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PCT
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G) SOLICITUD DE:
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® Nombre: F. HOFFMANN-LA ROCHE AG IDENTIFICACION
Direccién: Grenzecherstrasse 124 CH- .
SOLICITANTE | 4070 Basilea, Suiza. cce. O nwrT [J
™) Nacionalidad o Domicilio: Basllea, Sulza ce. [ owo []
Lugar de Constitucidn: Sulza.
Cual
Teléfono: 3284270 Fax: 8069701
Ndmero
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@ Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
cc. X N [0
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Salicitud Internaclonal No. _PCT/EP2003/007734 Fecha: _16/07/03
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@ TRulo (54) “DERIVADOS DE ALDEHIDOS DE POLIETILENGLICOL"

® Clasificacion Internacional (51) __CO8G 65/329

@ Prioridad (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Nimero de Sollcitud
siX] ~o [] us 24/07/02 60/398,186
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ANEXOS \

E Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

E Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Documento de Representacién Legal.

E Documento de cesidon del inventor a HOFFMANN-LA ROCHE INC y documento de cesion de
HOFFMANN-LA ROCHE INC a F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

[[] Dedlaraciones

D Copia de la solicltud Intemacional. {Resumen, descripcién, relvindicaclones, dibujos)
E Traduccion de la solicitud intermacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones)

E Copia del examen preliminar intemacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

[X] Traduccién det examen preliminar intemnacional efectuado por la IPEA.

D De ser ol caso, copia del contrato de acceso.

D De ser el caso, documento que acredits la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades Indigenas.

E Arte Final 12X12.

D De ser ol caso, Informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalments con la invencion de esta solicitud.

[[] De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud intemacional.

E Oftros: Reporte de Blsqueda Internaclonal con su traduccién y Publicacion con su fraduccion.

(1) FIGURA CARACTERISTICA:

Ri{(CHz CH2 0)n-CH2CH; -X-Y - NH-(CH2),-CHO (1)
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ANEXO

El documento que acredita la <calldad de
REPRESENTANTES LEGALES en Bogotd de los doctores
ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO vy/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ para
TODOS LOS ASUNTOS RELACIONADOS CON LA
PROPIEDAD INDUSTRIAL de la sociedad peticlonaria, que
faculta a cada uno de dichos abogados para actuar
individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria
de cada uno de dichos Representantes Legales para
actuar dentro del presente expediente, a fin de que
cualquiera de ellos pueda intervenir en cualquier tlempo

respecto de la solicitud en él contenida.

C&A&L"—Q}'&\

T.P. No. 53.215
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TRADUCCION OFICIAL Llo.

de un documento escrito en Inglés, el cual para su identificacién se sella con el sello
de la traductora, lo mismo que la presents.-

Traduccién de la apostilla en inglés que se encuentra a continuacion de la
legalizacion de las firmas de los seflores Klausner y Sirebel, representanies legales
de F. Hoffmann-La Roche, que aparecen en un documento de Poder, escrito en
espafiol e inglés, conferido a ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO v/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, expedida en idioma inglés por el
notario Peter Kuster, bajo el No. 2004/20, el 17-08-2004, en Basilea, Suiza.

AUTENTICACION OFICIAL o

(ConYention de La Haye du 5 octobre 1961) ;; : g-‘
1. Pals: Suiza S5 W
Este documento piiblico FU - 's.‘

dict

2. Ha sido firmado por el Lic. iur. Peter Kuster oo

3. Actuando en calidad de notario pdblico

4. L leva ol selio del mencionado notario
Certificado

5. en Basel (Basilea) 8. el 18 de agosto 2004

7. por la Cancilleria de Estado del Cant6n de Basel-Stadt - . !,

LR ' W
8. bajo el No 8835/13376 SR K
9. Sello 10. Firma a0

Cancilleria de Estado Fdo.: firm

de la ciudad de Basel (Basilea) mqﬁ. .
. . . } L A ..,-;.

L

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se giig

astas oficinas para su confrontacion.

Bogots, 2 de septiembre 2004

_ Traductora Juramentada .
Resolucion 10607/81 Minjusticia

L
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@aba}u Frmadcos, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG,

una sqcledad orgenizeda y existente de conformidad
con las leyes de Suiza.

con domicllio en 4070 Basllea, Sulza

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA yfo
GUSTAVO TAMAYO vyio IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ domicillados en Bogota,
Colombia, con oflcines en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, plso 8o0., nuestros representantes legales y
verdadercs en Bogota, con facultades para reclblr
notificaciones y nombrar apoderados judiclales o
extrajudiclalas, con el fin de dar cumplimlento al

pardgrafo 10. dal articulo 543 del decrato 410 de
1971,

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO yio IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especieiments facultados para
representemos ante las autoridedes colombianas,
administretivas, judiclales o de policis, en todos los
trdmites relativos a la propiedad industrial, a8 cuyo
afecto les facultamos pare dar anta dichas
autoridades todos lo8 pascs necesarios al objeto
indicade; elevar solicitudes, declaraciones, reclamoes,
recursos y presentar dssistimientos; formular
dascripciones, snmiandas, limitar ai|alcanca de las
solicitudes, presentar oposlicionss 'y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar fotal o
parciaimente a los registros, abonar todos los
Impuestos y cuotss y efectuar todo otro pago
determinado por la lay; reclbir todos los documentos
y valores, dando al descargo respecttvo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al rasguardo
de nuestros intareses; y en caso de producirse
oposicién, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencibn como
demandantes ¢ demandados ante los Jueces gue
saan competentes, pudiendo transar, someter a
arbltros, desistir, perclblr y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por el
presente deciaramos desde ehora vélido y bueno

cuanto dichos representantes y/o los apoderados que -
cualquisra de ellos nombre hicleren en nuestro -

beneficio.

Agimismo, facultamos a los docilores ALICIA
LLOREDA y/lo GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/lo ENRIQUE ALVAREZ para
salicitar en la Oficina de Propladad Industrial la
protocolizacion de este documentc y de cualquier
poder que cualqulersa de ellos otorgue & nombre
nuastro.

Dado y fimado

The undersigned, F.HOFFMANN-LA ROCHE AQ, a

corporation organized and axisting under the laws of
Switzariand.

domkiled at 4070 Basel, Switzeriand

heraby  appoint, ALICIA- LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYQ amtfSr TGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombla,
with offices In sald town, Calle 72 No. 583, Sixth
Floor, our true and lega! represantatives in Bogota,
with power to recelve notifications and to appoint
|udiclal or extrajudiclal agents, so B3 to comply with
paragraph 1o. of articie 543 of decree 410 of 1871.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYQO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered o
repregent us before the administrative, |udiclal or
police authorities of Colombla, In all proceedings
pertaining to industrial praperty, for which purpose we
authorize them to take before the sald authoritles all
the necassary steps for the sald end; to file petitions,
declarations, clalms, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scopa of applications, file oppositions; file
cancsllations total or partlally walve reglstrations, to
pay all Installments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
camply with all other requirements and, [n short, to
take all those measures which they may deem fit far
the protection of our Interests; and In case of
opposition, where the proceadings be passed over to
the courts, wa authorize said agents to act on our
behalf, 85 complainants as well a8 defendants, bafore
the competent Judges with full powers to make
arangeimants spamh‘. to arb &g_gpslst to

" ‘'Wo' also authorizeg MALICIA LLOREDA
andlor  GUSTAVO  TANKSS—dmd/or  IGNACIO
SANTAMARIA andfor ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocalization of this document and of any power
of attomey by any one of them conferred in our name,
before the Office of Industrial Property.

Grven and signed this 7 " A

d zg?:u/.z“!_

—_—

F Hoffmann-La Roc

ol
fl rldolin nar Denise Strebel
HoTder of prorurution

Mandatory



CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

lea {ss

de + de 2004, comparecio

. dgilei oy e a.“:”da qulen conozco ¥
@ consta que firmo el"gﬁtenor documaento,
bidarmentse Juramentado declaré y dljo que
aak { X del [Oadcf/mo Ndatar o

de F.HOFIW{ANN:-LA ROCHE AG, la compsafia
nombrada \.el documento que aniecede, una
sociedad d mente organizada y existente
conforme a las\ de Sulza, domicilada en la
cludad de Bastidy, Sulza, legalments constituida
para un perlodo gk duracién que ein no ha
tarminado, que elercd,\ty abjeto soclal; conforme a
las layes de Sulza; qug eciarante esta autorizado
por dicha Compafla p

tal poder, en nombre
y en representaclon de la ex da Compahia, as &l
sello oficial de elia; y que el \ para el cual se
confiere esta Instrumento eata\fohprandldo dentro
cel de |a socledad. \

El suscrio Notarlo ha visto Ibg "\Estatutos de

incorporacion firmados en Sulza, clufgd de Basllea,
con facha \4juniQ 149 vy ce qua de
conformidad con le legislacidn de dl Pals, |a

anterior declaracléon  juramantada pruabha
suficlente de que los hechos Bobra que ell '.f{ma 8ON
ciartos o verdaderos, de lo cual da fe. l. \

Notary Public {Notario Piblico).

V.om 2o

v 2 ,'..‘l"r.;“

Projuration/Mandatory

June 1997

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Switzeriand é
Basel {88

On this 17th day of August , 2004
parsonally. Fridolin Klausner and Denise Strebel

came , citiizma ﬁMBs resgidents,
to me known, an own lo me to be the person who

signed the foregolng nstrument, who being by ma
duly ewom did depose and say that he ls the Holder of
of FHOFFMANN-LA
ROCHE AG, the compeny named within, a
Corporaticn organtzed and exlsting under the laws of

.. ~.the Switzerland, domiciled at the City of Basael,
* legally constituted for a period of tenure not yet

expired, which exerclses s corporate purposes
accarding to the ‘lews of Swhtzerland; that the
deponent Is” authorized by sald Company to confer
this power of attomaey; that the saal affixed hareunto
by the deponent In the name and on behalf of sald
Corporation |s the corporate seal thereof; and thet the
purpose for which this Instrument s granted [s
included within tha corporate purposes of the
Company.

The undersignad Notary Public has sesn the articles
of Incorporation of salkd Corporation executed at
Sulza, ciudad de Basal, under date of 19th day of
, and hereby certlfies that under
the laws of sgakl Country the foregaing
acknowledgment Is sufficient proof that the fects
therein contained are true, which he attesats.

sel, this 17-08-2004 (seventeenth day of
. two thousand and four)

@_/,WMJ
X/




QFFICIAL AUTHERTICATION
(liagne Corvention of Ostcher §th, 1961)
1. Country: Swiln -'ad {Schweiz / Suisse)
This afficial document
2. is Signed BY coveererorenn Y/ o

Sy

3. in his/her func:isa as ...

4. end certificd by the seal of the ...
Centified
5. in Bagel (Balc) 6. on

7. by the Suute Chaneory of the Cantan of Basel-Swadt
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Solicitud Internacicnal No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 0307734

A, CLASIFICACION DE MATERIA
IPC 7 COBG65/329 C07C47/198

Segiin 1a Clasificacidn de Patentes Intemnacional (CPI) o segiin la clasificacidn nacional y ls CPI

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacién minima buscads (gistema de chasificacion seguido de simbolos d¢ clasificacion)
IPC 7 CO8G COIC

Documentacidn buscads fuers de documentacidn minima basta donde dichos documentos se inchuyan cn 108 campos buscados

Base de datos electrdnica consultada durente In bisqueds internacional (nombre de la base de datos v, donde ses prictico, buscar términos usados)
EPQO-Interno, Dato WPI, PAJ

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

——

Categorin ® | Citacién de docurnento, con indicacién, donde sea spropiado, de los textos relevantes Relevante a Ia reivindicacién No.

A US 5252 174 A (HARRIS ] MILTON ET AL) 1-22
12 de Octubre de 1993 (1993-10-12)
reivindicaciones 1, 2

columna 4-5

A WO 00 24697 A (UNIV UTAH RES FOUND; 1-22
BAUDYS MIROSLAYV (US); KIM SUNG WAN (US);
LIU)

4 de Mayo de 2000 (2000-05-04)

reivindicaciones 1-13

pigina 2, linea 11 — pégina 3, linea 22

-

E&dMCummnnﬁduuumu melmnmumﬁmkhﬁ:ﬁlhdem.

