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WATER-SOLUBLE POLYMER ALKANALS

FIELD OF THE INVENTION
This invention relates to particular aldehyde derivatives of water-soluble
polymers. and to methods for preparing and using such polymer aldehyde

derivatives.

BACKGROUND OF THE INVENTION

In recent years. human therapeutics have expanded past traditional smatll
molecule drugs and into the reaim of biopharmaceuticals. The discovery of novel
proteins and peptides has lcd to the development of numerous protein and
polypeptide biopharmaceuticals. Unfortunately, proteins and polypeptides, when
utilized as therapeutics, often exhibit properties that make them extremely difficult
to formulate or administer, such as short circulating half lives, immunogenicity,
proteolytic degradation, and low solubility. One approach for improving the
pharmacokinetic or pharmacodynamic properties of biopharmaceuticals is the
conjugation to natural or synthetic polymers, such as polyethylene giycol (PEG).

The covalent attachment of PEG to a therapeutic protein can provide a number of

_ advantages, such us (i) shielding antigenic epitopes of the protein, thus reducing its

reticuloendothelial clearance and recognition by the immune system, (i) reducing
degradation by proteolytic enzymes, and (iii) reducing renat filtration.

Much effort has been spent on the development of polymer derivatives for
coupling to biopharmaceuticals such as peptides, and in particular, on the
development of polymer derivatives for coupling to reactive amino groups of
proteins. Such polymer derivatives are referred to as ‘electrophilically activated’,
since they bear electrophilic groups suitable for reaction with nucleophiles such as
amines. Examples of such PEG derivatives include PEG dichlorotriazine, PEG
tresylate, PEG succinimidyl carbonate, PEG carbonylimidazole, and PEG
succinimidyl succinate. Unfortunately, use of these particular reagents can result in
one or more of the following: undesirable side reactions under the reaction
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conditions necessary to effect coupling, lack of selectivity, and/or the formation of
weak (i.c.. unstable) linkages between the biopharmaceutical and the PEG.

In an effort to overcome some of these problems, many new or “second
generation” electrophilically activated PEGs have been developed, such as PEG
propionaldehyde and PEG acetaldehyde (see, for Example, U.S. Patent Nos.
5.252,714 and 5,990,237, respectively). Aldehyde derivatives are particularly
attractive reagents for coupling to proteins and other biomolecules, since aldehydes
react only with amines (i.e., are selective in their attachment chemistry). The
above-mentioned reagents offer many advantages: they can be prepared to avoid
the problems of PEG diol contamination, are not restricted to low molecular weight
mPEG, form stable amine linkages upon coupling, and are selective. Although the
above noted derivatives offer many advantages over first-generation PEG reagents,
the Applicants have noted some particular drawbacks of these aldehyde reagents,
making them less than ideal in certain instances.

More specifically, the Applicants have recognized, in their extensive work
with these reagents, that PEG acetaldehyde is very unstable, particularly in basic
media, and is difficult to isolate due to excessive salt formation resulting from
neutralization of the reaction mixture. In particular, PEG acetaldehyde is very
susceptible to dimerization via aldol condensation. PEG propionaldehyde, whilc a
much better reagent in terms of its stability, possesses some disadvantages due to
side reactions that can occur during its preparation, making it difficuit to obtain the
PEG propionaldehyde product in high purity.

More specifically, the Applicants have found that when preparing PEG
propionaldehyde in situ from its precursor PEG aldyhyde hydrate, product yields
are generally only about 50%, due to an elimination reaction that consumes a
significant portion of the acetal reagent. Although an improved synthetic route for
the synthesis of PEG propionaldehyde can be employed, i.e., via base-catalyzed
reaction of 3-hydroxypropionaldehyde diethyl acetal with PEG mesylate, the
Applicants have discovered that this reaction route also leads to an elimination side
reaction that produces significant amounts of PEG vinyl ether, which is unstable
and produces difficuit-to-remove the parent di’hydmxy PEG (also referred to as
PEG diol). Consequently, the yield of this reaction is generally less than about 85

PCT/US2003/128221
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to 90%. Moreover, using either of the above-described PEG propionaldehyde
syntheses requires hydrolysis of the acetal intermediate at very low pHs, e.g., at
pHs of 2 or lower. Hydrolysis at such low pHs is undesirable due to the large
amounts of base necessary to neutralize the reaction mixture to pHs suitable for
conjugation. Additionally, coupling PEG propionaldehyde to a protein at basic pHs
can be problematic due to formation of significant amounts of acrolein (resulting
from a retro-Michael type side reaction), which is quite difficult to remove.
Formation of such undesirable side products necessitates extensive purification to
obtain a pharmaceutical grade product.

Thus, there exists a need for improved electrophilically activated polymer
derivatives for conjugating to biologically active molecules and surfaces.
particularly polymer derivatives that (i) are selective in their coupling chemistry,
(ii) can be prepared in high yields and in few reaction steps, (iii) are stable over a
wide runge of pHs, (iv) can be readily isolated, (iv) can be prepared in high purity
(i.e., substantially absent polymer-derived impurities and side-products, and (v)
overcome at least some of the drawbacks of known polymer derivatives such as
those described above.

SUMMARY OF THE INVENTION
The present invention provides a unique family of polymer alkanals ~ i.e.,
polymers comprising at least one aldehyde functionality coupled to a polymer
segment by one or more interposing carbon atoms.

The polymer alkanals of the invention are, for the most part, less reactive
than prior art aldehyde derivatives and, thus, more selective. Further, the polymer
alkanals of the invention are prepared in high yieid, and certain structures can be
prepared in a straightforward one step process. Certain of the polymer aldehydes
described herein are more stable at basic pHs than prior known aldehyde
derivatives, and are formed without significant or even detectable amounts of retro-
Michael type reaction side products. Moreover, the polymer alkanals of the
invention are formed from the corresponding acetal precursors by hydrolysis under
mild acidic conditions, i.c., under much less harsh acidic conditions than required
for ?ither PEG acetaldehyde or PEG propionafdehyde. Such mild conditions allow
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direct in sitz conjugation of the polymer derivatives of the invention with proteins.
peptides. or other molecular targets without requining an intervening isolation step.
The polymer alkanals of the invention are also prepared in high purity, making
them particularly advantageous for coupling to drugs and biopharmaceuticals to
provide polymer conjugate compositions having a purity sufficient for
administration to a mammalian subject.

More particularly, in one aspect, the present invention is directed to a water-
soluble polymer having the structure:

R'} O

Il
POLY—X~1—C~—C—H
L
T .

|

In the above structure, POLY represents a water-solubie polymer segment; X'is a
linker moiety; Z' is an integer from 1 to about 21; R', in each occurrence, is
independently H or an organic radical selected from the group consisting of alkyl,
substituted alkyl, alkenyl, substituted alkenyl, alkynyl, substituted alkynyl, aryl, and
substituted aryl; and R?, in each occurrence, is independently H or an organic
radical selected from the group consisting of alkyl, substituted alkyl, alkenyl,
substituted alkenyl, alkynyl, substituted alkynyl, aryl, and substituted aryl.

In some instances, the polymer alkanals of the invention will possess certain
features. For example, according to one embodiment of the invention, when POLY
is linear: (a) the total number of carbonyls (excluding/not counting the aldehyde
carbonyl carbon) present in the polymer is O or 2 or greater except when X’
comprises one or more contiguous (-CH;CH;0-) or (-CH;CH;NH-) segments.
When X’ comprises one or more contiguous (-CH;CH,0-) or (-CH;CH,NH-)
segments, then the total number of carbonyls present in the polymeris 0, 1, 2, or
greater.

In yet another example, according to a further embodiment, when X' is
oxygen or comprises at least one (-CH,CH;0-) segment and z’ is from 2 to 12, then
at least one of R' or R? in at least onc occurrence is an organic radical as defined
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above or the polymer is heterobifunctional, where POLY comprises a reactive
group at one terminus that is not hydroxyl.

The polymer alkanals provided herein may possess any of a number of
overall geometries or structures. to be described in greater detail herein. Preferably,
when POLY is branched, then either (i) at least one of R' or R? in at least one
occurrence is an organic radical as defined above or (ii) X' includes -(CH.CH;O),-
where b is from 1 to about 20 in the instance where POLY comprises a lysine
residue. Alternatively, when POLY is branched and possesses two polymer arms,
then neither polymer arm comprises oxygen as the only heteroatom in the instance
where POLY comprises “C-H" as a branch point.

Generally speaking, the polymer alkanals of the invention possess a
structure where z' falls within one of the following ranges: z’ is from about 2 to 21,
from about 3 to 12, from about 3 to 8. or from 3 to about 6.

In one particular embodiment of the invention, the polymer has the

structure:

R R' R
|| |
POLY—X——C—C3——Ca—C;—H
ok ke
-A

where POLY, X', each R', each R? and R? are as defined above. In the
preceding structure, C, indicates the aldehyde carbonyl carbon; C; indicates the
carbon adjacent to or & (alpha) to the carbonyl carbon or C,; C; indicates the carbon
atom once removed from the carbonyl carbon or in the B (beta) position; and C4
indicates the carbon atom in the y position. Polymer alkanals having the overall
structure depicted by I-A arc generally referred to herein as polymer butanals, I-n
preferred variations of formula I-A above, R! attached to C; is alkyl, and all other
R' and R? variables are H. Preferably, the R' attached to C; is lower alkyl.
Alternatively, the polymer alkanal corresponds to structure I-A above, where the R!
attached to C; is alkyl, and all other R' and R? variables are H. In yet another

preferred embodiment, the polymer alkanal is described by structure I-A where the
R' attached 1o Cj is alkyl, and all other R' and R? variables are H.
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In yet another panicular embodiment, a polymer alkanal of the invention
corresponds to formula I, and possesses an additional carbon atom in the alkylene
chain when compared to structure I-A. In this embodiment (see structure I-B
herein), z' is 4, the R' attached to C; is alkyl, and all other R' and R? variables are
H. Altemnatively, either the R attached to C; or C, is alkyl, and all other R' and R?
variables are H.

In yet another particular embodiment falling within formula I, z' is 5, the R'
attached to C; is alky, and all other R' and R? variables are H (see structure I-C
herein). Altenatively, one of the R variables attached to C; or C, or Cs is alkyl,
and all other R' and R? variables are H.

The polymer alkanal in accordance with formula I, in certain embodiments,
possesses a linker moiety described generally by the formula: -(CHjz)c-De-(CH2)s-
or -(CHz)p-MC(0)-K;-(CH;),q-, where c ranges from zeroto 8; Dis O, NH, or S; ¢
is O or I; f ranges from zero to 8; p ranges from zero to 8; M is -NH or O; K is NH
or O; q ranges from zero to 8, and r and s are each independently 0 or 1. Specific
linkers falling within this general formula are described in greater detail below.

The linker moiety may optionally include an oligomeric segment
corresponding to the structure -(CHzCH;O)- or -(CH,CH,NH),-, where b and g are
each independently 1 to 20. Preferubly, b and g each independently range from
about 1 to 10, and even more preferably range from about | to about 6. These
oligomeric linkers provide additional stability 10 the alkanals of the invention, and
also provide advantages in the synthetic methodology for preparing the polymers, to
be described in more detail below.

More particularly, in certain embodiments, X’ comprises a moiety
corresponding to the structure:-(CH;)¢-D,-(CHa)-P- or (CHa)y-M,-C(0)-Ky-(CHa)g-
T-, where P and T are each independently -(CH;CH;0)- or -(CH;CHNH), and b
and g each independently range from 1 to about 20. In a specific embodiment of a
polymer alkanal in accordance with formula I, X' comprises -C(O)NH-(CH,),.
sNH-C(O)- or -NHC(O)NH-(CH3,), {NH-C(O)-.

Preferably, the water-soluble polymer segment of a polymer alkanal of the
invention is a poly(alkylene oxide), a poly(vigyl pyrrolidone), a paly(vinyl alcohol),
a polyoxazoline, a poly(acryloylmorpholine), ora poly(oxyethylated polyol). In a
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preferred embodiment, the polymer segment is a poly(alkylene oxide), preferably
poly(ethylene glycol).

According 10 one embodiment, the poly(ethylene glycol) segment comprises
the structure: Z-(CH,CH;0),- or Z-(CH;CH,0),-CH;CH;-, where n ranges from
about 10 to about 4000 and Z is a moiety comprising a functional group selected
from the group consisting of hydroxy, amino, ester. carbonate, aldehyde, alkenyl,
acrylate, methacrylate, acrylamide, sulfone, thiol, carboxylic acid, isocyanate,
isothiocyanate, hydrazide, maleimide, vinylsulfone, dithiopyridine, vinylpyridine,
iodoacetamide, alkoxy, benzyloxy, silane, lipid, phospholipid, biotin, and
fluorescein.

l Altemnatively, POLY may be terminally capped with an end-capping moiety
such as alkoxy. substituted alkoxy, alkenyloxy, substituted alkenyloxy, alkynyloxy,
substituted alkynyloxy, aryloxy, and substituted aryloxy. Preferred end-capping
groups include methoxy, cthoxy, and benzyloxy.

Generally, POLY possesses a nominal average molecular mass falling
within one of the following ranges: from about 100 daitons to about 100,000
daltons, from about 1,000 daltons to about 50,000 daltons, or from about 2,000
daitons to about 30,000 daltons. Preferred molecular masses for POLY include 250
daltons, 500 daltons, 750 daitons, 1 kDa, 2 kDa, 5 kDa, 10 kDa, 15 kDa, 20 kDa, 30
kDa. 40 kDa. and 50 kDa, or even greater.

In yet another particular embodiment, the polymer alkanal of the invention

comprises the structure:
| il
X'—POLY—X' (I: C—H
2
r |:|2 z
13

%
wherein POLY, each X', each (2), each R', each R?, and each R? are as

H—C
previously defined. In a specific embodiment, POLY is linear and the polymer is
homobifunctional.

X=—0—1)
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As stated above. the polymer scgment within the polymer alkanal may
possess any of a number of geometries, such as linear. branched. forked, multi-
armed, or dendritic, to be described in greater detail below.

Specific embodiments of the invention include polymer alkanals

5  corresponding to the following structures:

R
o)
I
PEG—(CHa)y—C-NH —(CHaCH;Ol cI: C—H
R

z 1 ]
II-A
11§
i
PEG—(CHa);——C-NH —(CH,CH,NH); —|C C—H
I
zl
IV-A
10 In the above structures, PEG is poly(ethylene glycol), and b and g are each

independently O to 20, ais O to 6. For generalized structures provided in this
section, variables correspond to ranges/values previously provided unless otherwise
noted.

In a specific embodiment. a polymer alkanal in accordance with the

15 invention corresponds to the siructure:

S |
]

PEG —C-NH —(CH,CH0)p Cq 'Ic.a Tq Ci—H
H H

-D

One particularly preferred polymer alkanal falling within the generalized
20 structure III-D possesses the structure:
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o]
]}
CH30-(CHzCH;0)n-C — NH

(CHa)s

[}
CH30-(CH2CHz0)0-C—NH—CH —C(0) HN-(CH;CH>0),-CH»(CH;),-CHO

m-E
According to another aspect, the invention is directed to a composition

5 comprising a water-soluble polymer having the structure:

l'l'l O
POLY—X' C C—H
H »

where the composition is absent detectable amounts of iodine-cbntaining species or
10  retro-Michael type reaction products. This is particularly advantageous, since
iodine-containing species can lead to degradation of poly(ethylene glycal) chains
due to chain cleavage, resulting in a polyr.ner product having a high polydispersity
value, e.g., greater than around 1.2. Preferably, a polymer alkanal of the invention
will possess a polydispersity value of less than about 1.2, preferably less than about
15 1.1, and even more preferably less than about 1.05. Even more preferred are
polymer alkanals such as those described herein characterized by a polydispersity
of 1.04, 1.03 or less.
In accordance with yet another aspect, the invention relates to a composition
comprising a water-soluble polymer having the structure:

20
H|l ©
1] 0
POLY—X' c c—
|-|
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where POLY is a lincar, terminaily end-capped water-soluble polymer segment and
the composition is absent detectable amounts of dialdehyde polymer derivative.

One additional feature of the polvmer alkanals of the invention is their
stability, e.g., storage stability, in comparison to other known polymer aldehyde
compositions. For example, provided herein is a polymer alkanal composition that
exhibits 10% or less degradation of the polymer aldehyde group when stored at 40°
C for 15 days, as determined by NMR.

In a preferred embodiment, the composition of the invention comprises a

polymer alkanal corresponding to the following structure:

H H H @)
I l i
POLY—X — 04 fi:a CZ C1—H
H

H H

VII-A.

In an even more preferred embodiment, in accordance with structure VII-A,
POLY possesses the structure Z-(CH;CH;0),-CH;CH;-, where X is O, n ranges
from about 10 to about 4000, and Z comprises a functional group, targeting moiety,
reporter, capping group, or the like.

Another composition of the invention comprises a polymer in accordance

with the structure:

O H H H H H H O
i l | | ] | | ]
H—C ? :I: ?—o—(cnzcﬂzo)n-cnzcnz—- o— cl: ? ? c
H H H H H H
v

In yet another aspect of the invention, provided are hydrate or acetal forms
of the above-described polymer alkanals.

Acetals of the invention include dimethyl acetal, diethy] acetal, di-isopropyl
acetal, dibenzyl acetal, 2,2,2-trichloroethyl acl'ta!. bis(2-nitrobenzyl) acetal, S,S’-
dimethyl acetal, S,S’-diethyl acetal, and dioxolanes.

PCT/LUS2003/028221
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More particularly, an acetal or hydrate form of a polymer alkanal of the

invention may be described generally by the following structure:

Rl W“R?‘
I
POLY—X' c c;—-wbn‘

where W* and W? are each independently O or S, and R? and R* are each
independently H, or an organic radical selected from the group consisting of
methyl, ethyl, isopropyl, benzyl, 1,1,1-trichoroethyl, and nitrobenzyl, or when taken
together, are -(CH;);- or -(CHjy)s-, forming a 5 or 6 membered ring when considered
together with W*, C;, and W®. The polymer acctals are useful precursors of the
alkanals of the invention, and can be hydrolyzed to yield a polymer alkanal.

In one particular cmbodiment, provided is a water-soluble polymer having

the structure:
3
H W“R
|
POLY—X' c Cl—-wbR"
H

In structure [X-A, the alkanal is one having only methylene or -(CHj)- carbons
separating the acetal or aldehyde hydrate portion of the moiecule from the linker,
X'.

Further, the invention is directed to conjugates formed by reaction of a
biologically active agent with the herein described polymer alkanals, their hydrates
and/or the corresponding alkanals.

Preferably, the conjugate corresponds to the following structure:

PCT/US2003/028221
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POLY—X—1 C —4- C— NH-biologically active agent
|
‘ H

where “NH-biologically active agent” represents a biologically active agent
COMPprising an amino group.
5 Also forming part of the present invention are hydrogels formed from the
herein described polymer alkanals or their precursors.
In accordance with yet another aspect, the invention provides protected
aldehydes reagents. These protected aldehyde reagents are particularly useful for

forming the polymer alkanals of the invention, and correspond generally (o the
10 foltowing structures:

.
XI-A
R! WeR3
|
G—(CH2CHzNH) (|3 Cr—WbR*
al |
15 Fl, H
XI-B
A "IV'Rj
|
G—{(CHzCHz0)y C Cr—W+YR4
Ll
¢ H

20 X1-C '
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where G is a functional group. and the remaining variables have the values set forth
above.

In preferred embodiments of structures XI-A, B, and C, G is a leaving group
such as chloride, bromide. para-tolylsulfonate ester. methylsulfonyl ester.
trifluorosulfonylester. and trifluoroethylsulfonyl ester.

Altemmatively, G is a functional group selected from the group consisting of -
OH, -NHj, -SH, and protected forms thereof.

Another aspect of the invention is directed to a method for preparing a
water-soluble polymer alkanal, optionally in protected form. Bricfly, the method
includes the steps of reacting a water soluble polymer comprising at least one
reactive group, Y, with a protected alkanal reagent comprising from about 2 to 20
carbon atoms and a reactive group, K, suitable for displacement by or alternatively,
reaction with Y, under conditions effective to form a water soluble polymer alkanal
in protected form. In this method, an activated polymer is coupled to a reagent
bearing the alkanal portion of the final product, or a precursor thereto.

Preferably, the reaction is carried out under an inert atmosphere.

In one specific embodiment, POLY-Y, is prepared by direct polymerization.

The method may also include the additional step of hydrolyzing the
protected water soluble polymer alkanal, e.g., under acidic conditions, to form the
corresponding water soluble polymer alkanal.

In a preferred embodiment, the hydrolyzing step is carried out at a pH of no
lower than about 3.

Protected forms of the alkanal reagent for carrying out the method include
acetals such as dimethyl acetal, diethyl acetal, di-isopropyl acetal, dibenzyl acetal,
2,2,2-trichloroethyl al.cetal. bis(2-nitrobenzyl) acetal, S.S"-dimethyl acetal, and S.S’-
diethyl acetal, cyclic acetals and cyclic thioacetals.

In yet a further embodiment, the polymer alkanal thus produced is recovered
by raising the pH of the reaction mixture to from about 6.0 to 7.5, extracting the
polymer alkanal into an organic solvent, and removing the solvent.

In a preferred embodiment of the method, the water soluble polymer
corresponds to the structure, “POLY-Y™, and the protected alkanal reagent

r

corresponds to the structure:
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XI-D

Preferably, POLY comprises a poly(ethylene giycol) that may or may not be
terminally end-capped.

In one particular embodiment of the method, POLY-Y comprises the
structure Z-(CH,CH,0),H, wherein n is from about 10 to about 4000, and Z is
selected from the group consisting of -OCHj, -OCH;CH3, and -OCH®(CgHs). Ina
further embodiment, POLY-Y comprises the structure Z-(CH,CH,0).CH,CH;0"
M, where POLY-Y is prepared by anionic ring-opening polymerization of ethylene
oxide onto an end-capped alcoholate salt such as Z-CH;CH;O" M, prepared by
metallation of the terminal -OH group of Z-CH;CH;OH with a strong base. M"
represents a metal counterion such as Na*, K*, Li*, Cs*, Rb*. POLY-Y thus
prepared is then suitable for reaction with a protected alkanal reagent as described
above.

In yet a further particularly preferred embodiment, the recovered alkanal is
absent detectable amounts of unreacted POLY Y (e.g., Z-(CH,CH;0),H) and retro-
Michael type reaction products.

In yet another embodiment of the method, POLY-Y corresponds to PEG-
diol, that is to say, POLY-Y possesses the structure HO-(CH,CH;0).H, wherein n
is from about 10 to about 4000, K is selected from the group consisting of:

g g g P
Cl, Br, %—Q—g— . CHy—3—  CRy—g3—  CFiCH—S—
o) o 0 o]

and the method results in formation of a protected polymer alkanal having the
structure:

(%]
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or3 | R FIF CI>R3
RO —¢ C | — O0— (CH,CHZ0), <|3 c— oR*
A2 R2
z z'
XII

In yet another embodiment of the method. POLY-Y comprises the structure
Z-(CH,CH;0),H, wherein n is from about 10 to about 4000 and Z is protected
hydroxyl. In this instance, a preferred embodiment of the method includes
deprotecting the protected hydroxyl after the reacting step, optionally followed by
converting the terminal hydroxy! of the poly(cthylene glycol) to a functional group
other than hydroxyl.

Examplary functional groups include amino, ester, carbonate, aldchyde.
alkenyl, acrylate, methacrylate, acrylamide, sulfone, thiol, carboxylic acid,
isocyanate, isothiocyanate, maleimide, vinylsulfone, dithiopyridine, vinylpyridine,
iodoucetamide. and silane. Preferably, the functional group is selected from the
group consisting of N-hydroxysuccinimidy! ester, benzotriazolyl carbonate. amine,
protected amine, vinylsuifone, and maleimide.

In accordance with yet another embodiment of the invention, “Y™ in POLY-
Y is an jonizable group or is a derivative of an ionizable group such as a carboxylic
acid, active ester, or amine. Preferably, POLY-Y has been chromatographically
purified prior to use in the reacting step. In one particular embodimeat, POLY-Y is
purified prior to use by ion exchange chromatography. Ideally, such
chromatographically purified POLY-Y for use in the reacting step is essentially
absent detectable amounts of polymeric impurities. In one such embodiment of this
method, POLY-Y is end-capped, and is essentially absent detectable amounts of
PEG-diol or difunctional PEG impurities.

Alternatively, in practicing the method of the invention, the alkanal reagent
comprises the structure:

PCT/US2003/028221
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R
.
K—{CH2CHzNH) t|: Ci—WPR?

or

R
|

K—(CHaCH,O)y ? Cr—WtR*
R

where g and b each independently range from about 1 to about 20. As an

10  example, a preferred alkanal reagent corresponds to the structure:

i OR3

Q—3X

NHp— (CH2CH20)y, Cr—OR*

I
s H
XI-H
L5 and the product of the reacting step possesses the generalized structure:

' OR?

0
7]
PEG — C—NH—(CH2CH,0)y Cr—OR*

——CO—1

|
¢« H
IX-B

20 In yet another approach for preparing 2 polymer alkanal of the invention, a
£
polymer alkanal as described herein is prepared by building the polymer segment
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directly onto an acetal precursor, c.g., by direct polymerization. More specifically,
this method comprises the steps of:

(i) providing an acetal precursor comprising at least one active anionic site
suitable for initiating polymerization.

(ii) contacting the anionic site of the acetal precursor with a reactive
monomer capable of polymerizing, to thereby initiate polymerization of the reactive
monomer onto the acetal precursor,

(iii) as a result of said contacting step, adding additional reactive monomers
to the acetal precursor to form a polymer chain.

(iv) allowing said contacting to continue until a desired length of the
polymer chain is reached, and

(v) terminating the reaction to achieve a polymer aldehyde precursor of the
invention.

The resulting polymer zldehyde precursor can be further hydrolyzed to the
corresponding alkanal as set forth above, if desired.

In one particular embodiment of the above method, the reactive monomer is
ethylene oxide and the reactive anionic site contained within the acetal precursor is
an aikoxide anion (O-), preferably accompanied by an alkali metal or other suitable
counterion. The alkoxide end group present in the acetal precursor is active for

anionic ring opening polymerization of ethylene oxide to form a polymer alkanal of
the invention.

The acetal precursor will generally possess a structure corresponding to:

R WIR3
|
c|: C—whiR4
R2 |
y H

where the variables possess the values described above, with the exception that X'
terminates in an oxygen anion, or 0" (e.g., in its neutral form, X’ typically
terminates in 2 hydroxyl group or -OH, that ig the presence of a strong base, is
converted to the corresponding alkoxide salt)? Suitable counterions include Na*

PCT/LS2003/028221
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K'.Li*.and Cs”. The terminating step generally comprises neutralizing the
reaction. e.g., by addition of acid. Optionally, the polymer segment may be capped
by addition of an alkylating reagent or other reagent suitable for providing a non-

reactive terminus.

These and other objects and features of the invention will become more fully

apparent when read in conjunction with the following detailed description.

BRIEF DESCRIPTION OF THE FIGURE
FIG. 1 is a general reaction scheme for preparing a polymer alkanal of the
invention by anionic ring opening polymerization of ethylenc oxide (EO) on an

acetal precursor having an anionic site.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

Before describing the present invention in detail, it is to be understood that
this invention is not limited to the particular polymers, synthetic techniques, active
agents, and the like as such may vary. It is also to be understood that the
terminology used herein is for describing particular embodiments only, and is not
intended to be limiting.

It must be noted that, as used in this specification, the singular forms "a.”
“an,"” and "the" include plural referents unless the context clearly dictates otherwise.
Thus, for example, reference to a "polymer” includes a single polymer as well as
two or more of the same or different polymers, reference to a "conjugate” refers to a
single conjugate as well as two or more of the same or different conjugates,
reference to an "excipient” includes a single excipient as well as two or more of the
same or different excipients, and the like.

In describing and claiming the present invention, the following terminoiogy
will be used in accordance with the definitions described below.

DEFINITIONS
The following terms as used herein haye the meanings indicated.

xr
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As used in the specification, and in the appended claims, the singular forms
“a”, “an”, “the”, include plural referents unless the context clearly dictates
otherwise.

"PEG" or "poly(ethylenc glycol)" as used herein. is meant 1o encompass any
water-soluble poly(ethylene oxide). Typically, PEGs for use in the present
invention will comprise one of the two following structures: "-(CH,CH;0),-" or "-
(CH,CH;0),..CH;CHj;-," depending upon whether or not the terminal oxygen(s)
has been displaced, e.g., during a synthetic transformation. The variable (n) is 3 to
3000, and the terminal groups and architecture of the overall PEG may vary. When
PEG further comprises a linker moiety (to be described in greater detail below), the
atoms comprising the linker (X), when covalently attached to a PEG segment, do
not result in formation of (i) an oxygen-oxygen bond (-O-O-, a peroxide linkage),
or (ii} a nitrogen-oxygen bond (N-O, O-N). "PEG" means a polymer that contains a
majority, that is to say, greater than 50%, of subunits that are -CH,CH;0-. PEGs
for use in the invention include PEGs having a variety of molecular weights,
structures or geometries (e.g., branched, linear, forked PEGs, dendritic, and the
like), to be described in greater detail below.

“Water-soluble”, in the context of a polymer of the invention or a "water-
soluble polymer segment” is any segment or polymer that is soluble in water at
room temperature. Typically, a water-soluble polymer or segment will transmit at
least about 75%, more preferably at lcast about 95% of light, transmitted by the
same solution after filtering. On a weight basis, a water-soluble polymer or
segment thereof will preferably be at least about 35% (by weight) soluble in water,
more preferably at least about 50% (by weight) soluble in water, still more
preferably about 70% (by weight) soluble in water, and still more preferably about
85% (by weight) soluble in water. It is most preferred, however, that the water-
soluble polymer or segment is about 95% (by weight) soluble in water or
completely soluble in water.

An “end-capping” or “end-capped” group is an inert group present on a
terminus of a polymer such as PEG. An end-capping group is one that does not
readily undergo chemical transformation under typical synthetic reaction

conditions. An end capping group is generai ry an alkoxy group, -OR, where R is an

PCT/US20013/4)28221
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organic radical compnsed of 1-20 carbons and is preferably lower alkyl (e.g.,
methyl. ethyl) or benzyl. “R™ may be saturated or unsaturated. and includes aryl,
heteroaryl. cycio, heterocyclo, and substituted forms of any of the foregoing. For
instance, an end capped PEG will typicaily comprise the structure "RO-
(CH;CH;0),-", where R is as defined above. Alternatively, the end-capping group
can also advantageously comprise a detectable [abel. When the polymer has an
end-capping group comprising a detectable label, the amount or location of the
polymer and/or the moiety (e.g., active agent) to which the polymer is coupled, can
be deten:mined by using a suitable detector. Such labels include, without limitation,
fluorescers, chemiluminescers, moieties used in enzyme labeling, colorimetric (e.g..
dyes), metal ions, radioactive moteties, and the like.

“Non-naturally occurring™ with respect to a polymer of the invention means
a polymer that in its entirety is not found in nature. A non-naturally occurring
polymer of the invention may however contain one or more subunits or segments of
subunits that are naturally occurring, so long as the overall polymer structure is not
found in nature.

"Molecular mass™ in the context of a water-soluble polymer of the invention
such as PEG, refers to the nominal average molecular mass of a polymer, typically
determined by size exclusion chromatography, light scattering techniques, or
intrinsic velocity determination in 1.2,4-trichlorobenzene. The polymers of the
invention are typically polydisperse. possessing low polydispersity values of less
than about 1.20.

The term "reactive” or "activated” when used in conjunction with a
particular functional group, refers to a functional group that reacts readily with an
electrophile or a nucleophile, typically present on another molecule, to undergo a
transformation. This is in contrast to those groups that require strong catalysts or
harsh reaction conditions in order to react (i.c., a "nonreactive” or "inert" group).

The term “protected” or “protecting group™ or “protective group” refers to
the presence of a moiety (i.c., the protecting group) that prevents or blocks reaction
of a particular chemically reactive functional group in a2 molecule under certain
reaction conditions. The protecting group will vary depending upon the type of

chemically reactive group being protected as well as the reaction conditions to be

PCT/LS2003/028221
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employed and the presence of additional reactive or protecting groups in the
molecule, if any. Protecting groups known in the art can be found in Greene, T.W.,
et al.. PROTECTIVE GROUPS IN ORGANIC SYNTHESIS, 3rd ed., John Wiley & Sons,
Inc.. New York. NY (1999).

As used herein. the term “functional group™ or any synonym thereof is meant to
encompass protected forms thereof.

The term “linker moiety” is used herein to refer to an atom or a collection of
atoms optionally used to link interconnecting moieties, such as a polymer segment
and an alkanal. The linker moieties of the invention may be hydrolytically stable or
may include a physiologically hydrolyzable or enzymatically degradable linkage.

A "physiologically cleavable™ or “hydrolyzable” or “degradable” bond is a
relatively weak bond that reacts with water (i.e., is hydrolyzed) under physiological
conditions. The tendency of a bond to hydrolyze in water will depend not only on
the general type of linkage connecting two central atoms but also on the
substituents attached to these central atoms. Appropriate hydrolytically unstable or
weak linkages include but are not limited to carboxylate ester, phosphate ester,
anhydrides, acetals, ketals, acyloxyalkyl ether, imines, orthoesters, peptides and

oligonucleotides.

An “enzymatically degradable linkage" means a linkage that is subject to
degradation by one or more enzymes.

A "hydrolytically stable” linkage or bond refers to a chemical bond,
typically a covalent bond, that is substantially stable in water, that is to say, does
not undergo hydrolysis under physiological conditions to any appreciable extent
over an extended period of time. Examples of hydrolytically stable linkages
include but are not limited to the following: carbon-carbon bonds (e.g., in aliphatic
chains), ethers, amides, urcthanes, and the like. Generally, a hydrolytically stable
linkage is one that exhibits a rate of hydrolysis of less than about 1-2% per day
under physiological conditions. Hydrolysis rates of representati\}e chemical bonds

. can be found in most standard chemistry textbooks.

“Alkanal” refers to the aldehyde portion of a water soluble polymer of the
invention (CHO), including the carbonyl carbon and any additional methylenes or
substituted methylenes (-C(R')(R?)- up to thelinker moiety connecting the aikanal

PCT/US2003/028221 \'
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portion of the polymer 10 the polymer segment. In naming an alkanal segment, C1
corresponds to the carbonyl carbon. The term “alkanal™ as used herein is meant to
encompass hydrate and protected forms of the aidehyde group. as well as chalcogen
analogs. One particularly preferred protected form of an alkanal of the invention is
an acetal.

*“Total number of carbonyls”, in reference to certain polymer alkanals of the
invention. is the total number of carbonyl groups contained in the polymer alkanal,
not counting the aldehyde carbon(s).

“Branched” in reference to the geometry or overall structure of a polymer
refers to polymer having 2 or more polymer “arms™. A branched polymer may
possess 2 polymer arms, 3 polymer arms, 4 polymer arms, 6 polymer arms, 8
polymer arms or more. One particular type of highly branched polymer is a
dendritic polymer or dendrimer, that for the purposes of the invention, is considered
to possess a structure distinct from that of a branched polymer.

“Branch point” refers to a bifurcation point comprising one or more atoms at
which a polymer splits or branches from a linear structure into one or more
additional polymer arms.

A “dendrimer” is a globular, size monodisperse polymer in which all bonds
emerge radially from a central focal point or core with a regular branching pattern
und with repeat units that each contribute a branch point. Dendrimers exhibit
certain dendritic state properties such es core encapsulation, making them unique
from other types of polymers.

“Substantially” or “essentially” means nearly totally or completely, for
instance, 95% or greater of some given quantity.

A “retro-Michael type product” refers to a product arising from the reverse
of a Michael-type addition reaction. A Michael addition reaction (forward
direction) refers to the addition of a nucleophilic carbon species to an electrophilic
double bond. Typically, but not necessarily, the nucleophile is an enolate or an
enamine although the nucleophile can also be an alkoxide or an amine or ather
species. The electrophile is typicall)-r an alpha, beta-unsaturated ketone, ester, or
nitrile, although other electron-withdrawing groups can also activate a carbon-
carbon double bond to nucleophilic attack A;mduct arising from the reverse (or
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backwards direction) of a Michael-type addition as described above, that is to say,
an elimination reaction resulting in the loss of a nucleophilic carbon species (that
may be but is not necessarily an enolate or enamine) and formation of an
electrophilic double bond such as an alpha, beta unsaturated ketone or the like as
described above is considered a retro-Michael type product. For example, a retro-
Michael-type reaction of mPEG-propionaldehyde results in the retro-Michael type
products, mPEG-OH and acrolein (CH=CH-CHO).

"Alkyl" refers to a hydrocarbon chain, typically ranging from about 1 to 20
atoms in length. Such hydrocarbon chains are preferably but not necessarily
saturated and may be branched or straight chain, although typically straight chain is
preferred. Exemplary alkyl groups include methyl, ethyl, propyl. butyl, pentyl, 1-
methylbutyl, 1-ethylpropyl, 3-methylpentyl, and the like. As used herein, "slkyl”
includes cycloalkyl when three or more carbon atoms are referenced.

"Lower alkyl" refers to an alkyl group containing from 1 to 6 carbon atoms,
and may be straight chain or branched, as exemplified by methyl, ethyl, n-butyl, i-
butyl, t-butyl.

"Cycloalkyl" refers to a saturated or unsaturated cyclic hydrocarbon chain,
including bridged, fused, or spiro cyclic compounds, preferably made up of 3 to
about 12 carbon atoms, more preferably 3 to about 8.

“Non-interfering substituents™ are those groups that, when present in a
molecule, are typically non-reactive with other functional groups contained within
the molecule.

The term "substituted” as in, for example, "substituted alkyl," refersto a
moiety (e.g., an alkyl group) substituted with one or more non-interfering
substituents, such as, but not limited to: C3-Cy cycloalkyl, e.g., cyclopropyl,
cyclobutyl, and the like; halo, e.g., fluoro, chioro, bromo, and iodo; cyano; alkoxy,
lower phenyl; substituted phenyl; and the like. For substitutions on a phenyl ring,
the substituents may be in any orientation (i.e., ortho, meta, or para).

“Alkoxy" refers to an -O-R group, wherein R is alkyl or substituted alkyl,

preferably C,-Cz alkyl (e.g., methoxy, ethoxy, propyloxy, benzyl, etc.), preferably
Ci-Cs.

r
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As used herein. "alkenyl” refers to a branched or unbranched hydrocarbon
group of 1 to 15 atoms in length. containing at least one double bond. such as
ethenyl, n-propenyl. isopropenyl, n-butenyl, isobutenyl, octenyl. decenyl,
tetradecenyl, and the like.

The term "alkynyl" as used herein refers to a branched or unbranched
hydrocarbon group of 2 to 15 atoms in length, containing at least one triple bond,
ethynyl, n-propynyl. isopropynyl. n-butynyl, isobutynyl, octynyl, decynyl, and so
forth.

“Aryl” means one or more aromatic rings, each of 5 or 6 core carbon atoms.
Aryl includes muitiple aryl rings that may be fused, as in naphthyl or unfused, as in
biphenyl. Aryl rings may also be fused or unfused with one or more cyclic
hydrocarbon, heteroaryl, or heterocyclic rings. As used herein, "aryl” includes
heteroaryl.

“Heteroaryl™ is an aryl group containing from one to four heteroatoms,
preferably N, O, or S, or a combination thereof. Heteroaryl rings may also be fused
with one or more cyclic hydrocarbon, heterocyclic, aryl, or heteroaryl rings.

"Heterocycle” or "heterocyclic” means one or more rings of 5-12 atoms,
preferably 5-7 atoms, with or without unsaturation or aromatic character and having
at least one ring atom which is not a carbon. Preferred heteroatoms include sulfur,
oxygen, and nitrogen.

"Substitutcd heteroaryl” is heteroaryl having one or more non-interfering
groups as substituents.

"Substituted heterocycle” is a heterocycle having one or more side chains
formed from non-interfering substituents.

“Electrophile” refers to an ion, atom, or collection of atoms that may be
ionic, having an electrophilic center, i.e., a center that is electron seeking, capable
of reacting with a nucleophile.

“Nucleophile” refers to an ion or atom or collection of atoms that may be
ionic, having a nucleophilic center, i.c., a center that is seeking an electrophilic
center, and capable of reacting with an electraphile.

“Active agent” as used herein includes any agent, drug, compound,

composition of matter or mixture which proviae.s some pharmacologic, often
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beneficial, effect that can be demonstrated in-vivo or in vitre. This includes foods,
food supplements. nutrients, nutriceuticals, drugs, vaccines, antibodies, vitamins,
and other beneficial agents. As used herein, these terms further include any
physiologically or pharmacologically active substance that produces a localized or
systemic effect in a patient.

"Pharmaceutically acceptable excipient” or "pharmaceutically acceptable
carrier” refers to an excipient that can be included in the compositions of the
invention and that causes no significant adverse toxicological effects to the patient.

*Pharmacologically effective amount,” "physiologically effective amount,”
and "therapeutically effective amount” are used interchangeably herein to mean the
amount of a PEG-active agent conjugate present in a pharmaceutical preparation that
is needed to provide a desired level of active agent and/or conjugate in the
bloodstream or in the target tissuc. The precise amount will depend upon numerous
factors, e.g., the particular active agent. the components and physical characteristics of
pharmaceutical preparation, intended patient population, patient considerations, and
the like, and can readily be determined by one skilled in the art, based upon the
information provided herein and avajlable in the relevant literature,

“Multi-functional” in the context of a polymer of the invention means a
polymer backbone having 3 or more functional groups contained therein, where the
functional groups may be the same or different, and are typically present on the
polymer termini. Multi-functional polymers of the invention will typically contain
from about 3-100 functional groups, or from 3-50 functional groups, or from 3-25
functional groups, or from 3-15 functional groups, or from 3 to 10 functional groups,
or will contain 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 or 10 functional groups within the polymer backbone.

A “difunctional” polymer means a polymer having two functional groups
contained therein, typically at the polymer termini. When the functional groups are
the same, the polymer is said to be homodifunctional. When the functional groups are
different, the polymer is said to be heterobifunctional

A basic or acidic reactant described herein includes neutral, charged, and any
corresponding salt forms thereof.
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“Polyolefinic alcohol” refers to a polymer comprising an olefin polymer
backbone. such as polyethylene. having multiple pendant hydroxyl groups attached
1o the polymer backbone. An exemplary polyolefinic alcohol is polyvinyl alcohol.

As used heremn. “non-peptidic” refers to a polymer backbone substantially
free of peptide linkages. However, the polymer may include a minor number of
peptide linkages spaced along the repeat monomer subunits, such as. for example,
no more than about 1 peptide linkage per about 50 monomer units.

As used herein, “hydrate” refers to a hydrated aldehyde resulting from
addition of a water molecuie to the aldehyde group, which replaces the carbonyl
functionality with two hydroxyl groups. Aldehydes reach equilibrium with the
comresponding hydrate n water.

The term “chalcogen analog™ refers to aldehyde analogs wherein the oxygen
atom is replaced with another heteroatom, generally sulfur, selenium, or tellurium.

The term "patient,” refers to a living organism suffering from or prone to a
condition that can be prevented or treated by administration of a polymer of the
invention, typically bul not necessarily in the form of a polymer-active agent
conjugate, and includes both humans and animals.

"Optional" or "optionally” means that the subsequently described
circumstance may or may not occur, so that the description includes instances

where the circumstance occurs and instances where it does not.

THE POLYMER

In a first aspect, the invention provides a water-soluble polymer having a
reactive aldehyde group. The polymers of the invention are unique in many
respects. They are prepared not only in high yield, but are also storage stable due to
the absence of deleterious reaction side-products that can lead to polymer chain
degradation and poor polymer polydispersity. The polymers, in particular end-
capped polymers, are additionally prepared in high purity, e.g., absent detectable
amounts of PEG-diol derived and other polymeric impucities. This feature is
particularly advantageous for preparing high molecular weight end<capped PEG
polymers, ¢.g., having a molecular weight of about 30 kDa or greater, where the

amount of PEG diol impurity in raw material such as mPEG can range from about
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2% by weight to 30% by weight or greater, depending upon the supplier.
Moreover. in certain embodiments. the polymers of the invention are less reactive
than other known polymer aldehydes. making them more discriminatory in
conjugation reactions and more stable during transformation, handling, and reaction

work-up.

GENERAL STRUCTURAL FEATURES AND ALKANAL PORTION

Generally speaking, the polymer of the invention possesses a polymer
segment connected to from about 1 to about 21 contiguous methylenes or
substituted methylenes terminating in an aldehyde function (i.c., the alkanal
portion) via an interposing linker moiety. A generalized structure corresponding to

the polymer of the invention is provided below us Structure .

R'| o
LI
POLY—X'——~C——C—H
"
4

In reference to the description above when viewed in conjunction with

Structure L.

structure I, the polymer segment is represented by POLY, the linker moiety is
represented by X’, and the contiguous methylenes (forming an alkylene chain) or
substituted methylenes (forming a substituted alkylene chain) are represented by -
CR"YRY-. More specifically, in Structure I, POLY is a water-soluble polymer
segment; X' is a linker moiety; and z' is an integer from 1 to about 21. R!, in each
occurrence, is independently H or an organic radical such as alkyl, substituted alkyl,
alkenyl, substituted alkenyl, alkynyl, substituted alkynyl, aryl, and substituted aryt.
R?, in each occurrence, is also independently H or an organic radical such as from
the group consisting of alkyl, substituted alkyl, alkenyl, substituted alkenyl,
alkynyl, substituted alkynyl, aryl, and substituted aryl. Although many of the
structures explicitly provided herein are aldehydes, it is to be understood that these -
same structures and indeed the invention as a whole is meant to extend to the
corresponding aldehyde hydrates, aldehydes i'n protected form, and chalcogen
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analogues. where the carbonyl oxvgen in structure [ is replaced by a sulfur,
selenium. or tellurium.

The present invention provides considerabie flexibility with regard to the
size of the alkylene chain connected to the aldehyde group. The carbon chain
length is considered as the carbonyl carbon (C1) plus the number of intervening
carbon atoms, (e.g., the tatal number of Cs comprising the {-C(R'}R?*)]z’ portion of
the polymer), connecting the carbonyl carbon to the linker. The carbon chain
length is typically 3 to about 22 carbon atoms, or more typically from about 4 to
about 13 carbon atoms. In reference to structure [ above, this means that the value
of z' typically ranges from 2 to about 21, or more typically from about 3 to 12.
More explicitly. the value of z’ is most typically one of the following: 1,2, 3, 4,5,
6.7.8.9,10.11. 12, or greater. Most preferred are z° values in the range from 2 to
about 8. One particularly preferred polymer alkanal of the invention is one where
z'is3.

