se analizaron en condiciones tanto reductoras como no
reductoras (datos no mostrados). En condiciones reductoras, los enlaces disulfuro de los polimeros se escindieron,
por lo que solo se vieron las bandas que representan ARNSsi libre. Sin embargo, en condiciones no reductoras, se
observo el frotis de mayor peso molecular de los conjugados. Las eficiencias de conjugacién de la reaccion de los
polimeros con ARNsi para formar los conjugados A, B y C se calcularon como del 85 %, 76 % y el 73 %,
respectivamente.
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Esquema 15. Conjugacién de ARNsi con Poli 5, Poli 6, y Poli 7.

La ribonucleasa RNase ONE™ degrada el ARN facilmente y se ensayd la estabilidad del ARNsi con el polimero de
trehalosa para determinar la proteccion contra la degradacién de la nucleasa. Después de una hora de incubacién con
RNase ONE a 37 °C, el ARNsi desnudo se degradé casi por completo por gel (Figura 33). Sin embargo, todos los
conjugados A-C mostraron una alta estabilidad hacia la degradaciéon de RNase ONE. Para confirmar si la conjugacién
es esencial para el efecto de estabilizacion, también se comparé el efecto de afiadir el polimero de trehalosa Poli 5 o
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afadir trehalosa al ARNsi desnudo (datos no mostrados). A partir del carril 8 y 10 del gel, se observa que el polimero
Poli 5 y la trehalosa protegen mejor el ARNsi que no tener aditivos (carril 4). Sin embargo, todavia se observo
degradacion/escision. La conjugacion del polimero es superior a solo afiadirlo al ARNSsi.

La estabilidad del ARNsi sin aditivo, trehalosa como aditivo, polimero de trehalosa Poli 5 como aditivo y el conjugado
A en suero bovino (CBS) al 80 % se ensay6. La degradacion se observé tomando puntos de tiempoalas 0,1,3y 6
(y 24) horas (Figura 34). A partir de la Figura 34 a)-c), se observé que la adicion de trehalosa o polimero de trehalosa
Poli 5 no mostré una diferencia significativa en la degradacion de ARNsi durante 6 horas. Por otro lado, después de 6
horas de incubacion en 80 % de CBS a 37 °C, el conjugado A todavia era claramente observable con ~63 % de
retenciéon. En conclusion, la conjugacion de polimeros de trehalosa con ARNsi aumenta eficazmente su estabilidad
hacia las nucleasas y las condiciones séricas.

Material y sintesis

Conjugacion de ARNsi con polimero de trehalosa funcionalizado en el extremo de disulfuro de piridilo Poli 5-
7. Se mezclaron 30 yl de una solucién 0,0383 mM de (ds)-ARNSsi bicatenario con 5 pl de una solucién 200 mM de
ditiotreitol (DTT) y se mantuvo durante 3 h a 24 °C. Para eliminar el DTT sin reaccionar, el ds-ARNsi se precipitd
usando etanol. El sedimento de ARNSsi se resuspendié completamente en 30 ul de una solucién de Poli 5, 6, 7 (50
equiv. en tampén de bicarbonato sédico 100 mM a pH 8,5). La mezcla de reaccién se dej6 a 23 °C durante 20 h. Los
conjugados también se trataron con DTT para confirmar que la conjugacion covalente de ARNSsi con polimeros podria
revertirse en condiciones fisiologicamente relevantes. Las mezclas de reaccion de conjugado (ARNsi 0,03 nmol, 5 pl)
en agua se incubaron con DTT (10 nmol, 1 pl en agua) durante 1 h a 23 °C. Los conjugados reducidos y no reducidos
se analizaron entonces mediante electroforesis en gel de poliacrilamida Tris Borato EDTA (TBE) al 15 % a un voltaje
constante de 200 V durante 40 minutos usando tampén IX TBE (pH 8,0). El ds-ARNSsi se tifid incubando el gel en tinte
de acido nucleico IX SYBR-Safe/tampdn TBE. La eficacia de la conjugacion se cuantificé utilizando el programa Quanti-
One (BioRad).