* Categorins especiales de documentos citados:
'A’ documnento que define el sytado general de 1a técnica el cual no se T' documnento posterior publicado después de la fecha de presentacién

congidem de relevancia particular internacional o fecha de prioridad y que no et en conflicta con s
solicitud pero citado para entender ¢l principio o teorla que sustents
'E' documento anterior pero publicado en o despuds de la fecha de In invencién
presentacion internacional

'K’ documenio de relevancia particular; 1a inveacidn reivindicada no
‘L' documento que puede arrojar dudss sobre refvindicaciones de pucde considerarse nueva o no puede considenarse que compreade
prioridad o que so cits para esmblecer la fecha de publicacién de otre un paso inventivo cuando &l docurnento te toma solo

citacién u otra raxdn especial (segin se especifica)
Y documento de relevancia particular; b invencidn reivindiceda no
0" documento que se refiere & una revelacion oral, uso, exhibicidn u pueds considerarse qus comprende un paso inventivo cusndo el
otros medios documenin se combina con uno o miis documentos, siendo dicha
combinacidn obvia para una persona experta en ls técnica
P Jdocumento publicado aniey de In fecha de presentacidn intermacional

pero despuds de 1a fecha de prioridad reivindicads '&' documento miemibro de ia misme farnilia de patentes

Fecha de In terminacion real de 1a bisqueda intermacional Fecha de envio por comeo del reporte de bisgqueds internacional
19 de Noviembre 2003 28/11/2003
Nombre y direccidn de correo de ISA Funcionario autorizado

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 ]

NL-2280 HV Rijswijk Kositza, M
Tel. No. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 cponl,
FaxNo. (+31-70) 340-3016

Forma PCI/ISA/210 (scgunda hoja) (Julio 1992)




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Informe sobre miembros de familia de patentes

Solicitud Internacional No.
PCT/EP 03/07734

Documento de

patente citado en el |Fecha de publicacién H.lenh::ll) ::nl:.“hmllh Fecha de

reporte de blisqueda pu publicacién

US 5252714 A 12-10-1993 *  NINGUNO

WO 0024697 A 04-05-2000 AU 1325400 A 15-05-2000
wo 0024697 Al 04-05-2000
US 6465694 B1 15-10-2002

Forma PCT ISA 210 (anexo familia de patentes) (Julio 1992)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT ennll appbcaen e
PCT/EP 03/07734
TPC 7 COdkes/320  COTCAT/198

Accarding © lrasrmetional Paderd Clasalfisation (IPC) orto beth national ciassiiieafion und IPC

E. AELDG BEARCHED

Niinkmum documentelion searchad
IPC 7 COBE CO7C

wsysiam followsd by ciaselfication symbois)

Documnenisiion searshad othsr ian minkmum docementation io The acdent thal sech documanis are inciuded i the fisids ssarchad

EPO-Internal, WPI Data, PAJ

Elacironic deia base consulted during e intamalional ssarch (nams of dain bess end, whar practiesl, search lanme used)

€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

4 May 2000 (2000-05-04)
claims 1-13

NIROSLAV (US); KIM SUNG WAN (US); LIU)

page 2, 1ine 11 -page 3, 1ine 22

Ctagory = | Cxation of document, with indicesion, whars appropriats, of the eiswant peasages Palavant to ctalm Na.
A US 5 2562 714 A (HARRIS J MILTON ET AL) 1-22

12 October 1993 (1993-10-12)

claims 1,2

column 4-5
A WO 00 24697 A {UNIV UTAH RES FOUND ;BAUDYS 1-22

B

m Futher cornments ame Osled In the contiaustion of bax G,

E Puian jamily swmbars s Bsisd In anne.

chiallon o ather spscisl rassol
0" documant mfaming ¥ an ol disclosurs, usa, sxhibition or
[ ]

the intemallonal dade
T T —

M T T e A

* 8pacial categories of diiad doousnania : T e oute
e or duis and wot In coniiicl with he bert
A" documst oeicibg B gners! stue o e at which a ot o peoty ot o By o
"E* emriler documani but pablishad on or aftar the intametioaat X dncumant of he
Ting date eannk be conakend nove| ar cannot be to
Involva an inventive stap tha documant s taken slona

doct—
mants, such combinailon obvious 1o & aidisd
ooy baing parson

's" documsnt momber of e owre palent family

Diia of the actusl complalinn of the Inemasional smch Dabe of meding of tha Intssrmsional search mport
29 October 2003 05/11/2003
Nams e maning addroms of the 5SA Auttwrizad oficer
Eurcpaan Paiaat OiMcs, P2 5514 Peanlean 2
o G o0 50, Tx. 31 651 apond .
Fx (+31-T0) M0-3018 ' Kositza, W

Fom FCTARNZ10 yepond sha) [duly 169F)

5



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Inurﬁ Application No

PCT/EP 03/07734

CLASSINGC,
e 7 Cogces/ 320 CO7ca7/108

Accarding 1o ntamational Pasert Clasallication (IPC) or Lo both nationel cesalieafion and B°C

B. FAELDS SEARCHED

Minbniam decumamation seaich
IPC 7 C08c CO7C

d (cassificalion sysiam folowsd by ciessificaiion symbalc)

Decumanistion ssarchad othar than mindmism docamentation to the exian thal sen documants ane inciuded in the fiakis sserched

EPO-Interpal, WPI Data, PAJ

Elecironic dma base consulted doring the Intainational sesrch (nama of dain baseond, whers practical, search tems used)

C. DOCUMENTS COMSIDERED TO BE RELEVANT

4 May 2000 (2000-05-04)
claims 1-13
page 2, line 11 -page 3,

MIROSLAV (US); KIM SUNG WAN (US); LIU)

Tine 22

Category * | Caniion of documant, with incicalion, whars sppropriaia, of Me eimvant passages Ralovant [ ctalm No
A US 5 252 714 A (HARRIS J MILTON ET AL) 1-22

12 October 1993 (1993-10-12)

claims 1,2

columm 4-5
A W0 00 24697 A (UNIV UTAH RES FOUND ;BAUDYS 1-22

-/~

m Further gocamanis are lisiad In tha sontinustion of bax C.

E Paland famlly mambars ase Esled 1n s

*E" axrlier deounent but afier the imlefmetions)
g o pllbhdulu

T e e
dllhnwu-spaﬂmﬂll spaciind)

o g mmumnm-um.n sxhibition or

tha intemalional dule but
u-n-n'u" eixtt dam ciame g

" Opoc ogore i domems: P ar ot osthed tr ) Weatonn g s
" ﬂ:'mwd m-llmu'l- arl which I not cflad %0 Undarstand me principie of thaory underlying the

x mmdmhmthﬂmd Inventioa
Mnmwmhm
hnh-nhmﬂnnp the documant s takan slong
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DERIVADOS DE ALDEHIDOS DE POLIETILENGLICOL

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Se proporcionan compuestos aldehidos de polietilenglicol.
Los procesos de elaboracién y uso de tales compuestos, asi

como también se proporcionan los intermediarios quimicos.
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Caso 21267

La presente invencidén se refiere a aldehidos de polie-
tilenglicol, ¥ a métodos relacionados de elaboracidn .y usc
de tales derivados, como en la pegilacidén de polipéptidos y
otras biomoléculas.

Polietilenglicol (“PEG") es un poliéter neutro lineal
o ramificaéo, disponible en varios pesos moleculares. La
estructura de PEG es HO- (CH;-CH;-0),-H, donde n indica el
nimeroc de repeticiones de unidades de 6xido de etileno en
el PEG. .

PEG y derivados de PEG se han empleado para modificar
una variedad de biomoléculas. Cuando estd unido a tales
meléculas, el PEG aumenta su solubpilidad y aumenta su tama-
flo, pero posee un pequefio efecto sobre las propiedades de-
seables. Ventajosamente, las biomoléculas conjugadas con
PEG pueden presentar una retencidén aumentada y un retraso
en el metabolismo corporal.

Una variedad de derivados de PEG ha sido desarrollada
para tales solicitudes. Tales derivadoa de PEG estén des-
critos, por ejemplo, en Patente Estadounidense 5,252,714;
Patente Estadounidense 5,672,662; Patente Estadounidense
5,959,265; Patente Estadounidense 5,9%0,237; y Patente Es-
tadounidense 6,340,742.

Se han utilizado dos aproximaciones generales para la
funcionalizacién de PEG: (1) cambiando el grupo terminal
hidroxilo, a través de unas serie de reacciones, a un grupo
funcional mis activo y/o (2) reaccidén del PEG bajo condi-

ciones contrcladas con compuestos bifuncionales en que uno
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de sus grupos funcionales reacciona con el polimero PEG Yy
el otro permanece activo. En la mayoria de casos, deben
realizarse muchos pasos para alcanzar los derivados PEG
deseados. lLos derivados PEG deseados se procducen a menudo
en pequefilas cantidades y requieren un complicado proceso de
purificacién para aislarlos. Ademds, los derivados PEG pue-
den mostrar unidn inespecifica a las biomoléculas de inte-
rés, que puede resultar en miltiples PEGs unidos a una bio-
molécula sencilla y/o la unién de PEG al aitio activo. Mdl-
tiples uniones de PEG pueden provocar dificultades en la
purificacién de la biomolécula pegilada. Miltiples uniones
de PEG, y/o pegilacién en el sitio activo, puede también
encaminar a un descenso en la actividad de la biomolécula.

Sera, por tanto, ventajoso proporcionar derivados de
PEG mejorados, adecuados para la conjugacién con variedad
de otras moléculas, incluyendo polipéptidos y otras biomo-
léculas que contienen un grupo co-amino. Sigue siendo una
necesidad proporcionar derivados de PEG que puedan produ-
cirgse en grandes cantidades y pureza, y que puedan conju-
garse para proporcionar biomoléculas con mejoradas caracte-
risticas de realizacifn

Estos y otros objetos de la presente invencidén estén
descritos en mayor detallq a continuacién.

Los compuestos de la invencién son derivados aldehido
de polietilenglicol, que tienen la f£6rmula general (I):

R; - (CH3CH;30) p-CHCHz-X-Y-NH- (CH;),-CHO- (1)
en donde R; es un grupo de cabeza, X es 0 ¢ NH, Y Be

selecciona del grupo consistente en

7\
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OH 0 0

{(CH)py-C-, -C-, -(CHa)y g-CH-(CH)y.q, -C-(NH-CH-C), 5,

I
z

Z es una cadena lateral de un aminodcido, m es de 1 a
17, n ea de 10 a 10,000, Yy p es de 1 a 3.

La presente invencién también proporciona un compuesto
de fé&rmula (II):

0

I
R1~(CHzCH20)p-CH2CH2-O-(CHz)m-C-NH-(CHz),-CHO (1)
en donde R, m, n, Yy p son como se ha definido antes.

Otra realizacién préferida de la presente invencidn
proporciona un compuesto aldehido de polietilenglicol bi-
funcional de f£&6rmula (VIII):

o 0

| I
OHC-{CHa)p-NH-C-(CHz2)m-O-CH2CH2-(CH2CH20),-CH2CH2-0-(CH2)m-C-
NH-(CHaz),-HO (VIII)
en donde m, n, y p son comc se ha definido antes.

La presente invencidn también proporciona compuestos
intermediarios de férmula (IX):

Ry - (CH3-CH3-Q) n-CH; -CHa-X-Y-NH- (CH;) ,-CH- (OCH;-CHy) 2 (IX)
en donde R, X, ¥, Z, m, n, y.p son como se ha definido an-
tes.

La presente invencidén ademds proporciona compuestoé

intermediarios de f&rmula (X):

1L
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R1-(CHz-CHz-0)s~CHz-CHz-0-(CH2)m-C-NH-(CHz)p-CH-(OCHz-CHz)2  (X)
en donde R;, m, n, Yy p son como se ha definido antes.

También se proporciona un compuesto intermediarioc de
férmula (XI):

@) 0

ll i
(CH3CHZ0)3-CH-{CH3),-NH-C~(CH)m-O-CHaCH3-(CH2-CHa-0)n-CHZCHZ-O-(CHz)m-C-NH-
(CHa)p-CH-(OCHz-Ha), (XI)

en donde cada m, n, vy p es el mismo o diferente y es
como se ha definido antes.

La presente invencidn ademds proporciona un método de
elaborar un aldehido d8e polietilenglicol que comprende
hidrolizar un compuesto de férmula (IX):

Ry- (CHz-CH;3-0)} n-CHaCH,-X-Y-NH- (CHz) p-CH- (OCH3-CH;) 2 (IX)
para producir un aldehidc de polietilenglicol de f&xmula
(T):

R1- (CH3CH30) n-CHaCHz-X-Y-NH- (CHz) p-CHO (I)
en donde R;, X, ¥, Z, m, n, y p son como se ha definido an-
tes.

Si la presente invencién se refiere a un "método de
elaboracién", gquiere decir un "proceso de elaboracién ™.

La presence invencidon también proporcicna un método de
elaboracién de un aldehido de polietilenglicol que compren-

de hidrolizar un compuesto de férmula (X):
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R1-{CH2-CHz0)a-CH2CH2-O-(CHz)m-C-NH-(CH2),-CH-(OCH2-CHjs)2 (X}
para producir un aldehido de polietilenglicol de férmula
(I1):

O

I

R-(CH2CH20)4-CH2CH2-0-(CH2)m-C-NH-(CHz2),-CHO (IX)
en donde R;, m, n, vy p son como se ha definido antes.

La presente invencién proporciona un método de elabo-
racién de un aldehido de polietilenglicol que comprende la
hidr6lisis de un compuesto de férmula (XVII):

0O O
[ i
(CH3CH;0)2-CH-(CH3)s-NH-C-{CHz)m-0-CH,CHx-(CHa-CH2-0)y-CHCHz-O-(CH)m-C-NH-
(CHa),-CH-(OCHa-Ha)2 (XvXI)
para producir un aldehide de polietilenglicol de féxmula
(VIII):
0 0
I I
OHC-{CHz)p-NH-C-(CHz)m-0-CH2CHz-(CH2CH20)s-CH2CHz-0-(CHz)m-C-NH-(CHa)p-
CHO | (VIII)

en donde m, n, y p son como se ha definido antes.