In referring to structure I above, certain types of alkanals are particularly
preferred. Such compounds include alkanals as described above having at least one
organic radical positioned on at least one “C” in the carbon chain. The organic
radical may be any of the organic radicals mentioned above. e.g., alkyl, substituted
alkyl, alkenyl, substituted alkenyl, alkynyl, substituted alkynyl, aryl, and substituted
aryl, with alkyl being preferred. Typically, the alkyl group is straight chain lower
alkyl or branched lower alkyl such as methyl, ethyl, propyl. isopropyt, n-butyl,
isobutyl, sec-butyl, pentyl, etc., with straight chain being generally preferred. One
particularly preferred alkyl substituent is methyl.

Although the alkanal portion of the polymer may possess more than one
organic radical positioned on one or more “C"s in the carbon chain, one type of
preferred alkanal is one in which only one “C” in the carbon chain is substituted
with an organic radical and all other R! and R? are H. For exampie, regardless of
the length of the atkylene chain, preferred are alkanals where all the R' and R?
variables are H, with the exception that: (i) one of R' or R? positioned at C-2 is
alkyl, or (ii) one of R' or R? positioned at C-3 is alkyl; or (ijii) one of R' or R?
positioned at C-4 is alkyl; or (iv) one of R or R? positioned at C-5 is alkyl, and so
on. One particularly preferred type of substitdent in this regard is lower alkyl such

PCT/US2003/028221
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as methyl. ethyl, or propyl. The synthesis of an illustrative 2-methyl substituted
alkanal of the invention. mMPEG-2-methylbutyraldehyde, is described in Example
17.

In focusing at present on the atkanal portion of the polymer. certain

preferred alkanals are shown below.

O—3

POLY—X

%
92
0
|
I

29—

Structure
L-A.

Structure I-A is one where the value of z' from structure I is 3. This structure,
regardless of whether any one or more of C2, C3, or C4 is substituted with an alkyl
or other organic radical as described above, is referred to herein as a
“butyraldehyde™ or as a “butanal”. Illustrative polymer butyraldehydes of the
invention include those where the alkanal portion of the polymer is 2-
methylbutyraldehyde, 3-methylbutyraldehyde, or 4-methylbutyraldehyde, 2-
ethylbutyraldehyde, 3-ethylbutyraldehyde, or 4-cthylbutyraldehyde..

R! R! At R! O
I | l ) I
POLY—X— Co—C, T; ?z Cy—H
RR R2 R2 R2 Structure

Structure I-B is one where the value of z° from structure I is 4. This
structure, regardless of whether any one or more of C2, C3, C4, or C5 is substituted
with an alky! or other organic radical as described above, is referred to herein as a
“pentanal” or as a “valeraldehyde”. Dlustrative polymer pentanals of the invention
include those where the alkanal portion of the polymer is 2-methylpentanal, 3-
methylpentanal, 4-methylpentanal, or S-metﬁylpentnnal. Additional polymer

PCT/US2003/028221
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pentanals include those where the alkanal portion of the polymer is 2-ethylpentanal.

3-ethylpentanal, 4-ethylpentanal. or 5-ethylpentanal.

R* R'" R*" R R 0O
Co1L o1 1 10
POLY Y Cg — Cg— C|74 ?3 Tz Cy—H
R R2 R2 R2 R? Structure

Structure I-C is one where the value of 2’ in structure [ is 5. This structure,
regardless of whether any one or more of C2, C3, C4, C5 or CG is substituted with
an alkyl or other organic radical as described above, is referred to herein as a
“hexanal”. [Hustrative polymer hexanals of the invention include those where the
alkanal portion of the polymer is 2-methylhexanal, 3-methylhexanal. 4-
methylhexanal. 5-methylhexanal, 6-methylhexanal, 2-ethylpentanal, 3-
ethylpentanal, 4-ethylpentanal, or 5-ethylpentanal.

Additional alkanal components of a polymer of the invention include

heptanals, octanals. nonanals, and the like.

THE LINKER MOIETY

In turning now to the linker moiety, a linker moiety or simply “linker” of the
invention is represented generally by the variable, X*. The linker moiety is the
portion of the overall polymer that links the alkanal portion of the polymer with the
polymer segment (to be described in greater detail below). A linker of the
invention may be a single atom, such as an oxygen or a suifur, two atoms, or a
number of atoms. A linker is typically but is not necessarily linear in nature. The
averall length of the linker will typically range between 1 to about 40 atoms, where
by length is meant the number of atoms in a single chain, not counting substituents.
For instance, -CH;- counts as one atom with respect to overall linker length, -
CH,CH,0- counts as 3 atoms in length. Preferably, a linker will have a length of
about 1 to about 20 atoms, or from about 2 to ;boul. 15 atoms.
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A linker of the invention can be a single functional group such as an amide,
an ester. a urethane, or a urea. or may contain methylene or other alkylene groups
flanking either side of the single functional group. Altemnatively, a linker may
contain a combination of functional groups that can be the same or different.
Additionally, a linker of the invention can be an alkylene chain, optionally
containing one or more oxygen or sulfur atoms (i.e., an ether or thioether).
Preferred linkers are those that are hydrolytically stable. When viewed in the
context of structure I, a linker is one that when considered as part of the overall
polymer, does not result in an overall structure containing a peroxide bond (-0-O-)
or an -N-O- or -O-N- bond.

Nlustrative linkers. X', are those corresponding to either of the following
structures:

-(CH;).-D~(CHj)¢ oor '(CHZ)p‘N[r'C(O)‘Ks'(CH!)q'-

In referring to the linker structures above, the variable “c™ ranges from zero to 8;
“D" is O, NH, or S: the variable “¢” is 0 or 1; the variable “f" ranges from zero to 8;

the variable “p” ranges from zero to 8; “M” is -NH or O; “K" is NH or O; the

variable “q"” ranges from zero to 8, and the variables “r” and “s™ are each

independently O or 1.

In the context of structure I, a linker of the invention, X’, may be any of the
following: —O-, -NH-, -§-, -C(0)-, C(0)-NH, NH-C(0)-NH, 0-C(0)-NH, -C(S)-,
-CHy-, -CH;-CH;-, -CH,-CH;-CH;-, -CH;-CH;-CH;-CH;-, -O-CHj-, -CHj-0-,
-0-CH;-CH,-, -CH;-O-CH;-, -CH-CH2-0O-, -O-CHy-CH;3-CHz-,
-CH,-0-CH;-CH;-, -CH;-CH;-0-CH;-, -CH,;-CH;-CH,-O-,
-0-CH;-CH,-CH,-CHj;-, -CH;-0-CH;-CH;-CH;-, -CH-CH;-O-CH;-CH3-,
-CH,-CH,-CH,-O-CH;-, -CH>-CH,;-CH;-CH;-0-, -C(0)-NH-CH,-,
-C(0)-NH-CH;-CH;-, -CH,-C(0)-NH-CH,-, -CH,-CH;-C(0)-NH-,
-C(0)-NH-CH,-CH,-CH>-, -CH,-C(0)-NH-CH-CHj-, -CH;-CH,-C(0)-NH-CH;-,
-CH,-CH,-CH;-C(0)-NH-, -C(0)-NH-CH,-LH,-CH;-CH7-,
-CH,-C(O)-NH-CH;-CH;-CH;-, -CH;-CH;-E(O)—NH—CH:—CH;-.



10

15

25

30

WO 2004m22630 PCT/US2003/028221

-CH,-CH,-CH,-C(0)-NH-CH;-, -CH;-CH,-CH,-C(0)-NH-CH,-CH;-,
-CH,-CH;-CH;-CH,-C(0)-NH-, -C(0)-0-CH,-, -CH»-C(0)-0-CH;-, -CH,-CH;-
C(0)-0O-CH,-, -C(0)-0-CH,-CHj;-, -NH-C(Q)-CH;-, -CH,-NH-C(0)-CH;-,
-CH;-CH,-NH-C(0)-CH;-, -NH-C(0)-CH,-CH;-, -CH-NH-C(O)-CH;-CH,,
-CH;-CH,-NH-C(0)-CH,-CH,, -C(0)-NH-CH;-, -C(0)-NH-CH,-CH;-,
-0-C(0)-NH-CHj;-, -0-C(0)-NH-CH;-CH;-, -NH-CH3-, -NH-CH;-CH>-,
-CH;-NH-CH;-, -CH,-CH;-NH-CH,-, -C(0)-CH3;-, -C(0)-CH,-CH>-,
-CH,-C(0)-CHa-, -CH,-CH;-C(0)-CHj;-, -CH,-CH,;-C(0)-CH;-CH;-,
-CH;-CH,;-C(0)-, -CH;-CH,-CH,-C(0)-NH-CH;-CH;-NH-,
-CH;-CH,-CH;-C(0)-NH-CH,-CH;-NH-C(O)-,
-CH;-CH,-CH,-C(0O)-NH-CH,-CH,-NH-C(Q)-CH,-, bivalent cycloalkyl group,
-N(R®)-, -CH;-CH,-CH,-C(0)-NH-CH,-CH,-NH-C(0)-CH,-CH;-, -O-C(0)-NH-
[CH2]x-(OCH,CHj,),-, and combinations of two or more of any of the foregoing,
wherein (h) is 0 to 6, (j) is O to 20, R® is H or an organic radical selected from the
group consisting of alkyl, substituted alkyl, atkenyl. substituted alkenyl, alkynyl,
substituted alkynyl, aryl and substituted aryl. Other specific linkers have the
structures: —-C(O)NH-(CH;)1.¢NH-C(O)-, or ~-NHC(O)NH-(CH3;),.:INH-C(O)- or -
OC(O)NH-(CH3),4NH-C(O)-, where the subscript values following each methylene
indicate the possible number of methylenes contained in the linker structure, e.g.,
{CH2)\1.s means that the linker may contain 1, 2, 3, 4, 5, or 6 methylenes.

For purposes of the present disclosure, however, a series of atoms is not
considered as a linker moiety when the serics of atoms is immediately adjacent to a
polymer segment, POLY, and the series of atoms is but another monomer such that
the proposed linker moiety would represent a mere extension of the polymer chain.
For example, given the partial structure "POLY-X’-," where POLY in this instance
is defined as "CH3;O(CH;CH;0),-", the linker moiety would not be “-CH,;CH,0-"
since such a definition would merely represent an extension of the polymer. That is
not to say, however, that a linker of the invention cannot possess one or more
contiguous -CH,CH;O- portions. For example, a linker may contain one or more (-
CH;CH,;0-) subunits flanked on one or both sides by one or a combination of
illustrative linkers as provided above.

r
[ 4
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That is to say, a linker as described above can also include an oligomer such
as -(CH,CH,0),- or -(CH,CH;NH),-, where b and g each independently range from
1 to about 20. The applicants have found that the inclusion of such oligomers
within the linker can lend stability to the ultimate polymer alkanal product by
extending the distance between the aldehyde functionality and any reactive groups
contained within the linker. In this way, intramolecular interactions are disfavored,
leading to increased yields during preparation and improved stability of the polymer
alkanal product. Preferably, the variables b and g renge from about 1 to 0, or in
certain instances, range between about 1 to 6. The synthesis of an illustrative
polymer alkanal having four contiguous -(CH,CH;O)- units in the linker is
described in Example 5.

Additional examples of specific linkers containing -(CH,CH,O),- or -
(CH,CH;NH),- oligomeric scgments are shown below, where X’ includes or is

defined by the following:
«(CH3)e-De-(CH;)e-P-  or ~(CH2)p-M-C(O)-K,-(CHz)¢-T-.

In the illustrative structures above, P and T are each independently -
(CH,CH;O)»- or -(CH,CH:NH),, band g are each independently 1 to 20, and the
remaining variables are as defined above. Examples of preferred linkers of this sort
are -0-C(0)-NH-(CH;CH.0),-, -C(0)-NH-(CH;CH,0),-, -NH-C(O)-NH-
(CH.CH;O)p-, -O-C(0)-NH«CH,CH,;NH),-, -C(0)-NH-(CH,CH;NH),-, and -NH-
C(O)-NH-(CH,CH;NH),-.

In certain instances, for example, when POLY represents a linear polymer
segment, then preferably the total number of carbonyls present in the polymer
alkanal is O or 2 or greater, where the total number of carbonyls does not include
the aldehyde carbonyl(s). However, when the linker, X’ includes one or more
contiguous (-CH;CH,0-) segments, then preferably the total number of carbonyls
present in the polymer atkanal is 0, or 1, or 2, or 3, or greater.

Referring back to structure 1, in another preferred embodiment of the
invention, when X' is oxygen or includes at least one (-CH;CH;O-) segment, and 2’
ranges from 2 to 12, then at least one of R' of R? in at least one occurrence is an

organic radical as defined above or alternativély, the polymer is heterobifunctional.

PCT/US2003/028221 q>
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In such an instance where the polymer is heterobifunctional. the polymer segment,
POLY. preferably possesses a reactive group at one terminus that is not hydroxy.

Preferably, the linker is hydrolytically stable. and may contain one or more
of the following functional groups: amide, urethane. ether, thioether. or urea.
However, hydrolytically degradable linkages, such as carboxylate ester, phosphate
ester, orthoester, anhydride. imine. acetal, ketal, oligonucleotide, or peptide. may
also be present in a linker of the invention. Heteroatom linkers such as O or S, are
particularly preferred, as are linkers containing oligomeric -(CH,CH;O}- or -
(CH,CH;NH), segments as described above.

THE POLYMER SEGMENT/POLYERS FOR PREPARING A POLYMER ALKANAL

As shown in the illustrative structures above, a polymer alkanal of the
invention contains a water-soluble polymer segment. Representative POLY's
include poly(alkylene glycols) such as poly(ethylene glycol), poly(propylene
glycol) ("PPG"), copolymers of cthylene glycol and propylene glycol, poly(olefinic
alcohol), poly(vinylpyrrolidone), poly(hydroxvalkylmethacrylamide),
poly(hydroxyalkylmethacrylate), poly(sacchanides), poly(a-hydroxy acid),
poly(vinyl alcohol), polyphosphazene, polyoxazoline, poly(N-acryloylmorpholine).
POLY can be a homopolymer, an alternating copolymer, a random copolymer. a
block copolymer, an alternating tripolymer, a random tripolymer, or a block
tnipolymer of any of the above. The water-soluble polymer segment is preferably,
although not necessarily, a poly(ethylene glycol) or "PEG" or a derivative thereof.

The polymer segment can have any of a number of different geometries, for
example, POLY can be linear, branched, or forked. Most typically, POLY is linear
or is branched, for example, having 2 polymer arms. Although much of the
discussion herein is focused upon PEG as an illustrative POLY, the discussion and
structures presented herein can be readily extended to encompass any of the water-
soluble polymer segments described above.

Any water-soluble polymer having at least one reactive terminus can be
used to prepare a polymer alkanal in accordance with the invention and the
invention is not limited in this regard. Althopgh water-soluble polymers bearing

[ 4
only a single reactive terminus can be used, polymers bearing two, three, four, five,

PCT LS2003/28221
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six, seven, eight, nine. ten, eleven, twelve or more reactive termini suitable for
conversion to a polymer alkanal as set forth herein can be used. Advantageously, as
the number of itydroxy] or other reactive moieties on the water-polymer segment
increases, the number of available sites for introducing an alkanal group increases.
Nonlimiting examples of the upper limit of the number of hydroxyl and/or reactive

moieties associated with the water-soluble polymer segment include 500, 100, 80,
40, 20, and 10.

In tuming now to the preferred POLY, PEG, "PEG" includes poly(ethylene
glycol) in any of its linear, branched or multi-arm forms, including end-capped
PEG, forked PEG, branched PEG, pendant PEG, and PEG containing one or more
degradable linkage separating the monomer subunits, to be more fully described
below.

To prepare a polymer alkunal of the invention, one commonly used PEG
starting material is free PEG, a linear polymer terminated at each end with hydroxyl

groups:

HO-CH,CH;0-(CH-CH;0)u-CH,CH.-OH.

The above polymer, alpha-.omega-dihydroxylpoly(ethylene glycol), can be
represented in bricf form as HO-PEG-OH, and is also referred to herein as PEG-
diol, where “-PEG-" in "HO-PEG-OH" corresponds to:

-CH;CH;0-(CH;CH;0),.,-CH;CH;-

and (n) typically ranges from about 3 to about 4,000, or from about 3 to about
3,000, or more pret:ernbly from about 20 to about 1,000. In reference to structure I,

POLY may for example, be a hydroxy-terminated PEG such as HO-CH,CH,0-
(CH,CH;0),.1-CH;CH;-.

Another type of PEG useful for preparing the polymer alkanals of the
invention is end-capped PEG, where PEG is terminally capped with an inert end-

capping group. Preferred end-capped PEGs are those having as an end-capping -

moiety a group such as
I 4
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alkoxy, substituted alkoxy, alkenvloxy, substituted alkenyvloxy, aikynyloxy,
substituted alkynyloxy. aryloxy. substituted aryloxy. Preferred are end-capping
groups such as methoxy. cthoxy, and benzyloxy.

Referring now to structures [ and I-A through [-C. POLY. in certain
embodiments. either 1s or comprises a poly(cthylene glycol) corresponding to the
structure:

“Z-(CH,CH;O)p-* or “Z-(CH,CH;0),-CH;CH;-",

where n ranges from about 3 to about 4000, or from about 10 to about 4000, and Z
is or includes a functional group such as hydroxy, amino. ester, carbonate.
aldehyde, alkenvl, acrylate. methacrylate, acrylamide, sulfone, thiol, carboxylic
acid, isocyanate, isothiocyanate. hydrazide. maleimide, vinylsulfone,
dithiopyridine, vinylpyridine. iodoacetamide. zlkoxy, benzyloxy, silane, lipid,
phospholipid. biotin. and fluorescein. Again. the POLY structures shown
immediately above may represent linear polymer segments, or may form part of a
branched or forked polymer segment. In an instance where the polymer scgment is
branched, the POLY structures immediately above may, for example, correspond to
the polymer arms forming part of the overall POLY structure. Alternatively, in an
instance where POLY possesses a forked structure, the abave POLY structure may,
for example. correspond to the linear portion of the polymer segment prior 1o the
branch point.

POLY may also correspond to a branched PEG molecule having 2 arms, 3
arms. 4 arms, 5 arms, 6 arms, 7 arms, 8 arms or more. Branched polymers used to
prepare the polymer alkanals of the invention may possess anywhere from 2 to 300
or so reactive termini. Preferred are branched polymer segments having 2 or 3
polymer arms. An illustrative branched POLY, as described in U.S. Patent No.
5.932,462, corresponds to the structure:

PEG —
R C—
Y

PEG—Q
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In this representation. R" is a nonreactive moiety, such as H, methyl ora
PEG, and P and Q are nonreactive linkages. In a preferred embodiment, the

branched PEG polymer segment is methoxy poly(ethylene glycol) disubstituted
5 lysine.

In the above particular branched configuration, the branched polymer
segment posscsscs a single reactive site extending from the “C" branch point for
positioning of the reactive alkanal group via a linker. Branched PEGs such as these
for use in the present invention will typically have fewer than 4 PEG arms, and

10  more preferably, will have 2 or 3 PEG arms. Such branched PEGs offer the
advantage of having a single reactive site, coupled with a larger, more dense
polymer cloud than their linear PEG counterparns.

One particular type of branched PEG alkanal corresponds to the structure:
(MeO-PEG-);,G-X"-alkanal, where i equals 2 or 3, and G is a lysine or other suitable

IS amino acid residue.

An illustrative branched polymer alkanal of the invention has the structure
shown below:

mPEG,—O—-C—NH

(CH,),
N —alkanal
mrm—o—ﬁ—m 0
Y Structure V-A.
20

In this instance, the linker corresponds to C(0)-NH, optionally containing
an oligomeric -(CH2CH,O)p- or -(CH,CHaNH),- segment positioned between the
amide nitrogen and the alkanal portion of the polymer as shown in Structure V-B

below. Exemplary oligomeric segments will'possess b or g values ranging from
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about 1 to about 40. or from about | to about 30. Preferably b or g possess values
of around 20 or less. Preferably. b or g will have one of the following values: 2.3,
4,5.6,7.8,9, 10. or greater. In a particularly preferred embodiment. b or g ranges

from 2 to 6. and mPEG, and mPEGg, are the same or are different.

mPEG,——O—C—NH

(CHa),

|
o

——N—(CH,CH10)y-alkanal
mPEG, —(O—C-—NH

0

Structure V-B.

Certain embodiments are preferred for polymer alkanals having a branched
structure. For example, in one particular embodiment, for example when POLY in
Structure I is branched. then at least one of R' or R? in at least one occurrence is an
organic radical as defincd above. In alternative preferred embodiment, for example.
when POLY in Structure [ is branched, then X" includes -(CHyCH,0),- where b is
from 1 to about 20. in the instance wherc POLY comprises « lysine residue. On
occasions when POLY has 2 polymer arms, it is preferable that neither polymer arm
comprises oxygen as the only heteroatom in the instance where POLY comprises
“C-H" as a branch point.

Branched PEGs for use in preparing a polymer alkanal of the invention
additionally include those represented more generally by the forrnula G(PEG),,
where G is a central or core molecule from which extends 2 or more PEG arms.
The variable n represents the number of PEG arms, where each of the polymer arms
can independently be end-capped or alternatively, possess a reactive functional
group at its terminus, such as an alkanal or other reactive functional group.
Branched PEGs such as those represented generally by the formula, G(PEG),,
above possess 2 polymer arms to about 300 polymer arms (i.e., n ranges from 2 to

about 300). Branched PEGs such as these pr;-.'ferably possess from 2 to about 25
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polymer arms. more preferably from 2 to about 20 polymer arms, and even more
preferably from 2 to about 1S polymer arms or fewer. Most preferred are multi-
armed polymers having 3, 4, 5, 6, 7 or 8 arms.

Preferred core molecules in branched PEGs as described above are polyols.
Such polyols include aliphatic polyols having from 1 to 10 carbon atoms and from 1
to 10 hydroxyl groups, including ethylene glycol, alkane diols, alkyl glycols,
alkylidene alkyl diols, alkyl cycloalkane diols, 1,5-decalindiol, 4,8-
bis(hydroxymethyl)tricyclodecane, cycloalkylidene diols, dihydroxyalkanes,
trihydroxyalkanes, and the like. Cycloaliphatic polyols may also be employed,
including straight chained or closed-ring sugars and sugar alcohols, such as
mannitol, sorbitol, inositol. xylitol. quebruchitol. threitol, arabitol, erythritol,
adonitol. dulcitol, facose, ribose, arabinose, xylose, lyxose, rhamnose, galactose,
glucose, fructose, sorbose, mannose, pyranose, altrose, talose, tagitose, pyranosides,
sucrose, lactose, maltose, and the like. Additional aliphatic polyols include
derivatives of glyceraldehyde, glucose, ribose, mannose, galactose, and related
stereoisomers. Other core polyols that may be used include crown ether,
cyclodextrins, dextrins and other carbohydrates such as starches and amylose.
Preferred polyols include glycerol, pentaerythritol, sorbitol, and trimethylolpropane.

Muliti-armed PEGs for use in preparing a polymer atkanal of the invention
include multi-arm PEGs available from Nektar, Huntsville, Alabama. In a preferred
embodiment, a multi-armed polymer alkanal of the invention corresponds to the

following, where the specifics of the alkanal portion of the molecule are provided
elsewhere herein.

alkanal leanal alkanai
PEG PEG
alkanal-PEG-0-CH,-CH-CH,-0-(CH,CHCH,-0-),-CH,-CH-CH,-O-PEG-alkanal

n=0to4d -
Structufe XITI-A.
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Altematively, the polymer alkanal may possess an overall forked structure.
An example of a forked PEG comresponds 1o the structure: PEG-Y-CH-(X"-
[C(R")YR*))-CHO),, where PEG is any of the forms of PEG described herein. Y is
a linking group, preferably a hydrolytically stable linkage, and the other vanables
corresponding to the linker and the alkanal portion are as defined above.

Additional illustrative forked PEG alkanals derivatives correspond to the

following:

PEG-Q-CH-[(CH,)5-Xq.1-C(0)-Y-V-alkanal],

Structure XIII-

where PEG is any of the forms of PEG described herein. Q is a hydrolytically
stable linkage, such as oxygen, sulfur, or -C(O)-NH-; m ranges trom | to 10, (that
is, mcancqual 1.2,3,4,5,6,7, 8,9, or 10) but is preferably mis 1, 2, 3, or 4; X is
an optional atom, and when present. is O or N: Y is NH or O; and V is an optional
oligomeric segment such as -(CH,CHz0)p- or (CH2CH2NH),- as described
previously. An exemplary branched PEG comresponding to “*PEG™ in the above

formula is mPEG disubstituted tysine, where “PEG" corresponds to:

mPEG,—O——C—NH

(CHa)q
mPEGy —Q—C—NH
Alternatively, the PEG polymer segment for use in preparing a polymer

alkanal of the invention may be a PEG molecple having pendant reactive groups
along the length of the PEG chain rather than at the end(s), to yield a polymer
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alkanal having one or more pendant alkanal groups attached to the PEG chain by a
linker, X'.

Further, the polymer segment may possess one or more weak or degradable
linkages, such as cster linkages that are subject to hydrolysis. Other hydrolytically
degradable linkages that may be contained in POLY include carbonate. imine,

phosphate ester, and hydrazone.

Generally, the nominal average molecular mass of tht; water-soluble
polymer segment, POLY will vary. The nominal average molecular mass of POLY
typically falls in one or more of the following ranges: about 100 daltons to about
100,000 daltons; from about 500 daltons to about 80,000 daltons; from about 1,000
daltons to about 50,000 daltons: from about 2,000 daltons to about 25,000 daltons;
from about 5,000 daltons to about 20,000 daltons. Exemplary nominal average
molecular masses for the water-soluble polymer segment POLY include about
1,000 daltons, about 5,000 daltons, about 10,000 daltons, about 5,000 daltons,
about 20,000 daltons, about 25,000 daitons, about 30,000 daltons, and about 40,000
daltons. Low molecular weight POLY's possess molecular masses of about 250,
500, 750, 1000, 2000, or 5000 dal:ons.

REPRESENTATIVE POLYMER ALKANALS

Following the general description above, the following are some illustrative

structures demonstating preferred polymer alkanats in accordance with the
invention.

For example, the polymer alkanal of the invention, when linear, may possess
a homobifunctional or heterobifunctional structure according to structure I below.

A homobifunctional structure according to the structure below is one where both
termini are the same.
o | R'| o
] | |
H—C c

: 1] |
IJX' POLY X' (i: C—H
2 I_z
Hz' r Hz’

r

Structure II.

PCT/US2083/028221 (\J
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Preferved values for X' and -CR'R% are as set forth above. Panicularly
preferred structures 1n accordance with structure IT are those in which POLY is
poly(ethylene glycol), and X’ is -O-C(O)-NH-, -C(O)-NH-, -NH-C(O)-NH-, -O-

5 C(O)-NH-(CH:CH;0),-, -C(0)-NH-(CH2CH20)-, or -NH-C(0)-NH-(CH,CH,0),-
, and z' ranges from 2 to about 12, and is more preferably 2, 3, 4, 5, or 6. More

specifically, representative polymer alkanals of the invention include the following:

I'n 0
PEG—(CHa),—C-NH —(CHaCH,O), cl: g—H
[
10 ) .
Structure IH-A
AR'l o
PEG —(CHa),—C-NH—(CH;CHaNH)g — Sl .
A2
zl ]
Structure [V-A
0 ]
PEG—(CH:);-HN—‘?:-NH —{CH,CH,0), (I:———g—H
I8
15 42
Structure II1-C
0 -n'q 0
PEG—(CH:).-HN—("'.'-NH—-(cH,CHzNH),—— cl:——y:—u
a2
I

[

20 Structure IV-C,
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wherein PEG is poly(ethylene glycol), b and g are each independently 0 to
20, a is 0 t0 6. and the remaining variables are as defined previously. Preferred are
structures in which b and g range from 1 to 8 or alternatively range from 1 to about
5 6. Although z’ ranges from | to about 21, preferred are structures in which z’
ranges from 2 to 6, ¢.g., is 3 or 4.
Structural representations of two polymer alkanals where the variable “2”

(as shown in the structures immediately above) is zero are provided below.

R!? 0
it | I}
PEG —C-NH —(CH,CH,0), C—+—C—H
L
10 z
Structure III-B.
or
Q "1
PEG —C-NH —{CH;CH,NH)j— C+—C—H
Iz
R
zI
15 Structure IV-B.

An illustrative polymer butanal possesses the structure:

1Y
]
PEG —C-NH —(CH,CHy0), CI4 ?3 {I‘q Ci—H
H H H
20 - Structure II-D.

Particularly preferred PEGs corresponding to Structure [II-D above include
Z-(CH,CH;0)p- or
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1]
Z-(CHaCH20)q-C — NH
(CHa),

H
Z-{CHoCH;0),-C—NH—CH —

Additional branched structures in accordance with the invention are as

follows, where b is typically 0 to 20. s is typicallyOto 6. and d is 1, 2 or 3.

5
o A"l o
il ] il
PEGH{CH1),—C-NH —(CHsCH,0)p C C—H
L
Z!
Structure VI-A
or
10
I R'G
PEG-1-(CHa)s -NH-C-NH —(CH,CH,0}), $C4C—H
B2
2 d

Structure VI-B

In Structures VI-A and B above, PEG can be linear or branched. Preferably,
15 R'and R?in each occurrence are H, and z’ ranges from 3 to 12, and is even more
preferably 3, 4, 5, or 6. As one example, a polymer in accordance with Structure
VI-B is one where
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PEG corresponds to the struclure:

i H
Z-{CH3CH;0)4-C —N-CH <

where Z is an end-capping or functional group as described previously.

Another illustrative polymer alkanal of the invention possesses the structure
shown below:

Nu—cuz-cuz—o{-cuz-cuz—o-}-cuz-cuz-mz-cn
Qo © 3

cu:-ofcm—cu:—o}cu:—cuz-q|:-c—n
n

[+
NH—CH:—CH!—O'l-CIﬂ-CIIZ—O-]-CH!-CH!-CHZ-CH
k|

3]

Structure XIV

In the above embodiment, the polymer altkanal also has a forked structure
and is suitable for covalent attachment to two biologically active agents. The above
structure contains, in the portions exiending from the -CH-branch point, a linker
containing oligomeric -(CH;CH;0)- segments, where the number of such segments
in each portion is 3. The number of such oligomeric segments in the above
structure can be varied in accordance with the generalized description provided

above.

Further exemplary polymer alkanal structures include the following, where
the variables have been previously defined:
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H 0
| IE
POLY—X' C|2 C—H
H -
Structure VII
H H H
] i | I
H H H
Structure VII-A
P 7T T 0 (R
H——C——C :lz (li—O—(CHZCHEO),.-CH;;CHz—— o—cl: ? cl,
I!l H H H H H

Structure VIIIL.

Preferably, any one of the above structures is provided as a composition
having one or more of the unique composition features described in greater detail
below.

FEATURES OF THE POLYMER ALKANAL COMPOSITIONS FORMED AND METHODS OF
PREPARATION

The polymer alkanals of the invention possess several advantages over
previously prepared polymer aldehydes. First, the polymer alkanals are prepared in
very high yields, in part due to the simplicity of the synthetic approach employed,
particularly for the alkanals having oxygen as the linker moiety. Moreover, in
examining the stability of the butanais of the invention, it was discovered that these
types of alkanals are more stable at basic pHs than prior known polymer aldehyde
derivatives (e.g., propionaldehydes, acetaldehydes), and are formed without
significant or even detectable amounts of rr.trg—Michnel type reaction Side products.

For instance, as demonstrated in Example 3, under basic conditions, mPEG

O=0
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propionaldchyde undergoes a retro-Michael type reaction, producing mPEG-OH
and the elimination product, acrolein, in significant quantities (after 24 hours at
room temperature and pH 8. nearly 40% of the PEG-propionaldehyde had
decomposed). In contrast, mPEG butyraldehyde is significantly more stable under
basic conditions, demonstrating essentially no decomposition of this sort under the
conditions employed.

Further, the butanal polymer derivative of the invention reaches equilibrium
in water with its corresponding hydrate at about 50% hydrate, far lower than the
70% hydrate equilibrium exhibited by propionaldehyde and the 100% hydrate
exhibited by acetaldehyde. The lower reactivity of the polymer derivatives of the
invention is also evidenced by the markedly greater stability of the derivatives of
the invention under basic conditions (see Example 3 below). No acrolein byproduct
is observed during conjugation reactions between the aldehyde derivatives of the
invention and proteins or other molecules at basic pH. The lower reactivity of the
aldehyde derivatives of the invention suggests that the derivatives of the invention
are more selective, meaning the inventive derivatives are capable of reacting with
greater sclectivity or specificity with specific amino groups, particularly N-terminal
amino groups, on proteins or peptides, as opposed to non-selective or random
reaction with any number of amino groups on a pratein or peptide molecule. In
many applications, selective N-terminal attachment of the polymer backbone is
preferred to better preserve protein conformation and biological activity.

Moreover, the polymer alkanals of the invention are formed from the
corresponding acetal precursors by hydrolysis under mild acidic conditions, i.e.,
under much less harsh acidic conditions than required for either PEG acetaldehyde
or PEG propionaldehyde. If desired, such mild conditions allow direct in situ
conjugation of the polymer derivatives of the invention with proteins, peptides, or
ather molecular targets without requiring an intervening isolation step. Further, due
to the synthetic approaches employed, the polymer alkanals of the invention are
also provided in high purity, often absent iodine-containing species or that can
promote decomposition of the polymer segment.

Due to the mildness of the synthetic approach empioyed, and further due to
the stable nature of the stuctures provided he?zin. the polymer alkanals of the
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invention are additionally provided as compositions that are essentially absent retro-
Michael type reaction products. Thus. the polymer alkanal compositions provided
herein are particularlv storage stable. exhibiting very iimited amounts if any of
polymer decomposition. As an example. based on stability data collected over
time, the polymer alkanals of the invention were found to exhibit lcss than about
10% degradation of the polymer aldchyde group when stored at 40°C for 15 days.
This percent degradation was determined by NMR analysis. Additionally, provided
are linear mPEG polymer alkanals of the invention that are substantially free of the
corresponding PEG-diatkanal (i.e., a homobifunctional PEG impurity arising from
the presence of an amount of PEG-diol in the mPEG-OH raw material).

In turning now more specifically to the method for making a polymer
alkanal of the invention. a polymer alkunal is generally prepared by reacting a water
soluble polymer having at least one reactive group, Y. with a protected alkanal
reagent containing a reactive group, K. suitable for displacement by or alternatively,
reaction with Y. under conditions effective to form a water soluble polymer alkanal
in protected form. Generally, a protected alkanal reagent will possess from about 2
to about 20 carbon atoms. The water soluble polymer alkanal in protected form
thus formed is then typically hydrolyzed. for example. under acidic conditions to
form the desired water soluble polymer alkanal.

Typically. the coupling reaction (i.e., the coupling of the reactive polymer
and the protected alkanal reagent) is carried out in an organic solvent such as
toluene, chloroform, methylene chloride, acetonitrile, acetone, dioxane, methanol,
and ethanol. The reaction is preferably carried out under an inert atmosphere, at
temperatures ranging from about 20°C to about 150°C. Hydrolysis to form the
desired alkanal is typically acid-promoted, and is conducted at pHs below 7.0, with
preferred pHs ranging from about 3 to about 6.5. Hydrolysis can be carried out at a
pH of about 3, 4, 5, or 6, with lower pHs around 3 being preferred.

Detailed exampies of the synthetic appoach outlined above are provided in
Examples 1, 2, 5, and 17.

Most typically, the coupling of the polymer segment to the protected alkanal
reagent proceeds via a Williamson ether syntllesis. More specifically, the reactive

group Y of the polymer is hydroxyl (which in the presence of a strong base is
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converted to its corresponding anionic or alkoxy form), and the reactive group K on
the protected alkanal reagent acetal is a good leaving group, such as a halide
(preferubly CI- or Br-) or methy! sulfate (a sulfonate ester), that can be readily
displaced by the oxygen anion positioned at the polymer terminus. The resulting
preferred linkage is an ether linkage (O-) connecting POLY to the alkanal.
Following attachment to POLY, the protected alkanal is hydrolyzed at an
acidic pH to form the corresponding aldehyde or alkanal functional group. As
noted above, the alkanal acetals such as butanal acetal are hydrolyzed under milder
conditions than the corresponding propanal or ethanal acetals. For example, when
z' is 3 or greater, an alkanal acetal of the invention can be hydrolyzed at a pH of
about 3 or 4 or higher, particularly when R' and R? in all instances are H. As noted
in Examples 2 and 4, the butanal acetal group described therein is hydrolyzed in
about 3 hours at a pH of 3. The ability to form this alkanal functional group under
mild acidic conditions is advantageous since it enables the in situ use of the
aldehyde-functionalized polymer for conjugation to a protein or other biologically
active molecule following neutralization of the solution containing the polymer
alkanal to a suitable pH for conjugation (typically a pH of about 5 to about 10). In
contrast. linear polymer propionaldehydes require isolation prior to conjugation due
to the quantity of base required to neutralize the low pH solution and the
correspondingly greater amount of salts generated during such a neutralization step.
In the method employed. the protected alkanal reagent is typically an acetal
such as dimethyl acetal, diethyl acetal, di-isopropyl acetal, dibenzyl acetal, 2,2,2-
trichloroethyl acetal, bis(2-nitrobenzyl) acetal, S,S’-dimethyl acetal, and S,S’-
diethyl acetal. Alternatively, the acetal may be a cyclic acetal or a cyclic thioacetal.

More specifically, the protected alkanal will usually possess a structure as
follows:

Structure XI-D.

PCT/US2003/028221
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In this structure. z' is an integer from 1 to about 21. As for the polymer aldehydes
provided above. R'. 1n each occurrence. is independently H or an organic radical
selected from the group consisting of alkyl. substituted alkyl, alkenyl, substituted
alkenyl, alkynyl. substituted alkynyl. aryl, and substituted aryl: and R, in each
occurrence. is independently H or an organic radical selected from the group
consisting of alkyl, substituted alkyl. alkenyl, substituted alkenyl, alkynyl,
substituted alkynyl, aryl, and substituted aryl. W® and W® are each independently
OorS, and R*and R* are each independently H or an organic radical selected from
the group consisting of methyl, ethy!, isopropyl, benzyl, 1.1,1-trichoroethyl, and
nitrobenzyl, or when taken together. are -(CH,);- or -(CHa);-, forming a Sor 6
membered ring when considered together with W?, C,, and W".

Preferably, K is one of the following reactive groups:

9 g g 2
Cl, Br, cm—@-—ﬁ—- . CHy—$—  CFy—$— CFyCHy—$—
o .

0 o 0

[n this method. the polymer alkanal in protected form is typically formed in greater
than about 85% yield, and even more preferably in greater than about 90 to 95%
yield.

Following hydrolysis to abtain the desired aldehyde-functionalized polymer.
the product may be isolated if desired by neutralizing the reaction mixture, e.g.,
raising the pH to from about 6.0 to about 7.5, followed by extraction of the polymer
alkanal into an organic solvent, and removing the solvent, e.g., by rotary
evaporation, lyophilization, or distillation.

Due to the simplicity c‘;t‘ this approach that uses neither direct oxidative
methods nor iodine-containing species to provide the desired aldehyde function, the
products thus formed are highly pure, demonstrate enhanced storage stability in
comparision to other known polymer aldehydes, and possess low polydispersity

values (less than about 1.5, preferably less thda about 1.2. and typically
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polydispersities less than abour 1.1, 1.08, 1.05, 1.04, and 1.3). Polymers having
polydispersities as low as 1.03, 1.02 and 1.01 have been thus prepared.

An isolated polymer alkanal of the invention will preferably have a purity of
at least about 95%, based upon polymeric contaminants.

Examples 1 and 2 illustrate the formation of mPEG polymer alkanals. In
instances in which the polymer starting material is PEG-diol, one of the PEG
hydroxyl groups is generally protected prior to reaction with the protected alkanal
reagent, followed by deprotection subsequent to coupling. All illustrative polymer
protected alkanail thus formed is shown by Structure XI-E below.

]
HO~— (CHCH,0),—1 € E— OR*
L
zI

The hydroxy terminus of the PEG can then, if desired, be converted to a

Structure XI-E.

functional group to provide either 2 homobifunctional or a heterobifunctional
protected alkanal. Suitable functional groups include amino, ester, carbonate,
aldehyde, alkenyl, acrylate, methacrylate, acrylamide, sulfone, thiol, carboxylic
acid, isocyanate, hydrazide, isothiocyanate, maleimide, vinylsulfone,
dithiopyridine, vinylpyridine, iodoacetamide, and silane. Preferred are functional
groups such as N-hydroxysuccinimidyl ester, benzotriazolyl carbonate, amine,
vinylsulfone, and maleimide, N-succinimidyl carbonate, hydrazide, succinimidyl
propionate, succinimidyl butanoate, succinimidy! succinate, succinimidyl ester,
glycidyl ether, oxycarbonylimidazole, p-nitrophenyl carbonate, aldehyde,
orthopyridyl-disulfide, and acrylol.

Other representative alkanal reagents are described by the structures:

At \r'Rs
K=—{CH2CH,NH) (:; Cr—WPR4
R2 II{

7z
r

ol Structure XI-F
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|
K~—{CHzCH20)p cl: Cr—WbR?
ref )
z Structure XI-G.
S In yet another approach. a polymer alkanal of the invention is

advantageously prepared from a chromatographically purified POLY-Y. In this
way, polymer impurities, if present. and in particular difunctional impurities arising
from PEG-diol, are removed 1o enable formation of an extremely pure polymer
alkanal product as previously described. This approach is exemplified in Example
10 5. A summary of the overall synthetic approach employed. its advantages, its
applicability to the general methods described herein, as well as specific details of
the reactions carried out 1s provided in Example 5.
Although any chromatographic separation method may used, particularly
preferred is ion-exchange chromatography, where the Y in POLY-Y is an ionizable
15  group oris a derivative of an ionizable group such as a carboxylic ucid, active ester,
amine or the like.
Hlustrative polymer alkanal acetals of the invention may possess any of the

following structures, where the variables have been previously described:

Hi \IV'RS
|
POLY—X' c|: Cr—WPR®
2 |
20 Rl1, H

or

Strucrure IX.
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H Structure IX-A

In yet another approach for preparing a polymer alkanal of the invention, a
polymer alkanal can be prepared by building the polymer segment, POLY, directly
onto an acetal precursor, e.g., by direct polymerization. More specificaily, in this
method, an acetal precursor having at least one active anionic site suitable for
initiating polymerization is first provided. The anionic site of the acetal precursor is
then contacted with a reactive monomer capable of polymerizing, to thereby initiate
polymerization of the reactive monomer onto the aceta! precursor. As a result of
the contacting stcp, additional reactive monomers are added to the acetal precursor
to form a polymer chain. The contacting is allowed to continue until a desired
length of the polymer chain is reached, followed by terminating the reaction to
achieve a polymer aldehyde precursor of the invention.

The resulting polymer aldehyde precursor can be further hydrolyzed to the
corresponding alkanal as set forth above, if desired. Most preferably, the reactive
monomer is ethylene oxide and the reactive anionic site contained within the acetal
precursor is an alkoxide anion (O-), preferably accompanied by an alkali metal or
other suitable counterion. The alkoxide end group present in the acctal precursor is

active for anionic ring opening polymerization of ethylene oxide to form a polymer
alkanal of the invention.

More particularly, the acetal precursor will generully possess a structure
corresponding to:

Hi W.R3
I
X <|> C—WbR4
H! l
¢z H
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where the vanables possess the values described above. with the exception that X'
terminates in an oxygen anion. or O”(e.g., in its neutral form. X' tvpically
terminates in a hydroxyl group or -OH. that in the presence of a strong base. is
converted to the corresponding alkoxide salt). Suitable counterions include Na™
K", Li*. and Cs*. The terminating step generally comprises neutralizing the
reaction. e.g., by addition of acid. Optionally, the poiymer segment may be capped
by addition of an alkylating reagent or other reagent suitable for providing a non-
reactive terminus.

In one particular embodiment of the above method, POLY-Y corresponds to
the structure Z-(CH,CH;0),H. wherein n is from about 10 to about 4000, and Z is
selected from the group consisting of ~-OCHj. -OCH,;CH3, and -OCH»(CyHs). Ina
further embodiment. POLY-Y corresponds to the structure Z-
(CH,CH,0),CH,CH, 0" M*, where POLY-Y is prepared by anionic ring-opening
polymerization of ethylene oxide onto an cnd-capped alcoholate salt such as Z-
CH,CH,0O" M", prepared by metallation of the terminal -OH group of Z-
CH,CH,OH with a strong base. M" represents a metal counterion such as Na*, K,
Li*, Cs*, Rb*. POLY-Y thus prepured is then suitablc for reaction with a protected
alkanal reagent as descnibed above.

A gencralized scheme outlining this approach is provided herein as FIG. 1,

and the conditions for carrying out such a reaction or series of rcactions are

provided in Exampie 15.

STORAGE OF POLYMER ALKANAL REAGENTS

Preferably, the polymer alkanals of the invention are stored under an inert
atmosphere, such as under argon or under nitrogen, since the aldehyde functionality
can react with atmospheric oxygen to produce the corresponding carboxylic acid.
Due to the potentiai for reaction of the aldehyde portion of the molecule with waler
(e.g.. by exposure to moisture to form the corresponding hydrate), it is also
preferable to minimize exposure of the polymer alkanals of the invention to
moisture. Thus, preferred storage conditions are under dry argon or another dry
inert gas at temperatures below about -15 °C. , Storage under low temperature

conditions reduces the rate of hydrolysis of the polymer aldehyde to the
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corresponding hydrate form. Additionally, in instances where the polymer segment
of the polymer alkanal is PEG, the PEG portion of the alkanal can react slowly with
oxygen to form peroxides along the PEG portion of the molecule. Formation of
peroxides can ultimately lead to chain cleavage, thus increasing the polydispersity
of the PEG alkanal reagent. In view of the above, it is additionally preferred to
store the PEG alkanals of the invention in the dark.

BIOLOGICALLY ACTIVE CONJUGATES

CoOUPLING CHEMISTRY
CONFUGATION TO PROTEINS - RANDOM AND N-TERMINAL SELECTIVE

The above-described polymer alkanals are useful for conjugation to
biologically active agents or surfaces bearing at least one amino group available for
reaction. Typically, a PEG aldehyde of the invention is coupled to an amino group
by reductive amination, resulting in formation of a secondary amine linkage
between the polymer segment and the surface or biologically active agent. In
conjugating a polymer alkanal of the invention with an amino-bearing biologically
active agent or surface, the polymer alkanal is reacted with the target amino-bearing
molecule in a suitable sclvent to form the corresponding imine-linked intermediate,
which is then reduced to form a secondary amine linkage between the polymer and
the biologically active agent or surface. Reduction of the imine to the
corresponding amine is accomplished by addition of a reducing agent. Exemplary
reducing agents include sodium cyanoborohydride, sodium borohydride, lithium
aluminum hydride, and the like.