Prueba de estabilidad de RNasa. Las muestras (ARNsi 0,07 nmol, ul se mezclaron con agua libre de nucleasas (o
50 equiv. de Poli 5/825 equiv. de trehalosa en agua, datos no mostrados) hasta un volumen final de 8 pl. Se anadio
RNase ONE ribonucleasa (1 pl, 1 unidad, en tampoén de reaccion: Tris HCI 100 mM, pH 7,5, EDTA 50 nM, acetato
sodico 2 M) a cada muestra y las muestras se incubaron a 37 °C durante hasta 60 minutos. Las reacciones de nucleasa
se terminaron mediante la adiciéon de solucién de SDS (1 ul de solucién al 1 % en agua). Las muestras se analizaron
por PAGE usando gel al 15 % de TBE-Urea a un voltaje constante de 200 V durante 40 min usando tampén IX TBE
(pH 8,0). El gel se tifié incubando en tinte de acido nucleico IX SYBR-Safe/tampdn TBE durante 30 min. El porcentaje
de retencion de ARNSsi o los conjugados se determinaron tomando la proporcion de la intensidad de la banda y se
normalizaron a la intensidad de la banda de ARNsi o conjugado antes del tratamiento con RNase ONE.

Prueba de estabilidad en suero. Las estabilidades del ARNsi sin aditivo, trehalosa como aditivo, polimero de
trehalosa Poli 5 como aditivo, y el conjugado A se ensayaron individualmente en suero bovino de ternera al 80 %
(CBS). En un experimento tipico, las muestras (ARNsi 0,1 nmol, 5 ul) se incubaron en FBS al 80 % v/v con un volumen
total de 50 ul a 37 °C durante hasta 24 horas. Durante el periodo de incubacion, se tomaron alicuotas (10 pl) en puntos
de tiempo predeterminados e inmediatamente se congelaron a -80 °C hasta su uso posterior. Después, todas las
muestras se analizaron juntas usando electroforesis en gel con gel preparado con de TBE al 15 %-urea, a un voltaje
constante de 200 V durante 45 minutos usando tampén de ejecucion IX TBE (pH 8,0). El porcentaje de degradacion
en cada punto de tiempo se determiné tomando la proporcion de la intensidad de la banda de ARNsi en cada punto
de tiempo con respecto a la intensidad de la banda de ARNsi a las 0 horas.

Se prevé que el método divulgado para estabilizar biomoléculas se pueda combinar con otros enfoques actuales
utilizados para estabilizar biomoléculas, tales como, por ejemplo, modificacion quimica, ingenieria de proteinas (por
ejemplo, PEGilacion, adicién de sacarosa polimérica y/o dextrano, metoxipolietilenglicol, poli-carboxibetaina, y/o
sulfonato de poli-estireno, etc.), reticulacion de proteinas (por ejemplo, produccion de cristales de enzimas reticuladas
o CLEC, etc.), inmovilizaciéon del catalizador, proteinas de fusién modificadas y otras metodologias quimicas o
bioldgicas. La combinacion de técnicas de estabilizacion puede mejorar las propiedades farmacoldgicas y aumentar
significativamente la estabilidad de la biomolécula a la temperatura, desecacion, luz, almacenamiento, exposicion a
enzimas, endo y exo-nucleasas y variacion del pH.
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REIVINDICACIONES

1. Un monémero para su uso en la fabricaciéon de un homopolimero o un copolimero para estabilizar una biomolécula,
teniendo el mondémero la estructura general:

5
R1R2C = CR3R4,

en la que R1y Rz son hidrégeno, Rs es hidrogeno o metilo y R4 es una cadena lateral de la féormula -L-trehalosa, en la

que L es un enlazador que une trehalosa al monémero y L-trehalosa tiene una estructura seleccionada de:
10

O’LO OLO
HO HO
HO
" o
OH OH OH
2. El mondmero de la reivindicacion 1, en el que -L-trehalosa tiene la estructura
HO
HO*" "OH