La presente invencidén proporciona una variedad de com-
puestos e intermediarios quimicos y métodos que pueden uti-
lizarse en relacién con la pegilacién de polipéptidos y
otras biomoléculas. La presente invencidén proporciona una

nueva estructura quimica para aldehidos de polietilengli-
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col.
Los compuestos de la invencién son derivados de alde-
hido de polietilenglicol, con la f&rmula general (I):
Ry - (CH3CH,0) n-CHaCH;-X-Y-NH- (CH;) p-CHO (I)
en donde R; es un grupo de cabeza, X ea 0 o NH, Y se

selecciona del grupo consistente en
~(CHp)m-C-, -C-, -(CHy), g-CH-(CHy) 5. -C-(NH-CH-C), s,

¥4

Z es una cadena lateral de un aminodcido, mes de 1 a 17, n
es de 10 a 10,000, y p es de 1 a 3.

Tal como se utiliza aguf el R; “grupo de cabeza* es
cualquier grupo quimico adecuado que, dependiendo de las
preferencias, es generalmente no reactivo o generalmente
reactivo con otras porciones quimicas. El grupo aldehido
terminal de la férmula anterior permite la unién facil co-
valente a una peorcifn quimica de interés, por ejemplo, al
grupo a-amino de un polipéptide. El grupo de cabeza R, se
selecciona para permitir o prevenir bifuncionalidad, por
ejemplo, unién covalente a una segunda porcién quimica de
interés.

En el caso de que el grupo de cabeza es generalmente
no reactivo con otras porciones quimicas, R, es relativamen-
te inerte. Si R; es relativamente inerte, entonces la es-
tructura de un aldehido de polietilenglicol resultante es
monofuncional y por tanto se une covalentemente con solo
una porcidén quimica de interés. Grupos de cabeza R; adecua-

dos generalmente no reactivos incluyen: hidrégeno, hidroxi-
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lo, alquilo inferior, alcoxilo inferior, cicloalquilo infe-
rior, alquenilo inferior, cicloalquenileo inferior, arile, y
heterocarilo.

Tal como se usa aqui, el término “alquilo inferior”,
indica un grupo alquilo de cadena lineal o ramificada sus-
tituida o sin sustituir, que contiene de 1 a 7, preferible-
mente de 1 a 4, atomos de carbono, tales come metilo, eti-
lo, n-propile, isopropilo, n-butile, sec-butilo, terc-
butilo, n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo y similares.

El término “alcoxilo inferior” indica un grupo alquilo
inferior como se ha definido antes que estd unido a través
de un atomo de oxigenco, siendo ejemplos de grupos alcoxilo
inferior metoxilo, etoxilo, n-propoxilo, isopropoxilo, n-
butoxilo, sec-butoxilo, terc-butoxilo, n-pentoxilo y simi-
lares,

El término “cicloalquilo inferior” indica un grupo ci-
cloalquile sustituido o sin sustituir que contiene de 3 a
7, preferiblemente de 4 a 6, &tomos de carbono, es decir,
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo o ci-
cloheptilo.

Tal como se usa aqui, el término “alquenilo inferior~”
indica un grupc alquenilo de cadena lineal o ramificada
sustituido o sin sustituir, que contiene de 2 a 7, preferi-
blemente de 2 a 5, dtomos de carbono, por ejemplo, etenilo,
butenilo, pentenilo, hexenilo y similares.

El términe “cicloalquenilo inferior” indica un grupo
cicloalquenilo sustituido o sin sustituir, que contiene de

4 a 7 Atomos de carbono, es decir, ciclobutenilo, ciclopen-
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tenilo, ciclohexenileo y similares.

El término “arilo” indica un grupo feniloc ¢ naftilo
que no estd sustituido o opciocnalmente mono- o multi- sus-
tituido por halégenc, alquilo inferior, alcoxilo inferior,
trifluorometile, hidroxilo, &cido carboxilico, é&ster car-
boxilico, nitro, amino, ¢ fenilo, particularmente por haléd-
geno, alquilo inferior, alcoxilo inferior, trifluorometilo,
hidroxileo, nitro, amino y fenilo.

El térmir¢g "“heteroarilo” indica un grupo hetercaromi-
tico de 5- o 6- miembros que contiene uno o mas hetero’ &to~
mos seleccionados de N, S, y O.

Grupos de cabeza R; generalmente no reactivos preferi-
dos incluye metoxilo, hidroxilo, o benciloxileo. Un grupo de
cabeza R; eaﬁecilamente preferido es metoxilo. Cuando R, es
metoxilo los aldehidos y compuestos relacionados, a veces
vienen referidos aqui como compuestos “mPEG”, en donde la
*m” indica metoxilo.

Si el grupo de cabeza R, es generalmente reactivo con
otras porciones quimicas, entonces R; es un grupe funcional
capaz de reaccionar con algin otro grupo funcional, tal
como una amina y/o sulfhidrilec en un péptido y/o proteina.
En tal caso, R; puede ser un grupc funcional que ea capaz de
reaccionar facilmente con grupos electrofilicos o nucleofi-
licos sobre otras moléculas, al contraric que aguellos gru-
pos que requieren fuertes catalizadores o condiciones de
reaccién altamente impracticables para poder reaccionar. Si
R; es relativamente reactivo, el aldehido de polietilengli-

col es bifuncional y puede por tanto unirse covalentemente
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con dos fraccicnes quimicas.

Ejemplos de grupos adecuados de cabeza R; generalmente
reactivos incluye: halégeno, epdxido, maleimida, disulfuro
de ortopiridilo, tosilato, isocianato, hidrazina hidrato,
haluro cian{irico, N-succinimidiloxilo, sulfo-N-succini~
midiloxilo, 1-benzotriazoliloxilo, l-imidazoliloxilo, p-
nitrofeniloxilo, y

0
!
~-CHaCHz-0- (CHz) u-C-NH- (CH;z} ,-CHO.

El término “halb6geno” indica £fldor, cloro, bromo, o
yodo.

Un grupo de cabeza R; generalmente reactivo preferido

0

I
-CH2CH2-0-(CH2)m-C-NH-(CH2)p-CHO. La utilizacién de este grupo
Ry resulta en un aldehido de polietilenglicol con grupos
aldehido en ambos extremos del aldehido de polietilengli-
col. Y concordantemente, el aldehido de polietilenglicol
resultante presenta propiedades de unién en ambos extremos.
Se podrd apreciar, no obstante, que estos compuestos bifun-
cionales no necesitan ser perfectamente simétricos, y que
los primeros m, n, y/o p pueden ser los miamos o diferentes
del segundo m, n, y/o p en la fé&rmula. Es preferido, no
obstante, que el compuesto sea simétrico, indicando que
ambos m ilustrados tienen el mismo valor, ambos n poseen el

mismo valor, y ambos p poseen el mismo valor.
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En los compuestos de la presente invencién X es O ©
NH. Preferiblemente, X es O. Ademfs, Y se selecciona del

grupo consistente en

OH O

O
|
A(CHo)y-C-, -C-, {(CHa)1g-CH-(CHyhg, -C-(NH-CH-C), &

z

en donde Z es una cadena lateral de un aminoé&cido.

En la presente invencién, m es de 1 a 17. En una rea-
lizacidén preferida, m es de 1 a 14. M&s preferiblemente m
es de 1 a 7, y aln mas preferiblemente, m es de 1 a 4. Mas
preferido, m es 1.

En el caso de un grupo Y con la estructura general:
o 0
-C-(NH-CH-C)4.5
4
El grupo Y presenta una unién al aminoicido a través
de un enlace peptidico. Concordantemente, esta estructura
general resulta en estructuras especificas tan simples co-
mo:
o 0
-C-NH-CHa-C-
cuande una glicina sencilla se utiliza como amino&cido.
Cuando Z es CH;, entonces el aminodcido es alanina. Si Z es
CH,OH, el aminodcido es serina.

Obviamence, son posibles estructuras mias complejas
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cuando se utilizan m&s aminodcidos y mds diferentes, tal
como se puede apreciar de un vistazo a las diferentes es-
tructuras de aminocficidos mostradas mis abajo. Preferible-

mente, solo se utiliza un aminodcido.

CO,H CO.H . co,: F0H
HH’_I_H N H,+H ﬁH H,—l—-c NH,—'——H
CH, CH.CH,CH,HHHCNH, H“Oﬁ““‘ CH{joH
o
Alanina Arginina Asparagina Acido Aspartico
o CO,H CO,H
- ’: - _|_°°*’F’ HH,—'—H NH,—I—H
2 z : CH,;CH,CHH
CH,SH H <O, CHLCHAfOH
0 o]
Cisteina Glicina Glutamina Acido Glutamico
CO.H
NH,—I—H Go.H . CO.H CO,H
H.ﬁ HHJ‘\ H HH‘? H HH& H
- L) CH,/GIECH CH, CHyGHCH, CH,CH,CH,CH,NH,
\o=-N CFs
Histidina Isoleucina Leucina Lisina
CO.H CO:H CO-H COH
NH=_+_H HH;—I——H z"j-ﬂ NH=+H
CH.CH,ECH, CH:—Q CH,OH
Metionina Fenilalanina  Prolina Serina
CO.H
Co,H NH,—}—H CO,H CO,H
HH,—‘—H CH, "H-.v—"—ﬂ NH, H
CHCH, °H=—©—°H ~CH
CH C
0 o
NH
reonina Triptofano Tirosina Valina

En la presente invencidn, n es de 10 a 10,000. En una
realizacién preferida de la presente invenciénm n es de 20 a
5,000. Preferiblemente, n es de 50 a 2,500, aln mis prefe-
riblemente n es de 75 a 1,000. Lo m&s preferible, que n sea

de 100 a 750.

’50
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En la presente invencién, p es de 1 a 3. Preferible-
mente, p es 3.

En realizaciones preferidas, p es 3, R; es metoxilo, m
es 1, yn es de 100 a 750; o p es 2, R, es metoxilo, mes 1,
y n es de 100 a 750; o p es 1, R, esa metoxilo, mes 1, y n
es de 100 a 750.

La presente invencidédn incluye, pero no se limita a,
compuestos de formula I gue son compuestos de f&6rmulas IIX-
VI como Bigue:

(A) o

|
R1- (CHaCH30} n~CHaCH2 -0~ (CH3) m-C-NH- (CH3) p-CHO (IX)
{B) o

i

Ry -~ {CHCH;0) n-CH;CH; -O-C-NH- (CHz) -CHO (III)
(C) o]
Il
Ri- (CH;CH0) n-CHaCHy -NH-C-NH- (CH;) p-CHO (IV)
(D) OH
|
Ri- {CHzCHZ0) o-CHaCH;-0-CHa- CH- CHz-NH- (CHz) p-CHO (V)

(E)

R - (CH3CH;0) 5-CH3CH,;-0-C-NH-CH-C-NH- {CHp)} p-CHO (VI).

Z

Porciones de cabeza R, preferidas son relativamente no
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reactivas, con metoxilo, hidroxilo, y benciloxilo preferi-
dos.

Los compuestos preferidos de la presente invencién en-
tran dentro del Grupo A anterior. Concordantemente, la pre-
sente invencidén proporciona un compuesto de f&6rmula (II}:

(o)

|
Ry- (CH3CH30) 4-CH3CH; -0~ (CH3) n-C-NH- (CHa) ,-CHO (II)
en donde R;, m, n, y p son como se ha definido antes.

En una realizacidén preferida, R, es metoxilo, mes 1, y
n es de 100 a 750. Mas preferiblemente, p es 3, R, es me-
toxilo, mes 1, y n es de 100 a 750.

Otra realizacidtn preferida de la presente invencién
proporciona un compuesto aldehido de polietilenglicol bi-
funcional de f&rmula (VIII):

0 o

I Il
OHC- (CH3a) p~NH-C- (CH3) m-0-CH,CHa - (CH;CH30) n-CHaCH;-0- (CHj3) o-C-NH -
(CH3) p~CHO (VIII)
en dondé m, n, y p son comc se ha definido anteasa.

En una realizacién preferida, R; es metoxilo, mes 1, y
n es de 100 a 750. Més preferiblemente, p es 3, R, es me-
toxilo, mes 1, y n es de 100 a 750.

La presente invencidén también proporciong una variedad
de intermediarios quimicos que pueden convertirse en los
compuestos aldehido de polietilenglicol de la invencién
descritos anteriormente. Estos intermediarios incluyen com-

ouestos de férmula (IX):
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R, - {CHa-CHz-0) 5-CHz-CHz-X-Y-NH~ (CH;) p-CH- (OCHz-CH;} 2 (IX)
en donde R;, X, ¥, Z, m, n, ¥y p son como se ha definido an-
tes.

En una realizacién preferida, p es 3, R, es metoxilo, m
es 1, vy n es de 100 a 750; o p es 2, R; es metoxilo, mes 1,
y n es de 100 a 750; o p es 1, R, es metoxilo, m es 1, y n
es de 100 a 750.

La presente invencién ademds proporciona compuestos
intermediarios de férmula (X):

o]
[

Ry - (CHz-CH3~0) n~-CH>-CH3-0- (CH3) n-C-NH- (CHz) p-CH- (OCHz-CHa) 3 (X)
en donde R;, m, n, ¥y p son como gse ha definido antes.

En una realizacidén preferida, p es 3, R; es metoxilo, m
es 1, ynesde 100 a 750; o p es 2, R, es metoxilo, m es 1,
y n es de 100 a 750; o p es 1, R, es metoxilo, mes 1, vy n
es de 100 a 750.