Generally, the polymer aldehydes of the invention can be used to selectively
target the modification of the N-terminus under conditions that differentiate the
reactivity of the alpha amine at the N-terminal amino acid. Certain polymer
alkanals of the invention appear to demonstrate a greater selectivity than previously
known aldehyde derivatives and, thus, are more suitable for applications where
selective N-terminus protein modification is desired. Reaction conditions for
preparing an N-terminally modified protein or peptide include (i) dissolving the
protein or peptide to be modified in a non-antine-containing buffer (e.g., at a pH
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range from about 4 to about 6.5, preferably from about 3 to 6.5. most preferably at a
pH of about 5 to 5.5). (ii) adding 10 the protein or peptide solution a polymer
alkanal of the invention, (iii) allowing the protein or peptide and polymer alkanal
to react to form the imine-coupled polymer conjugate. follwed by (iv) addition of a
reducing agent to form the corresponding secondary amine coupled polymer
conjugate. Reaction conditions for random attachment of a polymer alkanal are
essentially identicul to those described above, with the exception that the pH is
somewhat higher (to be discussed in greater detail below).

To favor N-terminus modification, a pH of about 5 to 5.5 is most preferred
since it is believed to facilitate selective N-terminus modification due to differences
in the pKa value of the amino group of an N-terminal amino acid and the amino
group of lysines. Generally speaking, conditions favoring N-terminal selectivity
include pHs below 7, and typically not lower than about 4. The most favorable pH
for promoting N-terminal selectivity can be determined by one skilled in the art,
and will depend upon the particular protein to be modified. Suitable buffers for
conducting conjugation include sodium phosphate, sodium acetate, sodium
carbonate, and phosphate buffered saline (PBS). Typically, the polymer alkanal is
added to the protein-containing solution at an equimolar amount or at a molar
excess relative to target protein. The polymer alkanal is added to the target protein
at a molar ratio of about 1:1 (polymer alkanal:protein), 1.5:1. 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1.
8:1, or 10:1. Molar excesses of PEG-ualkanal relative to target protein are typically
in the range of about 2 to 5. The reductive amination rcaction is typically carried
out at temperatures at or below about room temperature (25°C), although
temperatures may range from about -15° C to about 100° C, more preferably from
about 4°C to 37° C, for approximately one to twenty four hours. The reducing
agent is also typically added in excess, that is to say, in amounts ranging from about
a 2-fold to a 30-fold molar excess relative to polymer-protein conjugate. Preferred
is to add the reducing agent in a 10-fold to 20-fold molar excess relative to
polymer-protein conjugate. The exact reaction time is deterrnined by monitoring
the progress of the reaction over time. Progress of the reaction is typically
monitored by withdrawing aliquots from the reaction mixture at various time points
and analyzing the reaction mixture by SDS-PAGE or MALDI-TOF mass

PCT/US2003M28221
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spectrometry or any other suitable analytical method. The resulting pegylated
conjugates are further characterized using analytical methods such as MALDI.
capillary electrophoresis, gel electrophoresis, and/or chromatography.

More specifically, to couple an aldehyde polymer derivative to a protein or
peptide. a number of different approaches may be employed. One approach (i.e., a
random pegylation approach) is to covalently attach PEG to any number of lysine
residues that are surface accessible. To conduct such a reaction, a protein or
peptide (such as those exemplary biomolecules provided below) is typically reacted
with a polymer alkanal of the invention in a non amine-containing buffer at mild
pHs generally ranging from about 5 to 8. (Non-amine containing buffers are
preferred since the amino-groups in the buffer can compete with protein amino
groups for coupling to the polymer alkanal). A suitable non-amine containing
buffer is selected having an appropriate pK for the desired pH range for conducting
the conjugation chemistry. The coupling reaction generally takes anywhere from
minutes to several hours (e.g., from 5 minutes to 24 hours or more), and on average,
coupling is achieved between about 6.2 and 4 hours to form the imine-coupled
conjugate. To the reaction mixture is then added any one of a number of suitable
reducing agents as described above (e.g., sodium cyanoborohydride). The resulting
mixture is then generally allowed to react under low to ambient temperature
conditions, e.g., 4°C to 37° C for about one hour to 48 hrs. Preferably, the
reduction reaction is complete in less than about 24 hours. Random coupling is
favored at pHs around 7 to 7.5 or so, while coupling at the N-terminal is favored at
low pHs (e.g., around 5.5 or 50).

To increase the degree of modification, that is, to promote an increase in the
number of PEGs that are covalently attached at available sites on the target
molecule, any one or more of the above described conditions (e.g., molar ratio of
polymer alkanal to protein or peptide, temperature, reaction time, pH, etc.) can be
increased, either independently or simultaneously. Regardless of the molecular
weight of the PEG atkanal employed, the resulting product mixture is preferably but
not necessarily purified to separate out excess reagents, unpegylated protein (or any
target molecule), muiti-pegylated conjugates, and free or unreacted PEG alkanal.
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The random pegylation of illustrative proteins is provided in Exampies 4
and 6. Site selective pegylation of illustrative proteins is described in Examples 7
to 13.

CHARACTERIZATION/QPTIONAL SEPARATION OF PEG-MERS

Optionally. conjugates produced by reacting a PEG uldehyde of the
invention with a biologically active agent are purified to obtain/isolate different
PEGylated species. Alternatively, and more preferably for lower molecular weight
PEGs, e.g., having molecular weights less than about 20 kilodaltons, preferably less
than or equal to about 10 kilodaltons. the product mixture can be purified to obtain
a distribution around a certain number of PEGs per protein molecule. For example.
the product mixture can be purified to obtain an average of anywhere from one to
five PEGs per protein. typically an average of about 3 PEGs per protein. The
strategy for purification of the final conjugate reaction mixture will depend upon a
number of factors - the molecular weight of the polymer employed, the particular
protein, the desired dosing regimen, and the residual activity and in vivo properties
of the individual conjugate(s) species.

If desired, PEG conjugates having different molecular weights can be
isolated using gel filtration chromatography. That s 1o say, gel filtration
chromatography is used to fractionate different PEG-mers (1-mer. 2-mer. 3-mer,
etc.) on the basis of their differing molecular weights (where the difference
corresponds essentially to the average molecular weight of the PEG chains). For
example, in an exemplary reaction where a 100 kDa protein is randomly conjugated
to a PEG alkanal having a molecular weight of about 20 kDa, the resulting reaction
mixture will likely contain unmodified protein (MW 100 kDa), mono-pegylated
protein (MW 120 kDa), di-pegylated protein (MW 140 kDa), etc. While this
approach can be used to separate PEG conjugates having different molecular
weights, this approach is generally ineffective for separating positional isomers
having different pegylation sites within the protein. For example, gel filtration
chromatography can be used to separate from each other mixtures of PEG 1-mers,

2-mers, 3-mers, etc., although each of the recovered PEG-mer compositions may

r
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contain PEGs attached to different reactive amino groups (e.g., lysine residues)
within the protein.

Ge! filtration columns suitable for carrying out this type of separation
include Superdex™ and Sephadex™ columns available from Amersham
Biosciences. Selection of a particular column will depend upon the desired
fractionation range desired. Elution is generally carried out using a non-amine
based buffer, such as phosphate, acetate, or the like. The collected fractions may be
analysed by a number of different methods, for example, (i) OD at 280 nm for
protein content, (ii) BSA protein analysis, (iii) iodine testing for PEG content (Sims
G.E. C,, etal., Anal. Biochem, 107, 60-63, 1980), or altematively, (iv) by running
an SDS PAGE gel, followed by staining with barium iodide.

Separation of positional isomers is carried out by reverse phase
chromatography using an RP-HPLC C18 column (Amersham Biosciences or
Vydac) or by ion exchange chromatography using an ion exchange column, e.g., 2
Sepharose™ jon exchange column available from Amersham Biosciences. Either
approach can be used to separate PEG-biomolecule isomers having the same

molecular weight (positional isomers).

STORAGE
Depending upon the intended use for the resuiting PEG-conjugates,

following conjugation, and optionally additional separation steps, the conjugate
mixture may be concentrated, sterile filtered, and stored at low temperatures from
about -20 °C to about -80 °C. Alternatively, the conjugate may be lyophilized,
either with or without residual buffer and stored as a lyophilized powder. In some
instances, it is preferable to exchange a buffer used for conjugation, such as sodium
acetate, for 2 volatile buffer such as ammonium carbonate or ammonium acetate,
that can be readily removed during lyophilization, so that the lyophilized protein
conjugate powder formulation is absent residual buffer. Alternatively, a buffer
exchange step may be used using a formulation buffer, so that the Iyophilized

conjugate is in a form suitable for reconstitution into a formulation buffer and
ultimately for administration to a mammal. -

»
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SMALL MOLECULE CONJUGATION

The conjugation of a PEG-ulkanal of the invention to a small molecule such
as amphotericin B is conducted generally as described in Example 14, although
precise reaction conditions will vary according to the small molecule being
modified. Typically. the conjugation is conducted using a slight molar excess of
PEG reagent relative to small molecule, e.g., about 1.2 - 1.5, 10 about a § to 10-feld
molar excess. In some instances, depending upon the molecule, the small molecule
drug may actually be used in excess, such as when the PEG-small molecule
conjugate precipitates in the reaction solvent, e.g., ether, while the unreacted drug

remains in solution.

TARGET MOLECULES AND SURFACES

The reactive polymer atkanals of the invention may be uctached, either
covalently or non-covalcntly, 1o a number of entitics including films, chemical
separation and purification surfaces, solid supports, metal/metal oxide surfaces such
as gold, titanium, tantalum, niobium, aluminum, steel, and their oxides, silicon
oxide, macromolecules, and small molecules. Additionally, the polymers of the
invention may also be used in biochemical sensors, bioelectronic switches, and
gates. The polymer alkanals of the invention may also be employed as carriers for
peptide synthesis. for the preparation of polymer-coated surfaces and polymer
grafts, to prepare polymer-ligand conjugates for affinity partitioning, 1o prepare
cross-linked or non-cross-linked hydrogels. and to prepare polymer-cofactor
adducts for bioreactors.

A biologically active agent for use in coupling to a polymer of the invention
may be any one or more of the following. Suitable agents may be selected from, for
example, hypnotics and sedatives, psychic energizers, tranquilizers, respiratory
drugs, anticonvulsants, muscle relaxants, antiparkinson agents (dopamine
antagnonists), analgesics, anti-inflammatories, antianxiety drugs (anxiolytics),
appetite suppressants, antimigraine agents, muscle contractants, anti-infectives
(antibiotics, antivirals, antifungals, vaccines) antiasthritics, antimalarials,
antiemetics, anepileptics, bronchodilators, cy.t_okines. growth factors, anti-cancer

agents, antithrombotic agents, antihypertensives, cardiovascular drugs,
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antiarthythmics. antioxicants, anti-asthma agents. hormonal agents including
contraceptives, sympathomimetics, diuretics, lipid regulating agents. antiandrogenic
agents. antiparasitics. anticoagulants, neoplastics, antineoplastics, hypoglycemics,
nutritional agents and supplements, growth supplements, antienteritis agents,
vaccines, antibodies, diagnostic agents. and contrasting agents.

More particularly, the active agent may fall into one of a number of
structural classes, including but not limited to small molecules (preferably insoluble
smail molecules), peptides, polypeptides, proteins, polysaccharides, steroids,
nucleotides, oligonucleotides, polynucleotides, fats, electrolytes, and the like.
Preferably, an active agent for coupling to a polymer alkanal of the invention
possesses a native amino group, or alternatively, is modified to contain at least one
reactive amino group suitable for coupling to a polymer alkanal of the invention.

Specific examples of active agents suitable for covalent attachment to a
polymer of the invention include but are not limited to aspariginase, amdoxovir
(DAPD), antide, becaplermin, calcitonins, cyanovirin, denileukin diftitox.
erythropoietin (EPO), EPO agonists (e.g., peptides from about 10-40 amino acids in
length and comprising a particular core sequence as described in WO 96/40749),
domase alpha, erythropoiesis stimulating protein (NESP), coagutation factors such
as Factor V, Factor VII, Factor VIIa, Factor VIII, Factor IX, Factor X, Factor XII,
Factor XIII, von Willebrand factor; ceredase, cerezyme, alpha-glucosidase,
collugen, cyclosporin, alpha defensins, beta defensins, exedin-4, granulocyte colony
stimulating factor (GCSF), thrombopoietin (TPO), alpha-1 proteinase inhibitor,
elcatonin, granulocyte macrophage colony stimulating factor (GMCSF), fibrinogen,
filgrastim, growth hormones human growth hormone (hGH), growth hormone
releasing hormone (GHRH), GRO-beta, GRO-beta antibody, bone morphogenic
proteins such as bone morphogenic protein-2, bone morphogenic protein-6, OP-1;
acidic fibroblast growth factor, basic fibroblast growth factor, CD-40 ligand,
heparin, human serum albumin, low molecular weight heparin (LMWH),
interferons such as interferon alpha, interferon beta, interferon gamma, interferon
omega, interferon tau, consensus interferon; interleukins and interleukin receptors
such as interleukin-1 receptor, interleukin-2, jnterluekin-2 fusion proteins,

interleukin-1 receptor antagonist, interleukin-3, interleukin-4, interleukin-4
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receptor. interleukin-6. interleukin-8, interleukin-12. interteukin-13 receptor.
interleukin-17 receptor: lactoferrin and lactoferrin fragments, luternizing hormone
releasing hormone (LHRH), insulin, pro-insulin, insulin analogues (e.g., mono-
acylated insulin as described in U.S. Patent No. 5.922.675), amylin. C-peptide.
somatostatin, somatostatin analogs including octreotide, vasopressin. follicle
stimulating hormone (FSH), influenza vaccine, insulin-like growth factor (IGF),
insulintropin, macrophage colony stimulating factor (M-CSF), plasminogen
activators such as alteplase, urokinase, reteplase, streptokinase, pamiteplase,
lanoteplase, and teneteplase; nerve growth factor (NGF), osteoprotegerin, platelet-
derived growth factor. tissue growth factors. transforming growth factor-1, vascular
endothelial growth factor, leukemia inhibiting factor, keratinocyte growth factor
(KGF), glial growth factor (GGF), T Cell receptors, CD molecules/antigens. tumor
necrosis factor (TNF), monocyte chemoattractant protein-1, endothelial growth
factors, parathyroid hormone (PTH), glucagon-like peptide, somatotropin. thymosin
alpha 1. thymosin alpha I IIb/Illa inhibitor, thymosin beta 10, thymosin beta 9,
thymosin beta 4, alpha-1 antitrypsin. phosphodiesterase (PDE) compounds, VLA-4
(very late antigen-4), VLA-4 inhibitors, bisphosponates, respiratory syncytial virus
antibody, cystic fibrosis transmembrane regulator (CFTR) gene,
deoxyreibonuclease (Dnase), bactericidal/permeability increasing protein (BPI),
Jnd anti-CMV antibady. Exemplary monocional antibodies include etanercept (a
dimeric fusion protein consisting of the extracellular ligand-binding portion of the
human 75 kD TNF receptor linked to the Fc portion of IgG1), abciximab.
afeliomomab, basiliximab, daclizumab, infliximab, ibritumomab tiuexetan,
mitumomab, muromonab-CD3, iodine 131 tositumomab conjugate. olizumab,
rituximab, and trastuzumab (herceptin).

Additional agents suitable for covalent attachment to a polymer of the
invention include but are not limited to amifostine, amiodarone, aminocaproic acid,
aminohippurate sodium, aminoglutethimide, aminolevulinic acid, aminosalicylic
acid, amsacrine, anagrelide, anastrozole, asparaginase, anthracyclines, bexarotene,
bicalutamide, bleamycin, buserelin, busulfan, cabergoline, capecitabine,
carboplatin, carmustine, chlorambucin, cilastytin sodium, cisplatin, cladribine,

clodronate, cyclophosphamide, cyproterone, c;rtmbine. camptothecins, 13-cis
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retinoic acid, all trans retinoic acid; dacarbazine, dactinomycin, daunorubicin,
deferoxamine, dexamethasone, diclofenac, diethylstilbestrol, docetaxel,
doxorubicin, epirubicin, estramustine, etoposide, exemestane, fexofenadine,
fludarabine, fludrocortisone, fluorouracil, fluoxymesterone, flutamide, gemcitabine,
epinephrine, L-Dopa, hydroxyurea, idarubicin, ifosfamide, imatinib, irinotecan,
itraconazole, goserelin, letrozole, leucovorin, levamisole, lisinopril, lovothyroxine
sodium, lomustine, mechlorethamine, medroxyprogesterone, megestrol, melphalan,
mercaptopusine, metaraminol bitartrate, methotrexate, metoclopramide, mexiletine,
mitomycin, mitotane, mitoxantrone, naloxone, nicotine, nilutamide, octreotide,
oxaliplatin, pamidronate, pentostatin, pilcamycin, porfimer, prednisone,
procarbazine, prochlorperazine, ondansetron, raltitrexed, sirolimus, streptozocin,
tacrolimus, tamoxifen, temozolomide, teniposide, testosterone,
tetrahydrocannabinol, thalidomide, thioguanine, thiotepa, topotecan, tretinoin,
valrubicin, vinblastine, vincristine, vindesine, vinorelbine, dolasetron, granisetron;
formoterol, fluticasone, leuprolide, midazolam, alprazolam, amphotericin B,
podophylotoxins, nucleoside antivirals, aroyl hydrazones, sumatriptan; macrolides
such as erythromycin, oleandomycin, troleandomycin, roxithromycin,
clarithromycin, davercin, azithromycin, flurithromycin, dirithromycin, josamycin,
spiromycin, midecamycin, leucomycin, miocamycin, rokitamycin,
andazithromycin, and swinolide A; fluoroquinolones such as ciprofloxacin,
ofloxacin, levofloxacin, trovafloxacin, alatrofloxacin, moxifloxicin, norfloxacin,
enoxacin, grepafloxacin, gatifloxacin, lomefloxacin, sparfloxacin, temafloxacin,
pefloxacin, amifloxacin, fleroxacin, tosufloxacin, prulifloxacin, irloxacin,
pazufloxacin, clinafloxacin, and sitafloxacin; aminoglycosides such as gentamicin,
netilmicin, paramecin, tobramycin, amiléacin, kanamycin, neomycin, and
streptomycin, vancomycin, teicoplanin, rampolanin, mideplanin, colistin,
daptomycin, gramicidin, colistimethate; polymixins such as polymixin B,
capreomycin, bacitracin, penems; penicillins including penicllinase-sensitive agents
like penicillin G, penicillin V; penicllinase-resistant agents like methicillin,
oxacillin, cloxacillin, dicloxacillin, floxacillin, nafcillin; gram negative
microorganism active agents like ampicillin, gmoxicillin, and hetacillin, cillin, and

galampicillin; antipseudomonal penicillins like carbenicillin, ticarcillin, azlocillin,
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mezlocillin, and piperacillin; cephalosporins like cefpodoxime, cefprozil, ceftbuten,
ceftizoxime, ceftriaxone, cephalothin, cephapirin, cephalexin, cephradrine,
cefoxitin, cefamandole, cefazolin, cephaloridine, cefaclor, cefadroxil,
cephaloglycin, cefuroxime, ceforanide, cefotaxime, cefatrizine, cephacctrile,
cefepime, cefixime, cefonicid, cefoperazone, cefotetan, cefmetazole, ceftazidime,
loracarbef, and moxalactam, monobactams like aztreonam; and carbapenems such
as imipenem, meropenem, pentamidine isethiouate, albuterol sulfate, lidocaine,
metaproterenol sulfate, beclomethasone diprepionate, triamcinolone acetamide,
budesonide acetonide, fluticasone, ipratropium bromide, flunisolide, cromolyn
sodium, and ergotamine tartrate; taxanes such as paclitaxel; SN-38, and
tyrphostines.

Preferred small molecules for coupling to a polymer alkanal of the invention
are those having at least one amino group. Preferred molecules include
aminohippurate sodium, amphotericin B, doxorubicin, aminocaproic acid,
aminolevulinic acid, aminosalicylic acid, metaraminol bitartrate, pamidronate
disodium, daunorubicin, levothyroxine sodium, lisinopril, cilastatin sodium,
mexiletine, cephalexin, deferoxamine, and amifostine.

Preferred peptides or proteins for coupling to a polymer alkanal of the
invention include EPO, IFN-¢t, IFN-B, [FN-y, consensus IFN, Factor VII, Factor
VIII, Factor IX, IL-2, remicade (infliximab), Rituxan (rituximab), Enbrel
(etanercept), Synagis (palivizumab), Reopro (abciximab), Herceptin (trastuzimab),
tPA, Cerizyme (imiglucerase), Hepalitus-B vaccine, rDNAse, alpha-] proteinase
inhibitor, GCSF, GMCSF, hGH, insulin, FSH, and PTH.

The above exemplary biologically active agents are meant to encompass,
where applicable, analogues, agonists, antagonists, inhibitors, isomers, and
pharmaceutically acceptable salt forms thereof. In reference to peptides and
proteins, the invention is intended to encompass synthetic, recombinant, native,
glycosylated, and non-glycosylated forms, as well as biologically active fragments
thereof. The above biologically active proteins are additionally meant to
encompass variants having one or more amino acids substituted, deleted, or the like,
as long as the resulting variant protein possesses at least a certain degree of activity
of the parent (native) protein, :
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PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS

The present invention also includes pharmaceutical preparations comprising
a conjugate as provided herein in combination with a pharmaceutical excipient.
Generally, the conjugate itself will be in a solid form (e.g., a precipitate), which can
be combined with a suitable pharmaceutical excipient that can be in either solid or
liquid form.

Exemplary excipients include, without limitation, those sclected from the
group congsisting of carbohydrates, inorganic salts, antimicrobial agents,
antioxidants, surfactants, buffers, acids, bases, and combinations thereof.

A carbohydrate such as a sugar, a derivatized sugar such as an alditol,
aldonic acid, an esterified sugar, and/or a sugar polymer may be present as an
excipient. Specific carbohydrate excipients include, for example: monosaccharides,
such as fructose, maltose, galactose, glucose, D-mannose, sorbose, and the like;
disaccharides, such as lactose, sucrose, trehalose, cellobiose, and the like;
polysaccharides, such as raffinose, melezitose, maltodextrins, dextrans, starches,
and the like; and alditols, such as mannitol, xylitol, maltitol, lactitol, xylitol, sorbitol
(glucitol), pyranosyl sorbitol, myoinositol, and the like.

The excipient can also include an inorganic salt or buffer such as citric acid,
sodium chloride, potassium chloride, sodium sulfate, potassium nitrate, sodium
phosphate monobasic, sodium phosphate dibasic, and combinations thereof.

The preparation may also include an antimicrobial agent for preventing or
deterring microbial growth. Nonlimiting examples of antimicrobial agents suitable
for the present invention include benzalkonium chloride, benzethonium chloride,
benzyl alcohol, cetylpyridinium chloride, chlorobutanol, phenol, phenylethyl
alcohol, phenylmercuric nitrate, thimersol, and combinations thereof.

An antioxidant can be present in the preparation as well. Antioxidants are
used to prevent oxidation, thereby preventing the deterioration of the conjugate or
other components of the preparation. Suitable antioxidants for use in the present
invention include, for example, ascorbyl palmitate, butylated hydroxyanisole,
butylated hydroxytoluene, hypophosphorous acid, monothioglycerol, propyl gallate,
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sodium bisulfite, sodium formaldehyde sulfoxylate, sodium metabisulfite, and
combinations thereof.

A surfactant may be present as an excipient. Exemplary surfactants include:
polysorbates, such as "Tween 20" and "Tween 80," and pluronics such as F68 and
F88 (both of which are available from BASF, Mount Olive, New Jersey); sorbitan
esters; lipids, such as phospholipids such as lecithin and other phosphatidylcholines,
phosphatidylethanolamines (although preferably not in liposomal form), fatty acids
and fatty esters; steroids, such as cholesterol; and chelating agents, such as EDTA,
zinc and other such suitable cations.

Acids or bases may be present as an excipient in the preparation.
Nonlimiting examples of acids that can be used include those acids selected from
the group consisting of hydrochloric acid, acetic acid, phosphoric acid, citric acid,
malic acid, lactic acid, formic acid, trichloroacetic acid, nitric acid, perchloric acid,
phosphoric acid, sulfuric acid, fumaric acid, and combinations thereof. Examples
of suitable bases include, without limitation, bases sclected from the group
congisting of sodium hydroxide, sodium acetate, ammonium hydroxide, potassium
hydroxide, ammonium acetate, potassium acetate, sodium phosphate, potassium
phosphate, sodium citrate, sodium formate, sodium sulfate, potassium sulfate,
potassium fumerate, and combinations thereof.

The pharmaceutical preparations encompass all types of formulations and in
particular those that are suited for injection, e.g., powders that can be reconstituted
as well as suspensions and solutions. The amount of the conjugate (i.e., the
conjugate formed between the active agent and the polymer described herein) in the
composition will vary depending on a number of factors, but will optimally be a
therapeutically effective dose when the composition is stored in a unit dose
container (e.g., a vial). In addition, the pharmaceutical preparation can be housed in
a syringe. A therapeutically effective dose can be determined experimentally by
repeated administration of increasing amounts of the conjugate in order to
determine which amount produces a clinically desired endpoint.

The amount of any individual excipient in the composition will vary
depending on the activity of the excipient and particular needs of the composition.
Typically, the optimal amount of any individl:al cxcipient is determined through



10

15

20

30

WO 2004/022630

-67-

routine experimentation, i.e., by preparing compositions containing varying
amounts of the excipient (ranging from low to high), examining the stability and
other parameters, and then determining the range at which optimal performance is
attained with no significant adverse effects.

Genenlly, however, the excipient will be present in the composition in an
amount of about 1% to about 99% by weight, preferably from about 5%-98% by
weight, more preferably from about 15-95% by weight of the excipient, with
concentrations less than 30% by weight most preferred.

These foregoing pharmaceutical excipients along with other excipients are
described in "Remington: The Science & Practice of Pharmacy”, 19™ ed., Williams
& Williams, (1995), the "Physician’s Desk Reference”, 52" ed., Medical
Economics, Montvale, NJ (1998), and Kibbe, A.H., Handbook of Pharmaceutical
Excipients, 3" Edition, American Pharmaceutical Association, Washington, D.C.,
2000.

The pharmaceutical preparations of the present invention are typically,
although not necessarily, administered via injection and are therefore generally
liquid solutions or suspensions immediately prior to administration. The
pharmaceutical preparation can also take other forms such as syrups, creams,
ointments, tablets, powders, and the like. Other modes of administration are also
included, such as pulmonary, rectal, transdermal, transmucosal, oral, intrathecal,
subcutaneous, intra-arterial, and so forth.

As previously described, the conjugates can be administered injected
parcnteraily by intravenous injection, or less preferably by intramuscular or by
subcutaneous injection. Suitable formulation types for parenteral administration
include ready-for-injection solutions, dry powders for combination with a solvent
prior to use, suspensions ready for injection, dry insoluble compositions for
combination with a vehicle prior to use, and emulsions and liquid concentrates for

dilution prior to administration, among others.

METHODS OF ADMINISTERING

The invention also provides a methog for administering a conjugate as

provided herein to a patient suffering from a Condition that is responsive to

PCT/US2003/028221 [}
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treatment with conjugate. The method comprises administering, generally via
injection, a therapeutically effective amount of the conjugate (preferably provided
as part of a pharmaceutical preparation). The method of administering may be used
to treat any condition that can be remedied or prevented by administration of the
particular conjugate. Those of ordinary skill in the art appreciate which conditions
a specific conjugate can effectively treat. The actual dose to be administered will
vary depend upon the age, weight, and general condition of the subject as well as
the severity of the condition being treated, the judgment of the health care
professional. and conjugate being administered. Therapeutically effective amounts
are known to those skilled in the art and/or are described in the pertinent reference
texts and literature. Generally, a therapeutically effective amount will range from
about 0.001 mg to 100 mg, preferably in doses from 0.01 mg/day to 75 mg/day, and
more preferably in doses from 0.10 mg/day to 50 mg/day.

The unit dosage of any given conjugate (again, preferably provided as part
of a pharmaceutical preparation) can be administered in a variety of dosing
schedules depending on the judgment of the clinician, needs of the patient, and so
forth. The specific dosing schedule will be known by those of ordinary skill in the
art or can be determined experimentally using routine methods. Exemplary dosing
schedules include, without limitation, administration five times a day, four times a
day, three times a day, twice daily, once daily, three limes weekly, twice weekly,
once weekly, twice monthly, once monthly, and any combination thereof. Once the
clinical endpoint has been achieved, dosing of the composition is halted.

One advantage of administering the conjugates of the present invention is
that individual water-soluble polymer portions can be cleaved off., such a result is
advantageous when clearance from the body is potentially a problem because of the
polymer size. Optimally, cleavage of each water-soluble polymer portion is
facilitated through the use of physiologically cleavable and/or enzymatically
degradable linkages such as urethane, amide, carbonate or ester-containing
linkages. In this way, clearance of the conjugate (via cleavage of individual
water-soluble polymer portions) can be modulated by selecting the polymer
molecular size and the type functional group that would provide the desired

clearance properties. One of ordinary skill in the art can determine the proper
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molecular size of the polymer as well as the cleavable functional group. For
example, one of ordinary skill in the art, using routine experimentation, can
determine a proper molecular size and cleavable functional group by first preparing
a variety of polymer derivatives with different polymer weights and cleavable
functional groups, and then obtaining the clearance profile (e.g., through periodic
blood or urine sampling) by administering the polymer derivative to a patient and
taking periodic blood and/or urine sampling. Once a series of clearance profiles
have been obtained for each tested conjugate, a suitable conjugate can be identified.
All articles, books, patents, patent publications and other publications

referenced herein are incorporated by reference in their entireties.
EXAMPLES

It is to be understood that while the invention has been described in
conjunction with certain preferred specific embodiments thereof, the foregoing
description as well as the examples that follow are intended to illustrate and not
limit the scope of the invention. Other aspects, advantages and modifications

within the scope of the invention will be apparent to those skilled in the art to which
the invention pertains.

MATERIALS AND METHODS.

All PEG reagents referred to in the appended examples are commercially
available unless otherwise indicated. All NMR data was generated by a 300 MHz
NMR spectrometer manufactured by Bruker.

Lysozyme was obtained from Sigma.

EXAMPLE |
2K)-B E
LBu0-

CHyO-PEGax-OH + CI-CH,(CH,);-CH(OCH,CH,), g oo-CH 0-PEGax-O-CH(CHy)-CH(OCH,CHy)y
. 10l

r
xr
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A. Prepuration of mPEG (2K Da)-Butyraldehvde, diethyl acetal,

_OCH;CHy
CH10-(CH2CH20)xp-CH2CH2CHZCH
OCH,CHs

A mixture of mPEG (2K Da) (2.0g) and toluene (30 mL) was azeotropically
dried by distilling off toluenc under reduced pressure. The dried mPEG, molecular
weight, 2 kilodaltons, was dissolved in anhydrous toluene (15 ml) to which was
added a 1.0 M solution of potassium tert-butoxide in tert —butanol (4.0 mi, 0.004
moles) and 4-chlorobutyraldehyde diethyl acetal (0.5 g, 0.00277 moles) (Alfa
Aesar). The mixture was stirred at 100-105° C overnight under an argon
atmosphere. After cooling to room temperature, the mixture was filtered and added
to 150 ml cthyl cther a1 0-5°C. The precipitated product was filtered off and dried
under reduced pressure. Yield: 1.6 g. The reaction proceeded in essentially a
quantitative yield. That is to say, essentially all of the mPEG starting material was
converted to the corresponding diethyl acetal, based upon the absence of hydroxyl
protons corresponding to mPEG-OH starting material according to 'H NMR.

NMR {de-DMSO): 1.09 ppm (t, CH;3-C-) 1.52 ppm (m, C-CH,-CH; -), 3.24 ppm (s,
-OCHj,), 3.51 ppm (s, PEG backbone), 4.46 ppm (t, -CH, acetal).

B. Preparation of mPEG (2kD)-Butvraldehyde
0O
HOH. H* I
CH;0-PEG;k-0-CHy(CH,),-CH(OCH;CH, ), ——3» CH;0-PEG,¢-O-CH5(CH,),-C-H

A mixture of mPEG (2K Da) butyraldehyde, diethyl acetal (1.0 g) from A.
above, deionized water (20 ml), and an amount of 5% phosphoric acid to adjust the
pH to 3.0, was stirred for 3 hours at room temperature. To this mixture was added
sodium chloride (1.0 g) and the pH was adjusted to 6.8 by addition of 0.1 M
sodium hydroxide. The product, mPEG (2kD) butyraldehyde, was extracted with
dichloromethane (3 x 20 ml). The extract was dried with anhydrous magnesium
sulfate and the solvent was distilled off under,reduced pressure to provide the
mPEG butyraldehyde product in isolated t'ormf Yield: 0.72g.
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The reaction proceeded in essentially a quantitative yield. That is to say,
essentially all of the mPEG butyraldehyde diethyl acetal was converted to the
corresponding aldehyde, based upon the absence of hydroxyl protons corresponding
to mPEG-OH starting materia} as wel as absence of hydroxyl protons
corresponding to diethyl acetal according to "H NMR.

NMR (ds-DMSO): 1.75 ppm (p, -CH;-CH;-CHO-) 2.44 ppm (dt, -CH; -CHO), 3.24
ppm (s, -OCHj3), 3.51 ppm (s, PEG backbone), 9.66 ppm (t, -CHO).

EXAMPLE 2
Y E 3 DE

A. Preparation of mPEG (30K Da)-Butyraldehyde, diethyl acetal
mPEG;4-0-CH,(CH;),-CH(OCH,CH,),

A mixture of mPEG (30 kD) (60% solution in toluene, 3.30g), toluene (30
ml) and BHT (butylated hydroxytoluene, 0.004 g) was azeotropically dried by
distilling off the solvent under reduced pressure. The dried mPEG 30K was
dissolved in anhydrous toluene (15 ml), and to this solution was added 1.0 M
potassium tert-butoxide in tert —butanol (4.0 mt, 0.004 males), 4-
chlorobutyraldehyde diethyl acetal (0.5 g, 0.00277 moles) (Alfa -Aesar), and
potassium bromide (0.05g). The resulting mixture was stirred overnight at 105°C
under argon atmosphere. The mixture was filtered, concentrated to dryness under
reduced pressure and the crude product was dissolved in 20 ml of dichloromethane.
This product-containing solution was added to ethyl ether (300 ml) at room
temperature to precipitate the product. The precipitated product was isolated by
filtration and dried under reduced pressure. Yield: 1.92 g.

" NMR (ds-DMSO): 1.09 ppm (t, CH3-C-) 1.52 ppm (m, C-CHz-CH; -), 3.24 ppm (s,

-OCH,), 3.51 ppm (s, PEG backbone), 4.46 (t, -CH, acetal).

Based upon yields and analysis of the product, substitution of the acetal
reagent at the hydroxy-terminus of the mPEG-OH reagent proceeded at a very high
efficiency, that is to say, at essentially 100% substitution. The resulting product,
without requiring further purification, was prgduced in high purity, without



10

15

20

25

30

WO 2004422630 PCT/US2003/024221

-72-

detectable or significant amounts of unreacted mPEG-OH. Typically, the alkanal or
acetal polymers of the invention are produced in high purities-that is to say,
typically, the desired alkanal product is present in the final composition in at least
85% purity, preferably at least 90% purity, and even more preferably, in at least
95% purity.

B. Preparation of mPEG (30K Da)-Butyraldehyde
mPEG4¢-0-CH,(CH,),-C(O)H

A mixture of mPEG (30K Da) butyraldehyde, diethy! acetal (1.0 g), from A.
above, deionized water (20 mL), and an amount of 5% phosphoric acid 10 adjust the
pH to 3.0 was stirred for 3 hours at room temperature. To this mixture was added
sodium chloride (1.0 g), and the pH was adjusted to 6.8 by addition of 0.1 M
sodium hydroxide. The product was extracted with dichloromethane (3 x 20 ml).
The extract was dried with anhydrous magnesium sulfate and the solvent was
removed by distillation. The wet product was dried under reduced pressure. Yield:
0.82 g.
NMR (ds-DMSO): 1.75 ppm (p, -CH,-CH;-CHO-) 2.44 ppm (dt, -CH; -CHO), 3.24
ppm (s, -OCHjy), 3.51 ppm (s, PEG backbone), 9.66 ppm (t, -CHO).
Substitution: ~100%.

Conversion to the comresponding aldehyde proceeded in essentially

quantitative yield.

EXAMPLE 3

TIVE STABILITY OF MPEG-PROPIONALD AND MPEG-
BUTYRALDEHYDE AT BASIC PH
Methoxy-PEG-propionaldehyde and mPEG-butyraldehyde were each
expased to high pH conditions for prolonged periods of time to compare the relative

stability of each polymer under basic pH conditions. As indicated below,
significant amounts of propionaldehyde PEG rcacted under these conditions to form
mPEG-OH and release acrolein (due to a retro-Michael type reaction), while no loss

of the PEG butyraldehyde compound was detected. The details of this experiment
are provided below. ’
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A. Stability of mPEG(2K Da)-Butyraldehyde at Basic pH
mPEG(2K Da)-butyraldehyde (from Example 1) (0.5g) was dissolved in 10

ml 5SmM phosphate buffer (pH = 8.0) and the resulting solution was stirred for 24h
at room temperature. NaCl (0.5g) was added and the product was extracted with
methylene chloride (3 x 10 ml). The extract was dried with anhydrous magnesium
sulfate and the solvent was distilled off under reduced pressure at 25° C,

Based upon '"H NMR analysis, the product was unchanged. That is to say,
no decompoasition of the PEG-butanal was detected, even after an extended period

of time under these basic pH conditions.

B. Stability of mPEG(5K Da)-Propionaldehyde at Basic pH

mPEG(5K Da)-Propionaldehyde (Shearwater Corporation, aldehyde
substitution 82%) (0.5g), was dissolved in 10 ml SmM phosphate buffer (pH = 8.0).
The resulting solution was stirred for 24h at room temperature. Gas
chromatography headspace analysis showed that the solution contained acrolein
(CH,=CH-CHO), resulting from an elimination reaction under basic conditions
such as those typically employed for protein conjugation. NaCl (0.5g) was added
and the product was extracted with methylene chloride (3 x 10 ml). The extract was
dried with anhydrous magnesium sulfate and the solvent was distilled off under
reduced pressure at 25° C,

Based upon '"H NMR analysis, the substitution of mPEG(5K Da)-
propionaldehyde dropped to 62% (that is to say, 38% of the PEG-propanal had
decomposed) , and the product contained a substantial amount of mPEG-OH,

arising from the loss of the C-3 segment corresponding to the propanal portion of
the PEG-propanal.

[
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ExamPLE4
PEGYLATION OF LYSOZYME
o)
Lysozymc-NH 2+ CHJO-PEG?_K-O-CHQ(CHz):'C-H s
Lysozyme-NH-CHr(CH-_: )2-CH2'O-PEGZ|‘-OCH3

(“Lysozyme-NH," is meant to indicate the lysozyme molecule with one of its
reactive amino groups shown).

A. RANDOM PEGYLATION USING & 2 KD PEG ALKANAL. The model
protein, lysozyme, an 129 amino acid secretory enzyme, was used to demonstrate
coupling of an alkanal polymer of the invention to an illustrative protein.
Lysozyme contains six lysine residues as potential sites for pegylation.

Lysozyme (2.1 mg) was dissolved in | ml of 50 mM phosphate buffer (pH
7.6) to which was added mPEG (2kD)-butyraldehyde (from Example 1, 1.5 mg).
To this solution was added the reducing agent, NaCNBH; (sodium
cyanoborohydride), and the solution was stirred for 24 h at room temperature. The
resulting lysozyme conjugate possesses PEG chains coupled to lysozyme amino
groups by an invervening -(CH;)4—chain.

The reaction product was analyzed by Matrix Assisted Laser Desorption
Ionization Time-of-Flight (MALDI-TOF) mass spectrometry and displayed peaks
corresponding to three PEGylated species of lysozyme at 16208 Da, 18422 Da, and
20520 Da, differing in mass by approximately 2000 Da (corresponding to the size
of the PEG butanal reagent), as well as unmodified protein. The mass of
unmodified (native) lysozyme by MALDI-TOF was determined 10 be 14153. Thus,
the conjugate formed was really a mixture of monopegylated protein, di-pegylated
protein, and tri-pegylated protein (1-mer, 2-mer and 3-mer).

The above demonstrates random pegylation of an illustrative protein of the
invention to yield a distribution of pegylated products. If desired, the reaction
mixture can be further separated to isolate the individual PEG conjugates, that is,
lysozyme having one PEG molecule attached thereto, lysozyme having two PEGs

attached, and lysozyme having three PEGs attached. Within each of the conjugate
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compositions described above (1-mer, 2-mer, 3-mer), the PEG molecule may be

attached to different reactive amino sites within the lysozyme molecule.

B. PEGYLATION USING A 5 KD PEG AL MPEG-2-
ALDEHYDE.

Conjugation of the model protein, lysozyme, is repeated using the alpha
branched PEG reagent, mPEGs;p-2-methylbutyraldehyde. Lysozyme (3 mg) is
dissolved in approximately 1 mL of sodium phosphate buffer at a pH ranging from
about 5.5 to 7.5. A two to five-fold molar excess of the PEG reagent, mPEGs;p-2-
methylbutyraldehyde, is added to the lysozyme solution, and the resulting solution
is placed on a rotary mixer and allowed to react at room temperature. After
approximately 15 minutes, a 20-fold molar excess of NaCNBH]j is added and the
reaction allowed to continue. Aliquots are withdrawn at various time intervals (4
hours, 8 hours, 12 hours, 16 hours, etc.) and the reaction progress is monitored by
SDS-PAGE and MALDI-TOF mass spectrometry.

Upon compietion of the reaction, the resulting conjugate mixture is
concentrated, sterile filtered, and stored under low temperature conditions (-20°C to

-80°C) until further use.

EXAMPLE 5 :
PREPARATION OF BRANCHED PEG?2(40.3 KDA)- BUTYRALDEHYDE
The preparation of an exemplary polymer alkanal having a branched PEG
segment is provided below.

SUMMARY. The overall synthesis involved first the coupling of a
tetra(ethylene glycol) spacer to a reactive alkanal precursor, 4-chlorobutyraldehyde
diethyl acetal. The introduction of an oligomeric ethylene glycol spacer provides
greater stability to the resulting product by extending the chain length between the
reactive aldehyde (or acetal) group and a reactive group that may be contained in

the linker moiety, X', thereby minimizing the occurrence of potential side reactions
and improving yields.
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The use of an oligomeric spacer, such as tetraethylene glycol, also provides
a reactive functional group, in this instance, hydroxy, that can be converted, if
necessary, for coupling to a polymer segment that has been chromatographically
purified to remove polymeric impurities such as PEG-diol, mPEG-OH, and the like.
In this way, undesired functionalized polymeric impurities such as PEG-dialdehyde
(resulting from PEG diol) and the like are removed from the PEG segment prior to
coupling to the alkanal precursor to provide the ultimate product, a water soluble
polymer alkanal that is essentially free of polymeric impurities.

Turning to the specific reaction below, the coupling of the tetra(ethylene
glycol) spacer to 4-chlorobutyraldehyde diethyl acetal leads to formation of the
desired mono-alkanal product contaminated with di-alkanal product and starting
tetra(ethylene glycol). However, a straightforward work-up that utilizes the
differences in solubility of all of the components in the reaction mixture allows for
the ready preparation of highly pure monoalkanal product, that is to say, having the
alkanal (acetal) function substituted on only one of the reactive hydroxy groups of
the tetra{ethylene glycol) molecule. (REACTION A.). The product from REACTION
A was then converted to the commesponding mesylate by reaction with
methanesulfonyl chloride, i.e., the free hydroxy group of the tetra(ethylene glycol)
was converted first to the mesylate (REACTION B), followed by conversion of the
mesylate to a primary amino group (REACTION C). The reactive amino group of the
acetal reagent was then coupled to an illustrative branched polymer backbone
segment having a reactive carbonyl carbon suitable for reaction with the amino
group of the acetal reagent. The precursor to the PEG reactant, mPEG-
disubstituted lysine, was purified by ion exchange chromatography prior to
conversion to the corresponding activated ester to remove polymeric impurities.
The N-hydroxysuccinimidyl ester of mPEG-disubstituted lysine was then reacted
with an amino-alkanal acetal, via formation of an amide bond, to form the resulting
branched PEG-spacer-alkanal acetal. The acetal was then readily hydrolyzed in the
acid-catalyzed reaction to form the corresponding alkanal, and in particular, the 2-
arm branched PEG (40KDa) butyraldehyde.

L%l
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This synthetic approach, i.c., is not limited to branched polymer segments
but may be employed for polymer segments having any of the herein described

geometries.

5 SUMMARY OF OVERALL SYNTHESIS:

L
HO-(CH,CH20)H + C1-CHy(CH;)3-CR(OCH,CHy), :‘-T';H—h- HO-(CH,CH0), -CHy{CHy);-CH(OCH,CHy)a

CH3S0,C1
HO-(CH,CH70)s -CHy(CHy)-CHOCH,CHy)y P CHS0;0-(CH;CH10),-CHy(CH,),-CH(OCH,CH3)

NH,OH
CHyS0;0-(CHCHO)-CHY(CH,)y-CHIOCH, CHy)y  ———3»-  HyN-(CH,CH0)-CHy(CHy)y CH(OCH, CHy )

(o]
CHA0-(CHZCHLON-C — NH
| Ha)s . HaN-(CH;CHy0)-CHa(CHz)-CH(OCH,CHy)y  — 3>
(o]
1]
CHy0-(CHZCHO)y-C—NH—CH —C(O)ONHS

i0

il
CHg0-{CHzCH20),-C — NH
(CHa),

0 | H* HOH
CH30-{CHzCHzQ)-C—NH—CH —C{0) HN-(CH,CH,0),-CHa(CH;),-CH(OCH,;CHy); —P

]
CHyO-(CHgCHZ0),-C = NH

(CHa),
e |
CH30-{CHzCH,0)y-C—NH—CH —C(0) HN-(CH;CH,0),-CH3(CH;),-CHO

15

Tetra(ethviene 1} mono-but de, diethyl aceta
HO-(CH,CH;0),CH,CH,0-CHy(CH,),-CH(OCH,CH,),
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A mixture of tetra(ethylenc glycol) (97.1g, 0.500 moles) and toluene (200
ml) was azeotropically dried by distilling off tolucne under reduced pressure (rotary
evaporator). The dried tetra(ethylene glycol) was dissolved in anhydrous toluene
(180 ml) and 1.0 M solution of potassium tert-butoxide in tert-butanol (120.0 mi,
0.120 moles) and 4-chlorobutyraldehyde dicthyl acetal (18.1 g, 0.100 moles) (Alfa
Aesar) were added. The mixture was stirred at 95-100 °C overnight under argon
atmosphere. After cooling to room temperature, the mixture was filtered and the
solvents were distilled off under reduced pressure. The crude product was dissolved
in 1000 ml deionized water and the resulting solution was filtered through active
carbon. Sodium chloride (10g) was added and the product was extracted with
dichloromethane (250, 200, and 150 ml). The extract was dried (over MgSQ,) and
the solvent was distilled off under reduced pressure (by rotary evaporation).