15 OH

3. Un homopolimero o copolimero que comprende la estructura general:

-[R1R2C - CR3R4]n-,

20

en la que R1 y Rz son hidrégeno, Rs es hidrégeno o metilo, y R4 es una cadena lateral de la formula -L-trehalosa, en

la que L es un enlazador que une trehalosa al monémero a través de al menos uno de los grupos hidroxilo (-OH) de

trehalosa, en la que L es -(COO)-(CH2)n- (n=0-6),

o en la que la -L-trehalosa de cadena lateral tiene una estructura seleccionada de:
25
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4. El homopolimero o copolimero de la reivindicacién 3, en el que el enlazador L es -(COO)-(CHz)n- (n=0-6).

5 5. El homopolimero o copolimero de la reivindicacion 4, en el que la L-trehalosa de cadena lateral tiene una estructura
seleccionada del grupo que consiste en:

HO™ ™
HO 0 \MQ
HO “0OH
OH

10 6. Elhomopolimero o copolimero de la reivindicacion 3, en el que la -L-trehalosa de cadena lateral tiene una estructura:

7. El homopolimero o copolimero de la reivindicacion 4 o 5, que tiene la estructura:
15
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n
CH
§\ i
S g g O, S e o" B _ oH O
' 0™ * _ _ _ ' o md -
. R oo - CHOT Y
o Co NOO) RS OG0
1 .
) « . . o " :
| . HO o HO OH
HO' ™ ; P R OH
o0 oo WO RS
s c HO' Y oM @ ' 0
HO' N oM . OH S S g Oy 5~n-3xf
|14 .

o o 0 : A E
o0 | . HO'\Q . . - o .

T “OH . Wy o o . HO Y OH
| . . . . o8

8. El homopolimero o copolimero de la reivindicacion 6, que tiene la estructura seleccionada del grupo que consiste
en:

=
CL
R g IS g O “H’%ﬂs‘ﬂ's\/
S
o 0

(+]
HOCH

o (4]
HO H

i HO™ ™
.‘6 aé'
Ho - PN
HO" Y™ "OH HO' Y “OH
OH OH
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9. Un método para sintetizar un homopolimero o copolimero para estabilizar una biomolécula, comprendiendo el
método las etapas de:

(a) incorporar una cadena lateral que comprende una molécula de trehalosa en un monémero polimerizable; y
(b) polimerizar el mondmero resultante para obtener un polimero de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 8.

10. El método de la reivindicacién 9, en el que el mondmero polimerizable se selecciona del grupo que consiste en un
monomero de acrilato y un monémero de metacrilato.

11. Un método para estabilizar una biomolécula que comprende la etapa de conjugar la biomolécula con un
homopolimero o copolimero de un monémero de acuerdo con las reivindicaciones 3 a 8.

12. El método de la reivindicacién 11, en el que la biomolécula se selecciona del grupo que consiste en proteinas,
enzimas, anticuerpos, ADN, ARN, ARNSsi, y composiciones farmacéuticas.

13. Una composicion que comprende una biomolécula conjugada con un homopolimero o copolimero que comprende
la estructura general:

-[R1R2C-CR3R4]n-,

en la que R1y Rz son hidrégeno, Rs es hidrogeno o metilo, y R4 es una cadena lateral de la férmula -L-trehalosa, en
la que L es un enlazador que une la trehalosa a través de al menos uno de los grupos hidroxilo (-OH) de trehalosa, en
la que L es -(COO)-(CH2)n- (n=0-6),

o en la que la -L-trehalosa de cadena lateral tiene una estructura seleccionada de:

y en la que el homopolimero o copolimero comprende ademas un agente de transferencia de cadena reactivo de
biomolécula unido a uno o ambos extremos del esqueleto del homopolimero o copolimero.

14. La composicion de la reivindicacion 13, en el que la biomolécula se selecciona del grupo que consiste en proteinas,
enzimas, anticuerpos, ADN, ARN, ARNsi, y composiciones farmacéuticas.
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Liofilizacion (10 ciclos)

FIGURA 7
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