También se proporcionan compuestos intermediarios de
formula (XI):

0 O
I i

(CH3CHZ0)2-CH-(CHy)s-NH-C-(CHz)m-0-CH2CHa-(CHz-CHz-0),-CH2CH2-0-(CHa)m-C-NH
{CH2)p-CH-(OCH,-CHa)2 (XI)

en donde cada m, n, vy p es el mismo o diferente y es defi-
nido como antes.

BEn realizaciones preferidas, p es 3, R; es metoxilo, m
ee 1, y n es de 100 a 750; o p es 2, R, ea metoxilo, m es 1,

y 0 =g de 100 a 750; o p &3 1, R, es metoxilo, mes 1, y n

57
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es de 100 a 750.

l.os compuestos de la presente invencién pueden produ-
cirse mediante cualquier método adecuado, utilizando reac-
tivos y métodos conocidos. No cobstante, la presente inven-
cién proporciona un método especifico de elaboracién de un
aldehido de polietilenglicol que comprende la hidrolizacién
de un compuesto de férmula (IX):

Ry - (CHa-CH3-0Q} o~ CH;CH,-X-Y-NH- (CHjy) p-CH- (OCHz-CHj) 2 (IX)
para producir un aldehido de polietilenglicol de f6rmula
(I}):

R, - (CHaCH30) n-CHaCH3-X-Y-NH- (CH,) p-CHO (I)

en donde R,, X, ¥, 2, m, n, ¥ p son como se ha definido an-
tes. Preferiblemente, la hidrélisis estd catalizada por
cidos. Acidos catalfiticos adecuados incluyen: &cido tri-
fluorocacético, &cido clorhidrice, &cido fosfdrico, 4&cido
sulfirico, y &cido nitrico. Preferiblemente, el &cido es
dcido trifluorocacético.

En realizaciones preferidas, p es 3, R; es metoxilo, m
es 1, ynes de 100 a 750; o p es 2, R; es metoxilo, mes 1,
y n es de 100 a 750; o p es 1, R, es metoxilo, mes 1, vy n
es de 100 a 750.

Los compuestos aldehido de polietilenglicol de férmula
(II) pueden también producirse mediante cualquier método
adecuado. A modo de ejemplo, no cobstante, los aldehidos de
polietilenglicol de f&rmula (II) pueden producirse como
sigue: primero, el polietilenglicol se seca. Segundo, el
polietilenglicol reacciona con un derivado halogenadc de

dcido acético. Hidrolizando la mezcla de reaccidn resultan-

b
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te resulta en un PEG &4cido carboxilico. Alternativamente,
el producto PEG &cido carboxilico puede también derivarse
de la oxidacién directa del PEG, tras el paso de secado. A
continuacidén, el PEG &cido carboxilico es tratado entonces
con un derivado de amina de dietil acetal para producir un
PEG aminoc acetal, que reacciona con un &cido carboxilico
halogenado para producir un aldehido de polietilenglicol de
la férmula. El1 producto aldehido de polietilenglicol se
recoge entonces y se purifica.

El producto aldehido de polietilenglicol puede reco-
gerse y purificarse de cualquier forma adecuada. A modo de
ejemplo, el producto aldehido de polietilenglicol puede
extraerse con diclorometanc. La fase org&nica se seca sobre
sulfato sddico, se filtra, se concentra, y se precipita con
dietil éter. El producto, aldehido de PEG, se recoge por
filtracién y se seca al vacio.

La presente invencidén proporciona asi un método de
elaboracién de un aldehido de polietilenglicol comprendien-
do la hidr&lisis de un compuesto de férmula (X):

O

|
R1-(CHz-CHz-O)n-CHzcHg-O-_(CHz)m-C-NH-(CHz)p-CH-(OCHz-CHg)z (X)
para producir un aldehido de polietilenglicol de férmula
(IX):

O

|

R4~(CH2CH20)n-CH2CH2-0-{CH2)m-C-NH-~(CHaz),-CHO (IT)

en donde R;, m, n, v p son como se ha definido antes.
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El compuesto de férmula (X) puede producirse mediante
la reaccién de un compuesto de férmula (XII):

R; - (CH3-CH3z-0) n-CH3CH;3-0- (CH;) on-COOH (XII)
con un compuesto cde férmula (XIII):

HaN- (CH;3) p-CH- (OCH3-CHj3) 3 {XIII).

Otro métode para elaborar dcido PEG o acide carboxili-
co PEG es por oxidacién directa. En este caso, oxidantes
como CrO,; © K;Cr,0;/H;S0,, HNO3; en presencia de vanadato de
amonio o reactivo de Jone (CrO; y H;SQ.), pueden utilizarse.

El compuesto de f6rmula (in) puede producirse median-
te hidrolizacidén de un compuesto de fé4rmula (XIV):

R3-0- (CHz-CH3-0) n~CHaCH;-0- (CH2) o-COOR; (XIV)
en donde R; es C,-C; alquilo ramificado o sin ramificar.

El compuesto de f&rmula (XIV) puede producirse median-
te la reaccidn de un compuesto de férmula (XV):

R;- (CH3-CH3-0) ,-CH;-CH;-OH (XV)
con un compuesto de f£6rmula (XVI):

Rz- (CH3) a-COOR3; (XVI)
en donde R; es haldgeno. Preferiblemente R, es bromo o clo-
ro. Compuestos adecuados de f6rmula (XVI) incluye bromoace-
tato de t-butilo, bromoacetato de metilo, bromoacetato de
etilo, cloroacetato de t-butilo, cloroacetato de metilo, y
cloroacetato de etilo. Otros reactivos gue pueden utilizar-
se para este paso de reaccidn, es decir, sustitutos para la
f6rmula (XVI) son, por ejemplo, bromcacetato de t-butilo,
bromoacetato de metilo, bromoacetato de etilo, cloroacetato
de t-butilo, cloroacetato de metilo, o cloroacetato de eti-

lo en presencia de t-butéxido potdsico, un hidruro de un

8
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metal alcalinoc tal como hidruro sddico o naftaluro potéasi-
co. Preferiblemente, el compuesto de férmula (XVI) es bro-
moacetato de t-butilo.

En realizaciones preferidas, p es 3, R, es metoxilo, m
es 1, yn es de 100 a 750; o p esa 2, R; es metoxilo, mes 1,
y nes de 100 a 750; o p es 1, R, es metoxilo, mes 1, vy n
ea de 100 a 750.

Los compuestos de férmulas (III) - (VI) (también iden-
tificados come Grupos B-E, respectivamente) pueden igual-
mente producirse mediante cualquier método adecuado. A modo
de ejemplo, no obstante, los siguientes esquemas de reac-
cidén pueden utilizarse para producir compuestos de férmulas
(III) - (VI}) (Grupos B-E).

Como con los aldehidos de polietilenglicel discutidos
anteriormente, los aldehidos de polietilenglicol bifuncio-
nales puede producirse mediante cualquier método adecuado.
La presente invencidn proporciona un método de elaboracién
de un aldehido de polietilenglicol que comprende la hidré-

ligis de un compuesto de férmula (XVII):
0 o]

(CH:CH:O)z-CH-(CHz),-NH-CI!( CHz).,.-O-CHzCHz-(CHz-CHTO),.-CH;CH:—O-(CH;).“-(E-NH-
(CHa)p-CH-(OCH2-CHs)z (XVII)
para producir un aldehido de polietilenglicol de f&6r-

mula (VIII):

0 o

[ |
OHC-{CH2)p-NH-C~(CH2)m-0-CHzCHz-(CH2CHZ0 )o-CH2CH2-0-(CHz)m-C-NH-
(CH2),-CHO (VIII)

%Y
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en donde m, n, y p son como se ha definido antes.

El compuestc de f6rmula (VI) pueden producirse median-
te la reaccién de un compuesto de f&rmula (XVIII):

HOOC- (CH;) g-O-CH3CHz~ {CHa~CH2-0) n-CH3CH3-0- (CH;3) o-COOH  (XVIII)
con un compuesto de f6rmula (XIX):
HyN- {CH;) p-CH- (OCH;z-CH,) 3 (XIX).

El compuesto de f6érmula (XVIII) puede producirse me-
diante la hidrélisis de un compuesto de férmula (XX):

R300C- (CH3) m-CH2CH;-0- (CH;-CH;-0) 5-CH3CH3-0- (CH;z) n-COORy (XX)
en donde R; es un C;-C, alquilo ramificado o no ramificado.

El compuesto de férmula (XX) puede producirse mediante
la reaccidén de un compuesto de f6rmula (XXI):

HO-CH,CH;~ (CH2-CH;-0) ,~CHaCH2-OH  (XXT)
con un compuesto de férmula (XVI):
Ry~ (CHa) »-COORa (XVI)
en donde R; es haldgeno.

Las composicic_mes de aldehido de polietilenglicol de
la presente invencién discutidos anteriormente pueden uti-
lizarse para derivar una variedad de moléculas, incluyendo
biomoléculas, utilizando cualquier método adecuado.

Los compuestcocs aldehido de PEG de la presente inven-
cién son especificoe del sitio N-terminal para la pegila-
cibén de péptidos y otraa biomoléculas. Los aldehidos de PEG
de la presente invencién forman un conjugade con el grupo
a-amino N-terminal de la biomolécula o proteina Eformando
una unién estable de amina secundaria entre el PEG Y la
biomolécula ¢ proteina.

Las biomoléculas pegiladas con aldehidos de PEG de la
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presente invencién muestran reproducibilidad en el nGmero y
localizacién de la unién de PEG, resultando en una estrate-
gia de purificacién que es menos complicada. Esta pegila-
cién especifica de sitio puede resultar en un conjugado
donde el lugar de pegilacidn estd lejos del sitio donde la
biomolécula o el péptido se unen a los receptores celula-
res, que permite a biomoléculas pegiladas, proteinas, o
péptidos retener la totalidad o la mayor parte de su acti-
vidad bioldgica. Los aldehidos de PEG de la presente inven-
¢idn pueden reaccionar con cualquier biomolécula gue con-
tenga un grupo amino alfa (a).

Dependiendo del aldehido de polietilenglicol seleccio-
nado, el polietilenglicol debe estar covalentmente unido a
una biomolécula en un extremo (aldehidoc de polietilenglicol
monofuncional) o en ambos extremos (aldehido de polietilen-
glicol bifuncional).

Tal como se ha dicho, los aldehidos de polietilengli-
col de la presente invencibén pueden utilizarse para la pe-
gilacidn especifica de sitio N-terminal. La unién especifi-
ca de sitio N-terminal resulta en polipéptidos pegilados
que evitan la unién cruzada y las derivatizaciones milti -
ples de un polipéptido simple. Para producir esta unién
covalente eapecifica de sitio, cualquier condicién de reac-
cidén adecuada puede ser utilizada. Generalmente, el pH de
la mezcla de reaccién es suficientemente acidico para acti-
var el a-aminodcido del polipéptido a ser pegilado. Normal-
mente, el pH es de alrededor de 5,5 a alrededor de 7,4,

preferiblemente alrededor de 6,5.

%



10

15

20

25

-22-

Concordantemente, un método para unir una molécula de
polietilenglicol a un polipéptido comprende:
reaccién de al menos un polipéptido de f6rmula (XXII):

NH;B (XXII);
con una molécula de aldehido de polietilenglicol de férmula
(T):
Ry - (CHaCH;0) n-CH3CHp-X-Y-NH- (CHj) p-CHO (I}

en donde R;, X, ¥, Z, m, n, Yy p son como se ha definido an-
tes;
para producir un compuesto de férmula (XXIII):

Ry- (CH;CH20) n-CHaCH;3-X-Y-NH- (CHz) p~NHB (XXIII)
en donde se proporciona la molécula aldehido de polietilen-
glicol que estd unida al grupo amino N-terminal del poli-
péptido.

En realizaciones preferidas, p es 3, R; es metoxilo, m
es 1, vnes de 100 a 750; o p es 2, R; es metoxilo, m es 1,
Yy n eg de 100 a 750; o p es 1, R, es metoxilo, mes 1, vy n
es de 100 a 750.

Los compuestos de férmula (XXIXI) pueden ser cualquier
polipéptido, incluyendo interferén-alfa, interferén-beta,
interferdn consenso, eritropoyetina (EPO), factor estimula-
dor de colonias de granulocitos (GCSF), factor estimulador
de colonias de granulocitos/macréfagos (GM-CSF), interleu-
cinas (incluyendo IL-2, IL-10, y IL-12), y factor estimula-
dor de colonias.

Los compuestos de Eérmula (XXIX) pueden también ser
inmunoglobulinas, tales como, IgG, IgE, IgM, IgA, IgD, Yy

subclases de los mismos, vy fragmentos de los mismos. E1
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término “anticuerpo” o “fragmentos de anticuerpo” se refie-
ren 4 anticuerpos policlonales y monoclonales, una inmuno-
globulina entera o anticuerpo o cualquier fragmento funcio-
nal de una molécula de inmunoglobina que se une al antigeno
diana. Ejemplos de tales fragmentos de anticuerpos incluyen
Fv (fragmento wvariable), Fv de cadena sencilla, regiones
determinantes de complementariedad (CDRs), VL (regién va-
riable de la cadena ligera), VH (regidn variable de la ca-
dena pesada), Fab (fragmentc de unién a antigeno), F{ab)2’,
Yy cualgquier combinacién de aquellos o cualquier otro grupo
funciocnal de un péptide de inmuncglobina capaz de unirse a
un antigeno diana.