The crude product was dissolved in 300 ml 10% phosphate buffer (pH =
7.5) and impurities were extracted with ethyl acctate (2 x 50 ml). The product was
extracted with dichloromcthane (200, 150, and 100 ml). The extract was dried (over
MgSQO;) and the solvent was distilled off under reduced pressure (by rotary
evaporation).
Yield: 20.3 g. NMR (dg-DMSO): 1.10 ppm (1, CH;-C-) 1.51 ppm (m, C-CH;-
CH; -), 3.49 ppm (bm. -OCH;CH,;0-), 4.46 ppm (t, -CH, acetal), 4.58 ppm (, -OH).
Purity: ~100% (no signs of unreacted starting materials).

B. Tetra(ethylene glycol)-a-mesylate-ur-butyraldehyde, diethyl acetal,
CH,-5(0),-0-(CH,CH,;0),CH;CH,0-CH,(CH,),-CH(OCH,CH,),

A mixture of tetra(ethylene glycol) mono-butyraldehyde, diethyl acetal
(12.5g, 0.037 moles) and toluene (120 ml) was azeotropically dried by distilling off
toluene under reduced pressure (rotary evaporator). The dried tetra(ethylene
glycol) mono-butyraldehyde, dicthyl acetal was dissolved in anhydrous toluene
(100 ml) To the solution was added 20 ml of anhydrous dichloromethane and 5.7
ml of triethylamine (0.041 moles). Then 4.5g of methanesulfonyl chloride (0.039
moles) was added dropwise. The solution was stirred at room temperature under a
nitrogen atmosphere overnight. Next sodium garbonate (5 g) was added, the

PCT/US2003/028221
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mixture was stirred 1h. Then the solution was filtered and solvents were distilled off
under reduced pressure (rotary evaporator).

1.10 ppm (t, CH3-C-) 1.51 ppm (m, C-CH>-CHj, -), 3.17 ppm (s, CHs-
methanesulfonate), 3.49 ppm (bm, -OCH;CH,0-), 4.30 ppm (m, -CH;-
methanesulfonate), 4.46 ppm (t, -CH, acetal).

Purity: ~100%.

H,N-(CH,CH;0),CH;CH,;0-CH;(CH,),-CH(OCH,CH,),

A mixture of tetra{ethylene glycol)-ai-mesylate-o-butyraldehyde, diethyl
acetal (14.0g), concentrated ammonium hydroxide (650 ml), and ethyl alcohol (60
ml) was stirred 42 h at room temperature. Next all volatile materials were distilled
off under reduced pressure. The crude product was dissolved in 150 ml deionized
water and the pH of the solution was adjusted to 12 with 1.0 M NaOH. The product
was extracted with dichloromethane (3 x 100 mi). The extract was dried (MgSO4)
and the solvent was distilled off under reduced pressure (rotary evaporator).
Yield 10.6g. NMR (D;0): 1.09 ppm (t, CH3-C-) 1.56 ppm (m, C-CH;-CH; -), 2.69
ppm (t, CHy-N), 3.56 ppm (bm, -OCH,CH;0-}, 4.56 ppm (t, -CH, acetal). Purity:
~100%. '

D. Branched 2(40.3 KDa)-butyraldehyde, diethyl acetal
mPEG-0-C(0)-NH

(?th
mPEG-0O-C(O)-NH- CH—C(O)-NH-(CHzCHzO).;-CHzCHzCHz-CH(OCHzCH:}:

PEG2 (40 KDa)-N-hydroxysuccinimide was prepared from the
corresponding PEG2-lysine as described in U.S. Patent No. 5,932,462 (Harris, J., ¢t
al.). The precursor PEG-2 lysine, a branched PEG having an ionizable carboxyl

r
r
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group, was purified by ion exchange chromatography, as also described in U.S.
Patent No. 5,932,462.

To a solution of PEG2 (40 KDa)-N-hydroxysuccinimide (5.0g, 0.000125
moles) (Shcarwater Corporation) in methylene chloride (100 ml), tetra(ethylene
glycol)-c-amino-w-butyraldchyde, diethyl acetal (0.50g, 0.000148 moles) and
triethylamine (0.035 ml) were added and the reaction mixture was stirred overnight
at room temperature under an argon atmosphere. The solvent was evaporated to
dryness using a rotary evaporator. The crude product was dissolved in methylene
chloride and precipitated with isopropyl alcohol. The wet product was dried under
reduced pressure. Yield 4.8 g.

NMR (ds-DMSO): 1.10 ppm (t, CH,-C), 1.51 ppm {(m, C-CH,-CH; -), 3.24 ppm (s,
-OCHa), 3.51 ppm (s, PEG backbone), 4.46 ppm (t, -CH-, acctal). Substitution:
~100%.

E. Branched PEG2(40.3 KDa)- butyraldchyde
mPEG-0-C(0)-NH

0
((IJHz).a "

mPEG-0-C(0)-NH- CH——C(0)-NH-(CH,CH,0),-CH,CH,CH.-C-H

Branched PEG2(40.3 KDa)-butyraldehyde, diethy! acetal (4.8g) was
dissolved in 100 ml water and the pH of the solution was adjusted to 3 with diluted
phosphoric acid. The solution was stirred for 3 hours at room temperature, followed
by addition of 0.5 M sodium hydroxide sufficicnt to adjust the pH of the solution to
about 7. The product was extracted with methylene chloride, and the extract dried
with anhydrous magnesium sulfate. The solvent was distilled off under reduced
pressure.

Yield 4.2 g. NMR (ds-DMSO): 1.75 ppm (p. -CH;-CH>-CHO-) 2.44 ppm (dt, -CH,
-CHO), 3.24 ppm (s, -OCHj), 3.51 ppm (s, PEG backbone), 9.66 ppm (t, -CHO).
Substitution: ~100%.

xr
r
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The above illustrates yet another embodiment of the invention, the
preparation of a representative branched PEG alkanal. The above also illustrates an
embodiment of the invention wherein the polymer alkanal contains a short
oligomeric group, in this case, a tetracthylene glycol interposed between the
polymer backbone and the alkanal segment of the molecule. Further, this example
illustrates the use of a precursor polymer segment containing an ionizable group
such that such polymer segment can be purified by ion exchange chromatography
prior to coupling to the alkanal-acetal reagent, thereby effectively removing
polymeric impurities early on in the reaction scheme. In this instance, the product
formed is absent difunctional polymeric impurities such as those arising from
reactions of PEG-diol, or mPEG, or mono-pegylated lysine, or the like, that may
have been present in the mPEG2-lysine precursor but were removed by

chromatography.

EXAMPLE 6
ARATION OF MER-ALKANAL PROTEIN CONJUGATE
RANDOM PEGYTLATION OF EPQ
Recombinant EPO (produced in £. coli, mammalian cells (¢.g., CHO cells)
or another microbial source) is coupled to mPEG-butryaldehyde 30 kDa (prepared
as described in Example 2).

EPO (~2 mg) is dissolved in 1 ml of S0 miM phosphate buffer (pH 7.6) and
mPEG(30 kDa)-butyraldehyde is added at SX the molar EPO concentration. A
reducing agent, NaCNBH;, is added and the solution stirred for 24 h at room
temperature to couple the PEG-butanal reagent to the protein via an amine linkage.

The reaction mixture is analyzed by SDS-PAGE to determine the degree of
PEGylation. Confirmation of the degree of PEGylation, 1-mer, 2 mers, etc. is done
by Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight (MALDI-TOF)
mass spectrometry. The displayed peaks for native and mono-PEGylated species
differ by approximately 30,000 Da. The resulting reaction mixture contains a
mixture of native and monopegylated protein. Increasing the ratio of PEG reagent
to protein increases the degree of polyPEGyl'ation. that is to say, the formation of 2-

r

mers, 3-mers, etc.
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The use of high molecular weight PEG alkanals having molecular weight
greater than about 20 kDa favors formation of mono-PEGylated species. Smaller
molecular weight PEG alkanals, when coupled to a protein, are more prone to
formation of poly-PEGylated species under these conditions.

The above demonstrates random pegylation of an illustrative protein of the
invention to yield a distribution of pegylated EPO products. If desired, the reaction
mixture can be further separated to isolate the individual isomers as described
below.

PEG conjugates having different molecular weights are then separated by
gel filtration chromatography. The different PEG conjugates (1-mer, 2-mer, 3-mer,
etc.) are fractionated on the basis of their different molecular weights (in this case,
varying by approximatcly 30 kDa). Specifically, the separation is performed by
using a serial column system suitable for effective separation of products in the
molecular weight range observed, e.g., a Superdex™200 column (Amersham
Biosciences). The products are eluted with 10 ml acetate buffer at a flow rate of 1.5
mi/min. The collected fractions (1 ml) are analysed by OD at 280 nm for protein
content and also using an iodine test for PEG content (Sims G. E. C., et al., Anal.
Biochem, 107, 60-63, 1980). Alternatively, the results are visualized by running an
SDS PAGE gel, followed by staining with barium jodide. Fractions corresponding
to the eluted peaks are collecied, concentrated by ultrafiltration using a 10-30 kD
cut-off membrane, and lyophilized. This method results in separation/purification
of conjugates having the same molecular weights but does not provide separation of
conjugates having the same molecular weight but different pegylation sites (i.e.,
positional isomers).

Separation of positional isomers is carried out by reversc phase
chromatography using an RP-HPLC C18 column (Amersham Biosciences or
Vydac). This procedure is effective for separating PEG-biomolecule isomers having
the same molecular weight (positional isomers). The reverse-phase
chromatography is carried out using a RP-HPLC C18 preparative column and
eluted with a gradient of water/0.05% TFA (Eluent A) and acctonitrile/0.05% TFA
(Eluent B).

r
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eliminate acetonitrile and TFA, followed by removal of solvent to isolate the

individual positional PEG-isomers.

EXAMPLE7
PREPARATION OF POLYMER-ALKANAL PROTEIN CONJUGA
N-TERMINAL PEGYLATION OF EPO
Recombinant EPO (produced in E, coli, mammalian cells (such as CHO but
not limited to) or another microbial source) is coupled to mPEG-butryaldehyde, 30
kDa (Example 2).

EPO (~2.'mg) is dissolved in 1 mi of 0.1mM sodium acetate (pH 5) and
mPEG(30 kDa)-butyraldehyde (from Example 2) is added at 5X the molar EPO
concentration . A reducing agent, NaCNBH;, is added and the solution is stirred for
24 h at 4° C to couple the PEG-butanal reagent to the protein via an amine linkage.

The reaction mixture is analyzed by SDS-PAGE to determine the degree of
PEGylation. Confirmation of the degree of PEGylation, 1-mer, 2-mers etc. is
carried out by Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight
(MALDI-TOF) mass spectrometry. The displayed peaks for native and mono-
PEGylated species differ by approximately 30,000 Da. The resulting reaction
mixture primarily contains a mixture of native und monopegylated protein. The
mono-PEGylated species are purified by column chromatography to remove free
EPO and higher molecular weight species.

Confirmation of N-terminal PEGylation is carried out by peptide mapping,
Increasing the ratio of PEG to protein increases the degree of PEGylation. yielding
poly-pegylated protein.

The above demonstrates pegylation of an illustrative protein of the
invention to yicld a predominantly N-terminal single pegylated protein.

EXaMPLE 8
N- TION OF GCSF
Recombinant GCSF (produced in E. ¢oli, mammalian cells (such as CHO
cells) or other microbial source) is coupled to’mPEG-butryaldehyde. 30 kDa.
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GCSF (~2. mg) is dissolved in I ml of 0.1mM sodium acetate (pH 5) and
mPEG(30 kDa)-butyraldehyde (from Example 2} is added at 5X the molar GCSF
concentration . The reducing agent, NaCNBH;_ is added and the solution stirred for
24 h at 4° C to couple the PEG-butanal reagent to the protein via an amine linkage.

The resulting reaction mixturce is analyzed by SDS-PAGE to determine the
degree of PEGylation. Confirmation of the degree of PEGylation, 1-mer, 2 mers,
etc. is carried out by Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight
(MALDI-TOF) mass spectrometry. The displayed peaks for native and mono-
PEGylated species differ by approximately 30,000 Da. The resulting reaction
mixture primarily contains a mixture of native and monopegylated GCSF. The
nono-PEGylated species are purified by column chromatography to remove free
GCSF and higher molecular weight species. Confirmation of N-terminal
PEGylation is conducted by peptide mapping. Increasing the ratio of PEG to
protein increases the degree of PEGylation yielding poly-pegylated protein.

EXAMPLE 9
N-TERMINAL PEGYLATION OF INTERFERON ¢t

Recombinant [FN-a (produced in E. coli, mammalian cells (such as CHO
but not limited to) or other microbial source) is coupled to mPEG-butryaldehydc,
30 kDa.

Interferon -c¢ (~2. mg) is dissolved in 1 ml of 0.1mM sodium acetate (pH 5)
and mPEG(30 kDa)-butyraldehyde (from Example 2) is added at 5X the molar IFN
concentration . A reducing agent, NaCNBH,; is added and the solution stirred for
24 h at 4° C to couple the PEG-butanal reagent to the protein via an amine linkage.

The reaction mixture is analyzed by SDS-PAGE to determine the degree of
PEGylation. Confirmation of the degree of PEGylation, 1-mer, 2 mers etc. is
carried out by Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight
(MALDI-TOF) mass spectrometry. The displayed peaks for native and mono-
PEGylated species differ by approximately 30,000 Da. The rcsulting reaction
mixture primarily contains a mixture of native and monopegylated protein. The
Mono-PEGylated species are purified by column chromatography to remove free

interferon ¢ and higher molecular weight species. Confirmation of N-terminal
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PEGylation is conducted by peptide mapping. Increasing the ratio of PEG to
protein increases the degree of PEGylation yielding poly-pegylated IFN.

Conjugation of the proteins hGH, IFN-, and FSH to another illustrative
PEG-alkanal, mPEG-2-methy! butyraldehyde, 20 kDa is carried out essentially as
described in the examples above.

EXAMPLE 10
N-TERMINAL PEGYLATION OF HUMAN GROWTH HORMONE

Recombinant human growth hormone (produced in E. coli, mammalian cells
(such as CHO but not limited to) or another microbial source) is coupled to mPEG-
2-methyl butyraidehyde, 20 kDa.

Human growth hormone (~2 mg) is dissolved in 1 ml of 0.1mM sodium
acetate (pH 5) and mPEG-2-methyl butyraldehyde, 20 kDa is added at 5X the molar
hGH concentration. A 5 to 20-fold molar excess of the reducing agent, NaCNBH;,
is added and the solution is stirred for 24 h at 4° C to couple the PEG-a.
methylbutanal reagent to the protein via an amine linkage.

Progress of the reaction is analyzed by SDS-PAGE or MALDI-TOF mass
spectrometry to determine the degree of PEGylation. Confirmation of the degree of
PEGylation, 1-mer, 2 mers etc. is carried out by Matrix Assisted Laser Desorption
Ionization Time-of-Flight (MALDI-TOF) mass spectrometry. The displayed peaks
for native and mono-PEGylated and other species differ by approximately 20,000
Da. The resulting reaction mixture primarily contains a mixture of native and
monopegylated protein. The mono-PEGylated species are purified by column
chromatography to remove free hGH and higher molecular weight species.
Confirmation of N-terminal PEGylation is conducted by peptide mapping.
Increasing the ratio of PEG aldehyde to protein increases the degree of PEGylation
yielding a population of poly-pegylated hGH.
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EXAMPLE 11
N- PEGYLATION OF | FERQN-
Recombinant interferon-§ (produced in E. coli, mammalian cells (such as
CHO but not limited to) or another microbial source) is coupled to mPEG-2-methyl
butyraldehyde, 20 kDa.

Interferon-f (~2 mg) is dissolved in 1 ml of 0.1mM sodium acctate (pH 5)
and mPEG-2-methyl butyraldchyde. 20 kDa is added at 5X the molar IFN-§
concentration. A 5 to 20-fold molar excess of the reducing agent, NaCNBH;, is
added and the solution is stirred for 24 h at 4° C to couple the PEG-ot methylbutanal
reagent to the protein via an amine linkage.

Progress of the reaction is analyzed by SDS-PAGE or MALDI-TOF mass
spectrometry to determine the degree of PEGylation. Confirmation of the degree of
PEGylation, 1-mer, 2 mers ctc. is carricd out by Matrix Assisted Laser Desorption
Ionization Time-of-Flight (MALDI-TOF) mass spectrometry. The displayed peaks
for native and mono-PEGylated and other species differ by approximately 20,000
Da. The resulting reaction mixture primarily contains a mixture of native and
monopegylated protein. The mono-PEGylated species are purified by column
chromatography to remove free [FN-B and higher molecular weight species.
Confirmation of N-terminal PEGylation is conducted by peptide mapping.
Increasing the ratio of PEG aldehyde to protein increases the degree of PEGylation
yielding a population of poly-pegylated IFN-f3.

EXAMPLE 12
N-TERMINAL PEGYLATION OF FSH

Recombinant follicle stimulating hormone (produced in E. coli, mammalian
cells (such as CHO but not limited to) or another microbial source) is coupled to
mPEG-2-methyl butyraldehyde, 20 kDa.

Follicle stimulating hormone, FSH (~2 mg) is dissolved in 1 ml of 0.1mM
sodium acetate (pH 5) and mPEG-2-methyl butyraldehyde, 20 kDa is added at 5X

the molar FSH concentration. A 5 to 20-fold molar excess of the reducing agent,

r
x©
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NaCNBH; is added and the solution is stirred for 24 h at 4° C to couple the PEG-a
methylbutanal reagent to the protein via an amine linkage.

Progress of the reaction is analyzed by SDS-PAGE or MALDI-TOF mass
spectrometry to determine the degree of PEGylation. Confirmation of the degree of
PEGylation, 1-mer, 2 mers etc. is carried out by Matrix Assisted Laser Desorption
[onization Time-of-Flight (MALDI-TOF) mass spectrometry. The displayed peaks
for native and mono-PEGylated and other specics differ by approximately 20,000
Da. The resulting reaction mixture primarily contains a mixture of native and
monopegylated protein. The mono-PEGylated species are purified by column
chromatography to remove free FSH and higher molecular weight species.
Confirmation of N-terminal PEGylation is conducted by peptide mapping.
Increasing the ratio of PEG aldehyde to protein increases the degree of PEGylation
yielding a population of poly-pegylated FSH.

EXAMPLE 13
N-TERMINAL PEGYLATION OF HUMAN GROWTH HORMONE
Recombinant hGH (produced in E. coli, mammalian cells (such as CHO but
not limited to) or another microbial source) is covalently attached to branched
PEG2(40.3 KDa)- butyraldehyde (Example SE).

Human growth hormone (~2 mg) is dissolved in 1 ml of 0.1mM sodium
acetate (pH 5) and branched PEG2(40.3 KDa)- butyraldehyde is added at 5X the
molar hGH concentration. A 5 to 20-fold molar excess of the reducing agent,
NaCNBH,, is added and the solution is stirred for 24 h at 4° C to couple the
branched PEG2(40.3 KDa)- butyraldehyde reagent to the protein via an amine
linkage.

Progress of the reaction is analyzed by SDS-PAGE or MALDI-TOF mass
spectrometry to determine the extent of PEGylation. Confirmation of the degree of
PEGylation, 1-mer, 2 mers (if any) etc., is carried out by Matrix Assisted Laser
Desorption Ionization Time-of-Flight (MALDI-TOF) mass spectrometry. The
displayed peaks for native and mono-PEGylated and other species differ by
approximately 40,000 Da. The resulting reagtion mixture primarily contains a

mixture of native and monopegylated protein.'in particular due to the size and

PCT/US2003/028221 %
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geometry of the branched PEG alkanal reagent. The mono-PEGylated species are
purified by column chromatography to remove free hGH and higher molecular

weight species. Confirmation of N-terminal PEGylation is conducted by peptide

mapping.

ExampLE (4
PEGYLATION OF AMPHOTERICIN B

The amino group of a small molecule, amphotericin B, is modified by
attachment of a polymer alkanal.

To a solution of amphotericin B.HCI in deionized water is added a 2-fold
molar excess of mPEG;,-butyraldehyde (Example 1) dissolved in 0.1 M phosphate
buffer at pH 6.5. To this mixture is added a solution of NaCNBHj (ata 1.5 to 10-
fold molar excess) in phosphate buffer at pH 6.5, and the resulting solution is stirred
at toom temperature overnight under an argon atmosphere. Aliquots of the reaction
mixture are withdrawn at various time intervals to monitor the progress of the
reaction by '"H NMR. Upon completion, the reaction mixture is further diluted by
addition of water, and NaCl is added to achieve saturation. The product is then
extracted with dichloromethane, and the combined organic extracts are dried over
anhydrous sodium sulfate, filtered to remove drying agent, and the solvent
evaporated by rotary evaporation. The product is then precipitated by addition of
diethyl cther, and dried under vacuum overnight. The recovered product is
analyzed by gel permeation chromatography to determine the extent of conjugation.

The crude product is purificd by cation exchange chromatography using
Poros 50 HS cation exchange resin (PerSeptive BioSystems, Framingham, MA).
Following washing of the column with deionized water, the product is eluted with
1N NaCl solution. The conjugate containing extracts are combined, and the product
is extracted with dichloromethane. The organic solution is dried over anhydrous
sodium sulfate, filtered, and the solvent evaporated by rotary evaporation. The
purified conjugate is purified by addition of diethyl ether.

If necessary, the product is further purified by reversc phase HPLC
chromatography using a Betasil C18 column, Keystone Scientific).

F o
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AMPLE 15
PREPARATION OF PEG(3500 DA)-0-HYDROXY--BUTYRALDEHYDE BY ANIONIC
G OPENING POLYMERIZATION OF OXIDE D .Y ONTO AN ANIONIC
ACETAL PRECURSOR

In this example, an acetal precursor having a site suitable for initiating ring-
opening polymerization with ethylene oxide is prepared by reacting 4-chloro-
butyraldehyde diethyl acetal with the the di-alcohol, ethylene glycol. In this way, a
halo- acetal is converted to a hydroxyl-terminated acetal. The hydroxyl group,
when converted to the corresponding alkoxide anion, provides a site for initiating
polymerization of ethylene oxide (EO), to thereby form a polymer alkanal
precursor. The polmer alkanal precursor (acetal), upon hydrolysis, is converted to
the desired polymer alkanal.

A generalized scheme for this synthctic approach for preparing a polymer
alkanal of the invention is shown in FIG. 1.

A. Preparation of 2-{4 4-diethoxv-butoxy)ethano! (Compound 15A).

‘BuO’K*
CICHZCHzCHZCH(OCHCHy), 4+ HO-CHCHyOH ————3-

HO-CHzCHy-0-CHaCHoCHaCH(OCHZCHa)2

A mixture of anhydrous ethylene glycol (120 g, 1.93 moles), a 1.0M
solution of potassium tert-butoxide in tert-butanol (70 ml, 0.07 moles), and 4-
chlorobutyraldehyde diethyl acetal (11 g, 0.061 moles) is stirred overnight at 100
°C under an argon atmosphere. After cooling to room temperature, the reaction
mixture is added to 600 ml distilled water. The product is extracted with
dichloromethane (150, 125, and 125 ml). The combined extracts are then dried with
anhydrous magnesium sulfate and the solvent is distilled off under reduced
pressure. Next the product is subjected to vacuum distillation (kugelrohr, t =90 -
110°C, 0.10 mm Hg). Yield 5.5 g.
NMR (ds-DMSO): 1.11 ppm (t, 6H), 1.53 ppm (m, -CH;CH, 2H), 1.64 ppm (m, -
CH,CH,CH, 2H), 3.37 ppm (1, -O-C_HzC'H2CH1CH. 2H), 3.53 ppm (1, HO-

&,
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CH,CH,0-, 2H), 3.62 ppm (q, -CH,CHj, 4H), 3.70 ppm (1, HO-CH,-, 2H), 4.38
ppm (1, -CH acetal, 1H), 4.54 ppm (1, 1H, -OH).

B. Preparation of PEG(3,500 Da)-or-hydroxy-w-butyruldehyde diethyl acetal

potassiumn naphthalide

EQO, THF
HO-CHZCHz0-CHoCHoCHaCH(OCHCHy)y — 3

HO-(CHCHZ0),CH2CH2-0-CH,CH,-O-CHz2CHZCH,CH(OCHZCHa)a

Compound 15A (0.51 g, 0.00247 moles), THF 200 mi, and potassium
naphthalide (0.3 mol/L-tetrahydrofuran solution. 20 ml, 0.006 moles) are added to a
glass reactor and stirred for 3 minutes in an argon atmosphere. Ethylenc oxide (8.8
£ 0.20 moles) is added to this solution and the reaction mixture is stirred for 44 h at
room temperature. Next the mixture is purged with argon and 0.1M phosphate
buffer (pH = 8, 100 ml) is added. The THF layer is separated and discarded.
Naphthalene is removed from the solution by ethyl ether extraction. The product is
extructed from the residue with dichloromethane (3 x 50 ml). The extract is dried
with anhydrous sodium sulfate and concentrated to about 30 ml. Next cthyl ether
(250 ml) is added and the mixture is stirred 15 min at 0 °C. The precipitated product
is filtered off and dried under reduced pressure.

Yield 7.2 g.

NMR (ds-DMSQO): 1.09 ppm (t, CH3-, 3H) 1.52 ppm (m, C-CH;-CH; -, 4H), 3.51
ppm (s, polymer backbone), 4.46 ppm (t, -CH, acetal, 1H), 4.57 ppm (t -OH, 1H).

C. PEG(3,500 Da)-o-hydrox y-w-butyraldehyde

A mixture of PEG(3,500)-a-hydroxy-@-butyraldehyde diethyl acetal (1.0 g),
deionized water (20 ml), and 5% phosphoric acid to adjust the pH to 3.0 is stirred
for 3 hours at room temperaturc. Next, sodium chloride (1.0 g) is added and the pH
is adjusted to 6.8 with 0.1 M sodium hydroxifle. The product is extracted with



10

15

25

30

WO 20044122630

-91 -

dichloromethane (3 x 20 mi). The extract is dried with anhydrous magnesium
sulfate and the solvent is distilled off. The wet product is dried under reduced
pressure. Yield: 0.82 .

NMR (ds-DMSO): 1.75 ppm (p. -CH,-CH,-CHO-) 2.44 ppm (dt, -CH; -CHQ),
3.51 ppm (s, polymer backbone), 4.57 ppm (t, -OH), 9.66 ppm (t, -CHO).

EXAMPLE 16
PREPARATION OF METHOXY-PEG(3500 DA) BUTYRALDEHYDE

This example demonstrates the preparation of an illustrative end-capped

PEG-alkanal from a PEG a-hydroxy-w-alkanal acetal.

A._mPEG(3,500 Da)-butyraldehyde diethyl acetal

A mixture of PEG(3,500 Da)-a-hydroxy-w-butyraldehyde diethyl acetal
(3.5 g. 0.001 moles), toluenc (50 ml), 1.0M solution of potassium tert-butoxide in
tert-butanol (Sml, 0.005 moles) and methy! p-toluene sulfonate (0.75 g, 0.004
moles) is stirred overnight at 45 °C. Next, the solvents are distilled off under
reduced pressure (rotoevaporator). The crude product is dissolved in
dichloromethane and added to cold ethytl ether. The precipitated product is filtered
off and dried under reduced pressure. Yield: 3.1 g.
NMR (ds-DMSO): 1.09 ppm (t, CH;-, 3H) 1.52 ppm (m, C-CH,-CH; -, 4H), 3.24
ppm (s, CH;0-, 3H), 3.51 ppm (s, polymer backbone), 4.46 ppm (t, -CH, acetal,
1H).

B. G(3 b Ideh
A mixture of mPEG(3,500)-butyraldehyde diethyl acetal (1.0 g), deionized

water (20 mL), and 5% phosphoric acid to adjust the pH to 3.0 is stirred for 3 hours
at room temperature. Next, sodium chloride (1.0 g) is added and the pH is adjusted
to 6.8 with 0.1 M sodium hydroxide. The product is extracted with
dichloromethane (3 x 20 ml). The extract is dried with anhydrous magnesium
sulfate and the solvent is distilled off. The wet product is dried under reduced
pressure. Yield: 0.85 g. .

PCT/US2003/028221
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NMR (ds-DMSO): 1.75 ppm (p, -CH;-CH;-CHO-, 2H) 2.44 ppm (dt, -CH; -CHO,
2H), 3.24 ppm (s, -OCH;, 3H), 3.51 ppm (s, polymer backbone), 9.66 ppm (t, -
CHO, 1H).

EXAMPLE 17
PREPARATION OF METHOXY-PEG(2 KDA) 2-METHYLBUTYRALDEHYDE

This cxample describes the synthesis of an illustrative polymer 2-
alkylsubstituted alkanal of the invention. This polymer, rather than possessing a
straight alkylene chain separating the aldehyde carbon from the linker, possesses a
methyl substituent in the C-2 position.

OVERVIEW: The protected acelal reagent, 17-A, was prepared from a
commercially available starting material, 2-methyl-4-chlorobutanoate, by first
reducing the butanoate carbon to the corresonding alcohot, followed by oxidation to
the butyraldehyde. The butyraldehyde was then protected as the corresponding
acetal to provide a protected acetal reagent for coupling to PEG. Following
coupling to PEG, the resulting polymer acctal was hydrolyzed in acid to provide the

desired polymer alkanal.

A. Preparation of 4-chioro-2-methylbutyraldehyde diethyl acetal

Preparation of 4-chioro-2-methyibutanol-1
A solution of 2-methy] 4-chlorobutanoate (TCI America) (22.0 g, 0146

moles) in ethyl ether (80 ml) was added dropwise during 30 min to a stirred
solution of lithium aluminum hydride (4.55 g, 0.12 moles) in cthyl ether (360 ml) at
0°C under argon atmosphere. Next methanol (12 ml) was added dropwise over a
period of 30 min and then ice-cold 2N HCI (420 ml) was added dropwise over a 20
minute period. The reaction mixture was transferred to a separatory funnel and the
cther layer, containing 4-chloro-2-methylbutanol -1, was separated. Additional
product was extracted from the water layer with ethyl ether (3 x 200 ml). The ether
extracts were combined, dried with anhydrous magnesium sulfate, and the solvent

was distilled under reduced pressure. Yield 18.6 g.

r
r
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NMR (dg-DMSO): 0.84 ppm (d, -CHs, 3H), 1.50 ppm (m, -CH;CH;Cl, 1H), 1.68

ppm (m, -CH-, 1H), 1.82 ppm (m, -CH;CH;Cl, 1H) 3.26 ppm (t, -CH;OH, 2H),
3.66 ppm (m, -CH,Cl, 2H), 4.50 ppm (t, -OH, 1H).

-93.

4 -2-methylbut hyde

Pyridinium chlorochromate (23.6 g, 0.110 g) was added gradualiy to a
stirred solution of 4-chloro-2-methylbutanol -1 (8.80 g, 0.078 moles) in anhydrous
dichloromethane (470 ml). The mixture was stirred overnight at room temperature
under an argon atmosphere. Dry ether (820 ml) was added; the mixture was stirred
for 20 minutes, and then was filtered to remove excess of oxidizing agent. The
solution was then filtered through a column filled with 400 g of Florisil, and the
solvents were distilled off under reduced pressure. Yield 6.0 g.
NMR (ds-DMSO): 1.06 ppm (d, -CHj, 3H), 1.74 ppm (m, -CH,CH,Cl, 1H), 2.14
ppm (m, -CH,CH,Cl, 1H), 2.56 ppm (m, -CH, 1H), 3.69 ppm (m, -CH,Cl, 2H),
9.60 ppm (t, -CHO, LH).

4-Chlorg-2-methylbutyraldehyde diethvl acetal

A mixture of 4-chloro-2-methylbutyraldehyde (4.8 g, 0.040 moles), tricthyl
orthoformate (6.48 g, 0.044 moles), ethy! alcohol (3.0 g), and p-toluenesulfonic
acid monohydrate (0.0144 g, 0.000757 moles) was stirred at 45 °C overnight undes
an argon atmosphere. Next, after cooling to room temperature, Na;COs (0.40 g) was
added and the mixture was stirred for 15 min. The reaction mixture was filtered and
ethy] alcohol and residual triethyl orthoformate were distilled off under reduced
pressure. The residue was subjected to fractional vacuum distillation giving 3.2 g of
pure 4-chloro-2-methylbutyraldehyde diethyl acetal.
NMR (ds-DMSO): 0.85 ppm (d, -CH;, 3H) 1.13 ppm (m, -CH;, 6H), 1.52 ppm (m,
-CH-, 1H), 1.87 ppm (m, -CH,;CH,Cl , 2H), 3.35 - 3.75 ppm (bm, -OCH;CHj, 4H,
and -CH,Cl, 2H), 4.22 ppm (d, -CH acetal, 1H).

B. mP Da)-2-Methylbut hyde, diethyl acetal
A solution of mPEG (2K Da) (2.0g, 0.001 moles) in toluene (30 ml) was
azeotropically dried by distilling off toluene under reduced pressure. The dried
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mPEG 2K was dissolved in anhydrous toluene (15 ml) and 1.0 M solution of
potassium tert-butoxide in tert —butanol (4.0 ml, 0.004 moles) and 4-chloro-2-
methylbutyraldehyde diethyl acetal from A above (0.5 g, 0.00277 moles) were
added. Next, lithium bromide (0.05 g) was added and the mixture was stirred at
100 °C overnight under an argon atmosphere. After cooling to room temperature,
the mixture was filtered and added to 150 ml ethyl ether at 0-5°C. The precipitated
product was filtered off and dried under reduced pressure. Yield: 1.5 g.

NMR (ds-DMSO): 0.83 ppm (d, -CHj;, 3H} 1.10 ppm (m, -CH,0, 6H), 1.24 ppm
(m, -CH-, 1H), 1.72 ppm (m, PEG-0-CH;-CH;- , 2H), 3.24 ppm (s, -OCH,, 3H),
3.51 ppm (s, polymer backbone), 4.18 ppm (d, -CHacetal, 1H).

Substitution: ~100%.

C. mPEG (2K Da)-2-Methylbutyraldehyde
A mixture containing mPEG (2K Da)-2-methylbutyraldehyde, diethyl acetal

from B above (1.0 g), deionized water (20 ml), and 5% phosphoric acid to adjust
the pH to 3.0 was stirmed for 3 hours at room temperature. Next, sodium chloride
(1.0 g) was added and the pH was adjusted to 6.8 with 0.1 M sodium hydroxide.
The product was extracted with dichloromethane (3 x 20 ml). The extract was dried
with anhydrous magnesium sulfate and the solvent was distilled off under reduced
pressure. Yield: 0.83 g.

NMR (de-DMSO): 1.01 ppm (d, -CHj3, 3H) 1.56 ppm (m, -CH, 1H), 1.90 ppm (m,
PEG-0O-CH,-CH,- , 1H), 2.45 ppm (m, PEG-O-CH,-CH;- , 1H), 3.24 ppm (s, -
OCH3, 3H), 3.51 ppm (s, polymer backbone), 9.56 ppm (d, -CH aldehyde, 1H).
Substitution: ~100%.

L ]
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WHAT IS CLAIMED IS:

1. A water-soluble polymer having the structure:
Rl O
L1 0

POLY—X C C—H
Lo
z
I
wherein:

POLY is a water-soluble polymer segment;

X' is a linker moiety;

2'is an integer from 1 to about 21;

R', in each occurrence, is independently H or an organic radical
selected from the group consisting of alkyl, substituted alkyl, alkenyl,
substituted alkenyl, alkynyl, substituted alkynyl, aryl, and substituted aryl;

R?, in each occurrence, is independently H or an organic radical

selected from the group consisting of alkyl, substituted alkyl, alkenyl, substituted
alkenyl, alkynyl, substituted alkynyl, aryl, and substituted aryl,

and further wherein the following apply:

-when POLY is linear:

(a) the total number of carbonyls present in said polymeris 0 or 2 or
greater except when X' comprises one or more contiguous (-CH,CH;0-)
segments,

(b) and further wherein X' is oxygen or comprises at least one (-
CH,CH;0-) segment and z’ is from 2 to 12, then at least one of R' or R% in
at least one occurrence is an organic radical as defined above or said

polymer is heterobifunctional, where POLY comprises a reactive group at

one terminus that is not hydroxy, and

r
»
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-when POLY is branched:
(c) either (i) at least one of R' or R?in at least one occurrence is an
organic radical as defined above or (ii)} X' includes -(CH,CH,0)- where b
is from 1 to about 20 in the instance where POLY comprises a lysine
residue,
(d) and further wherein said POLY has 2 polymer arms, then neither
polymer arm comprises oxygen as the oaly heteroatom in the instance where POLY

comprises “C-H" as a branch point.

2. The polymer of claim 1, wherein z' ranges from 2 to 21.
3. The polymer of claim 1, wherein z' ranges from 3 to 12.

4. The polymer of claim 1, having the structure:

R' R! R! 0
| | | il
POLY—X' :134 cl:a cl‘.z Ci—H
R R? R?
I-A

wherein POLY, X', each R, each R? and R? are as previously defined.

5. The polymer of claim 4, wherein the R' atached to C; is alkyl, and all

other R' and R? variables are H.
6. The polymer of claim 5, wherein the R' attached to C; is lower alkyl.

7. The polymer of claim 6, wherein the R' attached to C, is selected from
the group consisting of methyl, ethyl and propyl.

8. The polymer of claim 4, wherein the R' attached to C; is alkyl, and all
other R' and R? variables are H.

r
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9. The polymer of claim 8, wherein the R' attached to C; is lower alkyl.

10. The polymer of claim 4, wherein the R' attached to Cq is alkyl, and all

other R' and R? variables are H.

5
11. The polymer of claim 10, wherein the R! autached to C, is lower alkyl.
12. The polymer of claim 1, having the structure:
R" R R' R' 0O
| | | | ]
POLY—X— C|>r— ('|24 ?3 ‘\i‘.z Cy—H
10 R R2 RZ R?
I-B

wherein POLY, X', and each R and each R? are as previously defined.

13. The polymer of claim 12, wherein the R' attached to C; is alkyl, and all
15 other R' and R? variables are H.

14. The polymer of claim 12, wherein either the R' attached to C3 or Cy is
alkyl, and all other R and R? variables are H.

20 15. The polymer of claim 1, having the structure:
H‘ R1 H‘| Hl H‘
S R {
POLY—X— flia— t|=r— C|=4 ‘I‘va ‘Icz Ci—H
RR R R R R
I-C
25 wherein POLY, X', and each R and each R? are as previously defined.

16. The polymer of claim 15, wherejn the R' attached to C; is alkyl, and all
other R' and R? variables are H. ’
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17. The polymer of claim 15, wherein one of the R! variables attached to C,

or C4 or Cs is alkyl, and all other R1 and R2 variables are H.

18. The polymer of claim 1, wherein X" compriscs a moiety corresponding

to the structure:
-(CH;)-D-(CH2)- or ~(CH;)p-M,-C(0)-K,-(CH:),-

wherein:
cis zeroto 8,
DisO,NH.or S,
eisO, 1
f is zeroto 8,
pis zeroto §,
Mis-NH,O
KisNH.O
q is from zero to 8, and

r and s are each independently O, 1
19. The polymer of claim 1, wherein X' includes a moiety corresponding to
the structure (CH>CH:0),- or -(CH,CH:NH),-, and b and g ure each independently

1 to 20.

20. The polymer of claim 19, wherein b and g are each independently 1 to
10.

21. The polymer of claim 20, wherein b and g are each independently 1 to
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22. The polymer of clzim 18, wherein X' comprises a moiety corresponding

to the structure:
-(CH)c-De~(CH3)¢-P- or -(CH1)p-MC(0)-K,-(CH,),-T-

wherein:
P and T are each independently -(CH,CH;0),- or -(CH,CH,;NH),,
band g are each independently 1 to 20,

and the remaining variables are as defined in claim 18.

23. The polymer of claim 1, wherein said X" comprises —C(O)NH-(CH;);.
sNH-C(0)- or -NHC(O)NH-(CH3)1sNH-C(0)-.

24. The polymer of claim 1, wherein POLY is selected from the group
consisting of poly(alkylene oxide), poly(vinyl pymolidone), poly(vinyl alcohol),
polyoxuzoline, poly(acryloylmorpholine), and poly(oxyethylated polyol).

25. The polymer of claim 1, wherein POLY is a poly(alkylene oxide).
26. The polymer of claim 25, whercin POLY is a poly(ethylene glycol).

27. The polymer of claim 26, wherein the poly(ethylene glycol) is
terminaily capped with an end-capping moicty.

28. The polymer of claim 27, wherein the end-capping moiety is
independently selected from the group consisting alkoxy, substituted alkoxy,

alkenyloxy, substituted alkenyloxy, alkynyloxy, substituted alkynyloxy, aryloxy,
substituted aryloxy.

29. The polymer of claim 28, wherein the end-capping moiety is selected
from the group consisting of methoxy, ethoxy, and benzyloxy.

PCT/US2003/028221 b



WO 2004/022630 PCT/US2003/128221
- 100 -

30. The polymer of claim 26, wherein the poly(ethylene glycol) has a
nominal average molecular mass of from about 100 daltons to about 100.000

daltons.

5 31. The polymer of claim 26, wherein the poly(ethylene glycol) has a
nominal average molecular mass of from about 1,000 daltons to about 50,000
daltons.

32. The polymer of claim 26, wherein the poly(ethylene glycol) has a
10 nominal average molecular mass of from about 2,000 daltons to about 30,000

daltons.

33. The polymer of claim 1, comprising the structure:

)

0o |R R'| O

I | P

H—C CI: X'—POLY—X' (IJ C—H
2 2
R, R,
II
wherein POLY. each X', each (z'), and cuch R' and each R? are as
previously defined.

20

34. The polymer of claim 33, wherein said POLY is linear and the polymer

is homobifunctional.

35. The polymer of claim 26, wherein said poly(ethylene glycol) has a

25  structure selected from the group consisting of linear, branched and forked.

36. The polymer of claim 26, wherein said poly(ethylene glycol) comprises
the structure:
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Z-(CH,CH;0)a- or Z-(CH.CH;0),-CH;CH;-,

where n is from about 10 to about 4000, and Z comprises a moiety selected
from the group consisting of hydroxy, amino, ester, carbonate, aldehyde, alkenyl,
5  acrylate, methacrylate, acrylamide, sulfone, thiol, carboxylic acid, isocyanate,
isothiocyanate, hydrazide, maleimide, vinylsulfone, dithiopyridine, vinylpyridine,
iodoacetamide, alkoxy, benzyloxy, silane, lipid, phospholipid, biotin, and
fluorescein.

10 37. The polymer of claim 1, having a structure selected from the group

consisting of:

Hi
i |
PEG—(CH3);——C-NH —(CH,CH50), clz C—H
R?

z ,
II-A
15
T %
n
PEG—(CH,);——C-NH—(CH,CH,NH); —|C C—H
Iz
z ,
IV-A
9 Tl §
PEG—(CH3)s- HN—C-NH —(CH,CH,0), c C—H
I8
- 7 , and
m-C
20

[
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R
il |
PEG—(CHj),- HN—C-NH —(CH,CHNH) tI: —C—H

IV-C
wherein PEG is poly(ethylene glycol), b and g are each independently 0 to

20, a is 0 to 6, and the remaining variables are as defined in claim 1.

5
38. The polymer of claim 37, having the structure:
Hl
i I 0
PEG —C-NH —(CH2CH20),, Cc C—H
Lo
zI
II-B
10 or
R'| O
i El
PEG —C-NH—(CH,CH;NH)—f C1+—C—H
L
zl
IV-B
wherein the variables are as defined as in claim 37.
15
39. The polymer of claim 37, wherein PEG has a structure selected from the
group consisting of linear, branched, and forked.
40. The polymer of claim 37, wherein b and g each independently are from
20 1.8

4]. The polymer of claim 37, wherein b and g each independently are from
1106. ’
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42, The polymer of claim 37, wherein 2’ is from 2 to 6.

43. The polymer of claim 37, wherein z’ is 3.

5 44. The polymer of claim 37, whereina is O or 1.

45. The polymer of claim 37, having the structure:

P00
it
PEG —C-NH—(CH2CH;0), cI:. ?3 il‘oz Ci—H
H H H
10
o1-D
46. The polymer of claim 45, wherein “PEG” is a poly(ethylene glycol)
having a structure corresponding to:
15 Z-(CH,CH,O)p-,
or
i
Z-(CHCH,0),C — NH
CH,),
Z-(CH,CH20),-C—NH—CH —
20

\'/
wherein n in each occurrence is independently from about 10 to about 4000,
and Z comprises a moiety selected from the group consisting of hydroxy, ester,
carbonate, aldechyde, alkenyl, acrylate, methacrylate, acrylamide, sulfone, thiol,
25 carboxylic acid, isocyanate, isothiocyanate, maleimide, vinylsulfone,
' dithiopyridine, vinylpyridine, iodoaeetamide.';alkoxy, benzyloxy, silane,
phospholipid, biotin, and fluorescein.
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47.  The polymer of claim 46, wherein Z is alkoxy, and n in each

occurrence is the same and ranges from about 100 -600.

5 48. The polymer of claim 1, having the structure:
R'| O
i I I
PEG CHz)a_C'NH "'(CHzCHzo)b C1+—C—H
12
Jdz'
d
VI-A

or

10
(o)
I R
PEG1{CHz)s ~NH-C-NH—(CH,CH»0), +C4C—H
A2
z d
VI-B

wherein:

PEG is poly(ethylene glycol),
15 bis 0 to 20,

sis0t06,

dis 1,2 o0r3,

and the remaining variables are as defined in claim 1.
20 49. The polymer of claim 48, wherein PEG is linear or branched.

50. The polymer of claim 48, whercin R' and R? in each occurrence are H.

51. The polymer of claim 48, wherein z’ ranges from 3 to 12.
r
25 i
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52. The polymer of claim 48, wherein z’ is 3.

53. The polymer of claim 48, wherein d is 2 and PEG corresponds to the
structure:

? x
Z-{CHaCHZ;0)p-C—N-CH -~

N

wherein n is from about 10 to about 4000, Z comprises a moiety selected
from the group consisting of hydroxy, ester, carbonate, aldehyde, alkenyl, acrylate,
10 methacrylate, acrylamide, sulfone, thiol, carboxylic acid, isocyanate,
isothiocyanate, maleimide, hydrazide, vinylsulfone, dithiopyridine, vinylpyridine,
iodoacetamide, alkoxy, benzyloxy, silane, lipid, phospholipid, biotin, and

fluorescein, and the remaining variables are as defined in claim 48,

15 54. The polymer of claim 53, wherein Z is alkoxy or benzyloxy, n ranges
from about 200 to about 1500, and b is from 1 to 8.

55. A composition comprising a water-soluble polymer having the

structure:
20
o
POLY—X tf C—H
H z
vl
wherein:
25

POLY is a water-soluble polymer segment;
X' is a linker moiety, and

Z' is an integer from 1 to about 21,

r
r
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and said composition is absent detectable amounts of iodine-

containing species or retro-Michael type reaction products.

56. A composition comprising a water-soluble polymer having the

structure:
H| O
i1 1
POLY—X' (i7 C—H

Hl,

Vi

wherein:
POLY is a linear, terminally end-capped water-soluble
polymer segment;

X' is a linker moiety,
z'is an integer from 1 1o about 21,
and said composition is absent detectable amounts of

dialdehyde polymer derivative.

57. The composition of claim 55 or 56, wherein z' ranges from 2 1o 21.

58. The composition of claim 55 or 56, wherein z' ranges from 3 to 12.

59. The composition of claim 55 or 56, wherein z’ ranges from 3 to 8.

60. The composition of claim 55 or 56, wherein POLY is selected from the
group consisting of a poly(alkylene oxide), poly(vinyl pyrrolidone),
poly(vinyl alcohol), polyoxazoline, poly(acryloylmorpholine), and

poly(oxyethylated polyol).

61. The composition of claim 55, whtin:in POLY is a poly(alkylene oxide).

&
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62. The composition of claim 61, wherein POLY is a poly(ethylene glycol).
63. The composition of claim 56, wherein POLY is a poly(alkylene oxide).
5 64. The composition of claim 63, wherein POLY is a poly(ethylene glycol).

65. The composition of claim 55, wherein said polymer comprises the

structure:
H H H 0
Y
POLY—X — cl‘ 'I\:'a ?2 C1_H
10 H H H
VI-A

66. The composition of claim 65, wherein POLY is a poly(ethylene glycol).

67. The composition of claim 56, wherein said polymer comprises the

I§  structure:

H H H 0
T
POLY—X'— C c C C—H
A
H H H
20 68. The composition of claim 67, whercin POLY is a poly(ethylene glycol).

69. The composition of claim 65, wherein X’ comprises a moiety

corresponding to the structure:

25 «(CHz):-De-(CHa)-  or «(CH2),-M-C(0)-K;-(CHy)-

wherein:

(.

ciszeroto 8,
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DisO,NH. or S,
eis0.1

fiszeroto 8,
piszeroto 8,
Mis-NH, O

KisNH, O

q is from zero to 8, and

r and s are each independently 0. 1.
70. The composition of claim 65, wherein X' is hydrolytically stable.

71. The composition of claim 65, wherein POLY corresponds to the

structure:

Z-(CHpCHyO)n-CHaCHz —

X'isO,

n is from about 10 to about 4000, and

Z comprises a moiety selected from the group consisting of hydroxy,
ester, carbonate, aldehyde, alkenyl, acrylate, methacrylate, acrylamide, sulfone,
thiol, carboxylic acid. isocyanate, isothiocyanate, maleimide, vinylsulfone,
dithiopyridine, vinylpyridine, iodoacetamide, alkoxy, benzyloxy, silane,

phospholipid, biotin, and fluorescein.

72. The composition of claim 71, wherein Z is CI to C20 alkoxy or
benzyloxy.

73. The composition of claim 71, wherein said polymer comprises the

structure:

Y
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g 10 L
I!l H H H H H

VI

where n is as defined in claim 71.

74. The composition of claim 72, wherein Z is methoxy.

75. The composition of claim 66, wherein said poly(ethylene glycol) has a

structure selected from the group consisting of linear, branched and forked.

76. The composition of claim 66, wherein X’ includes an oligomeric moiety
corresponding to the structure -(CH2CH,0)y- or -(CH,CH,NH);-, and b and g are
each independently 1 to 20.

77. The composition of claim 76, wherein b and g are each independently 1
to 10.

78. The composition of claim 20, wherein b and g are each independently 1
to 6.

79. The composition of claim 76, wherein said oligomeric moiety is
covalently attached to the C4 methyiene.

80. The composition of claim 79, wherein said X" further comprises an
amide or a urethane.

81. The composition of claim 80, wherein X’ comprises a moiety selected
from the group consisting of -C(O)NH-(CH,CH20),-, -OC(O)NH-(CH,CH;0)p-, -
C(O)NH-(CH,CH,;NH),-, -OC(O)NH-(CH:CH;NH),-, and b and g are as defined in

claim 76 above. r

O=0

PCT/US2003/028221 é q’
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82. A hydrate or acetal form of the water-soluble polymer of claim 1.

83. A hydrate or acetal form of the water-soluble polymer of claim 55.

5 84. The acetal of claim 82, wherein said acetal is selected from the group
consisting of dimethyl acetal, diethyl acetal, di-isopropyl acetal, dibenzyl acetal,

2.2,2-trichloroethyl acetal, bis(2-nitrobenzyl) acetal, S,S'-dimethyl acetal, and S,S’-
diethyl acetal.

10 85. A water soluble polymer of claim L. protected as a dioxolane.

86. A polymer comprising the structure:

Fl‘ ‘IvnRJ
|
POLY—X (I: C—W"R*
RZ I
. H

15 X
wherein:
POLY is a walter-soluble polymer segment:;
X' is a linker moicty
z' is an integer from | to about 21,

20 R', in each occurrence, is independently H or an organic radical
selected from the group consisting of alkyl, substituted alkyl, alkenyl,
substituted alkenyl, alkynyl, substituted alkynyl, aryi, and substituted aryt;

R?, in each occurrence, is independently H or an organic radical
selected from the group consisting of alkyl, substituted alkyl, alkenyl, substituted

25  alkenyl, alkynyl, substituted alkynyl, aryl, and substituted aryl,

W* and W* are each independently O or S, and
R?and R® are each independently H, or an organic radical selected

from the group consisting of methyl, ethyl, isopropyl, benzyl, 1,1,I-trichoroethyl,

F 4
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and nitrobenzyl, or when taken together, are -(CH,)z- or -(CHy)s-, forming a 5 or 6
membered ring when considered together with W*, Cy, and W".

87. The polymer of claim 83, wherein the following apply:

-when POLY is linear:

(a) then the total number of carbonyls present in said polymer is 0 or
2 or greater except when X' comprises one or more contiguous (-CH,CH,0-
) segments,

(b) and further wherein X’ is oxygen or comprises at least one (-
CH;CH,0-) secgment and z’ is from 2 to 12, then at least one of R' or R?in
at least one occurrence is an organic radical as defined above or said
polymer is heterobifunctional, where POLY comprises a reactive group at
one terminus that is not hydroxy, and

-when POLY is branched:,

(c) then either at least one of R or R? in at least one occurrence is an
organic radicat as defined above or X’ includes -(CH,CH;0),- where b is
from 1 to about 20, '

and further in the instance where POLY comprises a lysine residue,
(d) and has 2 polymer arms, then neither polymer arm comprises
oxygen as the only heteroatom in the instance where POLY comprises “C-H” as a

brunch point.

88. A water-soluble polymer having the structure:

3
T W'R

POLY—X' c cr-—wbn"
H

r

POLY is a water-soluble pol_w;cr segment;

wherein:

PCT/US2003/028221 Z(
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X' is a linker moiety,
Z' is an integer from | to about 21,
W* and W are each independently O or S, and
R?and R* are each independently H, or an organic radical selected
5 from the group consisting of methyl, ethyl, isopropyl, benzyl, 1,1, 1-trichoroethyl,
and nitrobenzyl, or when taken together, are -(CH3);- or -(CH;)s-, forminga S or 6

membered ring when considered together with W*, C,, and wh,

89. The polymer of claim 88, wherein said polymer is absent detectable

10 amounts of iodine-containing species or retro-Michael-type reaction products.

90. A conjugate formed by reaction of a biologically active agent with the

polymer of claim 1.

15 91. A conjugate formed by reaction of a biologically active agent with the

composition of claim 55.

92. A conjugate formed by reaction of a biologically active agent with the
composition of claim 56.
20

93. A conjugate comprising the following structure:

MY
POLY—X— C -—-(lj— NH-biologically active agent
|

L Jd7Z
X

25 wherein:
POLY is a water-soluble polymer segment;
X' is a linker moiety;

Z' is an integer from 1 to aboutril;
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R!, in each occurrence, is independently H or an organic radical
selected from the group consisting of alkyl, substituted alkyl, alkenyl,
substituted alicenyl. alkynyl, substituted alkynyl, aryl, and substituted aryl;

R?, in each occurrence, is independently H or an organic radical

5 selected from the group consisting of alkyl, substituted alkyl, alkenyl, substituted
alkenyl, alkynyl, substituted alkynyl, aryl, and substituted aryi,

-“NH-biologically active agent” represents a biologically active

agent comprising an amino group,

and further wherein the following apply:

10
-when POLY is linear:

(a) the total number of carbonyls present in said polymeris 0 or2 or
greater cxcept when X' comprises one or more contiguous (-CH,CH,0-)
segments,

15 (b) and X is oxygen or comprises at least one (-CH,CH,;0-)
segment and z' is from 2 to 12, then at least one of R! or R? in at least one
occurrence is an organic radical as defined above or said polymer is
heterobifunctional where POLY comprises a reactive group at one terminus
that is not hydroxy, and

20 '
-when POLY is branched:

(c) then cither at least one of R! or R? in at least one occurrence is an
organic radical as defined above or X’ includes -(CH,CH;0),- where b is
from 1 to about 20,

25 and further in the instance where POLY comprises a lysine residue,

(d) and has 2 polymer arms, then neither polymer arm comprises
oxygen as the only heteroatom in the instance where POLY comprises “C-H" as a
branch point.

30 94. A hydrogel formed using the water soluble polymer of claim 1.

95. A hydrogel formed using the com‘{)osition of claim 55.
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96. A protected aldchyde comprising a structure selected from the group

consisting of :

R ‘IVIRB
I
G C Cr—WPR4
Ll 1
5 ¢ H
XI-A
B - Tan?:
|
G— (CHzCHzNH) CIJ Ci—W*PR*
2| |
R + H
X1-B
Rl \IvnR:i
l
G—{CHCHO)y; CIJ Cr—WPR?
2| |
10 le H
XI-C
wherein :
15 z' is an integer from 1 to about 21;

R', in each occurrence, is independently H or an organic radical
selected from the group consisting of alkyl, substituted alkyl, alkenyl,
substituted atkenyl, alkynyl, substituted alkynyl, aryl, and substituted aryl;

R?, in each occurrence, is independently H or an organic radical

20 selected from the group consisting of alkyl, substituted alkyl, alkenyl, substituted
alkenyl, alkynyl, substituted alkynyl, aryl, and substituted aryl,

W* und W? are each independently O or S, and

R’ and R* are each independently H, or an organic radical selected

from the group consisting of methyl, ethyl, iso;mpyl. benzyl, 1,1,1-trichoroethyl,
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and nitrobenzyl, or when taken together, are -(CH;);- or -(CHz)s-, forming a2 5 or 6
membered ring when considered together with W*, C;, and W®,
b and g are each independently 1 to 20, and

G is a functional group.
97. The protected aldehyde of claim 96, wherein G is a leaving group.
98. The protected aldehyde of claim 97, wherein G is selected from the
group consisting of Cl, Br, para-tolylsulfonate ester, methylsulfonyl ester,

trifluorosulfonylester, and trifluoroethylsulfonyl ester.

99. The protected aldehyde of claim 96, wherein G is a functional group
selected from the group consisting of -OH, -NH,, -SH, and protected forms thereof.

100. The protected aldehyde of claim 96, wherein z’ is ranges from 2 to 12.
101. The protected aldehyde of claim 96, wherein R' in any one position
selected from the group consisting of C; (a), Cs (B), and C, (¥), is alkyl, and all

other R! and R? variables are H.

102. The protected aldehyde of claim 96, wherein b and g are each
independently 1 to 8.

103. The protected aldehyde of claim 96, wherein b and g are each
independently 1 to 6.

104. The protected aldehyde of claim 96, wherein b and g each equal 4.

105. A method of forming a water-soluble polymer alkanal, optionally in
protected form, said method comprising the steps of:
I 4
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reacting a water soluble polymer comprising at least one reactive group, Y,
with a protected alkanal reagent comprising from about 2 to 20 curbon atoms and a
reactive group, K, suitable for displacement by or alternatively, reaction with Y,
under conditions effective to form a water soluble polymer alkanal in protected

form.

106. The method of claim 105, wherein said reacting step is carried out in

an organic solvent.

107. The method of claim 106, whercin said organic solvent is selected
from the group consisting of toluene, chloroform, methylene chloride, acetonitrile.

acetone, dioxane, methanol, and ethanol.

108. The method of claim 105, wherein said reacting is carried out under an

inert atmosphere.

109. The method of claim [0S, wherein said rcacting is carried out at

temperatures ranging from about 20°C to about 150°C.

110. The method of claim 105, further comprising hydrolyzing said water
soluble polymer alkanal in protected form under acidic conditions to thereby form

the corresponding water soluble polymer alkanal.

111. The method of claim 110, wherein said hydrolyzing is carried out in

aqueous solvent,

112. The method of claim 111, wherein said alkanal reagent comprises 4 or

more carbon atoms.

113. The method of claim 112, wherein said hydrolyzing is carried out at a

pH of no lower than about 3.

PCT/US20U3/028221
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114. The method of claim 105, wherein said alkanal reagent is protected as

an acetal.

115. The method of claim 114, wherein said acetal is selected from the
group consisting of dimethyl acetal, diethyl acetal, di-isopropyl acetal, dibenzyl
acetal, 2,2 2-trichloroethyl acetal, bis(2-nitrobenzyl) acetal, S,S'-dimethyl acetal,
and S,S’-dicthyl acetal, cyclic acetals and cyclic thioacetals.

116. The method of claim 105, wherein said water soluble polymer
comprises the structure, POLY-Y_ and said protecied alkanal reagent comprises the

structure,
- H‘ Y:IR’
|
K—}C— Ci—WPbR*
Ll |
LR H
z 1
XI-D
wherein:

z'is an integer from [ to about 21;

R, in each occurrence, is independently H or an organic radical
selected from the group consisting of alkyl, substituted alkyl, alkenyl,
substituted alkenyl, alkynyl, substituted alkynyl, aryl, and substituted aryl;

R?, in each occurrence, is independently H or an organic radical

selected from the group consisting of alkyl, substituted alkyl, alkenyl, substituted
alkenyl, alkynyl, substituted alkynyl, aryl, and substituted aryl,

W* and WP are each independently O or S, and

R®and R* are each independently H or an organic radical selected

from the group consisting of methyl, ethyl, isopropyl, benzyl, 1,1,1-trichoroethyl,
and nitrobenzyl, or when taken together, are -(CH;)z- or -(CH;)y-, forming a 5 or 6
membered ring when considered together with W*, C,, and W,

r
r

PCT/US2003/028221 b
- 117 -



10

15

25

30

WO 2004022630 PCT/US2003/028221

-118 -

117. The method of claim | 16, wherein POLY is selected from the group
consisting of a poly(alkylene oxide), poly(viny! pyrrolidone), poly(vinyl alcohol),
polyoxazoline, poly(acryloylmorpholine), and poly(oxyethylated polyol).

118. The method of claim §17, wherein POLY is a poly(cthylene glycol).

119. The method of claim 118, wherein the poly(ethylene glycol) is

terminally capped with an end-capping moiety.

120. The method of claim 119, wherein the end-capping moicty is sclected
from the group consisting alkoxy, substituted atkoxy, alkenyloxy, substituted

alkenyloxy, alkynyloxy, substituted alkynyloxy, aryloxy, substituted aryloxy.

121. The method of claim 120, wherein the end-capping moiely is selected

from the group consisting of methoxy, ethoxy, and benzyloxy.

122. The method of claim 119, wherein:
POLY-Y comprises the structure Z-(CH,CH,0),H, wherein n is
from about 10 to about 4000, and Z is selected from the group consisting of -OCHj,
-OCH,CHj, -OCH»(CsHs),

and K is sclected from the group consisting of:

7 e g g
Cl, Br, CHa—O—ﬁ—— . CHg—ﬁ— CFa—ﬁ— CF3CH1—|SI—
o 0 o)

0
wherein:

R' and R? are each independently H or lower alkyl, and
W* and W?® are each O.

123. The method of claim 122, wherei#) z' ranges from 4 to about 12.
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124. The method of claim 122, wherein z’ ranges from 4 to about 8.

125. The method of claim 122, wherein R’ and R? are both H in each

occurrence.

126. The method of claim 122, wherein said a water soluble polymer
alkanal in protected form is formed in greater than about 85% yield.

127. The method of claim 126, wherein said water soluble polymer alkanal
in protected form is formed in greater than about 95% yield.

128. The method of claim 122, further comprising hydrolyzing said water
soluble polymer alkanal in protected form under acidic conditions to thereby form

the corresponding water soluble polymer alkanal in a reaction mixture.

129. The method of claim 128, wherein said hydrolyzing is carried out in

agqueous solvent.

130. The method of claim 126, further comprising the step of isolating said

alkanal from the reaction mixture.

131. The method of claim 130, wherein said isolating comprises:
reising the pH of the reaction mixture to from about 6.0 to 7.5,
extracting the alkanal into an organic solvent, and °

removing the solvent.

132. The method of claim 131, wherein said isolated alkanal is absent
detectable amounts of Z-(CH,CH;0),H and retro-Michael type reaction products.

133. The method of claim 132, wherejn said isolated alkanal has a purity of
at least about 95%, based upon polymeric contaminants.
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134. The method of claim 118, wherein:

POLY-Y comprises the structure HO-(CH,CH,0),H, wherein n is
5 from about 10 to about 4000,

and K is selected from the group consisting of:

R 0
Cl, Br, CHg—Q—ﬁ— . CHg—ﬁ— CFa_ﬁ— . CF:’CHE—“?I,—
o) o)

10 o o

wherein:
R' and R? are each independently H or lower alkyl, and

W* and W” are each O, to form an alkanal in protected form having

the structure:
15
OHS HI TI CI)RJ
R“O—ﬁ CI: — O0— (CH,CH50), ? ﬁ—on‘
R2 R
z z'
XII

20 135. The method of claim 118, wherein:

POLY-Y comprises the structure Z-(CH,CH,0),H, wherein n is
from about 10 to about 4000, and Z is protected hydroxyl,

and K is selected from the group consisting of:

[Nl
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g g g g
Cl, Br, CHa—O_lsl— . CHr—ﬁ— CFg—ﬁ— , CFgCHz—ﬁ_.

o) o) (o] O
wherein:
5 R! and R? are each independently H or lower alkyl, and
W* and W are each O.

136. The method of claim 135, further comprising after said reacting step,
deprotecting said protected hydroxyl to form

10
il
HO— (CHzCHz0), C|= ﬁ— OR*
R2
z ,and
XI-E
converting said terminal —OH on the poly(ethylene glycol) to a
functional group other than hydroxyl.
15

137. The method of claim 136, wherein said functional group is selected
from the group consisting of amino, ester, carbonate, aldehyde, alkenyl, acrylate,
methacrylate, acrylamide.. sulfone, thiol, carboxylic acid, isocyanate,
isothiocyanate, maleimide, vinylsulfone, dithiopyridine, vinylpyridine,

20 iodoacctamide, and silane.

138. The method of claim 137, wherein said functional group is selected
from the group consisting of N-hydroxysuccinimidyl ester, benzotriazolyl

carbonate, amine, protected amine, vinylsulfone, and maleimide.

w "y
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139. The method of claim 136, further comprising the step of hydrolyzing
said water soluble polymer alkanal in protected form under acidic conditions to

thereby form the corresponding water soluble polymer alkanal.

140. The method of claim 118, wherein Y in said POLY-Y is an ionizable

group or is a derivative of an ionizable group.

141. The method of claim 140, wherein Y is selected from the group

consisting of carboxylic acid, active ester,and amine.

142. The method of claim 141, wherein said POLY-Y has been

chromatographically purified prior to use in said reacting step.

143. The method of claim 142, wherein said POLY-Y has been purificd by

ion exchange chromatography.

144. The method of claim 142, wherein said POLY-Y for use in said

reacting step is essentially absent detectable amounts of polymeric impurities.

145. The method of claim 142, wherein said POLY-Y far use in said
reacting step is end-capped, and is essentially absent detectable amounts of PEG-

diol or difunctional PEG impurities.

146. The method of claim 142, wherein said poly(ethylene glycol) has a

structure selected from the group consisting of lincar, branched, and forked.

147. The method of claim 142, wherein said alkanal reagent comprises the
structure:

'
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R ‘lleS
I
K—{CHzCHNH) cI: Cr—WPR?
2| |
R . H or
XI-F
A! ‘iV'RJ
|
K—(CHaCHZ0)s <|3 Cr—WPR*
|
R? , H
XI-G
5 wherein g and b each independently range from about 1 to about 20.

148. The method of claim 147, wherein R! and R? are each independently H
or lower alkyl, and W* and W® are each O.

10 149. The method of claim 147, wherein K is a moiety comprising a group
selected from the group consisting of carboxylic acid, active ester, amine, active

carbonate, and isocyanate.

150. The method of claim 148, wherein said alkanal reagent comprises the
15  structure:

a'| OR®
I
NHg—~ (CHzCHZ0), CI= Cr—oOR*
|
R i
XI-H

20 and the product of said reacting step comprises a structure:
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-H1- ORJ
il |
PEG — C—NH—(CH2CH0)p ? C—OR*
2| |
], H
IX-B
5 151. The method of claim 147, further comprising the step of hydrolyzing

said water soluble polymer alkanal in protected form under acidic conditions to

form the corresponding water soluble polymer alkanal in greater than 50% yield.

152. The method of claim 151, wherein said hydrolyzing step is effective to

10  form said water soluble polymer alkanal in greater than about 90% yield.

153. The method of claim 110. further comprising the step of conjugating
said water soluble polymer alkanal with a biologically active agent comprising an
amino group.

15
154. The method of claim 147, wherein said reacting step is carried out at

ambient temperature.

"
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JAS

\T‘R’ Fll' ethylene oxide T‘RJ R!
— - + I
RéW® f <|= (X0.4°0) M* - n*wb—lc clz {X'o,1-O)-(CHzCHZ0),CHCHO" M*
2
H R z H R z

Acetal precursar having an anionic alta, where M* s
a metal counterion, and (X' 1-0-) indicatas a inker terminaling

in an alxdde, where X'p 4-O whan taken together may be simply .
", or the portion X' may comprise any of the hereln deacribed ""T""“' H"HOH
kers or combinations of kinkara. optionally end cap
hydrolyze to polymer atkanal
o l;l‘
1l
H—C <|= (X'0,1-0)-{CH2CH;0),CHZCH,O" Z
HZ
z
Z=H or end-capping group

FIG. 1
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ALCANALES POLIMERICOS SOLUBLES EN AGUA

CAMPO DEL INVENTO
Este invento se relaciona con derivados de aldehidos particulares de polfmeros solubles en
agua, y con métodos para la preparacion y utilizacién de tales derivados de aldehidos
poliméricos.

FUNDAMENTO DEL INVENTO

En ailos recientes, la terapéutica humana se ha expandido més alld de los férmacos de moléculas
pequefias tradicionales y hacia el reino de los biofarmacéuticos. El descubrimiento de nuevas
proteinas y péplidos ha llevado al desarrollo de niimerosos biofarmacéuticos proteicos y
polipéplidicos. Desafortunadamente, cuando las protefnas y polipéptidos se utilizan como
terapéutica a menudo exhiben propiedades que hacen extremadamente dificil la formulaciéon o
administraci6n, tales como vidas medias cortas, inmunogenicidad, degradacién proteolitica, y
baja solubilidad. Un enfoque para mejorar las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas
de los biofarmacéuticos es la conjugacién a polimeros naturales o sintéticos, tal como glicol de
polietileno (PEG). La uni6n covalente de PEG a unz proteina terapéutica puede proporcionar un
nimero de ventajas, tales como (i) proteccion de los epitopos antigénicos de la proteina,
reduciendo asi su evacuacion reticuloendoielial y reconocimiento por parte del sistema inmune,
(i) reduccidn de la degradacién por enzimas proteoliticas, y (iii) reduccion de la filtracion renal.

Se ha realizado mucho trabajo en el desarrollo de derivados poliméricos para
acoplamiento a biofarmacéuticos tales como péplidos, y en particular, en el desarrollo de
derivados poliméricos para acoplamiento a grupos amino reactivos de proteinas. Tales derivados
poliméricos son conocidos como “activados de forma electrofilica”, puesto que llevan grupos
electrofilicos apropiados para reaccién con nucleéfilos tales como aminas. Ejemplos de tales
derivados PEG incluyen diclorotriazina PEG, tresilato PEG, carbonato de succinimidilo PEG,
carbonilimidazol PEG, y succinato de succinimidilo PEG. Desafortunadamente, cl uso de estos
reactivos particulares puede producir: reacciones secundarias indeseables bajo las condiciones de -
reacci6n necesarias para realizar acoplamiento, carencia de selectividad, y/o la formacién de
uniones débiles (es decir, inestables) entre el biofarmacéutico y €l PEG.
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En un esfuerzo por superar estos problemas, sc han desarrollado muchos PEGs
clectrofilicamente activados nuevos o de “scgunda gencracién”, tales como propionaldehido
PEG y acetaldehido PEG (ver, por ejemplo las Patentes U.S. No. 5.252.714 y 5.990.237,
respeclivamente). Los derivados de aldehidos son reactivos particularmente atractivos para
acoplamiento a proteinas y a otras biomoleculas, puesto que los aldehidos reaccionan solamente
con aminas (es decir, son selectivos en su quimica de unién). Los reaclivos antes mencionados
ofrecen muchas ventajas: se pueden preparar para cvitar los problemas de contaminacién con
polietilenglicol diol, no son restringidos a mPEG de bajo peso molecular, forman uniones de
aminas estables al acoplarse, y son.selectivos. Aunque los derivados anteriormente anotados
ofrecen muchas ventajas sobre los reactivos PEG de primera generacion, los solicitantes han
anotado algunas desventajas particulares de estos reactivos aldehidos, haciéndolos menos ideales
en ciertas circunstancias.

Mas especificamente, los Socilitantes han reconocido, en su extenso trabajo con estos
reactivos, que el acetaldehido de PEG es muy inestable, particularmente en medios bésicos, y es
dificil de aislar debido a la excesiva formacién de sal que resulta de la neutralizacién de la mezcla
de reaccién. En particular, ¢l acetaldehido PEG es muy susceptible a dimerizacion a través de
condensacién de aldol. El propionaldehido PEG, mientras es un reactivo mucho mejor cn
términos de su estabilidad, posee algunas desventajas debido a las reacciones secundarias que
pueden ocurrir durante su preparacién, dificultando la obtencién del producto de propionaldehido
PEG con alta pureza.

Mas cspecificamente, los Solicitantes han encontrado que cuando se prepara
propionaldehido PEG in sifu a partir de su hidrato de aldehido PEG precursor, los rendimientos
del producto generalmente son solo de aproximadamente 50%, debido a una reaccién de
eliminacién que consume una parie significaliva del reactivo acetal. Aunque se puede emplear
una ruta sintética mejorada para la sinicsis dc propionaldehido PEG, es decir a través de una
reaccion catalizada por basc de acelal dietilico de 3-hidroxipropionaldehido con mesilato PEG,
los Solicitantes han descubierto que esta ruta de reaccion también conduce a una reaccién
secundaria de eliminacién que produce cantidades significativas de éter vinflico PEG, el cual es
inestable y produce PEG dihidroxilo dificil de remover (también conocido como polietilenglicol
diol). Por consiguiente, el rendimicnto de esta reaccién generalmente es menor que 85 a 90%

aproximadamente. Ademis, la utilizacién de cualquiera de las sintesis de propionaldehido PEG
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anteriormente descritas requierc hidrélisis del intermedio acetal a pHs muy bajos, ¢j., a pHs de 2
o menos. La hidrélisis de tales pHs bajos es indeseable debido a las grandes cantidades de base
necesarias para neutralizar la mezcla de reaccién a pHs apropiados para conjugacion.
Adicionalmente, el acoplamiento de propionaldehido PEG a una proteina a pHs bésicos puede ser
problematico debido a la formacién dc cantidades significativas de acroleina (que resulta de una
reaccion secundaria del tipo retro-Michael), la cual es bastante dificil de retirar. La formacién de
tales productos secundarios indeseables nccesita purificacidn extensa para obten.er un producto de
calidad farmacéutica.

Por lo tanto, existe la neccsidad de derivados poliméricos electrofilicamente activados
mejorados para conjugacién a moléculas y superficics biol6gicamente activas, particularmente
derivados poliméricos que (i) sean selectivos en su quimica de acoplamiento, (ii) se puedan
preparar en altos rendimientos y en pocos pasos de reaccidn, (iii) sean estables sobre un amplio
rango de pHs, (iv) se puedan aislar fdcilmente, (iv) se puedan preparar con alla pureza (es decir,
impurezas y subproduclos derivados a partir de polimeros sustancialmente ausentes), y (v)
superen al menos algunas de las desventajas de los derivados poliméricos conocidos tales como

aquellos descritos anteriormente.

RESUMEN DEL INVENTO

El presente invento proporciona una (nica {amilia de alcaneles poliméricos — es decir,
polimeros que comprenden al menos una funcionalidad de aldchido acoplada a un segmento
polimérico por uno o més dtomos de carbono interpuestos.

Los alcanales poliméricos del invento son, en su mayor parte, menos reactlivos que los
derivados de aldehido del estado de la técnica anterior y, por lo tanto, mas selectivos. Ademis,
los alcanales poliméricos del invento son preparados en alto rendimiento, y cierias estructuras se
pueden preparar en un proceso directo de un paso. Ciertos aldehidos poliméricos descritos en la
presentc son mis estables a pHs basicos que los derivados de aldehfdo antes conocidos, y se
forman sin cantidades significativas o alin detectables de subproductos de reaccion tipo retro-
Michael. Ademads, los alcanales poliméricos del invento se forman a partir de los
correspondientes precursores de acetal mediante hidrdlisis bajo condiciones écidas suaves, es
decir, bajo condiciones 4cidas mucho menos severas que las requeridas ya sea para acctaldehido

PEG o propionaldehido PEG. Tales condiciones suaves permiten la conjugacién directa in situ de
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los derivados poliméricos del invento con proteinas, péptidos, u otros objetivos moleculares sin X
requerir un paso de aislamiento intermedio. Los alcanales poliméricos del invento también son
preparados con alla pureza, haciéndolos particularmente ventajosos para acoplamiento a fdnnacos

y biofarmacéuticos para proporcionar composiciones de conjugados poliméricos con una pureza
suliciente para administracién a un sujeto mamifero.

Mas particularmente, en un aspecto, el presente invento esta dirigido a un polimero

soluble en agua con la cstructura:

POLY—X'—1—

En la anterior estructura, POLY representa un segmento polimérico soluble en agua; X’ es una
fraccion enlazadora; z’ es un entero entre 1 y 21 aproximadamente; R', en cada ocurrencia, es
independientemente H o un radical organico seleccionado del grupo que consta de alquilo,
alquilo substituido, elquenilo, alquenilo substituido, alquinilo, alquinilo substituido, arilo, y arilo
substituido, y R%, en cada ocurrencia, es independientemente H o un radical orgénico
seleccionado del grupo que consta de alquilo, alquilo substituido, alquenilo, alquenilo substituido,
alquinilo, alquinilo substituido, arilo, y arilo substituido.

En algunas instancias, los alcanales poliméricos del invento poseeriin ciertas
caracteristicas. Por ejemplo, segiin una realizacion del invento, cuando POLY es lineal: (a) el
nuamero iotal de carbonilos (excluyendo/sin contar el carbon de carbonilo de aldehido) presentes
en el polimero es 0 0 2 o mds, exceplo cuando X’ comprende uno o mis segmentos contiguos de
(-CH2CH20-) o (<CH2CH2NH)-). Cuando X® comprende uno ¢ mds segmentos de (-CH2CH20-
} o (-CH2CH2NH), entonces el niimero total de carbonilos prescnte en el polimeroes 0, 1,2, 0
IAs.

En ain otro ejemplo, segin una realizacién adicional, cuando X es oxfgeno o comprende
al menos un segmento (-CH2CH20) y z’ esté entre 2 y 12, entonces al menos uno entre R' o R?
en al menos una ocurrencia es un radical orgénico tal como se definid anteriormente o el
polimero es heterobifuncional, donde POLY comprende un grupo reactivo en un limite que no es

hidroxilo.
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Los alcanales poliméricos proporcionados en la presenie pueden poseer cualquiera de 9
numero de geometrias o estructuras generales, que se describirdn con mayor detalle en la
presente. Preferiblemente, cuando POLY es ramificado entonces cualquiera (i) al menos uno
cntre R! o R? en al menos una ocurrencia es un radical orgénico tal como se definié anteriormente
o (if) X’ incluye (CH2CH2O),- donde b esld entre 1 y 20 aproximadamente en la instancia
donde POLY comprende un residuo de lisina. Alternativamente, cuando POLY es ramificado y
posee dos brazos poliméricos, entonces ningin brazo polimérico comprende oxigeno como el
Gnico hetcroditomo en la insiancia donde POLY comprende “C-H” como un punto de
ramificacién.

Generalmente, los alcanales poliméricos del invento poseen una estructura donde z’ cstd
dentro de uno de los siguientes rangos: z’ esté cnire 2 y 21, entre 3 y 12 aproximadamente, cntre
3 y 8 aproximadamente, o entre 3 y 6 aproximadamente.

En una realizacién particular del invento, ¢l polimero tiene la estructura:

R! R' R!
R
POLY~——X" ?4 ?3 Tq Ci—H
R R R?
I-A

donde POLY, X’, cada R', cada R? y R? son como se definieron anteriormente. En la
estructura anterior, C, indica el carbon de carbonilo de aldehido; C; indica el carbén adyacente a
o o (alfa) al carbdn carbonilo o C;; C; indica el dlomo de carbono una vez retirado del carbon
carbonilo o en la posicién p (beta); y C, indica ¢l dtomo de carbono en la posicién y. Los
alcanales poliméricos con la estructura gencral ilustrada por I-A son generalmente conocidos en
la presente como butanales poliméricos. En variaciones preferidas de la formula I-A anterior, R’
unido a C; es alquilo, y todas las demds variables de R' y R? son H. Preferiblemente, el R unido
a C2 es alquilo inferior. Alternativamente, cl alcanal polimérico corresponde a la estructura I-A
anterior, donde el R' unido a C; es alquilo, y todas las demas variables de R'y R? son H. En aiin
otra realizacion preferida, el alcanal polimérico es descrito por la estructura I-A donde R! unido a
C4 es alquilo, y todas las demas variables de R' y R? son H.
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con la estructura I-A. En esla realizacion (ver estructura I-B en la prescnte), z’ es 4, el R! unidoa

En aiin otra realizacioén particular, un alcanal polimérico del invento corresponde a la

formula I, y posce un dtomo de carbono adicional en la cadena de alquileno cuando se compara

C; es alquilo, y todas las demés variables de R' y R? son H. Alternativamente, cualquiera el R'
unido a C; o C4 s alquilo, y todas las demds variables de R' y R? son H.

En atin otra realizacion particular que estd dentro de la formula 1, z’ es 5, el R' unido a C;
es alquilo, y todas las demis variables de R' y R? son H (ver estructura I-C). Altemativamente,
una de las variables de R' unida a Cs o C4 o Cs es alquilo, y todas las demés variables R y R? son
H.

El alcanal polimérico scgin la formula I, en ciertas realizaciones, posee una fraccién
enlazadora descrita generalmente por la formula: -(CH2)-D-(CH2)r- 0 (CH2),-M,-C(0)-K,-
(CH2),-, donde c cstd en el rango entre cero y 8; D es 0, NH, 0 S; e es 0 o 1; f estd cn ¢l rango
entre ccro y 8; p estd en el rango entre cero y 8; M es -NH 0 O; K es NH o O; q estd en el rango
cntre cero y 8, y r y s son cado uno independientcmente 0 o 1. Los eslabones especificos que
estdn dentro de esia formula general son descritos con mayor detalle a continuacién.

La fraccion enlazadora pueden opcionalmente incluir un segmento oligomérico que
corresponde a la estructura ((CH2CH20)g- 0 (CH2CH2NH),-, donde b y g estén cada uno
independientemente entre 1 y 20. Preferiblemente, b y g cada uno independientemente estin en el -
rango enire 1 y 10, y aiin mds preferiblemente en el rango entre 1 y 6 aproximadamente. Estos
eslabones oligoméricos proporcionan cstabilidad adicional a los acanales del invento, y también
proporcionan ventajas en la metodologla sintética para preparacion de polimeros, a ser descritos
con mayor detalle a continuacién.

Mis particularmente, en ciertas realizaciones, X’ comprende una fraccién correspondicnte
a la estructura: -(CH2)-De~(CH2)-P- 0 (CH2),-M~C(0)-K,;-(CH2)4- T-, donde P y T son cada
uno independientemente -(CH2CH20)b- 0 (CH2CH2NH),; y b y g cstén cada uno
independientemente en el rango entre |1 y 20 aproximadamente. En una realizacién especifica de
un alcanal polimérico segin la formula I, X’ comprende —C(O)NH-(CH2), s{NH-C(0)- 0 —
NHC(O)NH-CH2), {NH-C(O)-.

Preferiblemente, el scgmento polimérico soluble en agua de un alcanal polimérico del
invento es un poli(oxido de alquileno), un poli(pirrolidona de vinilo), un poli(alcohol vinilico),

una polioxazolina, una poli(acriloilmorfolina), o un poli(poliol oxietilado). En una realizacién
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preferida, el segmento polimérico es un poli(oxido de alquileno), preferiblemente poli(glicol de
eticleno).

Segtin una realizacidn, el scgmento poli(ctilenglicol) comprende la estruciura: Z-
(CH2CH20),- 0 Z-(CH2CH20)n-CH2CH2-, donde n esté en el rango entre 10 y 4000
aproximadamente y Z es una fraccién que comprende un grupo funcional seleccionado del grupo
que consta de hidroxilo, amino, éster, carbonato, aldehido, alquenilo, acrilato, metacrilato,
acrilamida, sulfona, tiol, écido carboxilico, isocianato, isotiocianato, hidrazuro, maleimida,
vinilsulfona, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, alcoxilo, benciloxilo, silano, lipido,
fosfolipido, biotina, y fluoresceina.

Alternativamente, POLY puede ser taponado en extremo con un fraccién de taponamiento
en extremo tal como alcoxilo, alcoxilo substituido, alqueniloxilo, alquenilo:;ilo substituido,
alquiniloxilo, alquiniloxilo substituido, ariloxilo, y ariloxilo substituido. Grupos de taponamiento
en cxiremo preferidos incluyen metoxilo, etoxilo, y benciloxilo.

Gencralmente, POLY posee una masa molecular promedio nominal que estd dentro de
uno de los siguientes rangos: entre 100 y 100.000 daltons aproximadamente, entre 1.000 y 50.000
daltons, o entre 2.000 y 30.000 daltons aproximadamente. Masas moleculares preferidas para
POLY incluyen 250 daltons, 500 daltons, 750 daltons, 1 kDa, 2 kDa, 5 kDa, 10 kDa, 15 kDa, 20
kDa, 30 kDa, 40 kDa, y 50 kDa, o0 atin mas.

En atin ofra realizacién particular, cl alcanal polimérico del invento comprende la

H—E‘{:‘{]‘X‘—PDLY——X"{E]‘E—H

en donde POLY, cada X, cada (z'), cada R', cada R, y cada R* son como se definieron

anteriormente. En una realizacién especifica, POLY es lineal y el polimero es homobifuncional.

estructura:

Como se declard anteriormente, el segmento polimérico dentro del alcanal polimérico

puede poscer cualquicra de un niimero dc gcomctrias, tales como lineal, ramificado, bifurcado,

- multiexicnsivo, o dendritico, lo cual se describird con mayor detalle a continuacién.
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Realizaciones especificas del invento incluyen alcanales poliméricos que corresponden a

las siguientes estructuras:

FEG—(CH;).—E-NH =(CH.CH20)y cI: C—H

2
-A
9 R'l o
PEG—(CHg);——C-NH —(CHaCHaNH)g — % g—-H
2
z
IV-A

En las antcriores estructuras, PEG es poli(etilenglicol), y b y g estin cada uno
independicntemente cntre 0 y 20, a estd entre 0 y 6. Para estructuras gencralizadas
proporcionadas en esta seccidn, las variables corresponden a rangos/valores previamente
proporcionados a menos que se anote lo contrario.

En una realizacién especifica, un alcanal polimérico segtn el invento corresponde a la

cstructura:

¢t L
PEG —C-NH—{(CHzCHz0), —— C —Ci—H
P

1I-D

Un alcanal polimérico particularmente preferido que estd dentro de la estructura

generalizada 111-D posee la estructura:
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CHy0-(CHCHO)rC — NH

(LHah
|

GHyO {CHz0HON-C—NH—CH —C (0} HN-(CH;CH;0)- CHACH;)-CHO

II-E

Segtn otro aspecto, €l invento estd dirigido a una composicién que comprende un

polimero soluble en agua quc tienc la estructura:

AR

POLY—X" o
H 7
VIl

donde la composicién no tiene cantidades detectables de especics que contienen yodo o productos

de reaccion tipo rctro-Michael. Esto es particularmente ventajoso, puesto que las especies que
contienen yodo pueden llevar a degradacién de cadenas de poli(etilenglicol) debido a la escisién
de cadena, resultando en un producto polimérico con un alto valor de polidispersidad, ¢j., més de
1.2 aproximadamente. Preleriblemente, un alcanal polimérico del invento poseerd un valor de
polidispersidad menor que 1.2 aproximadamente, preferiblemente menor que 1.1
aproximadamente, y aiin mds preferiblemente menor que 1.05 aproximadamente. Aln mas
preferidos son los alcanales poliméricos tales como aquellos descritos en la presente
caracterizados por una polidispersidad de 1.04, 1,03 o menos.

Segun otro aspecto, el invento se relaciona con una composicién que comprende un

polimero soluble en agua que tiene la estructura:

1
POLY~— T C—H
H z
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donde POLY es un segmento polimérico lineal soluble en agua, taponado cn extremo y la

composicion no tiene cantidades detectables de derivado de polimero de dialdehido.

o

Una caracteristica adicional de-los alcanales poliméricos del invento es su estabilidad, €j.,

estabilidad de almacenamiento, en comparacion con otras composiciones de aldehido polimérico.

Por cjemplo, cn la presente se proporciona una composicion alcanal polimérica que exhibe 10% o

menos de degradacion del grupo de aldehido polimérico cuando se almacena a 40°C durante 15

dfas, tal como se determind mediante NMR.

En una realizaci6n preferida, la composicion del invento comprende un alcanal polimérico

correspondiente a la siguiente estructura:

VII-A.

En aiin una realizacion més preferida, segun la cstructura VII-A, POLY posee la

estructura Z-(CH2CH20),-CH2CH2-, donde X es O, n est4 en el rango entre 10 y 4000

aproximadamecnte, y Z comprende un grupo funcional, fraccidn de blanco, reportero, grupo de

laponamiento, o similarcs.

Otra composicion del invento comprende un polfmero segiin la estructura:

Vil

En atin otro aspecto de invento, se proporcionan formas de hidrato o acetal de los

alcanales poliméricos anteriormente descritos.

Los acetales del invento incluyen acetal dimetilico, acetal dietilico, acetal di-isoproplilico,
acetal dibencilico, acetal 2,2,2 -tricloroetilico, acetal bis(2-nitrobencilo), acetal S,S’-dimetilico,

acetal S,S’-dietflico, y dioxolanos.

10



10

20

25

30

Mis particularmente, un acetal o forma de hidrato de un alcanal polimérico del invento se

puede describir generalmente mediante la siguiente estructura:

R" len!
pow—xA[ﬂ~ Cr—whgr4
,h
X

donde W* y W® son cada uno independientemente O 0 S, y R® y R* son cada uno
independientemente H, o un radical orgénico seleccionado del grupo que consta de metilo, etilo,
isopropilo, bencilo, 1,1,1- tricloroetilo, y nitrobencilo, o cuando se toman juntos, son (CH2);- o
—(CH2)3-, formando un anillo de 5 o 6 miembros cuando se consideran junto con W*, C,, y Wb,
Los acctales poliméricos son precursores itiles de los alcanales del invento, y se pueden
hidrolizar para proporcionar un alcanal polimérico.

En una realizacion particular, sc proporciona un polimero soluble en agua con la

H \|V'R’
POLY—X + Cr—WHR*

wl &

IX-A

En la estructura 1X-A, el alcanal ticne solamente metileno o carbonos (CH2)- que separan el

estructura:

acetal o la porcién de hidraio de aldchido de la molécula del eslabén, X'.

Ademis, el invento estd dirigido a conjugados fonnados mediante la reaccién de un
agente biologicamente activo con los alcanales poliméricos descritos en la presente, sus hidratos
y/o los alcanales corrcspondientes.

Preferiblemente, el conjugado corresponde a la siguiente estructura:
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POLY—X'—{ C ~- C— NH: Apente bioldgicamente activo

(]
R’H
I

donde “agente biologicamente activo NH” representa un agente biologicamente activo que
comprende un grupo amino.

También forman parte del presente invento los hidrogeles formados a partir de los
alcanales poliméricos descritos ¢n la presente o sus prccursores.

Segun otro aspecto, el invento proporciona reactivos aldehidos protegidos. Estos reactivos
aldehidos protegidos son particularmente ttiles para formar los alcanales poliméricos del invento,

y corresponden generalmente a las siguientcs estructuras:

- ‘IvaRJ
G + Cr—whr!
]
R g
XI-A
i H1- T‘RJ
|
G— (CHCHNH)g~——C~1—~C—WPR*
|
LI
X1-B
nl W.Rj
1] |
G—({CHCH;O)y ? Cr—whp4
|
|
XI1-C
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donde G es un grupo funcional, y las restantes variables tienen los valores divulgados
anteriormente.