Tal como se ha dicho, el compuesto pegilado puede pre-
parase de cualquier forma deseada. Las condiciones, por
ejemplo, pH, se seleccionard para favorecer la pegilacién
egspecifica de sitio de los grupos a-amino.

Generalmente, los polipéptidos pueden -ser pegilados
con compuestos polietilenglicol de la invencién afiadiendo
el compuesto de férmula (XXII), y el reactivo de PEG en un
rango de relacién molar de 1:1 a 1:100. La concentracién de
la reaccidén puede entonces colocarse en un tampén borato,
fosfato, o tris a temperatura ambiente o 4 grados Celsius
durante 0,5 a 24 horas a un rango de pH de 5,5 a 9,0. La
relacién molar del reactivo de PEG a un péptido/proteina es
generalmente de 1:1 a 100:1. la concentracidén de pépti-
do/proteinas es generalmente de 1 a 10 mg/ml. La concentra-
cién de tampén es normalmente de 10 a& 500 mM.

El compuesto pegilado puede aislarse o purificarse de

vl
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cualgquier forma deseada. A modo de ejemplo, la mezcla de
reaccién resultante puede diluirse con un tampdn de equili-
brio (20mM Tris, pH 7,5) y la mezcla resultante se aplica
entonces a una columna de Q-Sefarosa. Después de aplicar la
mezcla en la columna QA, se lava con el tampSn de equili-
brio se eluye con NaCl 75 M; se eluye con NaCl 200 mM; se
eluye con 1M NaCl; y se regenera con HOAC 1M + NaCl 1M y
NaOH 0,5. Utilizando HPLC de fase reversa, es posible sepa-
rar y aislar el producto monopegilado N-terminal, de otros
gubproductos en la mezcla. Cada producto recogido puede
entonces confirmarse mediante espectrometria de masas con
ionizacién por desorcién de laser asistida por matriz en
tiempo de vuelc (MALDI-TOF).

En una realizacidn preferida del método de pegilacién
de la invencifén, un polipéptido de f6rmula (XXII):

NHB (XXIXII);

reaccicna con una molécula aldehido de polietilengli-

col de férmula (IXI):
Ri- (CH3CH30) n-CH3CHz-O- (CH2) n-CO-NH- (CHz) p-CHO (II)
en donde R;, m, n, y p son como se ha definido antes;
para producir un compuesto de férmula (XXIV):
R; - (CH3CH30) n~CH3CHz-0- (CHa) n-CO-NH~ (CH3) ,~NHB (XXIV)

en donde la molécula aldehido de polietilenglicol se une al
grupo amino N-terminal del polipéptido.

En realizaciones preferidas, p es 3, R, es metoxilo, m
es 1, ynes de 100 a 750; o p es 2, R; es metoxilo, mes 1,
Yy n es de 100 a 750; o p es 1, R, es metoxilo, mes 1, vy n

es de 100 a 750.

YL
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Ilustraciones adicionales del uso de los compuestos de
la presente invencién se muestran en las Solicitudes de
Patente Estadounidense depositadas tituladas “Pegylated T20
Polypeptide,” No de Serie US. 60/398,195 depcasitado el 24
de Julio de 2002, y “Pegylated T1249 Polypeptide,” No de
Serie US 60/398,190 depositado el 24 de Julio de 2002, y No
de Serie US 60/439,213 depositado el 10 de Enero de 2003 se
incorporan por referencia como si se describieran completa-
mence.

Se proporciona ademds, un método para unir una molécu-
la de polietilenglicol a un polipéptido que comprende:
reaccidn de un polipéptido de férmula (XXII):

NHzB (XXII);
con una molécula de aldehido de polietilenglicol de f£6rmula
(VIII):

o o,

I I
OHC-(CHa),-NH-C-(CHz)m-O-CH2CHz-{CH2CH30)a-CH,CHz-O-(CHa)m-C<NH-(CH,),-
CHO (VIII)
en donde cada m, n, y p es el miemo ¢ diferente y se define
como antes;

para producir un compuesto de fSrmula (XXV):

V-HN-(CH,),-NH-C-(CH,),-0-CH,CH,-{CH,CH,0),-CH,CH-O-(CHy)-C-NH-(CHj),-CH,-NHB
(XXV)

en donde la molécula aldehido de polietilenglicol est& uni-
do al grupo amino de N-terminal de los polipéptidos.
En realizaciones preferidas, p es 3, mes 1, y n es de

100 a 750; opes 2, mes 1, yn es de 100 a 750; o p es 1,
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mes 1, y n es de 100 a 750.

Los polipéptidos pegilados pueden utilizarse en cual-
quier forma deseada. No obstante, se usan adecuadamente
para preparar composiciones farmacéuticas, mediante la mez-
cla con un excipiente farmacéuticamente aceptable. Tales
composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de dosis
unitarias. Pueden ser soluciones inyectables © suspensio-
nes, sistemas de liberacién transdérmicos, © cualquler otra
forma deseada.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar
mejor la presente invencién. Estos ejemplos solo son ilus-
trativos y no intentan limitar el alcance de la invencidén
de ninguna manera.

EJEMPLOS

Ejegglo 1

Preparacidén de Compuestos Aldehido de PEG

Cinco gramos de PEG (peso molecular de 1,000 a 60,000
daltons) en 50 a 100 ml de tolueno se sBecéd azeotrdpicamente
mediante reflujo durante 1 a 3 horas, seguido por la elimi-
nacién de 20 a 30 mL de tolueno. La solucién resultante s
enfria a temperatura ambiente luego se afiade terc-butéxido
potdsico (1 a 10 molar en exceso) en 20-50 ml de terc-
butancl absoluto y 20-50 ml de tolueno a la sclucifn de
PEG. La mezcla resultante se agita entonces durante dos
horae a temperatura ambiente bajo argén.

Se afiade bromoacetato de terc-butilo (exceso 1 a 10
molar) a la reaccién mediante una jeringa y la mezcla de

reaccidén se agitd toda la noche a temperatura ambiente bajo

§
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gas argén. Dependiendo del tamafio deseado del grupo “m*
definido en la férmula (XVI), bromoacetato de terc-butilo
puede reemplazarse con otro derivado halogenado de A&cido
acético, por ejemplo, A&cido preopibénico, é&cide butirico,
etc.

La solucidén de reaccidén se condensa entonces meéiante
evaporacién rotatoria y el residuc precipit® mediante la
adicidén de dietil éter. El producto precipitado, carboxi
éster de t-butilo PEG, es eliminé por filtracién y secado
al vacio.

Se disolvieron entonces (4 g) de carboxi éster de t-
butilo PEG en 50 a 100 ml de 1N hidrdxido s6dico y la sclu-
cién se agitd a temperatura ambiente toda la noche. E1 pH
de la mezcla se ajusta de 2,5 a 3,0 mediante la adicién de
dcido clorhidrico 1N a 6N, y la mezcla se extrae con diclo-
rometanoc. La fase orginica se secd entonces sobre sulfato
sddico, se filtrS, se concentrd, y precipité en dietil
éter. El productu, .iciv:lo carboxilico PEG, se recogidé me-
diante filtracién y se secd al vacio.

El &cido carboxilico PEG (3 g) se disolvié entonces en
diclorometano anhidro (20-30 ml) seguido por la adicién de
dietil acetal 4-aminobutilraldehido (1-5 molar exceso), 1-
hidroxibenzotriazol (1-5 molar exceso), y diciclohexilcar-
bodiimida (1-5 molar exceso). Dependiendo del tamafio desea-
do del grupo “p” definido en la £f6rmula (XIII), 4- dietil
acetal aminobutiraldehido puede reemplazarse con otro deri-
vado de amina de dietil acetall por ejemplo dietil acetal

3-aminopropionaldehidoc o dietil acetal 2-
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aminoacetalaldehido.

La mezcla resultante se agité toda la noche a tempera-
tura ambiente bajo gas argén. La mezcla de reaccién se fil-
trdé, se conéentré, y precipitd con una mezcla de 2-propanol
y dietil éter {1:1). El producto PEG acetal se seca al va-
cio toda la noche.

El producto PEG acetal se disolvidé entonces en 10 -
200 ml de 1 - 90% CF,COOH, y la solucién ge agitf a tempera-
tura ambiente toda la noche. El1 pH de la mezcla se ajusté a
6,0 mediante la adicién de una solucién 1L N de NaOH, y se
aflade entonces cloruro s&dico (10 % peso) y el pH de la
solucidén se ajusta a 7,0 mediante la adicién de NaOH 1 N.
La mezcla se extrae entonces con diclorometano. La fase
orgénica se secd sobre sulfato sédico, se filtrd, se con-
centrd, y precipitd con dietil éter. El producto, PEG alde-
hido, se recogid mediante filtracién y se secd al vacio.

Ejemplo 2

Preparacidn de mPEG:oux-butanoaldehido

A continuacién ee representa un esquema de reaccifn
general para preparar mPEGlOk-butancaldehido de la inven-

cidn:
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Esquema de reaccion para mPEGlOk-butanoaldehido \‘\

(])H'C\O,k\/ +-butdxido poté.aico ’
O\)..\/\OH bromoacetato de t-Butilo

Hidrolisis

? H(*V\«r\/‘\/ﬁ\o/“* >

dietil acetal
4-aminobutiraldehido

@ H C/ W\ O/)'\/ O\i OH l-hidroxibmzotriazl

diciclohexilcarbodiimida

10%

L‘“C/O(\/\O/):\/O\/U\H/\/\(OQBH,%
‘S’HC/%/\O{\/O\/E\H/\/\(O

Primero, Carboximetil PEG {mPEG) de peso molecular de
10,000 daltons (30,0 g, 3 mmol) en 300 mL de tolueno se
secé azeotrbSpicamente mediante reflujo durante 2 horas,
seguido de la eliminacién de 100 ml de tolueno. La solucién
resultante se enfrid a temperatura ambiente, luego se afia-
dié terc-butdxido potdsico (0,68 g, 6 mmol) en 20 ml de
terc-butanocl absoluto y 20 ml de tolueno a la solucién PEG
(1}. La mezcla resultante se agitdé durante dos horas a tem-
peratura ambiente bajo argén.

Se afladié bromoacetato de terc-butilo (1,00 wmL, 6,75
mmol) a la reaccién por medioc de una jeringa y la reaccién
se agitdé toda la noche a temperatura ambiente bajo argbn.
La solucifn de reaccidn se condensé® mediante evaporaciédn

rotatoria. El residuo precipit® mediante la adicién de die-
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til éter. El producto precipitado se filtxd y se secd al
vacio. Rendimiento: 28 g. RMN (ds-DMSO): 1,40 ppm (t, SH, -~
CH3); 3,21 ppm (3, -OCH3); 3,50 ppm (s, -O-CHa:CH;-O-); 3,96
ppm (s, 2H, -0O-CH,-COO-}.

A continuacién, mPEGiex carboximetil éster de t-butilo
(20 g) se disolvié en 200 mL de hidréxido eddico 1N y la
golucién se agitdé a temperatura ambiente toda la noche (2).
El pH de la mezcla se ajusté a 2,5 mediante la adicidén de
dcido clorhidrico 6 N, y la mezcla se'extrajo con dicloro-
mecano (50 mL, 40 mL, y 30 mL). La fase orgdnica se secd
sobre sulfato sédico, se filtrd, se concentrd, y precipitd
con diecil éter. El producto, acido m-PEG)ox~
carboximetilico, se recogié mediante filtracién y se 8secd
al vacio. Rendimiento: 18 g. RMN (dg-DMSO): 3,21 ppm (s, -~
OCHi); 3,5 ppm (s, -O-CH;CH;-O-); 3,99 ppm (s, 2H, -0O-CH;-
COOH) .

El &cido m-PE'Gmk-carboximetilico (3 g, 0,3 mmol) se
disolvié en diclorometano anhidro (20 mL) seguido por la
adicién de dietil acetal 4-aminobutiraldehide (50 mg, 0,3
mmol), l-hidroxibenzotriazol (40 mg, 0,3 mmol), y diciclo-
hexilcarbodiimida (80 mg, 0,39 mmol) (3). La mezcla se agi-
té toda la noche a temperatura ambiente bajo argdén. La mez-
cla de reaccién se filtrd, se concentrd, y precipitd con
una mezcla de 2-propanol y dietil é&ter (1:1). El producto,
MPEG.ox-butanocacetal, gse secd al vacio toda la noche. Rendi-
miento: 2,7 g. RMN (de-DMSO): 1,07-1,12 ppm (t, 6H, (-O-CHz-
CHy)2); 1,46 ppm (m, 4H, -NHCH,CH,CH,-CH-); 3,08-3,11 ppm {q,

2H, -NHCH3CH,CH.~CH-); 3,21 ppm (s, -OCH;); 2,5 ppm (s, -O-
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CH;CH,-0-); 3,85 ppm (8, 2H, -0-CH;-CO-NE-); 4,44 ppm (t,
1H, -NHCH,;CH;CHa-CH-); 7,67 ppm (-NH-).

Finalmente, el mPEGnn-butanoacétal (5 g, 0,5 mmol) se
disolvié en 50 mL de 10% CF;COOH y la solucién se agitd a
temperatura ambiente toda la noche (4). E1l pH de la mezcla
se ajustd a 6,0 mediante la adicibén de una sclucidén 1 N de
NaOH, y se afiadié cloruro sédico (10 % peso) y luego el pH
de la solucién se ajustd a 7,0 mediante la adicién de NaOH
1 N. La mezcla se extrajo con diclorometanc. La fase orga-
nica se secS sobre sulfato aédico, se filtr6, se concentrd,
Y Dprecipité en dietil éter. El producto, MPEG; o -
butancaldehido (5), se recogid mediante filtraciébn y Bse
secé al vacio. Rendimiento: 4,1 g (82%). RMN (d,-DMSO): 3,21
ppm {3, -OCHs;); 3,5 ppm (s, -0-CH;CHz-0); 3,85 ppm (s, 2H, -
O-CH;-CO-NH-); 7,67 ppm (-NH-); 9,66 ppm (-CHO-).

Ejemplo 3

Preparacidn de mPEGipx-acetal aldehido

MPEG,ok-acetal aldehido se prepard mediante la disolu-
cién de mPEG;e-dietil acetal (1 g, Pesc Mol. 10,000), que
se prepard de acuerdo al procedimiento del Ejemplo 1, en 10
ml de dcido trifluorcacético 80% (Aldrich, 99+%). La solu-
cidn de reacciédn se agitd toda la noche a temperatura am-
biente bajo gas argén. NaOH 1N se afiadié entonces gota a
gota a la solucidén de reaccidn hasta que se obtuvo un pH de
6,0. A continuacién, se afiadié NaCl (10 % peso) a la solu-
cién anterior. El pH se ajusté6 entonces a 6,95 t 0,05 me-
diante la adicién de NaOH 0,1 N. La solucién se extrajo

entonces con cloruro cde metileno. La fase orgdnica se secd

\
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entonces sobre sulfato sédico, se filtrS, se concentrd, y
precipité con dietil éter. El producto, mPEGx-acetal alde-
hido, se recogit mediante filtracién y se a_ecé al vaclo.
Rendimiento: 0,85 g (85%).

Ejemplo 4
Preparacién de mPEG.u-propionaldehido

mPEG,; qx-propionaldehido se preparé disolviendo mPEGiox-
propionacetal (2 g, Peso Mol. 10,000), gque se prepard de
acuerdo al procedimiento del ejemplo 1, en 20 ml de B0%
dcido trifluoroacético (Aldrich, 99+%). La solucién de re-
accién se agité toda la noche a temperatura ambiente bajo
gas argdn. Se afiadié entonces NaOH 1N gota a gota a la so-
lucién de reaccién hasta obtener un pH de 6,0. A continu-
ciadén, se ahadid® NaCl (10 % pese) a la solucién anterior.
El pH se ajustdé entonces a 6,95 * 0,05 afiadiendo NaOH 1 N.
La solucién se extrajo entonces con clorurc de metileno. La
fase orginica se secd entonces sobre sulfato sédico, se
filtrd, se concentr®, y precipitéd con dietil éter. El1 pro-
ducte, mPEG,ox-propionaldehido, se recogié mediante filtra-
cibén y se secd al vacio. Rendimiento: 1,8 g (90%).

Ejemplo 5

Preparacidn de PEG;ox-di-butancaldehido

PEGaox-di-butancaldehido se prepard disolviendo dietil
acetal PEGgp-di-butiraldehide (3,1 g, Peso Mol. 20,000),
que sBe prepard de acuerdo al procedimiento del ejemplo 1,
en 20 ml de 80% &4cido trifluorocacético (Aldrich, 99+%). La
solucién de reaccibébn se agité toda la noche a temperatura

ambiente bajo gas argdén. Se afadidé entonces NaOH 1N gota a

5O
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gota a la solucién de reaccién hasta obtener un pH de 6,0.
A continuacidn, se afiadié NaCl (10 % peso) a la solucién
anterior. E1l pH se ajustd entonces a 6,95 '+ 0,05 por adi-
cién de 0,1 N NaOH. La solucién se extrajo entonces con
cloruro de metileno. La fase orgdnica se secd entonces so-
bre sulfato sédico, se £filtr6, se concentrd, y precipitd
con dietil éter. El producto, PEGpn-di-butancaldehido, se
recogid por filtracién y se secdé al vacfo. Rendimiento: 2,5
g (81%).
Ejemplo 6
Preparacién_de mPEG;pn-butancaldehido

mPEGyox-butancaldehido se preparé disclviendo dietil
acetal mPEGgg-butiraldehido (3,0 g, Peso Mol. 20,000), gque
se prepard de acuerdo al procedimiento del Ejemplo 1, en 30
ml de 80% &cido trifluorocacético {Aldrich, 99+%). La solu-
cién de reaccidén se agitd toda la noche a temperatura am-
biente bajo argébn gas. Se afladié entonces 1N NaOH gota a
gota a la solucidn de reaccidn hasta obtener un pH de 6,0.
A continuacién, se afiadié NaCl (10 % peso) a la soluciébn
anterior. El1 pH se ajusté entonces a 6,95 * 0,05 por adi-
cién de 1 N NaOH. La solucidn se extrajo entonceas con clo-
ruro de metileno. La fase orgénica se secdé entonces sobre
sulfato sédico, se £iltr6, se concentrd, y precipitd con
dietil éter. El producto, mPEGi-butanocaldehido, ese recogid
por filtracidén y se secé al wvacio. Rendimiento: 2,5 g'

(83,3%).
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Ejemplo 7

Preparacién de mPEG;q.-butancaldehido

mPEGagx-butancaldehido se prepard disolviendo dietil
acetal mPEGg-butiraldehido (14,7 g, Peso Mol. 20,000), que
se prepard de acuerde al procedimiento del Ejemplo 1, en
200 ml de 10% A&cido trifluorpacético (Aldrich, 99+%). La
solucién de reaccién se agitd toda la noche a temperatura
ambiente bajo gas argdn. Se afiadi® entonces NaOH 1N gota a
gota a la solucién de reaccidédn hasta obtener un pH de 6,0.
A continuacién, se afiadié NaCl (10 % peso) a la solucidén
anterior. El pH se ajustdé entonces a 6,95 £ 0,05 por adi-
cién de 0,1 N NaOH. La solucién se extrajo entonces con
cloruro de metileno. La fase orgédnica se sect entonces so-
bre sulfato sédico, se filtrd, Bse concentrd, y precipitd
con dietil é&ter. El producto, mPEGae- butancaldehido, se
recogid por filtracién y se secdH al vacio. Rendimiento:

13,1 g {89%).
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Reivindicecionesa:

1. Un compuesto de férmula (I):
R; - (CH3CHz0) n-CHCH,-X-Y-NH- (CH;z) p-CHO (I)
en donde
R; es un grupo de cabeza,
X es O o NH,
Y se selecciona del grupo consistente en

OO0 OH o) o)

|
{(CHy)y-C-, -C-, {CHy)1.g-CH-CHy)rg, -C-(NH-CH-C),,

z

Z es una cadena lateral de un aminocdcido,
mes de 1 a 17,
n es de 10 a 10,000, y
pes dela 3.
2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde R; se selecciona del grupo consistente en halédgeno,
epb6xido, maleimida, disulfuro de ortopiridilo, tosilato,
isocianato, hidrazina hidrato, haluro ciantirico, N-
succinimidiloxilo, sulfo-N-succinimidiloxilo, l1-benzo-
triazoliloxilo, l-imidazoliloxilo, p-nitrofeniloxilo, y
0
I
-CH3CH3-0- (CH3z) u-C~-NH- (CH3) p-CHO.
3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 con la
férmula (III):
o]

i

R:~ {CH:CH;0) 4-CHaCH3-0-C-NH- (CHz) p-CHO (III).
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4. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 con la

f&érmula (;V):
o]
I
R;- (CHzCH30) ,-CHyCH; -NH-C-NH- (CHz) p-CHO (IV).
5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacidén 1 con la
férmula (V):
OH
I
R; - {CH3CH30) 5 -CHaCH3-0-CHz- CH- CH3-NH- (CH3) ,-CHO (V).
6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 con la
férmula (VI):
o) 0
Il [
R; - (CH3CH30) p~CH3CH;3-O-C-NH-CH-C-NH- (CH2) p~-CHO
I
Z { vI).
7. Un compuesto de f£6rmula (II):
o)
I
Ry~ (CH3CH20) n-CH3CH;z -0~ (CHy) u-C-NH- (CH3)p-CHO (II)
en donde
R; es un grupo de cabeza,
mes de 1 a 17,
n es de 10 a 10,000, y
pesdela3.
8. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacidén 7, en

donde p es 3.
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9. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 7, en
donde p es 3, R; es metoxilo, mes 1, y n es de 100 a 750.
10  Un compuesto de férmula (VIII):
0 o)
i f
OHC- (CH;) p-NH-C- (CH;) p-O-CH2CH;z - (CH2CH;30) n-CHzCH; -0~ (CH3) n-C-
NH- {CH;) p-CHO (VIIT)
en donde
mes de 1 a 17,
n es de 10 a 10,000, vy
p es de 1 a 3.
11. Un compuesto de férmula (IX):
Ry~ (CH3~-CH3-0) n-CH;-CH3-X-Y-NH- (CHy) o-CH- (OCH3-CH3)a (IX)
en donde
R; es un grupo de cabeza,
X es O o NH,
Y se selecciona del grupo consistente en
O O OH 0 0
«(CHp)n-C-, -C~, -(CH,); 5-CH-(CH,), 4, -l!-(NH-CH-C)1 &

4
Z es una cadena lateral de un aminodcido,
mes de 1 a 17,
n es de 10 a 10,000, y
pes de 1l a3l.
12, Un compuesto de féxmula (X):
0

Ry- (CHz-CH3-0) 3-CH2-CH;3-0- (CH3) o-C-NH- (CH,) p-CH- {(OCH;-CHj3)2 (X)
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en donde
R; es un grupo de cabeza,
mes de 1 a 17,
n es de 10 a 10,000, y
p es de 1 a 3.

13. Un compuesto de férmula (XI):
o o]

| !

{CH;CH;0) 3-CH~ (CH;) p-NH-C- (CHy) q-0-~CH;CH; - (CHz- CH; -0) n-CH3CH, -O- (CH;) o -C-NH-
(CH2) p-CH- (OCH;-CH,) , (X1)
en donde

mes de 1l a 17,

n es de 10 a 190,000, vy

p es de 1 a 3.
14. Un proceso de elaboracidn de un aldehido de polieti-
lenglicol que comprende la hidrdlisis de un compuesto de
férmula (IX):

Ri- (CHa-CH2-0) n-CH2CH3-X-I-NH- (CHj) o-CH- (OCH;-CHa) 2 (IX)
para producir un aldehido de polietilenglicol de f&éxrmula
{(I):
Ry- {CHzCH;0) 5~CHzCH;3 -X-Y-NH- (CHz) p-CHO (I)

en donde

R1 es un grupo de cabeza,

X eg O o NH,

Y se selecciona del grupo consistente en

O O OH 0 o)

I I
«{CHy)pm-C-, -C-, «(CH;)( 4-CH-(CHy),5. -C-(NH-CH-C), ,

Z
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7 es una cadena lateral de un aminolcido,
mes de 1 a 17,
n es de 10 a 10,000, ¥y

p es de 1 a 3.

15. Un proceso de elaboracién de un aldehfdo de polieti-
lenglicol gque comprende la hidrélisis de un compuesto de
f6rmula (X):

O

) |
R;- {CHz-CH3-0) n-CHzCH;-0- (CHz) o-C-NH- (CH;) p-CH- (OCH2-CHj) 2 (X)

para producir un aldehido de polietilenglicol de férmula

(II):

0

I
Ry - (CHaCH320) n~CHaCH,-0- (CH3) n-C-NH- {CH;) ,-CHO (II)
en donde

R; es un grupco de cabeza,

mes de 1 al7,

n es de 10 a 10,000, y

p es de 1 a 3.
16. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 15 en don-
de el compuesto de fb6rmula (X) es producido mediante 1la
reaccidn de un compuesto de £6rmula (XII):
R; - (CH3-CH3z-0Q) n-CHaCH; -0~ (CH;) »~COOH (XII)
con un compuesto de f£6rmula (XIII):

H3N- (CH,) p-CH- (OCH3-CHj3)} 2 (XIXI).

17. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 16 en don-

de el compuestc de férmula (XII) es producido mediante la
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hidrélisis de un compuesto de fbérmula (XIV):
R;-0- (CH;-CH;-0) o-CHzCH;-0- (CHz) n~COOR; (XIV)
en donde Ry es un C;-C, alquilo ramificado o sin ramificar.
18. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 17 en don-
del compuesto de £6rmula (XIV) es producido mediante la
reaccidn de un compuesto de f6rmula (XV):
Ri1- (CHz-CH2-0) o-CH;CH,;-0OH  (XV)
con un compuesto de férmula (XVI):
Rz- (CH3) n-COOR; (XVI)

en donde R; es halégeno.
19. Un proceso de elaboracién de un aldehido de polieti-
lenglicol que comprende la hidrélisis de un compuestoc de
f&rmula (XVII):

o) o

I I
(CHaCH30) 3-CH- (CHj) p-NH-C~ {CHz) n~0-CH3CHz- (CHa-CH3-0) o-CH3CH2-0- {CH3z)
-C-NH- (CHz) p-CH- (OCH;-CH;) 5

(XVII)
para producir a polietilenglicol de f£&6rmula (VIII):
0 0
I i
OHC- (CHz) p-NH-C- (CHz) n~O-CH3CH; - (CHaCH;0) n-CH3CH;z -0~ {CHz) o-C-
NH- (CH,) ,-CHO
(VIXI)
en donde
mes de 1 a 17,
n es de 10 a 10,000, vy

pes de 1 a 3.
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20. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 19 en don-
de el compuesto de férmula (VIII) es producido mediante la
reaccién de un compuesto de f£Srmula (kVIII):
HOOC - {CH2) o~ O-CH;3CH, - {CHz -CHz-0) 5-CH3CH;~0- (CHa} n-COOH
(XVIII)
con un compuesto de f&rmula (XIX):
HaN- (CHy) ;-CH- (OCHz-CHi)2 (XIX) .
21. Un proceso de acuerdo con la reivindicacidén 20 en don-
de el compuesto de férmula (XVIII) es producido mediante 1la
hidréligis de un compuesto de f£6rmula (XX):
R300C- (CHz) m-CHaCH2-0- (CHz -CH3-0} n-CH3CH; -0~ (CH;) o -COOR;y
(XX)
en donde R; es un C;-C, alquilo ramificado ¢ sin ramificar.
22. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 21 en don-
de el compuesto de f&érmula (XX) es producido mediante la
reaccién de un compuesto de fé&rmula (XXI):
HO-CH3CHz- (CHz-CH3-0) 5~CH;CH-OH  {XXTI)
con un compuesto de férmula (XVI):
Rz- (CH3) 3y-COOR; (XVI)

en donde R; es haldgeno.

5
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TRADUCCION OFICIAL No. 2005-01-07-005 de un documento escrito en Inglés,
la cual para efectos del presente lileva el sello personal de Martha Lucia
Arciniegas M., Traductora e Intérprete Oficial en virtud de la Res 1523 /88 del
Ministerio de Justicia.

APOSTILLE
(Convention do La Haya del 5du Octobre 1961)  Em3L = E
o %
1.  Pais: Estados Unidos de América §g §§: i
- [ 'HE
Este documento puablico ga &Y Ea
Brs &
2. ha sido firmado por P. Swain = o E
¥ @y e o
3. actuando en su condicién de Funcionario que Certifica rB f
4, lleva el sello/ftimbre de la Oficina de Patentes y Marcas a )
CERTIFICADO g
5. En Washington, D.C. 6. eldia 14 de mayo del 200" gg
- : g
7. por el Funcionario de Autenticaciones Asistente, Departament) deliitat EE
: . =
de los Estados Unidos : Eﬂ
g
=

8. Bajo el No. 0301727510
9. Sello/timbre 10. Fima: ilegible

Sello del Departamento de Estado Patrick O. Hatchett

Segun mi leal saber y entender, ésta es una traduccion fiel y completa de su

original en Ingiés, de la cual se deja copia para futura referencia.

G -



Autenticacidn Notarial

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODOS AQUELLOS QUE VIEREN EL PRESENTE:
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

12 Mayo 2003

EL PRESENTE ES PARA CERTIFICAR QUE ANEXO SE ENCUENTRA UNA
COPIA AUTENTICA DE LOS REGISTROS DE ESTA OFICINA DE UN
DOCUMENTO REGISTRADO

19 de Agosto del 2002.

Hay un sello dorado. Por Autoridad del

COMISIONADO DE PATENTES Y MARCAS

(firma: ilegible)
P. SWAIN

Funcionario que Certifica

I

6
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Fomato PTO-1595

Pagina 1 de 2
08-23-2002 Departamento de Comercio de U.S.A.
102200074 Oficina de Patentes y Marcas
[Sello de Recibidd
Hoja de Cubierta de Registro
PATENTES UNICAMENTE
Expediente Caso No. 21267 US 8.19.02

Para el Honorable Comisionado de Patentes y Marcas: Por favor registre los
documentos originales adjuntos o la copia de los mismos

- - anm

1. Nombre de la parte(s) que transfiere: 2. Nombre y direccién de la parte(s) que

1) Chee-Youb Won recibe:
Nombre: HOFFMANN-LA ROCHE INC

Direccién Intema:

¢Hay adjunto nombre(s) adicional (es)

de la parte(s) que transfiere? Si

X _No

l
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3.- Naturaleza del traspaso:
_X_ Cesién Fusion Direccion: 340 Kingsland Street
Acuerdo de Seguridad Ciudad: Nutley Estado: NJ CP: 07110

____ Cambio de Nombre

—_ Otro
Fecha de Ejecucion: 24 de Julio, 2002 Nombre (s) y direccion adicional
adjunto:
Si _X _No

4. Numero(s) de la solicitud o nimero(s) de la patente.

Si este documento se registra junto con una solicitud nueva, la fecha de ejecucién de

la solicitud es:
A. Solicitud de Patente No.(s) B. Patente No.(s)
No. Serial Solicitud Provisional de los Registrada: 24 de julio del 2002

EE.UU. 60/398.196

¢ Numero(s) adicional adjunto? SI _X_No

5. Nombre y direccion de la parte aquien 6. Nimero total de solicitudes y patentes
se le debe enviar correspondencia comprendidas: UNA

relacionada con este documento:

.
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Nombre: George W. Johnston 7. Total derechos (37 CFR 3.41) . . . .. $40.00
Direccién Interna: X Autorizados para ser cargados a cuenﬁ de
HOFFMANN-LA ROCHE INC. Depésito
PATENT LAW DEPARTMENT X Autorizada cuaiquier falla para ser

Direccion: 340 Kingsland Street cargada a la cuenta de depésito
Ciudad: Nutley 8. Numero de la cuenta de depésito:
Estado: NJ CP: ZIP 07110 08-2525

NO USE ESTE ESPACIO T

9. Declaracion y firma.
Segun mi mejor saber y entender, la informaciébn anterior es auténtica y

comrecta y cualquier copia adjunta es una copia auténtica del documento

original.
EILEEN M. EBEL (firma ilegible) Agosto 14, 2002
Nombre de la Persona que Firma Firma Fecha

Contacto: Bettyann Hedemus
Teléfono: (973) 235-4389
Fax: (973) 235-2363

Numero total de paginas incluyendo la caratula, anexos y documentos: 4

£
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UNICA INVENCION Caso 21267 US

CESIQON

POR CUANTQ, Yo, Chee-Youb Won (Cedenta) he inventado ciertas
mejoras nuevas y Utiles, las cuales estan descritas y reivindicadas en ia solicitud
para Patente de los Estados Unidos e identificada como Caso Expediente No.
21267, intitulado:

"POLIETILEN GLICOL ALDEHIDOS™

POR CUANTO, HOFFMANN-LA ROCHE INC., una corporacién organizada
y existente de conformidad y en virtud de |as leyes del Estado de New Jersey con
su lugar de negocios principal en Nutley, New Jersey, desea adquirir todo el
interés en y de dicha invencién, dicha solicitud y |la Patente que se obtendra de la

misma;

AHORA, POR LO TANTO, por y en contraprestacion a la suma de Un
Délar ($1.00), y otras causas contractuales adecuadas pagadas a mi, recibo de lo
cual se reconoce por el presente, hemos vendido, cedido y transferido, y
mediante el presente vendemos, cedemos y transfermos a HOFFMANN-LA
ROCHE INC. (Cesionario) y a los representantes legales, sucesores de dicho
Cesionario, todos los derechos, titulos e intereses, para todo el mundo, en y de
dicha invencion y de dicha solicitud, asi como cualquier solicitud subsiguiente que
reivindique prioridad con base en la fecha de registro de dicha solicitud

identificada como Expediente del Caso No0.21267 US y las patentes, tanto

AY



nacionales como extranjeras, que puedan resultar incluyendo el derecho de
reivindicar respecto de una solicitud de patente y patente subsiguiente de los
Estados Unidos y extranjera, la fecha de prioridad de dicha solicitud de
conformidad con el estatuto de los Estados Unidos y convenciones o tratados
internacionales; y mediante el presente autorizamos y solicitamos la emision de
dichas patentes, nacionales y extranjeras, de conformidad con los términos de

este Acuerdo;

Y SEGUN DICHAS CAUSAS CONTRACTUALES, nosotros por el presente
acordamos y convenimos con dicho Cesionario que no ejecutaremos ningdn
escrito, ni haremos ningin acto que entre en conflicto con el presente, y que a
solicitud, ejecutaremos en cualquier momento, sin ninguna contraprestacién
adicional, pero a expensas de dicho Cesionario, dichas cesiones adicionales y
otros escritos y haremos dichos actos adicionales seguin lo considere necesatfio o
deseable dicho Cesionario para perfeccionar el disfrute de esta cesion por parte
del Cesionario y que brindaremos toda la asistencia necesaria para hacer la
solicitud y obtener Patente de caracter provisional, original, de continuacion,
continuacién en parte, divisional, de re emisiones, re examen o prérroga de los
Estados Unidos o de cualquiera y todos los paises extranjeros sobre dicha
invencion, y haremos cumplir todos los derechos u objetos de propiedad personal

en invencion y que haremos cumplir todos los derechos u objetos de propiedad

&b



personal en accién acumulados como resultado de dichas solicitudes o patentes,
incluyendo, sin limitacidon a, dar testimonio en cualquier procedimiento o©
transaccion que comprenda dichas solicitudes o patentes, y la ejecucion de
declaraciones preliminares y otras declaraciones, entendiéndose que el acuerdo

anterior sera obligatorio y entrara en vigencia para el beneficio de los cesionarios

y representantes legales de las partes del presente.
EN TESTIMONIO DE LO CUAL, hemos firmado y colocado nuestro sello el
24 de julio del 2.002

Nutley, New Jersey, Estados Unidos.

(firma: ilegible)

Chee Youb Won

(firma: llegible)

bt
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. RECONOCIMIENTO
Estados Unidos de América
Estados de New Jersey

Condado de Essex

El 24 de julio del 2002, ante mi, comparecié personalmente Chee-Youb Won
como la persona descrita en la anterior Cesién, quien reconocié que él ejecutd la

anterior Cesién, quien reconocié a su libre voluntad para los propésitos alll

indicados.

LOU ANN DONATONI

Notario Publico de New Jersey

Mi comisidn vence el 26 de marzo del 2003
REGISTRADO: 08/19/2002 PATENTE

REEL 013208 SECCION 0985
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APOSTILLE

{Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document
2. has been signed by P.Swain

3. acting in the capacity of Certifying Officer

4. bears the seal/stamp of Patent and Trademark Office

Certified

5. at Washington, D.C.

6. the fourteenth of May, 2003

7. by  Assistemt Authentication Officer, United States Department of State

8. No. 03017275-10 __

9. Seal/Stamp:

Patrick O.Hatchett A

&
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UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office

3 e
Ju. May 12, 2003 Jok.

R  THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED IS A TRUE COPY FROM THE
2%  RECORDS OF THIS OFFICE OF A DOCUMENT RECORDED ON e
: August 19, 2002. P

By Authority of the ‘
COMMISSIONER OF PATENTS AND TRADEMARKS i)
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Form PTO-1595 08-23-2002 U.S. DEPARTMENT OF COMMERCE
Paa 1 of 2 | - Patant and Trademark Office
WIRERREERIA :
i 5
A
102300074 1 %
A A A
PATENTS ONLY @ N,
e,
Cams Docket Bo. 2132 ! < AT
[T €7 U8 ;57'/'57‘¢f - n 0
—-‘;_-. "]
To the Honorable Commissioner of Petents and Tradesarks: Pleass record tha attached’-
original documents or copy tharsof. '
1. Name of conveying party(iem). 2. Name and address of recaiving partyl(ias):
1} Chee-Youb Won Kame | NOFTMAXN -LA ROCEE INC.
Internal Addraas:
Mditional nams(s) of convaying
party(ies) attachad? __ Yas _ZX No
J. Nature f conveyance:
_X Assigomant ___ Merger Street Address:_ 340 KINGELARD FTRENT
__ Becurity Agresmant _  Changs ol Rawme .
Othar City_NUTLEY  Btate;__ BJ  Bip:_ 07110

Exmcution Date: JULY 44, ap01

Additiopal nama (s} & addrsasi{es) attachud:
Yan No X

4. Application number () or patent numbaer (%)

1f this documant ims bsing filed togethar with a new application, the execution date of

the application im:

A. Ppatent Application No. i{w)

U.8. FROVISIOMAL AFPLN. NERIAL NO. §0/388.106

—

B. Patent Xo.(s)

PILED:r JULY 34, 2002

Additional oumbers attached?

S0/20/8CE ITI !
o1 Frly

MONEX! NERT NN
®£.68 0

__ Yas

_X No

PATENT
REEL: 013208 FRAME: 0982
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Al

#
Page 2 of 2

5. Name and address of party to whom 6. Total number of applications and patentsa
correspondence concerning document involved: ONE
should be mailed:

Name:__GRORQE W. JOHNBTON

Internal Address: 7. Total fee (37 CFR 3.41)......%5_40.00

—_HOFFNANN-LA ROCHE TNC. _X Authorized to be charged to deposit
account

—PATENT LAW DEPARTKENT _X Authorized any deficiencies to be

charged to deposit account

Street address: 340 KINGSLAXD STREEY
8. Deposit account number:

—O8-2525

City: NUTLEY State: BJ Zip: 07110

DO NOT UBE THIS SPACE

§. Statement and signature.