En realizaciones preleridas de las estructuras XI-A, B, y C, G es un grupo saliente tal
como cloruro, bromuro, ésier de para-tolilsulfonato, éster de metilsulfonilo, trifluorosulfonilester,
y trifluoroetilsul foniloéster.

Alternativamente, G es un grupo funcional seleccionado del grupo que consta de -OH, -
NH2, -SH, y formas protegidas de los mismos.

Otro aspecto del invento esté dirigido a un método para preparar un alcanal polimérico
soluble en agua, opcionalmente en forma protegida. Brevemente, el método incluye los pasos de
reaccionar un polimero soluble en agua que comprende al menos un grupo reactivo, Y, con un
reactivo de alcanal protegido que comprende entre 2 y 20 dtomos de carbono y un grupo reactivo,
K, apropiado para desplazamicnto por o alternativamente, reaccion con Y, bajo condiciones
efectivas para formar un alcanal polimérico soluble en agua en forma protegida. En este método,
un polimero activado cs acoplado a un reactivo que lleva la porcidn alcanal del producto final, o
un precursor del mismo.

Preferiblemente, la reacci6n es realizada bajo una atmoésfera inerte.

En una realizacién especifica, POLY-Y, se prepara mediante polimerizacion directa.

El método también puede incluir ¢l paso adicional de hidrolizacién del alcanal polimérico
soluble en agua protegido, €j., bajo condiciones dcidas, para formar el correspondiente alcanal
polimérico solublc en agua.

En una realizacion prelerida, el paso de hidrolizacién es realizado a un pH no menor de 3
aproximadamente.

Las formas protegidas del rcactivo de alcanal para realizar el método incluyen acctales
tales como acelal dimelilico, acetal dietilico, acetal di-isopropilico, acetal dibencilico, acetal
2,2,2-tricloroetilico, acetal bis(2-nitrobencilo), acetal S,S'-dimetilico, acetal S,S'-diet{lico,
acetales ciclicos y tioacetales ciclicos.

En alin una realizacion adicional, el alcanal polimérico producido asi es recuperado
elevando el pH de la mezcla de reaccién desde 6.0 hasta 7.5, extrayendo el alcanal polimérico a
un solvenic orgédnico, y rctirando el solvente.

En una realizacion preferida del método, el polimero soluble en agua corresponde a la

estructura, "POLY-Y", y el reactivo de alcanal protegido corresponde a la estructura:

13
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B\

HI
(| |
K ri: Cr—WwbR!
] |
F A

Xi-D

Preferiblemente, POLY comprende un poli(etilenglicol) que puede o no ser de
taponamiento en exiremo.  En una realizacién particular del método, POLY-Y comprende la
estructura Z-{(CH2CH20),H, en donde n esti entre 10 y 4000 aproximadamente, y Z es
seleccionado del grupo que consta de -OCH3, -OCH2CH3, y ~OCH2(C6HS5). En una realizacion _
adicional, POLY-Y comprende la estructura Z-(CH2CH20),CH2CH20'M*, donde POLY-Y es
preparado mediante polimerizacién dc abertura de anillo ani6énico de oxido de ctileno sobre una
sal de alcoholalo taponado en extremo tal como Z-CH2CH20'M", preparada mediante
metalacién del grupo —OH terminal de Z-CH2CH2OH con una basc fuerte. M' representa un
contraion metdlico tal como Na*, K*, Li*, Cs*, Rb". El POLY-Y preparado de esta forma es luego
apropiado para reaccion con un reactivo de alcanal p'rolegido tal como se describié anteriormente.

En aiin una realizacién adicional particularmente preferida, el alcanal recuperado no tiene
cantidades dctectables de POLY Y sin reaccionar (¢j., Z{(CH2CH20),H) y productos de reaccién
tipo retro-Michael.

En aln otra realizacién del método, POLY-Y corresponde a polietilenglicol diol, es decir,
POLY-Y posee la estructura HO-(CH2CH20),H, en donde n csid entre 10 y 4000

aproximadamente, K es scleccionado del grupo que consta dc:

g

0
1]

Cl, Br, CHy §— . CHy—f—  CF—E— CROHr—5—

0 0 o o .

y el método resulta cn la formacidn de un alcanal polimérico protegido con la estructura:

i 1
alb T
n*o—g——i —O— (CH,CH0—] G—OR'
2
zl

- -z
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En adn otra realizacion del método, POLY-Y comprende la estructura Z-(CH2CH20),H, en
donde n estd entre 10 y 4000 aproximadamente, y Z es hidroxilo protcgido. En esta instancia, una
realizacion preferida del método incluye la desproteccién del hidroxilo protegido despues del
paso de reaccidn, opcionalmente seguido por la conversién del hidroxilo terminal del
poli(etilenglicol) en un grupo funcional difercnte de hidroxilo.

Grupos funcionales de ejemplo incluyen amino, éster, carbonalo, aldehido, alquenilo,
acrilato, metacrilato, acrilamida, sulfona, tiol, dcido carboxilico, isocianato, isotiocianato,
maleimida, vinilsulfona, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, y silano. Preferiblemente, el
grupo funcional es seleccionado del grupo que consta de éster de N-hidroxisuccinimidilo,
carbonato de benzotriazolilo, amina, amina protegida, vinilsulfona, y maleimida.

Seglin otra realizacion del invento, “Y"” cn POLY-Y es un grupo ionizable o es un
derivado dc un grupo ionizable tal como un 4cido carboxflico, éster activo, o amina.
Preferiblemente, POLY-Y ha sido cromatograficamente purificado antes de utilizar en cl paso de
reaccién. En una realizacién particular, POLY-Y es purificado antes de utilizar mediante
cromatografia de intercambio i6nico. De manern ideal, tal POLY-Y cromatograficamente
purificado para utilizar cn cl paso de reaccién csencialmente no ticne cantidades detectables de
impurczas poliméricas. En tal realizacién de este método, POLY-Y es taponado en extremo, y
csencialmente no tiene cantidades detectables de polietilenglicol dio] o impurezas PEG
difuncionales.

Allcrnativamente, al practicar el método del invento, el reactivo de alcanal comprende la

estruclura: H‘ W'Rj
K—(CHzCHNH + —WbR#*
el
6 XI-F
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R! T'R’

|
K~{OHOHOh —-C—CrwoR

ol |

L I

xX1-G

donde g y b cada uno independientcmente csuin en el rango entre 1 y 20
aproximadamente. Como un ejemplo, un rcactivo de alcanal preferido corresponde a la

estructura:
NH,—(CHoCHz0), r-on‘

XI-H

y el producto del paso de reaccién posee la estructura gencralizada:

RA!
PEG — E—NH—-(CHzc"lzolb —[ 1—-c|—on‘
2
e

IX-B

En aiin otro enfoque para la preparacién de un alcanal polimmérico del invento, un alcanal
polimérico tal como sc describi6 en la presente es preparado mediante la construccién de un
segmento polimérico directamente sobre un precursor dc acetal, cj., mediante polimerizacién
directa. Més especificamente, cste mélodo comprende los pasos de:

(i) proporcionar un precursor de acctal que comprenda al menos un sitio aniénico activo
apropiado para iniciar la polimerizacién.

(ii) poner en contacto el silio aniénico del precursor de acetlal con un monomero reactivo
capaz de polimerizar, para iniciar asf la polimerizacion del monomero rcactivo sobre el precursor

de acetal.

16
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(iv) pemitir que dicho contacto continue hasta alcanzar una longitud deseada de la cadena

(iii) como un resultado del paso de poner en contacto, adicionar monémeros reactivos

adicionales al precursor de acetal para formar una cadena polimérica.

polimérica, y

(v) terminar la reaccion para lograr un precursor de aldehido polimérico del invento.

Ll precursor de aldehido polimérico resultante puede ser adicionalmente hidrolizado al
correspondiente alcanal tal como se divulgé anteriormente, si se desea.

En una realizacion particular del método anterior, el monomero reactivo es éxido de
ctileno y el sitio aniénico reactivo contenido dentro del precursor de acetal es un anién de
alcéxido (O-), preleriblemente acompaifiado por un metal alcalino u otro contraion apropiado. El
grupo {inal de alcoxido prescnte en el precursor de acetal es aclivo para polimerizacién de
abertura de anillo ani6nico de oxido de ctileno para formar un alcanal polimérico del invento.

El precursor de acetal generalmente poseerd una cstructura que corresponde a:

R! \lv‘RJ

9 A —
A

RY . H

donde las variables poscen los valores descritos antcrionmente, con la excepeién que X’ termina
en un anién de oxigeno, o O (ej., en su forma neutral, X’ tipicamente termina en un grupo
hidroxilo 0 “OH, que en presencia de una base fuerte, se convicrte en la correspondicnte sal de
alcoxido). Contraiones apropiados incluyen.Na*', K*, Li*, y Cs*. El paso de terminacion
generalmente comprende la neutralizacién de la reaccion, ¢j., mediante la adicién de dcido.
Opcionalmente, el segmento polimérico pucde ser taponado mediante la adicion de un reactivo de
alquilacioén u otro reactivo apropiado para proporcionar un extremo no reactivo.

Estos y otros objetos y caracter{sticas del invento serdn manifiestos cuando sean lefdos en

conjuncidn con la siguiente descripcion detallada.

17
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BREVE DESCRIPCION DE LA FFIGURA

La fig. | cs un esquema de rcaccion general para la preparacién de un alcanal polimérico
del invento mediante polimerizacién de abertura de anillo aniénico de oxido de ctilo (EO) sobre

un precursor dc acetal que tiene un sitio aniénico.

DESCRIPCION DETALLADA DEL INVENTO

Antcs de describir el presenlc invento en detalle, se debe entender que estc invento no estd
limitado a los polimeros particulares, técnicas sintéticas, agentes activos, y similares. Se debe
entender que la terminologia utilizada en la presente es para describir realizaciones particulares
solamente, y no pretende ser limitanie.

Sc debe notar que, como se utilizan en csta especificacion, las formas singulares “uno”,
“una™, “el”, “la” incluycn referentes plurales a menos que el contexto claramente dicte lo
contrario. Por lo tanto, por ejemplo, la relerencia a un “polimero” incluye un Gnico polimero as{
como también dos o mds polimeros iguales o diferentes, la referencia a un “conjugado” sc reficre
a un Gnico conjugado asf como también a dos o mas conjugados iguales o diferentes, la
referencia a un “cxcipicnte” incluye un tinico excipiente asi como también dos o més excipienics
iguales o diferentcs, y similares.

Al describir y reivindicar el presenic invento, la siguiente terminologia serd utilizada

scgin las definiciones descritas a continuacién.

DETINICIONES
Los siguienies términos como se utilizan en la presente tienen los significados indicados.
Como se utilizan en la especificacion, y en las reivindicaciones anexas, las formas

singulares “uno”, “una” “el”, “la”, incluyen referentes plurales a menos que cl contexto
claramente dicte lo contrario.

“PEG” o “poli(etilenglicol)” como sc utiliza en la presente, pretende incluir cualquier
poli(oxido de etileno) soluble en agua. Tipicamente, los PEGs para utilizar cn el presente invento
comprenderidn una dc las dos siguientes estructuras: “(CH2CH20),-* 0 “{CH2CH20),.
1CH2CH2-," dependiendo de si el oxigeno terminal ha sido o no desplazado, €j., durante una

transformacion sintética. La variable (n) csti entre 3 y 3000, y los grupos tcrminales y
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cnlazadora (la cual sc describini con mayor detalle més adelante), los dtomos que comprenden el

arquitectura del PEG gencrul pucde variar. Cuando PEG ademds comprende una [raccién

cslabén (X), cuando estin covalentemente unidos a un scgmento PEG, no producen la formacidn
de (i) un enlace oxigeno-oxigeno (-0-O-, un enlace dc peroxido), o (ii) un enlace nitrégeno-
oxfgeno (N-O, O-N). “PEG"” significa un polimero que contiene una mayoria, es decir, mis de
50%, de subunidades que son -CH2CH20-. PEGs para utilizar en el invento incluyen PEGs con
una variedad de pesos molcculares, estructuras o geometrias (ej., ramificados, linealcs, PEGs
bifurcados, dendriticos, y similarcs), a ser descritas con mayor detalle mas adelante.

“soluble en agua™, en el contexto de un polimero del invento o un “segmento polimérico
soluble en agua” es cualquier segmento o polimecro que es soluble en agua a temperatura
ambiente. Tipicamente, un polimero soluble en agua o segmento transmitird al menos
aproximadamente 75%, mis preferiblemente al menos 95% aproximadamcnte de luz, transmitida
por la misma solucién después de filtracion. Sobre una basc de peso, un polimero soluble cn agua
o segmento del mismo preleriblemente scri al menos 35% aproximadamente (por peso) soluble
cn agua, mis preleriblemente al menos aproximadamente 50% (por peso) soluble en agua, atin
més preferiblemente aproximadamente 70% (por peso) soluble en agua, y aiin mds
preferiblemente aproximadamente 85% (por peso) soluble en agua. Sin embargo, se prefiere mds
que el polimero o segmento soluble en agua sea aproximadamente 95% (por peso) soluble en
agua o completamentc soluble en agua.

Un grupo de “taponamiento en cxtremo” o “taponado en extremo” es un grupo inerte
presente sobre cl extremo de un polimero tal como PEG. Un grupo de taponamiento en extremo
cs aquel que facilmente no experimenta la transformacion quimica bajo condiciones tipicas de
reaccidn sintética. Un grupo de taponamiento cn extremo generalmente es un grupo alcoxilo, -
OR, donde R es un radical orgénico comprendido de 1-20 carbonos y preferiblementc es un
alquilo menor (ej., metilo, etilo) o bencilo. “R” puede ser saturado o no saturado, e incluye arilo,
heteroarilo, ciclo, heterociclo, y formas substituidas de cualquiera de los anteriores. Por ejemplo,
un PEG de taponamiento ¢n extremo tipicamentie comprenderé la estructura “RO{(CH2CH20),.%,
dondc R es como se definié antcriormentc. Aliernativamente, el grupo de taponamiento en
extrcmo también puede veniajosamente comprender un rotulo deteciable. Cuando el polimero
ticne un grupo de taponamiento en extremo gue comprende un rotulo detectable, la cantidad o

locacién del polimero y/o la fraccién (ej., agente activo) al cual el polimero es acoplado, se puede
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limitacidn, fluorescentes, quimioluminiscentes, fracciones utilizadas para rotulacién enzimatica,

decterminar mediante la utilizacién de un detector apropiado. Tales rotulos incluyen, sin

colorimetricos (ej., tintes), iones metdlicos, fracciones radioactivas, y similarcs.

“De ocurrencia no natural” con respecto a un polimero del invento significa un polimero
que en su totalidad no es encontrado en la naturaleza. Un polimero de ocurrencia no natural del
invento sin embargo puede contener una o mas subunidades o scgmentos de subunidades que son
de ocurrencia natural, siempre que la estructura polimérica general no se encuentre en la
naturalcza.

“‘Masa molecular” cn el contexto de un polimero soluble ¢n agua del invento tal como
PEG, se refiere a la masa molecular promedio nominal de un polimero, tipicamente determinada
mediante cromatografia de exclusion de tamafio, técnicas dc diseminacion de luz, o
decterminacién de velocidad intrinscca en 1,2,4-triclorobenceno. Los polimeros del invento
tipicamcnte son polidispersos, con valores de polidispersidad bajos de mcnos de 1.20
aproximadamente.

El término “reactivo” o “activado” cuando se utiliza ¢n conjuncién con un grupo
funcional particular, se reficre a un grupo funcional quc reacciona ripidamente con un clectrofilo
o un nucleofilo tipicamente presente en otra molecula, para experimentar una transformacion.
Esto en contrasie a aquellos grupos que requieren [ucrtes catalizadores o condiciones scveras de
reaccién con el objeto de reaccionar (es decir, un grupo “no reaclivo” o “inerie”).

El término “protegido” o “grupo protector” se refierc a la presencia de una fraccion (es
decir, ¢l grupo protector) que evita o bloguea la reaccion de un grupo funcional particular
quimicamente reactivo en una molécula bajo ciertas condiciones de reaccion. Ll grupo protector
variard dependiendo del tipo de grupo quimicamente reactivo que sea protegido as{ como también
de las condicioncs de reaccion a ser emplcadas y la presencia de grupos protectores o reactivos
adicionales en la molécula, si existen. Los grupos protectores conocidos en el estado de la tecnica
se pueden encontrar en Greene. T.W., GRUPOS PROTECTORES EN SINTESIS ORGANICA,
tercera Edicion, John Wiley & Sons, Inc., New York, NY (1999).

Como se utiliza en la presente, ¢l término “grupo funcional” o cualquier sinénimo del
mismo incluye formas protcgidas dcl mismo.

El término “fraccién cnlazadora” sc uliliza cn la presente para referirse a un dtomo o una

coleccion de dtomos opcionalmentc utilizados para enlazar fracciones de interconexion, tal como
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un scgmento polimérico y un alcanal. Las {racciones enlazadoras del invento pueden ser (O
hidroliticamente estables o pueden incluir un enlace fisiologicamente hidrolizable o
cnzimaticamente degradable.

Un enlace “fisiolégicamente escindible” o “hidrolizable” o “degradable” es un cnlace
rclativamente débil que reacciona con agua (es decir, es hidrolizado) bajo condiciones
fisiolégicas. La tendencia de un enlace a hidrolizar cn agua dependerd no solo del tipo general de
enlace que conccta dos dtomos centrales sino también de los substituyentes unidos a estos dlomos
centrales. Enlaces hidroliticamente inestables o débiles apropiados incluyen pero no estin
limitados a éster de carboxilato, ésicr de fosfato, anhidridos, acetales, cetales, éter de
aciloxialquilo, iminas, ortoéstcres, péptidos y oligonuclcotidos.

Un “enlace enziméticamente degradable” significa un enlace que estd sujcto a
degradacion por una o mds enzimas.

Un enlace “hidrolfticamente establc” se rcficre a un enlace quimico, tipicamente un enlace
covalcnlc, que es substancialmente estable cn agua, cs decir, no experimenta hidrélisis bajo
condiciones fisiol6gicas en cualquier medida apreciable sobre un periodo de tiempo extendido.
Ejemplos de enlaces hidroliticamente estables incluyen pero no estdn limitados a los siguientes:
cnlaces carbono-carbono (ej., en cadcnas aliliticas), éteres, amidas, uretanos, y similares.
Generalmente, un enlace hidroliticamente estable cs aquel que exhibe una tasa de hidrolisis
menor que 1-2% aproximadamente por dia bajo condiciones fisioldgicas. Las tasas de hidrolisis
de enlaces quimicos representativos se pueden encontrar cn la mayoria de textos estandares de
quimica.

“Alcanal” se refiere a la porcion de aldehido de un polimero soluble en agua del invento
(CHO), incluycndo el carbdn carbonilo y cualquier metileno adicional o metilenos substituidos (-
C(R")(R?- hasta la fraccién cnlazadora que conecta la porcién alcanal del polimero al segmento
polimérico. Al nombrar un scgmento alcanal, C1 corresponde al carbdn carbonilo. El termino
“alcanal” se utiliza en la presente para significar la inclusién de hidrato y formas protegidas del
grupo aldehido, asf como también andlogos de chalcédgeno. Una forma protegida particularmente .
preferida de un alcanal del invento es un acetal.

El “niimcro total de carbonilos™, en referencia a ciertos alcanales poliméricos del invento,
es el nimero total de grupos carbonilos contenidos cn el alcanal polimérico, sin contar los

carbonos de aldehido.
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“Ramificado” en refercncia a la gcometria o estructura gencral de un polimero se refiere a
un polfmero con dos o més “brazos™ poliméricos. Un polimero ramificado puede poseer 2 brazos
poliméricos, 3 brazos poliméricos, 4 brazos poliméricos, 6 brazos poliméricos, 8 brazos
poliméricos o mas. Un tipo particular de polimero altamentc ramilicado es un polimero
dendritico o dendrimero, que para propésitos del invento, sc considera posee una estructura
diferente de aquella de un polimero ramificado.

*“Punto dc ramificacion” se refierc a un punto de bifurcacion que comprende uno o més
dtomos en los cuales un polimero se divide o ramifica desde una estructura lineal en uno o mas
brazos poliméricos adicionales.

Un “dendrimero” es un polimero globular, monodispcrso de tamafio en el cual todos los
enlaccs emcrgen radialmente desde un punto central focal o nicleo con un patrén regular de
ramificacion y con unidades de repeticién que contribuyen cada una a un punto de ramificacion.
Los dendrimeros exhiben ciertas propiedades de estado dendritico tales como encapsulacion de
niclco, haciéndolos tinicos entre otros tipos de polimecros.

“Substancialmente” o “csencialmente” significa casi lotalmente o completamente, por ejemplo,
95% o més de alguna cantidad dada.

Un “producto tipo retro-Michael” se reficre a un producto que provienc de lo contrario de
una reaccién de adicion tipo Michacl. Una reaccion de adicién Michael (direccién hacia delante)
se reficre a la adicién de una especie de carbdn nucleofilico a un enlace doble electrofilico.
Tipicamente, pero no necesariamente, el nucleofilo es un enolato o una enamina aunque el
nucleofilo también puede ser un alc6xido o una amina u otra especie. El electrofilo tipicamente cs
una cetona alfa, beta-no saturada, éster, o nitrilo, aunque otros grupos retiradores de clectrones
también pucden activar un enlace doble carbono-carbono para ataque nucleofilico. Un producto
tjue provienc de lo contrario (o direccidn hacia atrds) de una adicién tipo Michael como se
describi6 anteriormente, es decir, una reaccion de eliminacion que resulta en la perdida dc una
especie de carbon nuclcofilico (que puede pero no neccsariamente cs un enolato o enamina) y
formacion de un enlace doble clectrofilico tal como una cetona alfa, beta no saturada o similar tal
como se describié anteriormente, se considera un producto tlipo retro-Michael. Por ¢jemplo, una
reaccién tipo retro-Michael de mPEG-propionaldehido resulta en los productos tipo retro-
Michael, mPEG-OH y acroleina (CH2=CH-CHO).
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“Alquilo” se rcfiere a una cadena de hidrocarburos, tipicamente cn el rango entre 1 y 20
dtomos de longitud. Tales cadenas de hidrocarburos preferiblemente no son nccesariamente
saturadas y pucden scr cadenas ramificadas o lineales, aunqgue tipicamente la cadena lineal cs
preferida. Grupos alquilo de ejemplo incluyen metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, 1-metilbutilo,
1-etilpropilo, 3-metilpentilo, y similares. Como se utiliza en la presente, “alquilo” incluye
cicloalquilo cuando tres 0 mas dtomos de carbono son referenciados.

“Alquilo menor” se refiere a un grupo alquilo que contiene entre 1 y 6 4tomos de carbono,
Yy puede ser de cadena lineal o ramificada, como se ejemplificd mcdiantc metilo, etilo, n-butilo, i-
butilo, t-butilo.

“Cicloalyuilo” se refiere a una cadena de hidrocarburos ciclica saturada o no saturada,
incluyendo compuestos unidos, fusionados, o espiro-ciclicos, prefcriblemente compuestos de 3 a
12 dtomos de carbono ‘aproximadamente, mas preferiblemente entre 3 y 8.

“Substituyentes de no interferencia” son aquellos grupos que, cuando estén presentes en
una molécula, tipicamente no son reactivos con otros grupos funcionales contcnidos dentro de la
molécula.

El término “substituido™ como en, por ejemplo, “alquilo substituido™, se refiere a una
fraccién (cj., un grupo alquilo) substituido con uno o mds substituyentes de no interferencia, tal
como, pero sin limitar a: cicloalquilo C3-C8, ¢j., ciclopropilo, ciclobutilo, y similares; halo, ¢j.,
fluoro, cloro, bromo, y yodo; ciano; alcoxilo, fenilo menor; fenilo substituido; y similares. Para
substituciones sobre un anillo de fenilo, los substituyentes pueden cstar en cualquier orientacion
(es decir, orlo, meta, o para).

“Alcoxilo™ se refiere a un grupo —O-R, en donde R cs alquilo o alquilo substituido,
preferiblemente alquilo C1-C20 (ej., metoxilo, ctoxilo, propiloxilo, bencilo, efc.), preferiblemente
Ci1-C7.

Como sc utiliza en la presente, "alquenilo” se refierc a un grupo hidrocarburo ramificado
o no ramificado de 1 a 15 dlomos longitud, que conticne al menos un enlace doble, tal como
elenilo, n-propenilo, isopropenilo, n-butenilo, isobutenilo, octenilo, decenilo, tetradecenilo, y
similares.

El término "alquinilo" como se utiliza en la presentc se reliere a un grupo hidrocarburo
ramificado o no ramificado de 2 a 15 dtomos longitud, que contienc al menos un enlace triple,

etinilo, n-propinilo, isopropinilo, n- butinilo, isobutinilo, octinilo, decinilo, y asl sucesivamente.
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carbono principales. Arilo incluye miltiples anillos de arilo que pueden ser fusionados, como en

"Arilo" significa uno o mds anillos arométicos, cada uno de cinco o seis dlomos de

naftilo o no fusionados, como en bifenilo. Los anillos de arilo también pucden scr fusionados o
no fusionados con uno o més anillos ciclicos de hidrocarbonos ciclicos, heteroarilicos, o
heterociclicos. Como se utiliza en la presente, "arilo” incluye heteroarilo.

"Hetcroarilo” es un grupo arilo que contiene entre 1 y 4 heteroatomos, preferiblemente N,
O, 0 S, o una combinacidn de los mismos. Los anillos dc helcroarilo también pueden ser
fusionados con uno o mds anillos ciclicos de hidrocarburo, heterociclico, arilo, o heteroarilo.

"Heterociclo™ o "heterociclico” significa uno o mas anillos de 5 a 12 dtlomos,
preferiblemente 5-7 dtomos, con o sin canicter de no saturacién o aromitico y que tiene al menos
un atomo ciclico el cual no es un carbono. Heterodtomos prefcridos incluycn azufre, oxigeno, y
nitrégeno.

"Heteroarilo sustituido” ¢s heleroarilo con uno o més grupos de no interferencia como
substituyentes.

"Heterociclo substituido" es un hetcrociclo con una o mds cadenas laterales formadas a
partir de substituycntes de no interferencia.

"Electrofilo” se refiere a un anién, dtomo, o colcceion de dtomos que pueden ser
anidnicos, con un centro electrofilico, es decir, un centro quc busca electrones, capaz de
reaccionar con un nucledfilo.

"Nuclcofilo" se refiere a un idn o dlomo o coleccion de dtomos que pucden scr ibnicos,
con un centro nucleofilico, es decir, un centro que estd buscando un centro electrofilico, y capaz
de reaccionar con un elcclrofilo.

"Agente aclivo” tal como se utiliza cn la presente incluye cualquier agente, firmaco,
compuesto, composicién de materia 0 mezcla el cual proporciona algin electo farmacoldgico, a
menudo benéfico que pucde ser demostrado in vivo o in vitro. Este incluye alimentos,
suplementos alimenticios, nutrientes, nutricéuticos, firmacos, vacunas, anticuerpos, vilaminas, y
otros agentes benéficos. Como se utiliza en la presente, estos términos ademis incluyen cualquier
sustancia fisiolégica o farmacol6gicamente activa que produce un efeclo localizado o sistémico
en un paciente.

"Excipiente farmaccuticamente accptable” o "vehfculo farmaceuticamente aceptable” se

refiere a un cxcipicnie quc puede ser incluido cn las composiciones del invento y que no produce
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"Cantidad farmacolégicamente electiva,", cantidad fisiolégicamente efectiva,” y "cantidad

electos toxicoldgicos adversos significativos al paciente.

terapeuticamenice efecliva” son utilizadas intercambiablemente en la presente para significar la
cantidad de un conjugado de agente PEG-activo presenie en una preparacion farmacéutica y es
necesario para proporcionar un nivel deseado de agente activo y/o conjugado en la corrientc
sanguinea o en ¢l tejido objetivo. La cantidad precisa dependerd de nimerosos factores, ¢j., cl
agente activo particular, los componentes y las caracteristicas fisicas de la preparacion
larmacéutica, la poblacion de pacientes objetivo, las consideraciones del paciente, y similares, y
sc puede determinar fiicilmente por alguien con experiencia cn cl estado de la técnica, con base
cn la informacion proporcionada en la presente y disponible cn la literatura pertinente.

"Multifuncional” en el contexto de un polimero del invento significa una cadena principal
polimérica con tres o mds grupos funcionales contenidos en la misma, donde los grupos
funcionales pueden ser iguales o diferentes, y tipicamente estdn presentes sobre los cxtremos
poliméricos. Los polimeros multifuncionales del invento tipicamente coniendrin entre 3 y 100
grupos funcionales, o entre 3 y 50 grupos funcionales, o entre 3 y 25 grupos funcionales, o entre
3 y 15 grupos funcionales, o entre 3 y 10 grupos funcionales, o contendrén 3,4,5,6,7,8,9 0 10
grupos funcionales dentro de la cadena principal polimérica.

Un polimero “difuncional” significa un polimero con dos grupos funcionalcs contcnidos
en ¢l mismo, tipicamente en los extremos poliméricos. Cuando los grupos funcionales son
iguales, se dice que cl polimero es homodifuncional. Cuando los grupos funcionales son
diferentes, se dice que cl polimero es heterobifuncional.

Un reactivo dcido o bdsico descrito en la prescente incluye formas de sal neutrales,
cargadas, y cualquier forma de sal correspondiente del mismo.

“Alcohol poliolefinico," se refiere a un polimero que comprende una cadena principal
polimérica de olefina, tal como polietileno, con miiltiples grupos hidroxilo colgantes unidos a la
cadcna principal polimérica. Un alcohol poliolelinico de ejemplo es alcohol polivinilico.

Como se utiliza cn la presente, "no peptidico” se refiere a una cadena principal polimérica
substancialmente libre de enlaces peptidicos. Sin embargo, el polimero puede incluir un niimero
menor dc enlaces peptidicos espaciados a lo largo de las subunidades de monémeros repetidos,
tal como por ejemplo, no més de un enlace peptidico aproximadamente por 50 unidades de

monémeros.
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Como se utiliza en la presente, "hidrato™ se reficre a un aldehido hidratado quc resulta a
partir de la adicién de una molécula de agua al grupo aldchido, el cual reemplaza la funcionalidad
dc carbonilo con dos grupos hidroxilo. Los aldehidos aleanzan equilibrio con el correspondiente
hidrato en agua.

El término "andlogo de chalcogeno” se refiere a andlogos de aldehido cn donde el
dtomo de oxigeno cs reemplazado con otro hetervatomo, generalmente azufre, sclenio, o telurio.

El término "paciente," se reficre a un organismo viviente que padece o est propenso a
una condicién que pucde ser cvitada o tratada mediante la administracién de un polimero del
invento, tipicamente pero no necesariamente en la forma de un conjugado de polimero y agente
activo, e incluye tanio humanos como animales.

"Opcional” o "opcionalmente” significa que la circunstancia subsccuentemente descrita
pucde o no ocurrir, de manera que la descripeion incluye instancias donde la circunstancia ocurre

¢ instancias donde no.

EL POLIMERO

En un primer aspecto, el invento proporciona un polimero soluble en agua con un grupo
aldehido reactivo. Los polimcros del invento son Gnicos en muchos aspectos. Estos son
preparados no solamente en alto rendimiento, sino que también son de almacenamiento estable
dcbido a la ausencia de subproductos de reaccion perjudicial quc pueden llcvar a la degradacion
dc la cadena polimérica y pobre polidispersidad polimérica. Los polimeros, en particular
polimeros de taponamiento cn extremo, son adicionaliente preparados en alla purcza, ¢j., sin
cantidades detectables de polietilenglicol diol derivado y otras impurezas poliméricas. Esta
caracteristica es particularmentc venlajosa para preparar polimeros PEG de taponamiento en
cxtremo de alto peso molecular, ej., con un peso molecular de 30 kDa o mads aproximadamente,
donde la cantidad de impureza de polictilenglicol diol en la materia prima tal como mPEG puede
estar en el rango entre 2% y 30% por peso aproximadamente o més, dependiendo del proveedor.
Ademas cn ciertas realizaciones, los polimeros del invento son menos reaclivos que olros
aldehidos poliméricos conocidos, haciéndolos mis discriminatorios en rcacciones de conjugacion

y mds estables durantc translormacion, manipulacion, y reaccion de aislamiento o purificacion.

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES GENERALES Y PORCION ALCANAL
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funcién de aldchido (es decir, la porci6n alcanal) a través de una fraccidn enlazadora interpucsta.

Generalmente, el polimcro del invento posce un segmento polimérico conectado a

aproximadamente entre 1 y 21 metilenos contiguos o metilenos sustituidos que tcrminan en una

Una estructura generalizada correspondicnie al polimero del invento es proporcionada a

continuacion como Estructura I.

R'| O
] W
POLY—X'——-C+4+—C—H
L
] - :I .
|

Estructura |

En referencia a la descripcién anterior cuando se obscrva en conjuncion con la estructura
I, ¢l segmento polimérico es representado por POLY, la fraccién enlazadora es representada por
X?, y los metilenos contiguos (formando una cadena de alquilenos) o metilenos substituidos
(formando una cadena de alquilenos substituidos) son representados por C(R'(R?)-. Més
cspecificamente, cn la Estructura I, POLY cs un segmento polimérico soluble en agua; X’ es una
fraccién enlazadora; y z° es un entero entre 1 y 21 aproximadamente. R', en cada ocurrencia, es
independientemente H o un radical orgdnico tal como alquilo, alquilo substituido, alquenilo,
alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo, y arilo sustituido. R?, en cada
ocurrencia, también cs independicniemenic H o un radical organico tal como del grupo que
consta de alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo
suslituido, arilo, y arilo sustituido. Aunque muchas dc las cstructuras cxplicitamente
proporcionadas en la presente son aldehidos, se debe entender que estas mismas estructuras y en
realidad el invento como un todo pretende extenderse hacia los correspondientes hidratos de
aldchido, aldchidos en forma protegida, y andlogos de chalcogeno, donde el oxigeno de carbonilo
en la estructura | es reemplazado por azulre, selcnio, o telurio.

El presente invento proporciona considerable {lexibilidad con respecto al tamafio de la
cadena de alquileno conectada al grupo aldehido. La longitud de la cadcna de carbono se

considera como el carbon carbonilo (C1) mds el nimero de dlomos de carbono que intervicnen,
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(¢j., el nimero total de Cs comprendiendo la porcién [-C(R'YR?)]Z' del polimero), conectando cl‘\/
carbon carbonilo al eslabon. La longitud de la cadena de carbono tipicamente es de 3 a 22 dtomos
de carbono aproximadamente, o mis tipicamentc de 4 a 13 dtomos de carbono aproximadamente.
En referencia a la estructura I anterior, csto significa que el valor de 2' tipicamentc estd en el
rango entre 2 y 21, o més tipicamente cnire 3 y 12. Mas explicitamente, el valor de z' ¢s
tipicamente uno de los siguientes: 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12, o més. Los valores de z' més
prefcridos cstin en el rango entre 2 y 8 aproximadamente. Un alcanal polimérico particularmente
preferido del invento cs aquel donde z' cs 3.

Con referencia a la cstructura I anterior, ciertos tipos de alcanales son particularmente
preferidos. Tales compuestos incluyen alcanales como sc describio anteriormente con al menos
un radical orgdnico posicionado en al menos un "C" en la cadena de carbono. El radical orgénico
puede ser cualquiera de los radicales orgénicos anicriormente mencionados, €j., alquilo, alquilo
sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo, arilo sustituido,
con alquilo como preferido. Tipicamente, el grupo alquilo es un alquilo menor de cadena lineal o
alquilo menor ramificado tal como metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, iscbutilo, sec-
butilo, pentilo, cte, con cadena lincal como prefcrida. Un sustituyente de alquilo particulanmente
preferido es metilo.

Aunque la porcion alcanal del polimero puede poseer mds de un radical orgénico
posicionado sobre uno o miis "C"s ¢n la cadena de carbono, un tipo de alcanal preferido es aquel
cn el cual solamente un "C" en la cadena de carbono es sustituide con un radical orgénico y todos
los demas R' y R? son H. Por cjemplo, sin considerar la longitud de la cadena de alquileno, se
preficren los alcanales donde todas las variables de R' y R? son H, con excepeidn que: (i) uno
entre R! y R? posicionado en C-2 es alquilo, o (ii) uno entre R' o R? posicionado cn C-3 ¢s
alquilo; o (iii) uno entre R' o R? posicionado en C4 ¢s alquilo; o (iv) uno entre R' o R?
posicionado cn C-5 es alquilo, y asi succsivancnte. Un tipo particularmente preferido de
substituyente cn cste aspecto es el alquilo menor tal como metilo, etilo, o propilo. La sintesis de
un alcanal 2-metilo-substituido del invento, mPEG-2-mectilbutiraldehido, se describe en el
Ejemplo 17.

Contemplando ahora la porcidn alcanal del polimero, ciertos alcanales preleridos son

mostrados a continuacion.

28



15

20

25

4

A" R A

| |
POLY~——X'~——C~—C3—Co——Cy—H

N

Estructura 1-A
La Estructura I-A cs aquella donde el valor de z’ a partir de la estructura I es 3. Esta cstructura,
sin considcrar si uno o més de C2, C3, o C4 ¢s substituido con un alquilo u otro radical orgénico
como se describié anterionmente, se conoce en la presenic como un “butiraldehido” o como un
“butanal”. Butiraldehidos poliméricos ilustrativos dcl invento incluyen aquellos donde la porcién
nlcanal del polimero es 2-metilbutiraldehido, 3-metilbutiraldehido, o 4-metilbutiraldehido, 2-
etilbutiraldehido, 3-ctilbutiraldehido, o 4-etilbutiraldehido.

Cstructura [-B.

La estructua [-B cs aquella donde el valor dc z’ dc la cstructura | es 4. Esta estructura, sin
considerar si cualquiera uno o més de C2, C3, C4, o C5 es sustituido con un alquilo u otro radical
orgdnico como se describid anteriormente, es conocida en la presente como un “pentanal” o como
un “valeraldehido”. Pentanales poliméricos ilustrativos del invento incluyen aquellos donde la
porcion alcanal del poliméro es 2-metilpentanal, 3-metilpentanal, 4-metilpentanal, o 5-
mctilpentanal. Pentanales poliméricos adicionales incluycn aquellos donde la porcién alcanal del

polimero cs 2-ctilpentanal, 3-etilpentanal, 4-etilpentanl, o 5-etilpentanal.
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T1 ?I 'i" Flti HI 0
POLY——X— Tu— cl:g—- t.l.‘..——tl‘.,—T,——c,-H
R R R?
Estructura I-C

La Estructura I-C es aquella donde el valor de z’ en la estructura | es 5. Esta cstructura,
sin considerar si uno o més de C2, C3, C4, C5 o C6 es sustituido con un alquilo u otro radical
orgénico como sc describid anterionente, es conocida en la presente como “hexanal”. Hexanales
poliméricos ilustrativos del invento incluyen aquellos donde la porcién alcanal del polimero es 2-
metilhexanal, 3-metilhexanal, 4-mctilhexanal, 5-metilhexanal, 6-metilhexanal, 2-ctilpentanal, 3-
elilpentanal, 4-etilpentanal, o 5-etilpentanal.

Componentes alcanalcs adicionales de un polimero del invento incluyen heptanales,

octanales, nonanales, y similarcs.

LA FRACCION ENLAZADORA

Considerando ahora la fraccién enlazadora, una fraccién enlazadora o simplemente
“cslabon” del invento esté representada generalmente por la variable, X’. La [raccién enlazadora
es la porcién del polimero gencral que enlaza la porcién alcanal del polimero con el segmento
polimérico (a ser descrito con mayor detalle més adelantc). Un eslabdn del invento puede ser un
dlomo simple, tal como un oxigeno o un azuire, dos dtomos, o un nimero de dtomos. Un cslabon
tipicamente pero no neccsariamente es de naturaleza lineal. La longitud total del eslabén
tipicamentc cstard cn el rango entre 1 y 40 dtomos, donde por longitud se entiende el mimero de
dtomos cn una cadena simple, sin contar los substituyentes. Por ejemplo, -CH2- vale como un
dtomo con respecto a la longitud enlazadora tolal, -CH2CH20- velc como 3 dtomos de longitud.
Preferiblemente, un eslabén tendra una longitud entre 1 y 20 itomos aproximadamente, o cntre 2
y 15 dlomos aproximadamente.

Un eslabén del invento puede ser un grupo luncional simple tal como una amida, un éster,
un urelano, o una urea, o puede contcner metileno u otros grupos alquileno que limitan con
cualquicr lado del grupo funcional simple. Adicionalmente, un eslabdn del invento puede ser una

cadena de alquileno, opcionalmenic contcniendo uno o mas dlomos de oxigeno o azufre (es decir,
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un éter o tioéter). Eslabones preferidos son aquellos que son hidroliticamente estables. Cuando se
observa en cl contexto de la estructura I, un eslabon es aquel que cuando se considera parte del
polimero general, no resulta en una estructura gencral que conticne un enlace de peroxido (-0-O-
) 0 un enlace —N-0O- 0 —O-N-.

Eslabones ilustrativos, X', son aquellos gue corresponden a cualquiera de las siguientes
estructuras:

-(CH2)~-D¢~(CH2)s~ 0 (CH2),-M~C(0)-K-(CH2),-.

Con rcferencia a las estructuras ecnlazadoras anteriores, la variable “c” esté en el rango entre cero
y 8; “D” es O, NH, o S; la variablc “e” ¢s 0 0 1; la variable “f”’ estd en el rango entre 0 y 8; la
variable “p” cstd en el rango entre cero y 8; “M” cs —NH o O; “K” es NH o O; la variable “y” estd
cn el rango entre cero y 8; y las variables “r” y “s™ son cada una independientemente 0 o 1.

En el contexto de la cstructura 1, un eslabon del invento, X® puede ser cualquicra de los
siguientes:
-0-, -NH-, -S8-, -C(0)-, C(0)-NH, NH-0-C(0)-NH, -C(S)-, -CH2-, -CH2-CH2-, -CH2-CH2-
CH2-, -CH2-CH2-CH2-CH2, -CH2-0-, -0-CH2-CH2-, -CH2-0O-CH2-, -CH2-CH2-0O-, -O-CH2-
CH2-CH2-, -CH2-0-CH2-CH2-, -CH2-CIH2-0-CH2-, -CH2-CH2-CH2-0-, -O-CH2-CH2-CHH2-
CH2, -CH2-0-CH2-CH2-CH2-, -CH2-CH2-0-CH2-CH2-, -CH2-CH2-CH2-0-CH2-, -CH2CH2-
CH2-CH2-0-,-C(0)-NH-CH2-,-C(0O)-NH-CH2-CH2-, -CH2-C(0O)-NH-CH2-, -CH2-CH2-C(0)-
NH-, -C(0)-NH-CH2-CH2-CH2-, -CH2-C(0)-NH-CH2-CH2-, -CH2-CH2-C(0)-NH-CH2, -
CH2-CH2-CH2-C(0O)-NH-, -C(O)-NH-CH2-CH2-CH2-CH2, -CH2-C(0)-NH-CH2-CH2-CH2-, -
CH2-CH2-C(0)-NH-CH2-CH2-,-CH2-CH2-CH2-C(0)-NH-CH2-, -CH2-Cl12-CH2-C(0O)-NH-
CH2-CH2-, -CH2-CH2-CH2-CH2-C(0)-NH-, -C(0)-0-CH2-, -CH2-C(0)-0-CH2-, -CH2-CH2-
C(0)-0-CH2-, -C(0)-0-CH2-CEI2, -NH-C(0)-0-CH2-, -CH2-NH-C(0)-CH2-, -CH2-CH2-NH-
C(0)-CH2-, -NH-C(0)-CH,-CH2-, -CH,-NH-C(0)-CI1>-CH2-CH2-NH-C(0)-CH2-CH2, -C(0)-
NH-CH2-, C(0)-NH-CH2-CH2-, -0-C(0)-NH-CH2-, -O-C(O)NH-CH2-CH2-, NH-CH2-, NH-
CH2-CH2-, CH2-NH-CH2-, -CH2-CH2-NH-CH2-, -C(0)-CH2-, -C(0)-CH2-CH2-, -CH2-C(0O)-
CH2-, -CH2-CH2-C(0)-CH2-, -CH2-CH2-C(0)-CH2-CHH2-, -CH2-CH2-C(0)-, -CH2-CH2-
CH2-C(0)-NH-CH2-CH2-NH-, -CH2-ClH2-CH2-C(0)-NH-CH2-CH2-NH-C(0)-, CH2-CH2-
CH2-C(0)-NH-CH2-CH2-NH-C(0)-CH2-, grupo cicloalquilo bivalente -N(R®)-, CH2-CH2-CH2-
C(0)-NH-CH2-CH2-NH-C(0)-CH2-CH2-, -O-C(O)-NH-[CH2],{(OCH2CH2);., y
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4
combinaciones de dos o mis de cualquiera de¢ los anteriores, en donde (h) cstd entre 0 y 6, (j) estd -
entre 0 y 20, RS es H o un radical orgénico scleccionado del grupo que consta de alquilo, alquilo
substituido, alquenilo, alquenilo substituido, alquinilo, alquinilo substituido, arilo y arilo
substituido. Otros eslabones espccificos tiencn las estructuras: -C(O)NH(CH2), (NH-C(O)-, o —
NHC(O)NH-{CH2), {NH-C(O)- 0 —-OC(O)NH-(CH2), §NH-C(0)-, donde los valorcs subindices
después de cada metileno indican el nimero posible de melilenos contenidos cn la estructura
cnlazadom, ¢j., (CH2),¢ significa que el cslabén pueden contener 1,2,3,4,5 o 6 metilenos.

Para propésitos de la presente divulgacion, sin embargo, un serie de &lomos no se
considera como una fraccion enlazadora cuando la serie dc dtomos es inmediatamente adyacente
a un segmento polimérico, POLY, y la serie de dtomos es solo otro monémero tal que la fraccién
enlazadora propuesta representaria una mera cxtcnsion de la cadena polimérica. Por ejemplo,
dada la estructura parcial “POLY-X", donde POLY en csta instancia sc define como
“CH30O(CH2CH20),-", la [raccidn cnlazadora no serfa “~-CH2CH20-* pucsto que tal definicién
meramente represcntaria una extension del polimero. No sc puede decir, sin embargo, que un
cslabon del invento no puede poseer una o mis porciones contiguas -CH2CH20-. Por cjemplo,
un eslabon pucde contcner una o mas subunidades ((CH2CH20-) limitadas sobre uno o ambos
lados por uno o una combinacidn de cslabones ilustrativos tal como se proporciond
anteriormente.