Te the best of wy knowledge and belief, the foregoing jnformation is true and correct
and any attached copY is a true copy of the original document.

—  RTLERN M. RBEL _ ML__ 14, 2002 _

Hame of Person Signing gignature Date
CONTACT! pattyann Hedemus
TELEPHONE: (973) 235-4383
FAX: (973) 235-2363

Total number of pages including cover sheet, attachmeats and document__3

64789

PATENT
REEL: 013206 FRAME: 0983
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O
SOLE INVENTION Case Docket No. 21267 US

ASSIGNMENT

WHEREAS, I, Chee-Youb Won (Assignor) have invented certain new and useful improvements in
which are described and claimed in application for United States Patent and identified as Case
Docket No. 21267 US, entitled

POLYETHYLENE GLYCOL ALLDEHYDES

WHEREAS, HOFFMANN-LA ROCHE INC., a corporation organized and existing under
and by virtue of the laws of the State of New Jersey, and having its principal place of business at
Nutley, New Jersey, is desirous of acquiring the entire interest in and to said invention, said
application and the Patent to be obtained therefor;

NOW. THEREFORE: for and in consideration of One Dollar ($1.00) and other good and
valuable consideration to me in hand paid, the receipt and sufficiency whereof are hereby
acknowledged, 1 have sold, assigned, and set over. and by these presents do hereby sell, assign, and
sel over unto the said HOFFMANN-LA ROCHE INC. (Assignee), and said Assignee's legal
represertatives successors, the entire right, titie and interest, for the whole world, in and to said
invention and said application, as well as any subsequent application which claims priority based
upon the filing date of said application identified as Case Docket No. 21267 US and the patents,
hoth damestic and foreign, that may or shali result therefrom including the right to claim in respect
of any subsequent United States and foreign patent applications and patents, the priority date of said
application under any United States statute and international convention or treaty; and | do hereby
authorize and request the issuance of said patents, domestic and foreign, conformably to the terms
of this Agreement,

UIPON SAID CONSIDERATION, [ do hereby covenant and agree with the said Assignee
that ] will not execute any writing or do any act whatsocver conflicting with these presents, and that
I will at any time upon request. without further or additional consideration, but at the expense of the
said Assignee, exccute such additional assignments and other writings and do such additiolnal acts
as said Assignee may deem necessary Of desirable to pertect the Assignee's enjoyment of this grant,
and render all necessary assistance in making application for and obtaining provisional, original,
continuation, continuation-in-part, divisional, reissued, re-examined or extended Patent of the
United States or of any and all foreign countries on said invention, end in enforcing any rights or
choses in action accruing as & result of such applications or patents, including but not limited to,
giving testimony in any proceedings or transactions involving such applications or patents, gnd
executing preliminary statements and other affidavits, it being understood that the t’oregc?mg
covenant and agreement shall bind and inure to the benefit of the assigns and legal representalives

of all parties hereto,

PATENT
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R © IN WITNESS WHEREOF, I have hereunto set my hand and affixed my seal this 24* day

of July, 2002.
Nutley, New Jersey, U.S.A.
?
Chee-
ACKNOWLEDGMENT
United States of America)

State of New Jersey )
County of Essex )

On July 24, 2002, before me personally appeared Chee-Youb Won to me known to be the person
described in the foregoing Assignment, who acknowledged that he executed the foregoing
Assignment of his own free will for the purposes therein set forth.

! . .
'JJH:\‘/ {ZJ‘ 1:{’ fﬂf(—zi

LOU ANN DONATON?
Hotary Public of New Jersay
My Sommission Expires March 26, 2003

121984

PATENT

RECORDED: 08/19/2002 REEL: 013208 FRAME: 0985
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TRADUCCION OFICIAL No. 2005-01-07-004 de un documento escrito en Inglés, la
cual para efectos del presents lleva el sello personal de Martha Lucla Arcinlegas M.,
Traductora e Intérprete Oficial en virtud de la Res 1523 /88 del Ministerio de Justicia.

APOSTILLE
(Convention de La Haya du 5 Octobre 1961)
1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento plblico
2. ha sido fiirmado por Lou Ann Donatonl

3 actuando en su calidad de Notario Publico de New Jersey

4, lleva el sslloftimbre de Lou Ann Donatonl, Notario
CERTIFICADO
5. en Trenton, New Jersey. 6. el dla 23 de mayo del 2003

7. por John E McCormac, CPA, Tesorero de New Jersey
8. Bajo el No. A172887

9. Sello/timbre 10. Firma: ilegible

Segun mi leal saber y entender, ésta es una traduccién fiel y completa de su original en

Inglés, de la cual se deja copia para futuras referencias.

CS“‘”E”
MARTHA LUKCIA ARONIEGAS
E INTERPRETE ORCAL
1523 /88 MOUUSTICLA
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ALY

COLOMBIA
Caso Expediente No. 21267/US
CESION

HOFFMANN-LA ROCHE INC. (Cedente), una corporacion del Estado de New
Jersey, Estados Unidos de América, que tiene su sede principal de negocios en Nutiey,
New jersey, Estados Unidos de América, en virtud del presente cedo a

F. HOFFMAN-LA ROCHE AG (Cesionario)
124 Grenzacherstrasse, CH-4070, Basilea, Suiza
todo su derecho, titulo e interés para todos los paises del mundo, excepio los Estados
Unidos de America y sus teritorios y posesiones, en y para la invencién descrita y
reivindicada en una solicitud para la Patente de los Estados Unidos, No. Serial 60/398,
196 presentada en 24 de julio del 2002, intitulada
POLIETILEN GLICOL ALDEHIDOS
por Chee-Youb Won '

asl como cualquier solicitud (es) subsecuente (s) en todos los palses del mundo,
excepto los Estados Unidos de América y sus territorios y posesiones, cuya (s) solicitud
(es) subsecuente (8) reivindica/ reivindican esI;a solicitud Serial No. 60/398,186 como
prioridad. Respecto a ia invencién y a todas dichas solicitudes de patentes locales y

extranjeras de dicha invencién, una cesidén de todo el derecho, titulo e interés de alll



X

para todo el mundo, a favor del Cedente, que fue ejecutada el 24 de julio del 2002 del
2002 por Chee-Youb Won

La presente cesién es para, pero no esta limitada a los siguientes paises y por una
causa contractual adecuada, recibo y suficiencia de la cual se reconoce por el
presente:

Argentina, Australia, Austria, Bélgica, Brasil, Canada, Chile, Replblica Checa,
Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungria, Irlanda, Israel, Italia, Japon,
Kazakhstan, Replblica de Corea, Luxemburgo, México, Ménaco, Holanda, Nueva
Zelanda, Noruega, Pakistdn, Republica Popular de China, Filipinas, Polonia, Portugal,
Rusia, Arabia Saudita, Sur Africa, Espafia, Suecia, Suiza, Taiwan, Turqulia, Reino

Unido e Idanda del Norte, Ucrania, Uruguay, Venezuela.

El Cedente expresamente cede al Cesionario el derecho para presentar las
correspondientes solicitudes de patentes en todos los palses del mundo, excepto los
Estados Unidos de América y para reivindicar fecha de prioridad bajo cualquier tratado
o convencién intemacional de cualquier solicitud (es) de patente de Estados Unidos
cedida por el Cesionario en esta Cesion. El Cesionario acuerda ejecutar cualquier
cesion y escritos adicionales, asf como realizar cualquier acto adicional que permita al

Cedente gozar de todos los derechos de la presente Cesion.

1
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Nutiey. New Jersey. U.S.A.. HOFFMANN-LA ROCHE INC
Fecha Agosto 13, 2002 Por (fdo)
George W. Johnston

Vicepresidente
RECONOCIMIENTO NOTARIAL
Estados Unidos de América )}
Estado de New .Jersey ) ss
Condado de Essex )

El 13_de agosto 2002, ante mi, comparecié personalmente ante mi, George W.
Johnston, a quien reconozco como [a persona descrita en la anterior Cesién, quien
reconocié la anterior Cesiéon a nombre de Hoffmann-La Roche Inc. y que esta

autorizada para ejecutar la anterior Cesién y transfiere los derechos otorgados alll.

LOU ANN DONATONI
Notario Piblico de New Jersey

Mi comisién vence el 26 de marzo del 2003
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< )
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ASSIGNMENT %Q

HOFFMANN-LA ROCHE INC. (Assignor), a corporation of the State of New Jersey, United States of
America, having its principal place of business at Nutley, New Jersey, United States of America, hereby
assigns to :

F.HOFFMANN-LA ROCHE AG (Assignec)
124 Grenzacherstrasse, CH-4070 Basle, Switzerland

all of its right, title and interest for all countries of the world except the United States of America and its
termtories and possesgions, in and to the invention described and claimed in an application for United States
Patent, Senal No. 60/398,196, filed on July 24, 2002, entitled

POLYETHYLENE GLYCOL ALDEHYDES
by Chee-Youb Won

as well as in any subsequent application(s) in all countries of the world ,except the United States of America
and its territories and possessions, which subsequent application(s) claims this application, Serial No.
60/398,196, as priority; and in respect of which invention and all such patent applications, domestic and
foreign, on said invention, an assignment of all righit, title and interest therein, for the whole world, in favor
of Assignor was executed on July 24, 2002 by Chee-Youb Won.

The present assignment is for, but 1s not limited to, the following countries and is for good and valuable
consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged:

Argentina, Australia, Austria, Belgium, Brazil, Canada, Chile, Czech Republic, Denmark, Finland, France,
Germany, Greece, Hungary, Ircland, Isracl, Italy, Japan, Kazakhstan, Korea, Luxembourg, Mexico, Monaco,
Netherlands, New Zealand, Norway, Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal,
Russia, Saudi Arabia, South Africa, Spain, Sweden, Switzerland, Taiwan, United Kingdom of Great Britain
and Northern Ireland, Ukraine, Uruguay, Venezuela.

Assignor expressly assigns to Assignee the right to file corresponding patent applications in all countries of
the world except the United States of Americe and to claim the priority date under any international treaty or
convention of any of the above U.S. patent application(s) assigned by Assignor in this present Assignment.
Assignor agrees to execute any additional assignments and writings as well as to perform any additional acts
necessary to enable Assignee to enjoy the full rights of the present Assignment.

Nutley, New Jersey, U.S.A. HO
Date: August 13, 2002

Vice President
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United States of America )
State of New Jersey )
County of Essex )

On August 13, 2002, before me personally appeared George W. Johnston to me known to be the person
described in the foregoing Assignment, who acknowledged that (s)he executed the foregoing Assignment on
behalf of Hoffmann-La Roche Inc., and that (s)he is empowered to execute the foregoing Assignment and

to convey the rights granted thereunder.
Mb

10U ANN DONATONI
Natary Public of New lersey
My Commiss:on Expires March 26, 2003

55386
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Trapite ¢ O] PCT-PATENT 279 FASE WACI 411 MRESBITRERINTENDENCIA
Dependencia: DIVISION DE IRIEWS CREACTONES

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [ X ] MODELO DE UTILIDAD [ 1]
¢ Indicaciéon de que se solicita la concesién de una patente [X]1L
¢ Datos de [dentificacion del solicitante o de |la persona que presenta la solicitud [ X]
¢ Descripcion de la invencion [X]
¢ Dibujos de ser estos pertinentes [ 1
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [X12
COMPLETA [X] INCOMPLETA [
DISENO INDUSTRIAL [ ]
¢ Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]
¢ Datos de Identificacién del solicltante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢+ Representacion gréfica y fotografica del Diseflo Industrial o muestra del material

que incorpora el disefio [ ]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas {1}
COMPLETA [ ] INCOMPLETA []

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado | [
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [
Representacién grifica del esquema trazado [
Comprobante de pago de las tasas establecidas [

Sl Bl Bl

COMPLETA [ 1 INCOMPLETA []

0

audic M Neva

Firma Responsable

Fecha Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7y 10

Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 350 52 20
E-mail: infofsic.qov.co
www.slc.gov.co
Bogota, D.C., Colombia
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Bogotd D C

Doctor(a)

ALICIA LLOREDA SARMIENTO

Apoderado(a)

F.HOFFMANN-LA ROCHE AG

REFERENCIA: Radicacion N° 05-3894
Solicitud intemacional PCT/EP2003/007734
Fecha limite inicio fase nacional 2005-02-24
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 416
Oficio N° 1894
Folios 001

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, reune los requisitos de forma establecidos en
los articulos 26 y 27 de la Decisién 486, de la Comisién de la Comunidad Andina, y
en las demas disposiciones vigentes sobre la materia, se envia el extracto de la
solicitud a la oficina de comunicaciones para efecto de su publicacién en la Gaceta
de Propiedad Industrial, conforme lo establece el articulo 40 de la Decision 486.

g::;:)ptla:s;ogota . lﬁm

ALIX CAR
Jefe Divisi

CESPEDES DE VERGEL
de Nuevas Creaciones (