Es decir, un eslabén como se describié anteriormente también puedc incluir un oligomero
tal como ((CH2CH20)- 0 (CH2CH2NH),- donde b y g cada uno independientemente estin en
cl rango cntre | y 20 aproximadamente. Los solicitantes han encontrado que la inclusién de tales
oligémeros dentro del csiabon puedc proporcionar estabilidad al producto alcanal polimérico
final al extender la distancia entre la funcionalidad de aldehido y cualquier grupo reactivo
contenido dentro dcl eslabén. En esla forma, las interacciones intramoleculares son
desfavorecidas, llevando a rendimicntos aumentados durante la preparacion y estabilidad
mcjorada del producto alcanal polimérico. Preferiblemente, las variablcs b y g cstdn en el rango
entre 1 y 10, o en cierlas instancias, en el rango entre 1 y 6. La sintesis de un alcanal polimérico
ilustrativo con cuatro unidades contiguas {(CH2CH2O) en el cslabdn se describe en el Ejemplo
5.

Ejemplos adicionales de cslabonces especilicos que contienen los segmentos oligoméricos
—(CH2CH20)b- 0 (CH2CH2NH)g-~ son mostrados a continuacién, donde X’ incluye o esta
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definido por: \

~CH2).-De«(CH2)p-P- & —(CH2),-M-C(0)-Ky-(CH2),-T-.

En las cstructuras ilustrativas anteriores, P y T son cada una independientemente —
(CH2CH20)y- 0 {CH2CH2NH),, b y g estin cado uno independientemente entre 1 y 20, y las
demas variables son como se definieron anteriormente. Ejemplos de eslabones preferidos de esta
clase son —0-C(0)-NH-(CH2CH20)y-, -C(O)-NH-(CH2CH20)y-, NH-C(0)-NH-(CH2CH20),-,
-0-C(0)-NH-(CH2CH2NH)5-, -C(0)-NH-(CH2CH2BH),;-, y -NH-C(O)-NH-(CH2CH2BH),-.

En cicrias instancias, por ejemplo, cuando POLY representa un scgmento polimérico
lineal, entonces preferiblementc ¢l nimero tolal de carbonilos presentes en el alcanal polimérico
es cero 0 dos o més, donde cl nimero total de carbonilos no incluye los carbonilos de aldehido.
Sin embargo, cuando el eslabén, X’ incluye uno o més scgmentos contiguos (-CH2CH20-),
entonces preferiblemente ¢l nimero total de carbonilos presentes cn ¢l alcanal polimerico ¢s 0, o
1,02, 03, 0 mis.

Refiriéndonos nuevamenic la estructura I, en otra realizacién preferida del invento,
cuando X’ cs oxigeno o incluye al menos un segmento (-CH2CH20-), y z’ esti en el rango entre
2 y 12, entonces al menos uno entre R' o R? cn al menos una ocurrencia cs un radical orgdnico tal
como se definio anteriormente o alternativamente, el polimero ¢s heterobifuncional. En tal
instancia donde el polimero cs heterobiluncional, el segmento polimerico, POLY,
preferiblemente posce un grupo reactivo en un extremo gue no es hidroxilo.

Prclcriblemente, el eslabdn es hidroliticamente cstable, y puede contener uno o més de los
siguientes grupos funcionales: amida, uretano, éicr, lioéter, o urea. Sin embargo, los
eslabonamientos hidroliticamente degradables, tales como éster de carboxilato, éster de fosfato,
ortoéster, anhidrido, imina, acetal, cetal, oligonucleotido, o péptido, también pueden cstar
presentcs cn un csiabon del invento. Los eslabones de heterodtomos tales como O 0 S, son
parlicuianncnte preferidos, como son los eslabones que contienen scgmentos oligomeéricos —
(CH2CH20),- 0 (CH2CH2NH), como se describid anteriormente.

EL SEGMENTO POLIMERICO/POLIMEROS PARA PREPARAR UN ALCANAL
POLIMERICO
Como se muestra en las eslructuras ilustrativas anteriores, un alcanal polimérico del

invento contiene un scgmento polimérico soluble cn agua. POLY's representativos incluyen
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poli(glicoles de alquileno) tales como poli(ctilenglicol), poli(glicol de propilcno) (“PPG™), \
copolimeros de etilenglicol y glicol de propileno, poli(alcohol olefInico), poli(vinilpirrolidona),
poli(hidroxialquilmetacrilamida), poli(hidroxialquimetacrilato), poli(sacaridos), poli(dcido a-
hidroxilico), poli(alcohol vinilico), polifosfaceno, polioxazolina, poli(N-acriloilmorfolina).

POLY puede ser un homopolfmero, un copolimero alternante, un copolfmero aleatorio, un
copolimero de bloque, un tripolimero alternante, un tripolimero aleatorio, o un tripolimero de

bloque de cualquicra de los anteriores. El scginento polimerico soluble ¢n agua prefcriblcmente

es, aunque no necesariamente, un poli(etilenglicol) o “PEG” o un derivado del mismo.

El segmento polimérico puede tener cualquiera de un niimero de geometrias diferentes,
por cjemplo, POLY pucde scr lineal, ramiticado o bifurcado. Mas tipicamente, POLY es lineal o
ramificado, por ejemplo, con dos brazos poliméricos. Aunque mucha dc la discusién en la
prescnte estd enfocada en PEG como un POLY ilustrativo, la discusion y las estructuras
prescntadas cn la presente pucden scr ficilmente extendidas para incluir cualquiera de los
segmentos poliméricos solubles en agua descritos anterionmente.

Cualquier polimero soluble en agua con al menos un extremo rcactivo sc puedc utilizar
para prcparar un alcanal polimérico segin el invento y el invento no estd limitado en este aspecto.
Aunque se pueden utilizar polfmeros solubles cn agua quc llevan solamente un tinico extremo
reactivo, se pueden utilizar polimeros que llevan dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,
dicz. once, docc 0 méds cxiremos reactivos apropiados para conversién a un alcanal polimérico tal
como se eslablecio en la presente. De manem ventajose, a medida que aumenta el nimero de
hidroxilo u otras {racciones reactivas sobre el scgmento polimérico soluble en agua, aumenta el
nimero de sitios disponiblcs para introducir un grupo alcanal. Ejemplos no limitantes del limite
superior del mimcro de fracciones de hidroxilo y/o otras fraccioncs reactivas con el segmento
polimerico solublc en agua incluyen 500, 100, 80, 40, 20, y 10.

Considerando ahora el POLY preferido, PEG, “PEG” incluye poli(etilenglicol) en
cualquiera de sus formas lineal, ramificada o multi-extension, incluyendo PEG de taponamiento
en exiremo, PEG bifurcado, PEG ramificado, PEG colgante, y PEG quc conticne uno o més
eslabonamicntos degradables que separan subunidades de mondmeros, a ser completamente
descritos a continuacion.

Para preparar un alcanal polmérico del invento, un material de inicio PEG comiinmente

utilizado es polietilenglicol libre, un polimero lineal con grupos hidroxilo en cada extremo:
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HO-CH2CH20-(CH2CH20),,-CH2CH2-0OH.

El anterior polimero, alfa-, omega-dihidroxilpoli(etilenglicol), se puede presentar en una
forma breve como HO-PEG-OH, y también es conocido en la presente como polietilenglicol diol,
donde “-PEG-" cn “HO-PEG-OH” corresponde a:

-CH2CH20Q-(CH2CH20),.,-CH2CH2-

y (n) tipicamentc esti en el rango entre 3 y 4000 aproximadamente, o entre 3 y 3000
aproximadamente, o mds preferiblemente entre 20 y 1000 aproximadamente. En referencia a la
estructura I, POLY por ejemplo pucde ser un PEG con terminacién hidroxilo tal como HO-
CH2CH20- (CH2CH20),.,-CH2CH2-,

Otro tipo de PEG util para preparar los alcanales poliméricos del invento ¢s PEG de
taponamicnto en extremo, donde PEG es taponado en cxtremo con un grupo de taponamicnto en
extremo inerte. PEGs de taponamiento cn cxtremo prelfcridos son aqucllos que ticnen como una
fraccién dc taponamiento en extremo un grupo tal como alcoxilo, alcoxilo sustituido,
alqueniloxilo, alqueniloxilo sustituido, alquiniloxilo, alquiniloxilo sustituido, ariloxilo, ariloxilo
sustituido. Preferidos son grupos de taponamiento en ¢xtremo tales como metoxilo, etoxilo, y
benciloxilo.

Con referencia ahora a las estructuras I y I-A a través de I-C, POLY, en ciertas

rcalizaciones, es o comprende un polietilenglicol) correspondicnte a la estructura:

“Z-(CH2CH20),-“ 0 “Z-(CH2CH20),-CH2CH2-%,

donde n cstd en ¢l rango entre 3 y 4000 aproximadamente, o entre 10 y 4000 aproximadamente, y
Z es o incluye un grupo funcional tal como hidroxilo, amino, ésicr, carbonato, aldchido,
alqucnilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, sulfona, tiol, dcido carboxilico, isocianato,
isotiocianato, hidrazida, malcimida, vinilsulfona, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida,
alcoxilo, benciloxilo, silano, lipido, fosfolipido, biotina, y fluoresceina. Nucvamcnie, las
estructuras POLY mostradas anterionmente pueden represcntar segmentos poliméricos lineales, o

pueden formar parte de un scgmento polimérico ramificado o bifurcado. En una instancia donde
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cl segmento polimérico es ramilicado, las cstructuras POLY inmediatamente anteriores pueden,
por cjemplo, corresponder a los brazos poliméricos formando parte de la estructura POLY
general. Altemativamente, en una instancia donde POLY posec una estructura bifurcada, la
anterior estructura POLY pucde, por ejemplo, corresponder a la porcién lineal del scgmento
polimérico antes del punto de ramificacion.

POLY también puede corresponder a una molécula PEG ramificada con dos brazos, 3
brazos, 4 brazos, 5 brazos, 6 brazos, 7 brazos, 8 brazos o més. Los politneros ramificados
ulilizados para preparar los alcanales poliméricos dcl invento pueden posecr cualquiera entre 2 y
300 extremos reaclivos. Se prefieren scgmentos poliméricos ramificados con 2 o 3 brazos
poliméricos. Un POLY ilustrativo ramificado, como se describe cn la Patcnte U.S. No. 5.932.462 .

corresponde a la estructura:

PEG—r
R* C—

I

PEG—Q

En esta representacion, R” es una fraccion no reactiva, tal como H, metilo o un PEG, y P
y Q son eslabonamientos no reactivos. En una realizacion preferida, ¢l segmento polimérico PEG
ramificado es lisina disustituida con metoxi poli(etilenglicol).

En la anterior configuracion ramificada particular, cl segmento polimérico ramificado
posee un sitio reaclivo Unico que sc extiende desde el punto de ramificacién “C” para
posicionamiento del grupo alcanal reactivo a través dc un eslabon, Los PEGs ramificados tales
como eslos para ulilizar en ¢l presente invento tipicamentc tendrén menos de 4 brazos PEG, y
mids preferiblcmente, tendrén 2 o 3 brazos PEG. Tales PEGs ramificados ofrecen la ventaja de
tener un Unico sitio reactivo, acoplado con una nube polimmérica mas grande y densa que sus
contraparies PEG lineales.

Un tipo particular de alcanal PEG ramificado corresponde a la estructura: (MeO-PEG)G-
X’-alcanal, donde i es igual a 2 0 3, y G es una lisina u otro residuo aminoécido apropiado.

Un alcanal polimérico ilustrativo ramificado del invento tienc la estructura mostrada a

continuacion:
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mPEG,—O—C—NH

H—r—n—amn

m—o—i—m 0

Estructura V-A

En esta instancia, el eslabén corresponde a C(O)-NH, opcionalmente conteniendo un
segmento oligomérico (CH2CH20),- 0o (CH2CH2NH),- posicionado entre el nitrégeno de
amida y la porcion alcanal del polfmero como sc muestra cn la Estructura V-B a continuacion.
Los segmentos oligoméricos de cjemplo poseerin valores b o g en el rango entre | y 40
aproximadamente, o enire | y 30 aproximadamente. Prefcriblemente b o g posee valores de
alrededor de 20 o menos. Preferiblemente, b o g tendri uno de los siguicntes valorcs:
2,3,4,5,6,7,8.9,10, o més. En una realizacion particularmente preferida, b o g esta cn el rango
entre 2 y 6, y mPEG, y mPEGj, son iguales o difcrentes.

mPEG, —0—!:—NH

{l—T—N—(CHzCHzmh-ﬂhnal

mm.—o——T—Nu

Estructura V-B,
Ciertas realizaciones son preferidas para alcanales polimnéricos con una estructura
ramificada. Por ejemplo, en una realizacion particular, por ¢jemplo cuando POLY en la
Estructura 1 es ramificado, entonces al menos uno entre R' o R? en al menos una ocurrencia es un

radical organico tal como sc definié anteriormente. En una realizacion alternativa preferida, por
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ejemplo, cuando POLY en la Estructura [ es ramificado, entonces X’ incluye -(CH2CH20),- \
donde b esté entre | y 20 aproximadamente, en la instancia donde POLY comprende un residuo
de lisina. En ocasiones cuando POLY tiene dos brazos poliméricos, es prefcrible que ningtn
brazo polimérico comprenda oxigeno como el Unico heterodtomo en la instancia donde POLY
comprende “C-H" como un punto de ramificacion.

PEGs ramificados para utilizar en la preparacion de un alcanal polimérico del invento
adicionalmente incluyen aqucllos represcntados generalmente por la formula G(PEG),, donde G
cs una molécula central o principal desdc la cual se extienden 2 o mds brazos PEG. La variable n .
representa ¢l nimerv de brazos PEG, donde cada uno de los brazos poliméricos pucde
independicntemente ser de taponamicnto en extremo o alternativamente, puede posecr un grupo
funcional reactivo en su cxtremo, tal como un alcanal u otro grupo funcional reactivo. Los PEGs
ramificados talcs como aquellos representados generalmente por la formula, G(PEG), anterior
poscen de 2 a 300 brazos poliméricos (es decir, n ¢std en ¢l rango cntre 2 y 300
aproximadamente). Los PEGs ramificados tales como cstos preferiblemente poseen entre 2 y 25
brazos poliméricos aproximadamente, mis preferiblemente entre 2 y 20 brazos poliméricos
aproximadamente, y aiin mas preferiblemente entrc 2 y 15 brazos poliméricos aproximadamente
o menos. Los mds preferidos son los polimeros de miltiples brazos con 3, 4, 5, 6, 7 o 8 brazos.

Las moléculas centrales o principales preferidas en PEGs ramificados como se describio
anteriormente son los polioles. Tales polioles incluyen polioles alildticos con cntre 1 y 10 dtomos
de carbono y entre 1 y 10 grupos hidroxilo, incluyendo etilenglicol, dioles alcanos, glicoles
alquilicos, dioles alquilidenalquilicos, dioles alquilcicloalcanos, 1,5-decalindiol, 4,8-
bis(hidroximetil)triciclodecano, dioles de cicloalquilideno, hidroxialcanos, trihidroxialcanos, y
similares. También se pueden emplear polioles cicloalifiticos, incluyendo azucares de cadena
lineal ¢ dc anillo cerrado y alcoholes de aziicar, tales como manitol, sorbitol, inositol, xilitol,
quecbrachitol, treitol, arabitol, eritritol, adonitol, dulcitol, facosa, ribosa, arabinosa, xilosa, lixosa,
ramnosa, galactosa, glucosa, fructosa, sorbosa, manosa, piranosa, altrosa, talosa, tagitosa,
piranosicdas, sacarosa, laclosa, maltosa y similares. Polioles aliféticos adicionales incluyen
derivados de gliceraldehido, glucosa, ribosa, manosa, galactosa, y estercolsomeros relacionados.
Otros polioles centrales que se pueden utilizar incluyen éter corona, ciclodextrinas, dextrinas y
otros carbohidratos tales como almidones y amilosa. Polioles preferidos incluyen glicerol,

pentacritritol, sorbitol, y trimctilolpropano.
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PEGs multi-exicsnsivos para utilizar en la preparacion de un alcanal polimérico del
invento incluyen PEGs multi-cxtensivos disponibles en Nekiar, Huntville, Alabama. En una
realizacion preferida, un alcanal polimérico multi-extensivo del invento corresponde a lo
siguiente, donde los dctalles de la porcidn alcanal de la molécula se proporcionan en cualquier

parie cn la presente.

ulnlluanal Tkannl aikanal

PLE PEG

alkanal-PEG-O-CH,-CH-CHy-0-(CH,CHCH;-0-),-CH;-CH-CH,-O-PEG-alkanal

n=0a4d
Estructura XIII-A

Alternativamentc, el alcanal polimérico puede poscer una estructura bifurcada general. Un
ejemplo de un PEG bifurcado corresponde a la estructura: PEG-Y-CH-QX’-[C(R")(R?)],.~-CHO)2,
donde PEG es cualquiera de las formas de PEG descritas cn la presente, Y ¢s un grupo enlazador,
preferiblemente un cslabonamiento hidroliticamente cstable, y las otras variables que
corresponden al eslabén y la porcion alcanal son como se definicron anteriormente.

Derivados de alcanales PEG bifurcados ilustrativos adicionales corresponden a la
siguiente estructura:

PEG-Q-CH-[(CH32)m-X01-C(O)-Y-V-alcanal];
Estructura XIII-B.

donde PEG es cualquiera de las formas de PEG descritas en la presente. Q es un eslabonamiento
hidrolfticamente estable, tal como oxigeno, azufre, 0 —C(0)-NH-; m estd en el rango entre 1 y 10,
(es decir, m pucde ser 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, o 10) pero preleriblemente mes 1,2,3,04; X esun
dtomo opcional, y cuando csti prescnte, es O o N; Y ¢s NH o O; y V es un segmento oligomérico
opcional tal como {CH2CH20),- 0 (CH2CH2NH),- como se describié anteriormente. Un PEG
ramificado de ejemplo que corresponde a “PEG” en la fonnula anterior es lisina mPEG-

disustituida, donde “PEG" corresponde a:

mPEG,—O—C—NH

(Fﬂzh-
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Alternativamente, el scgmento polimérico PEG para utilizar en la preparacion de un
alcanal polimérico del invento puede ser una molécula PEG con grupos reactivos colgantes a lo
largo de la longitud de la cadena ’2G mas que cn los extremos, para proporcionar un alcanal
polimerico con uno o mas grupos alcanales colgantes fijados a la cadena PEG mediante un
eslabdn, X’.

Adcmids, cl segmento polimérico pucde posecr uno o mas cslabonamientos degradables o
débiles, tales como eslabonamientos de éster que estdn sujctos a hidrdlisis. Otros
cslabonamientos hidroliticamente degradables que pueden estar contenidos en POLY incluyen
carbonato, imina, éster de fosfato, ¢ hidrazona.

Gencralmente, la masa molecular promedio nominal del segmento polimérico soluble cn
agua, POLY variard. La masa molccular promedio nominal de POLY tipicamente cae en uno o
més de los siguientes rangos. Entre 100 y 100.000 daltons aproximadamente; entre 500 y 80.000
daltons aproximadamentc; entre 1.000 y 50.000 daltons aproximadamentc; entre 2.000 y 25.000
daltons aproximadamente; entre 5.000 y 20.000 daltons aproximadamente. Masas moleculares
promedio nominales para el scgmento polimérico soluble en agua POLY incluyen 1.000 daltons
aproximadamente, 5.000 daltons aproximadamente, y 10.000 daltons aproximadamente, 15.000
daltons aproximadamenic, 20.000 daltons aproximadamente, 25.000 daltons aproximadamente,
30.000 daltons aproximadamente, y 40.000 daltons aproximadamente. Los POLY's de bajo peso

molecular poseen masas moleculares de aproximadamente 250, 750, 1000, 2000, o 5000 daltons.
ALCANALES POLIMERICOS REPRESENTATIVOS

Desptllés de la descripcidn general anterior, las siguientes son algunas cstructuras

ilustrativas que demuestran alcanalcs poliméricos preleridos segin el invento.
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Por cjemplo, cl alcanal polimérico del invento, cuando es lineal, puede poseer una
cstructura homobifuncional o heterobifuncional segin la estructura 11 a continuacién. Una

estructuru homobifuncional segin la estructura a continuacion cs aquella donde ambos extremos

H_‘qé x._m_x.qlf]u,f .

Estructura 11

son iguales.

Valores preferidos para X’ y —CR'R2- son comno s establecieron anteriormente.
Estructuras particularmente preleridas segin la cstructura 11 son aqucllas cn las cuales POLY es
poly(etilenglicol), y X* es -0-C(0)-NH-, -C(0)-NH-, -NH-C(O)-NH-, -0-C(0)-NH-
(CH2CH20)y-, -C(0)-NH-(CH2CH20),- 0 -NH-c(0)-NH-(CH2CH20),-, y z’ estd en el rango
cnire 1 y 12, y més preferiblemente cs 2, 3, 4, 5, o 6. Mds cspecificamente, alcanales poliméricos .

rcprescntativos del invento incluyen los siguientcs:

o) "i" o
PEG—(CHy),—C-NH—(CH5CH:O) E—H
z' .

I-A

Estructura i1iI-A

o R'l o
i ] g
PEG—(CH3)y——C~NH—(CHaCHzNH)g — T —H
R2
z
IV-A
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Estructura 1V-A

13

o R
PEG—(CHa),- HN—G-NH —(CHaCHO), t:: C—H
R?

Estructura 11I-C

PEG—(CH,),- HN—g-NH -—(m,cu,nm,—{
zl

I

Estructura 1V-C
en donde PEG es poli(etilenglicol), b y g estan cada uno independicntemente cntre 0 y 20,
a esta entre O y 6, y las demas variables son como se definieron anteriormente. Se preficren las
cstructuras en las cuales b y g estin en el rango cntre 1 y 8 o altenativamente en el rango entre 1

y 6. Aunque z’ esid en el rango cntre 1 y 21 aproximadamente, se prefieren las estructuras en las

" cuales 2’ estd en el rango entre 2 y 6, €j., 3 0 4.

Representaciones estructurales de dos alcanales poliméricos donde la variable “a” (tal
como se demuestra en lasa cstructuras a continuacion) es cero estén proporcionadas abajo.

0 w9
PEG —C-NH—{CH;CH;O), I C—H
2

Estructura I11-B.

o R
PEG —G-NH—{CHCHNH ‘% —H
# 1
Z
a2
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Estructura IV-B.

Un butanal polimérico ilustrativo ticne la siguiente estructura:

Q |
PEG —C-NH —({CHaCHZO), T'
H

I—S)—I
I—S)—I
o=0

|

X

-D

Estructura I1-D.

PEGs particularmente preferidos quc corresponden a la estructura I11-D anterior incluyen
Z-(CH2CH20),:- o

Z-(CHCHION-C— NH
JI .
Z-{CHyCHz0)-C~NH—CH —

Estructuras ramificadas adicionales segtin cl invento son como sigue, donde b tipicamente

csti entre 0 y 20, s tipicamente estientre 0 y 6, ydes 1,20 3,

Al
PEG CH;),—@-NH —{CHC14:0)y i—-H

|
T
R2
z!
d
Estructura VI-A
0
] AT
PEG-1+{CHz)y =NH-C-NH —(CHCH;0), +C{C~H
A2
7 d
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Estructura VI-B
En las estructuras VI-A y B anteriores, PEG pucde ser lineal o ramificado.
Preferiblemente, R' y R? en cada ocurrencia son H, y 2’ estd en el rango entre 3 y 12, y aiin mis

preleriblemente 3, 4, 5, o 6. Como un ejemplo, un polimero segin la Estructura VI-B cs aquel

donde PEG corrcsponde a la estructura:

-~

P H
Z-(CHzCHz0)y-C —N-CH
™~

donde Z cs un grupo funcional o de taponamicnlo cn extremo como sc describio

antcriormente.

Otro alcanal polimérico del invento posee la estructura mostrada a continuacién:

NH—GI.!—CI-I.!—O-['QIHHI—O']'(JIZ-CHI-GI!—ﬂl
3

m:-o[mz-cuz—o|cnz—an—an-ﬁ
B

an—(rl—nn—nm—o-];cm-cn:-cm—iu

Estructura XIV

En la realizacion anterior, el alcanal polimérico también tienc una estructura bifurcada y
cs apropiada para unidn covalente a dos agentes biologicamenic activos. La anterior estructura
contiene, en las porciones que sc extienden desde el punto de ramificacién —~CH- un eslabén que
contiene segmentos oligoméricos {(CH2CH20)-, donde el nimero de talcs segmentos en cada
porcién cs 3. El nimero de talcs scgmentos oligoméricos en la anterior estructura puede ser
variado segun la descripcion gencralizada proporcionada anteriormente.

Estructuras de alcanales poliméricos de ejemplo adicionales incluyen las siguientes, donde

las variables han sido previamente definidas:

V8

POLY—X— (1= C—H
H z
VII
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Estructura VII
) H H (o)
| i | i
POLY—X = 04_03—02_‘C|—H
H H H
VII-A.

Estructura VII-A

i () T Y s
H—C—+—T—?—0—[GH:CHaOIn-Ol-I=CH4— o— J.:—-c—-—c——c—-l-l
I 1 ]
H H H H H H
vill
Estructura VIII

Preferiblemente, cualquiera de las anteriores estructuras es proporcionada como una
composicion que tienc una o més caracleristicas iinicas de composicién descritas con mayor

detalle a continuacion.

CARACTERISTICAS DE LAS COMPOSICIONES ALCANALES POLIMERICAS
FORMADAS Y METODOS DE PREPARACION

Los alcanales poliméricos del invento poseen varias ventajas sobre los aldehidos
poliméricos previamente preparados. Primero, los alcanales poliméricos son preparados en
rendimientos muy altos, en parte debido a la simplicidad del enfoque sintético empleado,
particularmentc para los alcanales con oxigeno como la fraccién enlazadora. Ademds, al
cxaminar la estabilidad de los butanales del invento, se descubrié que estos tipos dc alcanales son

mds estables a pHs bésicos que los derivados de aldehidos poliméricos antes conocidos (&j.,
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propionaldehidos, acetaldehidos), y son formados sin cantidades significativas o alin deteclables
de subproductos de reaccion tipo retro-Michael. Por cjemplo, como se demostrd en el Ejemplo 3,
bajo condiciones bdsicas, el propionaldehido mPEG cxperimenta una reaccion tipo retro —
Michael, produciendo mPEG-OH y ¢l producto de climinacién, acroleina, en cantidades
significativas (después de 24 horas a tempcratura ambiente y pH 8, casi 40% dcl propionaldehido
PEG se descompuso). En contraste ¢l butiraldchido mPEG es significativamente més estable bajo
condiciones basicas, demostrando esencialmente no descomposicion de esta clase bajo las
condiciones empleadas.

Ademds, el derivado de polimero de butanal del invento alcanza equilibrio en agua con su
correspondiente hidrato a hidrato de 50% aproximadamente, mucho menos que el equilibrio de
hidrato del 70% exhibido por el propionaldehido y cl hidrato de 100% exhibido por el
acetaldehido. La reactividad menor de los derivados poliméricos del invento también es
evidenciada por la estabilidad marcadamente mayor de los derivados del invento bajo
condiciones bdsicas (ver ejemplo 3 a continuacién). No se observé el subproducto de acroleina
durante las reacciones dc conjugacion entre los derivados de aldehido del invento y protefnas u
otras moléculas a pH bésico. La reactividad baja de los derivados de aldehido del invento indica
quc los derivados del invento son mds selectivos, significando que los derivados inventivos son
capaces de reaccionar con mayor selectividad o especificidad con grupos amino especificos,
particularmente grupos amino cn el extremo N, sobre protefnas o péptidos, opuesto a reaccién no
selectiva o aleatoria con cualquier nimero de grupos amino sobre una proteina o molécula
peptidica. En muchas aplicaciones, la unién en ¢l extremo N selectiva de la cadena principal
polimérica es preferida para preservar mejor la conformacion proteica y actividad biologica.

Ademas, los alcanales poliméricos del invento son fonnados a partir de los
correspondientes precursores de acetal incdiante hidrolisis bajo condiciones acidas suaves, es
decir, bajo condiciones dcidas mucho menos severas que las requeridas ya sea para acetaldehido
PEG o propionaldchido PEG. Si se desea, tales condiciones suaves permiten conjugacion directa
in situ de los derivados poliméricos del invento con proteinas, péptidos, u otros blancos
moleculares sin necesidad de un paso de aislamiento intervencionista. Ademas, debido a los
enfoques sintéticos empleados, los alcanales poliméricos del invento también son proporcionados
en alta pureza, a menudo especies ausentes que contienen yodo o que pueden promover la

descomposicion del segmento polimérico.
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Debido a la suavidad del enfoque sintético empleado, y ademis debido a la naturalcza
estable de las cstructuras proporcionadas cn la presente, los alcanales poliméricos del invento son
adicionalmente proporcionados como composiciones que esencialmente no tienen productos de
reaccién 1ipo retro- Michael. Por lo tanto, las composiciones dc alcanales poliméricos
proporcionadas en la presente son particularmente de almacenamiento estable, exhibiendo
cantidades muy limitadas dc descomposicién polimérica. Como un ¢jemplo, con basc en los datos
de estabilidad recolectados, se encontré que los aicanales poliméricos del invento exhiben menos
de 10% dc degradacion aproximadamenie del grupo aldchido polimérico cuando se almacenan a
40°C durante 15 dias. Este porcentajc de degradacion se determiné mediante anélisis NMR.
Adicionalimente, se proporcionaron alcanales poliméricos mPEG lincales del invento que son
sustancialmente libres del correspondiente PEG-dialcanal (es dccir, una impureza PEG
homobifuncional que proviene de la presencia e una cantidad de polietilenglicol diol en la
materia prima de mPEG-OH).

Considerando ahora més especificamente el mélodo para preparacion de un alcanal
polimérico del invento, un alcanal polimérico generalmenic es preparado haciendo reaccivnar un
polimero solublc en agua que ticne al menos un grupo reactivo, Y, con un reactivo de alcanal
protegido que contiene un grupo reactivo, K, apropiado para desplazamiento por o
alternativamentc, reaccion con Y, bajo condiciones efectivas para formar un alcanal polimérico
soluble en agua cn forma protcgida. Generalmente, un reaclivo de alcanal protegido poseera entre
2 y 20 dtomos de carbono aproximadamente. El alcanal polimérico soluble en agua en forma
protegida formado asi luego es tipicamente hidrolizado, por ejemplo, bajo condicioncs 4cidas
para formar el alcanal polimérico soluble cn agua deseado.

Tipicamente, la reaccién de acoplamicnlo (es decir, ¢l acoplamiento del polimero reactivo -
y reactivo de alcanal protegido) cs realizada en un solvenie orgdnico tal como tolueno,
cloroformo, cloruro de metileno, acelonitrilo, acctona, dioxano, metanol, y ctanol. La reaccion
preferiblemente es rcalizada bajo una atmoslera ineric, a temperaturas en ¢l rango entre 20°C y
150°C aproximadamcnte. La hidrolisis para formar el alcanal descado tipicamente es promovida
por acido, y cs realizada a pHs menores que 7.0, con pHs preferidos en el rango cntre 3 y 6.5. La
hidrolisis se puede realizar a un pH de 3, 4, 5, o 6 aproximadamente, con pHs menores alrededor

de 3 como preferidos.
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Ejemplos detallados del enfoque sintélico descrito anteriormente son proporcionados en
los ¢jemplos 1,2, 5,y 17.

Mis tipicamente, el acoplamiento del segmento polimérico al reactivo dc alcanal
protegido avanza a través de una sintesis de éter de Williamson. Més cspecificamente, el grupo
reactivo Y del polimero es hidroxilo (el cual en presencia de una base fuerie es convertido a su
correspondientc forma anidnica o alcoxilo), y el grupo reactivo K sobre el acetal de reactivo de
alcanal protegido cs un buen grupo salicnte, tal como un haluro (preferiblemente Cl o Br) o
sulfato de metilo (un éster dc sulfonato), que puede ser facilmente desplazado por el anion de
oxIgeno posicionado en cl extremo polimérico. El eslabonamiento preferido resultantc es un
eslabonamiento de éter (O-) que contecta POLY al alcanal.

Después de union a POLY, cl alcanal protegido es hidrolizado a un pH écido para formar
el correspondiente aldehido o grupo funcional alcanal. Como se anoté anteriormente, los acetalces
de alcanal tales como acetal de butanal son hidrolizados bajo condiciones mis suaves que los
correspondicnics acelales de propanal o etanal. Por ejemplo, cuando z' es 3 0 mas, un acetal de
alcanal del invento puedc ser hidrolizado a un pH de 3 o 4 0 mis aproximadamente,
particularmente cuando R' y R? en todas las instancias son H. Como se anoté en los ejemplos 2 y
4, el grupo acetal de butanal descrito aqui es hidrolizado en aproximadamente 3 horas, a un pH de
3. La capacidad para formar cste grupo funcional alcanal bajo condiciones dcidas suaves es
ventajosa pucsio que permite cl uso in situ del polimero aldehido -funcionalizado para
conjugacién a una protelna u otra molécula biologicamente activa después de neutralizacion de la
solucién que conticne el alcanal polimérico a un pl apropiado para conjugacion (tipicamente un
pH entre 5 y 10 aproximadamente). En contrastc, los propionaldehidos poliméricos lincales
requieren aislamiento antes de la conjugacion debido a la cantidad de base requerida para
neutralizar la solucidn de pH bajo y la cantidad correspondicniemente mayor de sales generadas
durante {al paso de neutralizacion.

En el método emplcado, el reactivo de alcanal protegido tipicamente es un acetal tal como
acetal dimetilico, acctal dietilico, acetal di-isopropllico, acetal dibencilico, acetal 2,2,2-
tricloroetilico, acetal bis(2-nitrobencilo), acetal S,S'-dimetllico, y acetal S,S"-dietilico.
Alternativamente, ¢l acetal pucde ser un acetal ciclico o un tioacetal ciclico.

Mis especilicamente, el alcanal protegido usualmenic poscerd una estructura como:

] WR?
]|
K rI: Cr—WPR?
|
Rl H
F A



15

20

25

30

Estructura XI-D.

En csta estructura, 2’ es un entero entrc 1 y 21 aproximadamente. Como para los aldehidos
poliméricos proporcionados anteriormente, R', en cada ocurrencia, es independientemente H o un
radical organico seleccionado del grupo que consta de alquilo, alquilo sustituido, alquenilo,
alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo, y arilo sustituido; y R?, en cada
ocurrencia, es independientemente H o un radical orgénico seleccionado del grupo que consta de
alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo, y
arilo sustituido. W*y W son cada uno independientemente O o S, R? y R* son cada uno
independientementc H o un radical orgdnico scleccionado del grupo que consta de metilo, etilo,
isopropilo, bencilo, 1,1,1-tricloroctilo, y nitrobencilo, o cuando se toman juntos, son {CH2)2- o -
(CH2)3-, formando un anillo de 5 0 6 miembros cuando sc consideran juntos con W*, ¢y, y wb,

Preferiblemente, K es uno de los siguicntes grupos reactivos:

¢ 9 g 7
Cl, Br, CH:I_O_ﬁ_ ' CH',_ISI_ \ CFl—ﬁ_ \ GF:;CH!—ﬁ—

o o (» o .

En cste método, el alcanal polimérico cn la forma protegida tipicamentc es formado en un
rendimicnto mayor que 85% aproximadamente, y atin més preferibiemente un rendimiento mayor
que 90 a 95%.

Después de la hidrolisis para obtener el polimero aldehido -funcionalizado deseado, el
producto puede ser aislado si se desea neutralizando la mezcla de reaccién, ¢j., elevando el pH de
6.0 a 7.5 aproximadamentc, seguido por la cxtraccién del alcanal polimérico en un solvente

orgdnico, y remocion del solvente, €j., mediantc evaporacion giratoria, liofilizacion, o destilacidn.
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Dcbido a la simplicidad de este enfoque que no utiliza métodos oxidativos directos ni
cspcceics que contiencn yodo para proporcionar la funcién de aldehido deseada, los productos asi
formados son altamente puros, con estabilidad de almacenamiento aumentada en comparacién
con otros aldehidos poliméricos conocidos, y poscen valores de polidispersidad menores (menos
de 1. 5 aproximadamente preleriblcmente menos de 1.2 aproximadamente, y tipicamente
polidispersidades menores que 1.1, 1.08, 1.05, 1.04, 1.3 aproximadamente). Los polimeros con
polidispersidadcs 1an bajas como 1.03, 1.04 y 1.01 han sido preparados de esta manera.

Un alcanal polimérico aislado del invento preferiblemente tendré una pureza de al mcnos
95% aproximadamcnte, con basc en los conlaminantes poliméricos.

Los ejemplos 1 y 2 ilustran la formacion de alcanales poliméricos mPEG. En instancias cn
las cuales el material de inicio polimérico es polietilenglicol diol, uno de los grupes PEG
hidroxilo gencralmente es protegido antes de reaccion con el reactivo de alcanal protegido,
scguido por la subsiguiente desproteccion para acoplamiento. Todo alcanal protegido polimérico

ilustrativo formado dc esta manera se muestra por la cstructura XI-E a continuacién.

R 1
l
HO~— (CH,CH;0), ‘l;" _ﬁ— oR!
"

Estructura XI-E.

La extremo hidroxilo del PEG puede luego, si sc desea, scr convertido cn un grupo
funcional para proporcionar un alcanal protegido homobifuncional o hetcrobifuncional. Grupos
funcionales apropiados incluyen amino, éster, carbonato, aldehido, alquenilo, acrilato,
metacrilato, acrilamida, sulfona, tiol, dcido carboxilico, isocianato, hidrazida, isotiocianato,
maleimida, vinilsulfona, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacctamida, y silano. Sc prcfiercn los
grupos funcionales tales como éster de N-hidroxisuccinimidilo, carbonato de benzotriazolilo,
amina, vinilsulfona, y maleimida, carbonato de N-succinimidilo, hidrazida, propionato de

succinimidilo, butanoato de succinimidilo, succinato de succinimidilo, éster de succinimidilo,
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éter de glicidilo, oxicarbonilimidazol, carbonato de p-nitrofenilo, aldehido, ortopiridil-disulfuro,
y acrilol.

Otros reactivos de alcanal representativos son descritos por las cstructuras:

a ‘IleJ
K~ {CHaCHoNH % Cl—-thJ
g

Estructura XI-F

. \‘lleJ
K—(GHzCHOy 'If CWR*

|

XI-G

Estructura XI-G.

En aun otro enfoque, un alcanal polimérico del invento es ventajosamente preparado a
partir de un POLY-Y cromatograficamente purificado. En esta forma, las impurczas poliméricas,
y en particular las impurezas difuncionales que provienen del polietilenglicol diol son retiradas
para permitir la formacién de un producto de alcanal polimérico extretnadamente puro tal como
se describié anteriormente. Estc enfoque cs mostrado cn el cjemplo 5. Un resumen del enfoque
sintético general empleado, sus ventajas, su aplicabilidad a los métodos generales descritos en la
presente, asf como también detalles especificos de las reacciones rcalizadas es proporcionado en
el cjemplo 5.

Aunque cualquicr método de separacion cromatogrifico puede ser utilizado,
particularinente se prefiere la cromatografia de intercambio idnico, donde Y en POLY-Y es un
grupo ionizable o es un derivado de un grupo ionizable tal como un 4cido carboxflico, éster

activo, amina o similarcs.
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Acetales de alcanal poliméricos ilustrativos del invento pueden poseer cualquiera de las

siguienlcs estructuras, donde las variables han sido previamente descritas:

WIR3
POLv—xA[ I~c;—w"n‘

Estructura 1X.

,r W'R’
POLY—X' c c,——w"n‘
H

Estructura IX-A

En ain otra aproximacion para preparar un alcanal polimérico del invento, un alcanal
polimérico sc pucde prcparar mediante la construccién del segmento polimérico, POLY,
dircctamente sobre un precursor de acetal, ¢j., mcdiante polimerizacion directa. Mds
especificamente, en este método, primero s¢ proporciona un precursor de acetal con al menos un
silio anidénico activo apropiado para iniciar polimerizacion. El sitio aniénico del precursor de
acetal lucgo se coloca en contacto con un monornero reactivo capaz de la polimerizacion, para asf
iniciar la polimerizacion del monomero reactivo sobre ¢l precursor de acctul. Como un resultado
del paso de contacto, monomcros reaclivos adicionales son agregados al precursor de acelal para
formar una cadena polimérica. Se permite que el contacto continte hasta que la longitud deseada
dc la cadcna polimérica sea alcanzada, seguido por la terminacién de la reaccién para lograr un
precursor de aldehido polimérico del invento.

El precursor de aldehido polimérico resultante puede ser adicionalmente hidrolizado al
correspondiente alcanal tal como se cstablecid anteriormente, si se desca. Mas preferiblemente, el
monomero reaclivo es 6xido dc etileno y el sitio aniénico reactivo conlenido dentro del precursor -

de acetal cs un anién de alcéxido (O-), preferiblemente acompafiado por un metal alcalino u otro
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contraion apropiado. El grupo final alcéxido presente en cl precursor acetal es activo para
polimerizacion de abertura de anillo anidnico de 6xido de etileno para formar un alcanal
polimérico del invento.

Mais particularmente, cl precursor de acetal generalmente poscerd una estructura que

corresponde a:

1] WR?

—é—whn‘
|
+ H

)=

o

donde las variables poseen los valores descritos anteriormente, con la cxcepeién que X' termina
en un anion de oxigeno, o O- (cj., en su forma neutral, X' titicamente termina en un grupo
hidoxilo o -OH, quc en prescncia de una base [uerte, se convicrie en la correspondicnte sal de
alcdxido). Contraiones apropiados incluyen Na+, K+, Li+, y Cs+. El paso de terminacidn
generalmente comprende la neutralizacion de la reaccion, ej., mediantc la adicion de dcido.
Opcionalmentce, el segmento polimérico puede scr taponado mediante la adicion de un reactivo de -
alquilacién u otro reactivo apropiado para proporcionar un extremo no reactivo.

En una realizacion particular del méiodo anterior, POLY-Y corresponde a la estructura Z-
(CH2CH20)nH, cn donde n esta entre 10 y 4000 aproximadamente, y Z es selcccionado del
grupo que consta de -OCH3, -OCH2CH3, y -OCH2(C6HS). En una realizaci6én adicional, POLY-
Y corresponde a la estructura Z{CH2CH20)nCH2CH20-M+, donde POLY-Y se prepar6
mediante polimerizacion aniénica de abertura de anillo de oxido de ctilcno sobre una sal de
alcoholato taponado en extremo tal como Z-CH2CH20-M+, preparada mediante metalacién del
grupo -OH tenninal de Z-CH2CH2OH con una base fuertic. M+ representa un contraion metalico
tal como Na+, K+, Li+, Cs+, Rb+, POLY-Y preparado de esta manera es luego apropiado para
reaccion con un reactivo de alcanal protegido tal como se describié anieriormentc.

Un esquema generalizado que describe este enfoque es proporcionado en la presente
como Fig. 1, y las condiciones para realizar (al reaccion o seric de reacciones son proporcionadas

en el Ejemplo 15.

ALMACENAMIENTO DE REACTIVOS ALCANALES POLIMERICOS
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Preferiblementc, los alcanales polimericos del invento son almacenados bajo una
atmosfera inerte, (al como bajo argon o bajo nitrégeno, puesto que la funcionalidad dc aldehido
puede reaccionar cl oxigeno atmosférico para producir €l correspondiente dcido carboxilico.
Debicdo al potencial para la reaccién de la porcion de aldehido de la molecula con agua (ej.,
mediante cxposicion a humedad pam formar el hidralo correspondicnte), tainbién es preferible
minimizar la exposicion de los alcanales poliméricos del invento a humedad. Por lo tanto, las
condiciones preferidas de almacenamiento son bajo argdn seco u otro gas sceo inerle a
tempcraturas por debajo de -15°C aproximadamente. El almacenamicnto bajo condiciones de
temperaturas menores reduce la tasa de hidrolisis del aldehido polimérico a la correspondiente
forma de hidrato. Adicionalmentc, en instancias donde el segmento polimérico del alcanal
polimérico es I’EG, la porcion PEG dcl alcanal puede reaccionar lentamente con oxigeno para
formar peroxidos a lo largo de la porcion PEG de la molecula. La formacién de peroxidos puede
llevar finalmente a escisién cn cadena, aumentando asf la polidispersidad del reactivo de alcanal
PEG. En vista de lo antcrior, adicionalmente se preferierc almacenar los alcanales PEG del

invento en la obscuridad.

CONJUGADOS BIOLOGICAMENTE ACTIVOS

QUIMICA DE ACOPLAMIENTO
CONJUGACION A PROTEINAS - ALEATORIAY SELECTIVO EN EL EXTREMO N

Los alcanales poliméricos anteriormente descritos son utiles para la conjugacion a agentes
o superficies biologicamente activas que contienen al menos un grupo amino disponible para
reaccién. Tipicamente, un aldehido PEG del invento cs acoplado a un grupo amino mediante
aminacién reductiva, resultando en la formacidn de un eslabonamiento de amina secundario entre
cl scgmento polimérico y el agenle o superficie biologicamente activa. Al conjugar un alcanal

polimérico del invento con un agente o superficic biologicamente activa que contiene un grupo

amino, el alcanal polimérico reacciona con la molecula objetivo que contienc un grupo amino en

un solvente apropiado para formar el correspondiente intermcdio ligado a amina, cl cual lucgo es
reducido para formar un eslabonamiento de amina sccundario cntre el polimero y cl agente o

superlicie biologicamente activa. La reduccion de la imina a la correspondiente amina es
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realizada mediantc la adicién de un agente reductor. Agentes reductores de cjemplo incluyen
cianoborohidruro de sodio, borohidruro de sodio, hidruro de litio-aluminio, y similares.

Generalmente, los aldchidos poliméricos del invento se pueden utilizar para sefialar
selectivamente la modificacion del extremo-N bajo condiciones que diferencian la reactividad de
la amina alfa en el aminoacido en ¢! extremo N. Ciertos alcanales poliméricos del invento
parccen demostrar una mayor selectividad que los derivados de aldehido anteriormente conocidos
¥, por lo tanto, son més apropiados para aplicaciones donde se desea modificacién selectiva
proteica en el extremo N. Las condicioncs de reaccién para preparar un peptido o proteina
modificada cn cl extremo N incluyen (i) disolucion de la proicina o péptido a ser modificado en
un amortiguador que no conticne amina (gj., en un rango de pH entre 4 y 6.5 aproximadamente,
prefcriblemente entre 5 y 6.5 aproximadamente, més preferiblemente a un pH etre 5 y 5.5
aproximadamente, (ii) adicién a la protcina o solucién peptidica de un alcanal polimeérico del
invento, (iii) permitir que la proteina o peptido y alcanal polimérico rcaccionen para formar el
conjugado polimérico acoplado a imina, seguido por (iV) la adicién de un agente reductor para
formar el correspondiente conjugado polimerico acoplado por aminas. Las condicioncs de
reaccion para union aleatoria de un alcanal polimérico son esencialmente identicas a aquellas
descritas anteriormente, con la excepeion que el pH es algo mayor (se discutird con mayor detalle
mas adelante).

Para favorecer la modilicacion del extremo N, sc prefiere un pH entre 5 y 5.5
aproximadamente pucsto que se crec facilita la modificacién selectiva del extremo N debido a las
diferencias en el valor pKa del grupo amino de un amino dcido en el extremo N y grupo amino de
lisinas, Generalmente, las condiciones que favorecen la selectividad cn el extremo N incluyen
pHs por debajo de 7, y tipicamente no mcnores que 4 aproximadamente. El pH més favorable
para promover la sclectividad cn el cxtremo N sc puede determinar por alguien con cxpericncia
en ¢l estado de la técnica, y dependerd de la proteina particular a ser modificada. Amortiguadores
apropiados para realizar conjugacion incluyen fosfato de sodio, acetato de sodio, carbonato de
sodio, solucién salina amortiguada con [osfato. Tipicamente, ¢l alcanal polimérico es agregado a
la solucién que contiene proteinas cn una cantidad cquimolar o en un exceso molar relativo a la
proicina objetivo. El alcanal polimérico cs agregado a la proteina objelivo en una proporcion
molar dc 1:1 aproximadamentec (alcanal polimérico: protefna), 1.5, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1,6:1, 8:1, 0

10:1. Excesos molares de PEG-alcanal rclativos a la proteina objctivo tipicamente estdn en el
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rango cntre 2 y 5. La reaccion de aminacion reductiva tipicamente es realizada a temperatura
ambientc o tempcraturas por debajo dc la temperatura ambiente aproximadamente (25°C), aunque
las temperaturas puedcn estar en el rango entre -15°C y 100°C aproximadamente, mds
preferiblemcnie entre 4°C y 37°C, durante aproximadamente 1 a 24 horas. Tipicamente el agente
reductor también es agregado en exceso, es decir, en cantidades en un rango entre 2 y 30 veces el
exceso molar con relacién al conjugado polimero-proteina. Se preficre agregar cl agente reductor
cn un cxceso molar de 10 a 20 veces con relacién al conjugado polimero-proteina. El ticmpo
exaclo de reaccidn cs determinado monitoreando ¢l progreso de la reaccion con el paso del
tiempo. El progreso de la reaccion tipicamentic es monitoreando retirando alicuotas de la mezcla
de reaccion en varios puntos de tiempo y analizando la mezcla de reaccién mediantc
cspeetrometria de masa SDS-PAGE o MALDI-TOF o cualquier otro método analitico apropiado.
L.os conjugados pepilados resultantes son adicionalmente caracterizados utilizando métodos
analiticos tales como MALDI, clectroloresis capilar, clectroforesis en gel, y/o cromatografia.
Mis cspecificamente, para acoplar un derivado de polimero dc aldehido a una proteina o
péptido, se pueden emplear un niimero diferentes de enfoques. Un enfoque (es decir, un enfoque
de pegilacion aleatorio) es unir covalentemente PEG a cualquier nimero de residuos de lisinas
que son accesibles por superficie. ’ara realizar tal reaccion, una proteina o péptido (tal como
aqucllas biomoléculas de cjemplo proporcionadas més adelante) tipicamente se hace reaccionar
con un alcanal polimérico del invento en un amortiguador sin aminas a pHs suaves gencralmente
cn el rango cntre 5 y 8 aproximadamente. (Los amortiguadores que no conticnen aminas son
prefcridos pucsto que los grupos amino en el amortiguador pueden competir con los grupos
amino proteicos por ¢l acoplamiento al alcanal polimérico). Un amortiguador que no contiene
aminas apropiado es seleccionado con un pK apropiado para el rango pH descado para realizar la
quimica de conjugacién. La reaccion de acoplamicnto generaimente tarda entre minutos y varias
horas (gj., desde 5 minutos hasta 24 horas o mds), y en promedio, el acoplamiento es logrado
entrc 0.2 y 4 horas aproximadamente para fonmar el conjugado acoplado por iminas. A la mezcia
de reaccion luego sc agrega cualquicra de un nimero de agentes reductores apropiados tal como
sc describid anteriormente (cj., cianoborohidruro de sodio). Luego la mezcla resultante
gencralmente se deja reaccionar bajo condiciones de temperatura baja a ambiente, ej., 4°C a 37°C
durante 1 hora a 48 horas. Prefcriblemente, la rcaccién de reduccion se compleia en menos de 24

horas aproximadamcnte. El acoplamiento aleatorio es favorecido a pHs alrededor dc 7 a 7.5,
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micntras el acoplamiento en el extremo N s [avorccido a pHs bajos (cj., alredcdor de 5.5
aproximadamente).

Para aumentar el grado de modificacion, es decir, para promover un aumento en el
nimero de PEGs que son covalentemente unidos en sitios disponibles sobre la molécula objetivo,
cualquicra o mds de las condiciones antcriormente descritas (cj., proporcién molar de alcanal
polimérico a protefna o péptido, tcmperatura, tiempo e reaccion, pH, elc.) se pueden aumentar,
ya sea de mancra independicnic o de mancra simulténea. Sin considerar el peso molecular del
alcanal PEG empleado, la mezcla de producto resuliante es preferiblemente pero no
neccsariamente purilicada para separar los reactivos de exceso, proteina sin pegilar (o cualquier
molecula objetivo), conjugados multipegilados, y alcanal PEG libre o sin reaccionar.

La pegilacion aleatoria de protefnas ilustrativas es proporcionada en los ejemplos 4 y 6.

La pegilacion selectiva por sitios de proteinas ilustrativas es descrita en los ejemplos 7 a 13.

CARACTERIZACION/SEPARACION OPCIONAL DE PEG-POLIMEROS

Opcionalmente, los conjugados producidos al reaccionar un aldehido PEG del invento con
un agente biologicamente activo son purilicados para obtcner/aislar diferentes especies
PEGiladas. Alternativamente, y més preferiblemente para PEGs de peso molecular menor, ¢j.,
que tiencn pesos moleculares menores que 20 kilodalions aproximadamente, preferiblemente
menos o igual a 10 kilodaltons aproximadamente, la mezcla de producto puede ser purificada
para obtcner una distribucidn alrededor de un cierto nimero de PEGs por molécula de proteina.
Por cjemplo, la mezcla de producto puede ser purificada para obtener un promedio entre uno y
cinco PEGs por proteina, tipicamente un promedio dc 3 PEGs aproximadamente por protefna. La
estrategia para purificacion dec la mezcla de recaccion de conjugado final dependerd de un nimero
de factores - el peso molcecular del polimero empleado, la proteina particular, el régimen de
dosificacién descado, y la actividad residual y propiedadcs in vivo de las especies de conjugados
individuales.

Si se desca, los conjugados PEG con difercntes pesos moleculares se pueden aislar
utilizando cromatografia de filtracién cn gel. Bs decir, la cromatografia de filtracién en gel cs
utilizada para fraccionar diferentes PEG-polimeros (1-polimero, 2-polimeros, 3-polimeros, elc)
sobre la basc de sus difercntes pesos moleculares (donde la diferencia corresponde esencialmente

ul peso molecular promedio de las cadenas PEG). Por cjemplo, cn una reaccidn de ejemplo donde
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una proteina de 100 KDa cs aleatoriamente conjugada a un alcanal PEG con un peso molecular
de aproximadamente 20 kDa, la mezcla de reaccion resultante probablemente contendré proteina
sin modificar (PM 100 kDa), protefna mono-pegilada (PM 120 kDa), proteina di-pegilada (PM
140 kDa), etc. Mientras este cnfoque se puede utilizar para scparar conjugados PEG con
difercntes pesos moleculares, generalmente no es efectivo para scparar isdmeros posicionales que
tienen diferentes sitios dc pegilacién dentro de la proteina. Por ejemplo, la cromatografia de
filtracién en gel se puede utilizar para scparar entre si mezclas de PEG 1-polimeros, 2-polimeros,
3-poimeros, elc., aunque cada una de las composiciones PEG-polimero recuperadas pucde
contener PEGs unidas a diferentes grupos amino reactivos (gj., residuos de lisinas) dentro de la
proleina,

Las columnas de filtracion de gel apropiadas para realizar esic tipo dc separacion incluyen
columnas Superdex y Sephadex disponibles en Amersham Biosciences. La seleccién de una
columna particular dependeri del rango de fraccionamiento descado. La elucién generalmentc es
rcalizada utilizando un amortiguador no basado en aminas, tal como foslato, acetato, o similares.
Las [raccioncs recolcctadas se pueden analizar mediante un nimero de métodos diferentes, por
ejemplo, (i) OD a 280 nm para contenido proteico, (ii) anélisis proteico con BSA, (iii) prueba de
yodo para contenido PEG (Sims G. E. C., Anal. Biochem, 107, 60-63, 1980), o alternativamente,
(iv) corriendo un gel SDS PAGE, seguido por tefiido con yoduro de bario.

La separacion de los isdmeros posicionales es realizada mediante cromatografia de fase
inversa utilizando una columna RP-HPLC C18 (Amcrsham Biosciences o Vydac) o mediante
cromatografia de inlercambio iénico utilizando una columna de intercambio i6nico, €j. una
columna de intercambio idnico Sepharose™ disponible cn Amersham Biosciences. Cualquicr
cnfoque sc puede utilizar para separar isdmeros de biomoléculas PEG que tengan el mismo peso

molecular (isémceros posicionales).
ALMACENAMIENTO

Dependiendo del uso futuro dec los conjugados PEG rcsultantcs, después de la
conjugacion, y los pasos de separacion opcionalmente adicionales, la mezcla de conjugados

puede ser concentrada, filirada estéril, y almacenada a bajas temperaturas desde -20°C hasta -

80°C aproximadamente. Altcrnativamentc, ¢l conjugado puede ser liofilizado, ya sea con o sin
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amortiguador residual y almacenado como un polvo liolilizado. En algunas instancias, se prefiere
intercambiar un amortiguador utilizado para conjugacion, tal como acetato de sodio, por un
amoriiguador volatil tal como carbonato de amonio o acetato de amonio, que puede ser
ficilmente retirado durante la liofilizaci6n, de mancra que la formulacién en polvo de conjugado
proteico liofilizado quede libre de amortiguador residual. Alternativamente, un paso de
intercambio de amortiguador se puede utilizar empleando un amoriguador de formulacion, de
manera que el conjugade liolilizado csié cn una forma apropiada para reconstitucion en un

amortiguador de formulacién y linalmente para administracién a un mamifero.

CONJUGACION DE MOLECULAS PEQUENAS

La conjugacion de un alcanal PEG del invento a una molécula pequefia tal como
anfotericina B es realizada generalmente tal como se describe en el ¢jemplo 14, aunque las
condiciones precisas de reaccion variarin dependicndo de la molécula pequefia que es
modificada. Tipicamente, la conjugacion cs rcalizada utilizando un exceso molar leve de reactivo
PEG relativo a la molecula pequefia, ¢j., aproximadamente 1.2 - 1.5, a aproximadamente un
exceso molar de 5 a 10 veces. En algunas instancias, dependiendo de la molécula, el fiirmaco de
moléculas pequefias puede actualmente ser utilizado en exceso, tal como cuando el conjugado de
moléculas pequefias PEG se precipita en cl solvente de reaccidn, ej., éter, mientras el farmaco sin

reaccionar permanece en la solucion.

SUPERFICIES Y MOLECULAS OBJETIVO

Los alcanales poliméricos reactivos del invento pueden scr unidos, ya sea de manera
covalente o no covalenic, a un nlunero de entidades incluyendo peliculas, separacién quimica y
superficies de purificacién, soportes sdlidos, superficies metalicas y 6xido de metal tales como
oro, titanio, tantalio, niobio, aluminio, accro, y sus éxidos, éxido de silicio, macromoléculas, y
moléculas pequefias. Adicionalmentc, los polimeros del invento también se pucden utilizar en
scnsorcs bioquimicos, interruptores bioclcctronicos, y compuertas. Los alcanales poliméricos del
invento también se pueden utilizar como vehiculos para sinlcsis de péptidos, para la preparacion
de supcrficics recubicrias por polimeros e injerios poliméricos, para preparar conjugados de
polimcros y ligandos para particionamicnto de afinidad, para preparar hidrogeles entrecruzados o

no entrecruzados, y para preparar aductos de polimeros y cofactores para biorcactores.
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Un agente biologicamentc activo para utilizar en €l acoplamiento a un polimero del
invento puede ser uno o mids de los siguicntes. Agenics apropiados se pueden seleccionar a partir
de, por ejemplo, hipnélicos y sedantes, encrgizantes psiquicos, tranquilizantes, farmacos
respiratorios, anticonvulsivos, relajantes musculares, agentes antiparkinson (antagonistas de la
dopamina), analgésicos, antiinflamatorios, [drmacos antiansiedad (anxioliticos), supresores del
apetito, agentes antimigrafia, estimuladores musculares, firmacos anti-inlecciosos (antibidticos,
antivirales, antimicéticos, vacunas), antiartriticos, antimaldricos, antiemélicos, ancpilécticos,
broncodilatadores, citoquinas, factores de crecimicnto, agenics anti- cancerigenos, agentes
antitrombdéticos, antihipertensivos, firmacos cardiovascularcs, antiarritmicos, antioxidantes,
agentces antiasmaticos, agenics hormonales incluyendo contraceptivos, simpatomiméticos,
diuréticos, agentes reguladores de lipidos, agentes antiandrogénicos, antiparasiticos,
anticoagulantes, ncopldsicos, antineoplésicos, hipoglicémicos, agentes y suplementos
nutricionales, suplementos de crecimicnto, agenics anticnleritis, vacunas, anlicuerpos, agentes de
diagndstico, y agentes de contrastc.

Mais particularmente, cl agente aclivo puede estar dentro de un nimero de clascs
estructurales, incluyendo pero sin limitar a moléculas pequeilas (preferiblemente moléculas
pequefias insolubles), péptidos, polipéptidos, proteinas, polisacaridos, esicroides, nucledtidos,
oligonucledtidos, poligonucledtidos, grasas, clectrolitos, y similares. Preferiblcmente, un agente
aclivo para acoplamiento a un alcanal polimérico del invento posee un grupo amino nativo, o
alternativaiente, ¢s modificado para contcner al menos un grupo amino reactivo apropiado para
acoplamiento a un alcanal polimérico del invento.

Ejemplos especilicos de agenics activos apropiados para union covalente a un polimero
del invento incluyen pero no estin limitados a aspariginasa, amdoxovir (DAPD), antide,
becaplermina, calcitoninas, cianovirina, denileikin diflitox, eritropoyetina (EPO), agonistas de la
EPO (cj., péptidos con 10-40 aminoiicidos de longitud y que comprenden una secuencia central
particular tal como se describié en WO 96/40749), alfu domasa, proteina estimulante de
eritropoycsis (NESI?), faclores de coagulacion lales como Factor V, Factor VII, Factor Vlla,
Factor VIII, Factor IX, Factor X, Factor XII, Factor XIII, factor von Willcbrand; ccredasa®,

cerczyme®, alfa-glucosidasa, coldgeno, ciclosporina, alfa defensinas, beta delensinas, exedina-4,
factor estimulante de colonias de granulocitos (GCSF), trombopoyetina (TPO), inhibidor de la

alfata 1 proteinasa, elcatonina, faclor cstimulante de colonias de granulocitos macrofagos
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(GMCSF), fibrinégeno, lilgrastima, hormonas de crecimiento, hormona de crecimiento humano
(hGH), hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH), GRO-beta, anticuerpo GRO-
beta, proteinas morfogénicas Gseas tales como proteina-2 morfogénica 6sea, proteina-6
morfogénica dsca, OP-1; lactor de crecimiento de fibroblastos dcido, factor de crecimiento de
fibroblastos bésico, ligando CD-40, heparina, albumina de suero humano, heparina de bajo peso
molecular (LMWH), interferonas tales como interferona alfa, interferona beta, interferona gama,
inlerfcrona omega, interferona tau, concenso interferona; interleucinas y receptores de
interleucinas tales como receptor de la interleucina-1, interleucina-2, protcinas de fusién de la
interleucina-2, antagonistas de receplores de la interleucina-1, interleucina-3, interleucina-4,
receplor de la interleucina—4, interleucina-6, interlcucina-8, interleucina-12, receptor de la
interlcucina-13, rcceptor de la interlcucina-17; lactoferrina y [ragmenios de lactoferrina, hormona
dc liberacidn de la hormona luteinizantc (LHRH), insulina, pro-insulina, andlogos de insulina (cj.,
insulina mono-acilada t{al como se describid cn la Patente U.S. No. 5.922.675), amilina, C-
péptido, somatostatina, andlogos de somatostatina incluyendo octreotida, vasopresina, hormona
de estimulacién de foliculo (FSH), vacuna contra la influcnza, factor de crecimiento tipo insulina
(IGF), insulintropina, {actor de cstimulacion de colonias de macrofogos (M-CSF), activadores de
plasmindgeno, lales como alteplasa, uroquinasa, rcteplasa, estreptoquinasa, pamiteplasa,
lanoteplasa, y tencteplasa; factor nervioso del crecimiento (-FCN), ostcoprotegerina, {actor de
creciiento derivado de plaquetas, factores de crecimiento de tcjidos, factor de crecimiento de
transformante-1, factor dc crecimiento vascular cndotelial, factor de inhibicién de leucemia,
factor de crecimiento de queratinocitos (FCQ), factor de crecimiento glial (FCG), receptores de
células T, moleculas/antigenos CD, factor de necrosis tumoral (FNT), proteina quimioatrayentc
de monocitos-1, factores de crecimicnto endotelial, hormona paratiroide (PTH), péptido tipo
glucagon, somatotropina, timosina alfa 1, inhibidor de timosina alfa 1 1[b/Illa, timosina beta 10,
timosina beta 9, limosina beta 4, antitripsina alfa-1, compuestos de fosfodiesterasa (PDE), VLA-4
(ant{geno—4 muy tardio), inhibidores de VLA-4, bislosponatos, anticuerpo del virus sincitial
respiratorio, gen regulador transmembrana de la {ibrosis quistica (CFTR), desoxireibonucleasa
(Dnasa), proicina bactericida/aumentadora de la permeabilidad, y anticuerpo anti-CMV.
Anticucrpos monoclonales de cjemplo incluycn etancrcept (una proteina de fusién dimérica que
consta de la porcién fijadora dec ligandos extracelular del receptor humano del p75 FNT fijado a

la porcién Fe de IgG1), abeiximab, afeliomomab, basiliximab, daclizumab, infliximab,
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ibritumomab tivexetan, mitumomab, muromonab-CD3, conjugado de yoduro 131 y tositumomab,
olizumab, rituximab, y trastuzumab (herceptina).

Agenles adicionales apropiados para unién covalente a un polimero dcl invento incluyen
pero no estéin limitados a amifostina, amiodarona, dcido aminocapréico, aminohipurato sddico,
aminoglutetimida, dcido aminolevulinico, dcido aminosalicilico, amsacrina, anagrclida,
anastrazol, asparaginasa, antraciclinas, bexaroteno, bicalutamida, bleomicina, buserelina,
busulfan, cabergolina, capecitabina, carboplatina, carmustina, clorambucina, sodio de cilastatina,
cisplatina, cladribina, clodronato, ciclofosfamida, ciproterona, citarabina, camptotecinas, acido
13-cis retinoico, dcido todo-trans-retindico; dacarbazina, dactinomicina, daunorubicina,
deferoxamina, dexametasona, diclofenaco, dietilstilbestrol, docetaxel, doxorubicina, epirubicina,
estramustina, etoposido, exemestano, lexofenadina, Mudarabina, fludocortisona, fluorouracil,
fluoximesterona, flutamida, gemcitabina, cpinefrina, L-Dopa, hidroxiurea, idarubicina,
ifosfamida, imatinib, irinotecan, itraconazola, goscrelina, letrozola, lcucovorina, levamisola,
lisinopril, lovoliroxina sodio, lomustina, mecloretamina, medroxiprogesterona, megestrol,
melfalan, mercaptopurina, bitartrato de metaraminol, metotrexato, metoclopramida, mexiletina,
mitomicina, mitotano, mitoxantrona, naloxona, nicotina, nilutamida, octrcotida, oxaliplatina,
pamidronato, pcntostatina, pilcamicina, porfimero, prednisona, procarbazina, proclorperazina,
ondansctron, raltitrexcd, sirolimus, estreptomicina, tacrolimus, tamoxifen, termozolomida,
teniposida, lestostcrona, tetrahidrocanabinol, talidomida, tioguanina, tiotepa, topotecan,
iretinoina, valrubicina, vinblastina, vindesina, vinorelbina, dolasctron, granisetron; formoterol,
fluticasona, leuprolida, midazolam, alprazolam, anfotericina B, podolilotoxinas, antivirales de
nucleosido, hidrazonas de aroilo, sumatriptan; macrolidos tales como eritromicina,
oleandomicina, trolcandomicina, roxitromicina, claritromicina, davercing, azitromicina,
fluritromicina, diritromicina, josamicina, cspiromicina, midecamicina, leucomicina, miocamicina,
roquilamicina, andazitromicina, y cswinolida A; (luoroquinolonas tales como ciprofloxacina,
olloxacina, lcvofloxacina, gatifloxacina, lomefloxacina, csparfloxacina, tcmafloxacina,
perfloxacina, amiflaxacina, flcroxacina, tosutloxacina, prulifloxacina, irloxacina, pazufloxacina,
clinafloxacina, y sitalloxacina; aminoglicosidos tales como gentamicina, netilmicina, paramecina,
tobramicina, amicacina, canamicina, ncomicina, y estreptomicina, vancomicina, amicacina,
canamicina, neomicina, y estreptomicina, vancomicina, tcicoplanina, rampolanina, mideplanina,

colistina, daptomicina, gramicidina, colistimetato; polimixinas tales como polimixina b,
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capreomicina, bacitracina, pencins; penicilinas incluycndo agentes sensibles a penicilinasa comEQ)
penicilina G, penicilina V; agenlcs resistentcs a penicilinasa como mcticiling, oxacilina,
cloxacilina, dicloxacilina, floxacilina, nafcilina; agentes activos de microorganismos gram
ncgalivos como ampicilina, amoxiciling, y helacilina, cilina, y galampicilina; penicilinas
antipseudomonales como carbenicilina, ticarcilina, azlocilina, mezlocilina, y piperacilina;
cefalosporinas tales como cefpodoxima, celprozil, cefibuten, cellizoxima, ceftriaxoma,
cefalotina, ccfapirina, celalexina, cefradring, cefoxiting, cefamandol, cefazolina, cefaloridina,
cefaclor, celadroxil, celaloglicing, cefuroxima, ceforanida, cefotazima, cefatrizina, cefacetrilo,
cefepima, celixima, ccfonicid, ccfoperazona, cefotctan, cefmetazol, ceflazidima, loracarbef,y
moxalactam, monocactams lipo azireonam; y carbapencms tales como imipenem, mcropenem,
isetiouato de pentamidina, sulfato de albuterol, lidocaina, sulfato de metaproterenol, diprepionato
de beclometasona, diprepionato, acetamida de triancinolona, budesonida acetonida, fluticasona,
bromuro de ipratropio, {lunisolida, cromolina sédica, y tartralo de ergolamina; taxonos tales
como paclitaxcl; SN-38, y tirfostinas.

Moléculas pequeiias preferidas para acoplamicnto a un alcanal polimérico del invento son
aqucllas con al menos un grupo amino. Moléculas prefcridas incluyen sodio de aminohipurato,
anfotericina B, doxorubicina, 4cido aminocaprdico, dcido aminolevunilico, 4cido aminosalicilico, -
bitartrato de metarabinol, disodio de pamidronato, daunorubicina, levotiroxina sddica, lisinopril,

sodio de cilastatina, mexiletina, cefalexina, deferoxamina, y aminofostina.

Proteinas o péptidos preleridos para acoplamiento a un alcanal polimérico del invento
incluyen EPQ, IFN-a, IFN-B, IFN-y, IFN-con 1, Faclor VII, Factor VIII, Factor I1X, IL-2,
remicade (infliximab), Rituxan (riximab), Enbrel (etancrcept), Synagis (palivizumab), Reopro
(abciximab), Herceptin (trastruzimab), (PA, Cerizima (imiglucerasa), vacuna contra la Hepatitis-
B, rDNAsc, inhibidor de la alfa-1 proteinasa, GCSF, GMCSF, hGH, insulina, FSH, y PTH.

Los anteriores agentes biologicamente activos de ejemplo pretenden incluir, donde sea
aplicable, anilogos, agonistas, antagonistas, inhibidores, isbmeros, y formas de sal
farmaceuticamente aceptables de los mismos. Con referencia a péptidos y proteinas, el invento
pretende incluir formas sintéticas, recombinantcs, nativas, glicosiladas, y no glicosiladas asf
como también fragmentos biologicamente activos de lus mismas. Las anteriores proteinas

biologicamente activas adicionalmente incluyen variantes con uno o més aminoécidos
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sustituidos, suprimicos, o similarcs, siecmpre que la proteina variante resultante posea al menos un

cicrto grado de actividad dc la proleina precursora (nativa).

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

El presente invento tambicn incluye preparaciones farmacéuticas que comprenden un
conjugado tal como se proporcion6 en la presente cn combinacion con un cxcipiente
farmacéutico. Generalimente, el conjugado mismo estard en [orma sélida (ej., un precipitado), el
cual se puede combinar con un excipiente farmacéutico apropiado que pucde estar en forma
sélida o liquida.

Excipientes de cjemplo incluyen, sin limitacion, aquellos seleccionados del grupo que
consta de carbohidratos, sales inorgdnicas, agentes antimicrobianos, antioxidantes, surfactantes,
amortiguadores, dcidos, bases, y combinaciones dec los mismos.

Un carbohidrato tal como un aziicar, un azicar derivatizado tal como un alditol, dcido
alddnico, un azicar esterificado, y/o un pol{mero de azlicar puede estar presente como un
excipicnte. Excipientes de carbohidratos especiiicos incluyen, por ejemplo: monosacaridos, ales
como fructosa, maltosa, galaclosa, glucosa, D-manosa, sorbosa, y similares; disacaridos, talcs
como lactosa, sacarosa, trehalosa, celobiosa, y similares; polisacaridos, talcs como rafinosa,
melezitosa, maltodextrinas, dextranas, almidoncs, y similarcs; y alditoles, tales como manitol,
xilitol, maltitol, lactitol, xilitol, sorbitol (glucitol), sorbitol de piranosilo, y similares.

El excipiente también puede incluir una sal inorgénica o amortiguador 1al como dcido
citrico, cloruro de sodio, cloruro de potasio, sullato de sodio, nitrato de polasio, fosfato de sodio
monobisico, fosfato de sodio dibésico, y combinaciones de los mismos.

La preparucion también puede incluir un agente antimicrobiano para prevenir o evitar
crecimiento microbiano. Ejemplos no limitantes de agentes antimicrobianos apropiados para el
presente invento incluyen cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, alcohol bencilico,
cloruro de cetilpiridinio, clorobutanol, fenol, alcohol feniletilico, nitrato fenilmercirico, timersol,
y combinaciones de los mismos.

Un antioxidante también puede estar presente en la preparacion. Los antioxidanies son
utilizados para prevenir oxidacion, evitando as{ cl detcrioro del conjugado u otros componentes
de la preparacién. Antioxidantes apropiados para utilizar en ¢l presente invento incluyen, por

cjemplo, palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, dcido



10

20

25

30

\05\/

hipofosforoso, monotioglicerol, galato de propilo, bisulfito de sodio, sulfoxilaio de formaldchido
de sodio, metabisulfito dc sodio, y combinaciones de los mismos. .

Un surfactante puede eslar presente como un excipicnte. Surlactantes de ejemplo
incluyen: polisorbatos, tales como "Tween 20" y "Tween 80", y pluronicos tales como F68 y F88
(ambos disponibles en BASF, Mount Olive, New Jersey); ésteres de sorbitan; lipidos, tales como
fosfolipidos tales como lccitina y otras fosfatidilcolinas, fosfatidiletanolaminas (aunque
preferiblemente no en forma liposomal), dcidos grasos y ésteres grasos; esteroides, tales como
colesterol; y agentes quelantes, tales como EDTA, zinc y otros cationes apropiados.

Pucdcen cstar presentes dcidos o bascs como un excipiente cn la preparacion. Ejemplos no
limitantes de écidos que se pucden utilizar incluyen aquellos écidos seleccionados del grupo que
consta de 4cido clorhidrico, dcido acético, dcido fosforico, acido citrico, dcido mélico, dcido
lctico, dcido formico, 4cido tricloroacético, dcido nitrico, dcido percldrico, dcido fosférico, dcido
sulfirico, écido fumidrico, y combinaciones de los mismos. Ejemplos de bases apropiadas
incluyen, sin limitacion, bascs scleccionadas del grupo que consta de hidroxido de sodio, acetato
de sodio, hidroxido de amonio, hidroxido de potasio, acelato dec amonio, acetato de potasio, .
fosfato sddico, fosfato de potasio, citrato de sodio, formato sddico, sulfato sédico, sulfato de
potasio, fumarato de potasio, y combinacioncs de los mismos.

Las preparaciones fanmacéuticas incluyen todos los tipos dc formulaciones y en particular
aquellos que son apropiados para inyeccién, ejemplo, polvos que pueden ser reconstituidos asi
como también suspensioncs y solucioncs. La cantidad del conjugado (es decir, ¢l conjugado
formado cnire el agente activo y el polimero descrito ¢n la prescnte) en la composicién variard
dependiendo de un niimero de factores, pero 6ptimamente serd una dosis terapeuticamente
cfectiva cuando la composicién es almacenada en un contenedor de dosis unitarias (ej., un vial).
Ademds, la preparacién farmacéutica puede ser contenida en una jeringa. Una dosis
tcrapeuticamente efcctiva puede ser determinada experimentalmenic mediante administracion
repetida de cantidades crecientes del conjugado con objeto de determinar cual cantidad produce
un punto final clinicamente deseado.

La cantidad de cualquicr excipicnte individual en la composicién variard dependiendo de
la actividad del excipicnic y las neccsidades particularcs de la composicion. Tipicamente, la
cantidad optima dc cualquicr excipiente individual es detcrminada a través de experimentacion de

rutina, es decir, mediante preparacion de composiciones que contienen cantidades variables del
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cxcipicnte (cn el rango de bajo a alto), examinando la estabilidad y otros pardmetros, y lucgo '
determinando ¢l rango en cl cual ¢l desempeiio ptimo es conseguido sin efcclos adversos
significativos.

Sin embargo, generalmentc el excipiente estani presente cn la composicién cn una
cantidad cntre 1% y 99% por peso aproximadamente, preferiblemente entre 5% y 98% por peso
aproximadamente, y mds preferiblemente cntre 15% y 95% por peso aproximamente del
excipicnte, con concentraciones menores de 30% por peso como preferidas.

Estos excipientes {armacéuticos anteriores junto con otros excipientes son descritos en
"Remington: The Science & Practice of Pharmacy”, edicion 19, Williams & Williams, (1995),
the "Physician's Desk Relerence”, 52th edicién, Medical Economics, Montvalc, NJ (1998), y
Kibbe, A.H. Handbook of Phanmaceutical Excipients, 3ra Edicién, American Pharmaceutical
Association, washington, D.C., 2000.

Las preparaciones farmacéuticas del prescnte invento tipicamente son, aungue no
necesariamentc, administradas a través de inyeccién y por lo tanto gencralmente son
suspensiones o soluciones l{quidas inmecdiatamentc antes dc la administracién. La preparacion
farmacéutica también puede tomar otras formas tules como jarabes, cremas, ungticntos, tabletas,
polvos, y similares. También se incluyen otros modos de administracion, tales como pulmonar,
rectal, transdermal, transmucosal, oral, intratecal, subcutinco, intra-arterial, y asf sucesivamente.

Como sc describié previamente, los conjugados sc pueden administrar por inyeccién
parenteral mediante inyeccidn intravenosa, o menos preferiblemente mediante inycccion
intramuscular o subcutinea. Tipos de formulacién apropiados para administracién parenteral
incluyen soluciones listas para inycccion, polvos secos para combinacion con un solvente antes
dc utilizar, suspcnsiones listas para inyeccion, polvos secos para combinacién con un solvente
antes de utilizar, suspensiones listas para inyeccion, composiciones insolubles sccas para
combinacion con un vehiculo antes de utilizar, y cmulsiones y concentrados liquidos para

dilucién.antes de administracion, entre otros.

METODOS DE ADMINISTRACION
El invento también proporciona un método para administrar un conjugado tal como se
indica en la presente a un paciente que padece de una condicién que responde a tratamiento con

el conjugado. El método comprende administracion, generalimente a través de inyeccién, de una
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cantidad terapeiticamente efectiva del conjugado (preleriblemente proporcionado como parte de
una preparacién farmacéutica). El método de administracion puedc ser utilizado para tratar
cualquier condicién que pucde scr remediada o prevenida mediante adininistracién del conjugado
particular. Aquellos con experiencia comin cn el estado de la técnica apreciardn cudles
condiciones pueden ser tratadas cfectivamente con un conjugado especifico. La dosis actual a ser
administrada variard dependiendo de la edad, peso, y condicion general del sujeto asi como
también de la severidad de la condicion tratada, la opinién del médico, y el conjugado
administrado. Cantidades terapelticamente efectivas son conocidas por aquelios con experiencia
cn el cstado de la técnica y/o son descritas en textos y literatura de referencia pertinentes.
Gencralmente, una cantidad terapetticamente efcctiva esté cn el rango enire 0.001 mg y 100 mg
aproximadamente, prefcriblemente en dosis entre 0.01 mg/dia y 75 mg/dfa, y mas
preferiblemente en dosis entre 0.10 mg/dia y 50 mg/dia.

La dosificacién unitaria de cualquier conjugado dado (nuevamente, preferiblemente
proporcionado como parte de una preparacion farmacéutica) se puede administrar en una
variedad de esquemas de dosificacién dependiendo de Ia opinion del médico, las necesidades del
paciente, elc. El csquema de dosificacion cspecifico scrd conocido por aquellos con expericncia
comiin en el estado de la técnica y pucde ser determinado experimentalmente utilizando métodos
de rutina. Esquemas dc dosificacion de ejemplo incluyen, sin limitacion, administracién de cinco
veees al dia, cuatro veces al dia, tres veces al dia, dos veces al dia, una vez al dia, tres veces a la
semana, dos veces a la semana, una vez a la semana, dos veces al mes, una vez al mes, y
cualquier combinacién de estos. Una vez el punto final clinico ha sido alcanzado, la dosificacién
de la composicion es detenida.

Una ventaja de administrar conjugados del presente invento es que las porcioncs
poliméricas solubles en agua individuales pucden sufrir escision. Tal resultado es ventajoso
cuando la evacuacién desde ¢l cucrpo cs potencialmente un problema debido al tamailo del
polimero. Optimamente, la cscision de cada porcidn polimérica soluble en agua es faciliteda por
medio del uso de eslabonamientos fisiolégicamente escindibles y/o enzimaticamente degradables
tales como eslabonamientos de urctano, amida carbonato, y que contienen éster. En esta forma, la
evacuacion del conjugado (a través de cscision de porciones poliméricas solubles en agua
individuales) puedc ser modulada mediante la selcecion del tamaiio molecular del polimero y el

tipo de grupo funcional que proporcionaria las propiedades de cvacuacidn deseadas. Alguien con
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cxpericncia comiin en el estado de la técnica puede determinar el tamafic molecular apropiado del
polimcro asi como ¢l grupo funcional escindible. Por ejemplo, alguien con experiencia com(n en
el cstado de la técnica, utilizando experimentacion de rutina, pucde determinar el tamafio
molecular apropiado y el grupo funcional escindible mediante la preparacién primero de una
variedad de derivados poliméricos con diferentes pesos poliméricos y grupos funcionales
escindibles, y luego obtenicndo cl perfil de evacuacién (ej. a través de muestreo periodico de
sangre y orina) mediante administracion del derivado de polimero a un pacicnic y tomando

muecstra periodica de sangre y/o orina. Una vez obtenida una serie de perfiles de evacuacion para

cada conjugado probado, un conjugado apropiado puede scr identificado.
EJEMPLOS

Sc debe cntender que mientras el invento ha sido descrito en conjuncién con cicrtas realizaciones
especificas preferidas del mismo, la anterior descripcién asi como también los siguientes
ejemplos tienen cl propdsito de ilustrar y no de limitar el alcance del invento. Otros aspectos,
ventajas y modificaciones dentro del alcance del invento serdn manifiestos para aquellos con

expericncia cn cl estado de la técnica a los cualcs ¢l invento ataiic.

MATERIALES Y METODOS.

Todos los reactivos PEG citados cn los cjemplos son comercialmente disponibles a menos
quc se indique lo contrario. Todos los datos NMR son generados mediante un espectrometro
NMR fabricado por Bruker.

Lisozima fue obtenido en Sigma.

Ejemplo 1
SINTESIS DE MPEG (2K)-BUTIRALDEHIDO

-Buo-
CHy0-PEG;x-OH + C1-CHy{(CH,),-CH(QCIIyCHy), —-I"'C!-l'n ot YO-FEG - O-CHz(CH))-CH(OCHCHy);
u

A. Preparacién de mPEG (2K Da) —Butiraldehido, acetal dietilico.

~OCHCHs

“SOCHZCH,

CHy0-{(CH.CHgO)on-CHoCHzCHCH
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Una mezcla de mPEG (2KDa) (2.0g) y tolueno (30 mL) fuc azeotropicamente secada
mediante destilacién de tolueno bajo presidn reducida. El mPEG sccado, peso molecular 2
kilodaltos, fue disuclto cn tolucno anhidro (15 ml) al cual sc agregd una solucién 1.0M de ter-
butoxido de potasio en tert —butanol (4.0 mi, 0.004 molcs) y acctal dietilico de 4-
clorobutilraldehido (0.5 g, 0.00277 moles) (Alla Acsar). La mezcla fue agitada a 100-105°C
durante la noche bajo una atmoslcra de argén. Después de cnfriar a temperatura ambiente, la
mezcla [ue filtrada y agregada a 150 ml dc éter etflico a 0-5°C. El producto precipitado fue
liltrado y secado bajo presion reducida. Rendimiento: 1.6 g. La reaccién avanzo en csencialmente
un rendimiento cuantitativo. Es decir, csencialmente todo cl material de inicio mPEG fue
convertido cn el correspondiente acctal dictllico, con base cn la ausencia de protones de hidroxilo
correspondicntes al material de inicio mPEG-OH scgin '"H NMR. NMR (ds-DMSO): 1.09 ppm
(m, C-CH-CH3-), 3.24 ppm (s, -OCH3), (s, PEG estructura), 4.46 ppm (t, -CH, acetal).

B. Preparacion de mPEG (2kD)-Butiraldehido

1ioH, 1* ﬁ
CHyO0-PEGk-0-CH(CHa)y-CH(OCH;CH;); ——~ CH,0-PEG,-0-CH;(CHy),-C-H

Una mezcla de acetal dietilico de mPEG (2K Da)butiraldehido (1.0 g) de A. Anterior,
agua desionizada (20 ml), y una cantidad dc dcido fosférico al 5% para ajustar ¢l pH a 3.0, se
agit6 duranic 3 horas a temperatura ambiente, A esta mezcla se agrego cloruro de sodio (1.0g) y
¢l pH sc ajustd a 6.8 mediantc adicién de hidroxido de sodio 0.1 M. El producto, mPEG (2KD)
butiraldehido, fue extraido con diclorometano (3 x 20 ml). El extracto fue secado con sulfato de
magnesio anhidro y el solvente fuc destilado bajo presion reducida para proporcionar el producto
de butiraldehido mPEG en forma aislada. Rendimiento: 0.72g.

La reaccion avanzd en csencialmente un rendimiento cuantitativo. Es decir, esencialmente
todo el acetal dietilico de mPEG butaraldehido fue convertido en el correspondiente aldehido,

con basc en la ausencia de protones de hidroxilo correspondientes al material de inicion mPEG-
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OH asi como también la ausencia de protones de hidroxilo correspondientes a acetal dietllico

segiin '"H NMR.NMR (ds-DMS0):1.75 ppm (p,-CHz>-CH,-CHO)2.44 ppm (dt, -CH,-CH; CHO-)
2.44 ppm (dt, -CH>-CHO),3.24 PPM (S, -OCH3),3.51 ppm (s, PEG estructura), 9.66 ppm (t, -
CHO).

EJEMPLO 2
SINTESIS DE MPEG (30Kd)-BUTIRALDEHIDO

A. Preparacién de mPEG (30K Da)-Butiraldehido. acetal dietflico
MPEG;¢x-0O-CH2(CH2)2-CH(OCH2CH3),

Una mezcla de mPEG (30 kD) (solucién al 60% en tolueno, 3.30g), tolueno (30 ml) y
BHT ¢hidroxitolueno butilado, 0.004 g) fue azeotropicamente secado mediante destilacion del
solventc bajo presion reducida. El mPEG secado 30K fue disuelto en tolueno anhidro (15 mi), ya
esta solucion se agregé tert-butoxido de polasio 1.0M en tert —butanol (4.0 ml, 0.004 moles),
acetal dietilico de 4-clorobutiraldehido (0.5 g, 0.00277 moles) (Alfa Aesar), y bromuro de potasio
(0.05g). La mezcla resultanie fue agitada durante la noche a 105° bajo atmosfera de argén. La
mezcla fue filtrada, concentrada hasta sequedad bajo presion reducida y el producto crudo fue
disuelto en 20 ml de diclorometano. Esta solucién conteniendo el producto fue agregada a éter
elilico (300 ml) a temperatura ambiente para precipitar el producto. El producto precipitado fue
aislado mediante filtracién y secado bajo presion reducida. Rendimiento: 1.92 g.

NMR (dg-DMS0):1.09 ppm (T,-CH3-C-)1.52 ppmn (M, C-CH>-CH,.) 3.24 ppm (S, -OCHj3),3.51
ppm(s, PEG estructura), 4.46 ppm (t, -CH, acetal).

Con base en los rendimicntos y andlisis del producto, la sustitucién del reactivo acetal en
el extremo hidroxilo del reactivo mPEG-OH avanzé con una eliciencia muy alta, es decir,
sustitucién csencialmente del 100%. El producto resultante, sin requerir purificacién adicional,
fue producido con alta pureza, sin cantidades detectables o significativas de mPEG-OH sin
reaccionar. Tipicamente, el alcanal o poliméros de acetal del invento son producidos en altas
purezas, es decir, lipicamente, el producto alcanal deseado estd presente en la composicién final
en al menos 85% de pureza, preferiblemente al menos 90% de pureza, y ain mas

preferiblemente, en al menos 95% dc pureza.
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B. Preparacién de mPEG (30K Da)-Butiraldehido.
MPE -CH2(CH2)2- 1

Una mezcla de mPEG (30Kda) butiraldehido, acetal dietilico (1.0 g), a partir de A.
anterior, agua desionizada (20 mL), y una cantidad de &cido fosfdrico al 5% para ajustar el pH a
3.0 se agit6 durante 3 horas a temperatura ambiente. A esta mezcla se agregé cloruro de sodio
(1.0g), y el pH fue ajustado a 6.8 mediante adicién de hidroxido de sodio 0.1 M. El producto fue
extraido con diclorometano (3 x 20 ml). El extracto fue secado con sulfato de magnesio anhidro y
el solvente fue retirado mediante destilacion. El producto humedo fue secado bajo presién
reducida. Rendimiento: 0.82 g.
NMR (ds-DMSO0):1.75 ppm (p,-CHz-CH>-CHQ)2.44 ppm (dt, -CH;-CHO-) 3.24 ppm (s, -
OCHs3),3.51 ppm(s, PEG estructura), 9.66 ppm (t, -CHO).
Substitucién: ~100%.

La conversién al correspondiente adehido avanzd en esencialmente rendimiento

cuantitativo.

EJEMPLO 3
ESTABILIDAD COMPARATIVA DE MPEG-PROPIONALDEHIDO Y MPEG-

BUTIRALDEHIDO A pH BASICO
Metoxi-PEG-propionaldehido y mPEG-butiraldehido fueron cada uno expuestos a

condiciones de allo pH durante periodos prologados de tiempo para comparar la estabilidad
relativa de cada polimero bajo condiciones de pH bésico. Como se indica a continuacién,
cantidadcs significativas de propionaldehido PEG reaccionaron bajo estas condiciones para
formar mPEG-OH y liberar acroleina (debido a reaccién tipo retro-Michacl), mientras no se
detectd perdida del compuesto PEG butiraldehido. Los detalles de este experimento son

proporcionados a continuacién.

A. Estabilidad de mPEG(2K da)-Butiraldehido a pH Bésico
MPEG(2K Da)-butiraldehido (del Ejemplo 1) (0.5 g) fue disuelto en 10 ml de amortiguador

de fosfato S mM (pH = 8.0) y y la solucidn resultante fue agitada durante 24h a temperatura
ambiente. Se agregé NaCl (0.5g) y el producto fuc extraido con cloruro de metileno (3 x 10 ml).

T
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El extracto {ue secado con sulfato de magnesio anhidro y el solvente fue destilado bajo presién
reducida a 25°C.

Con base en el andlisis '"H NMR, el producto no cambio. Iis decir, no se detectd
descomposicién del PEG-butanal, atin después de un periodo de tiempo exiendido bajo estas

condiciones de pl bésico.

B. Estabilidad de mPEG(5K Da)- Propionaldehi H Basico

MPEG (5K Da)-Propionaldehido (Shearwater Corporation, sustilucién de aldehido 82%)
(0.5g), fue sustituido cn 10 ml de amortiguador de fosfato SmM (pH = 8.0). La solucién
resultante [ue agitada durante 24 horas a tempcratura ambiente. El andlisis con headspace
cromatografia de gases mostré que la solucién contenia acroleina (CH2=CH-CHQ), que resulta
de la reaccién de climinacion bajo condiciones bdsicas tales como aquellas tipicamente
empleadas para conjugacién de proteinas. Se agregd NaCl (0.5g) y el producto fue extraido con
cloruro de metileno (3 x 10 ml). El extracto fue secado con sulfato de magnesio anhidro y el
solvente fue destilado bajo presién reducida a 25°C.

Con base cn el anilisis 'H NMR, la sustitucién de mPEG(5K Da)-propionaldehido cayé
hasta 62% (es dccir, 38% del PEG-propanal fue descompuesto), y el producto tuvo una cantidad
sustancial de mPEG-OH, que se origina de la perpida del segmento C-3 que corresponde a la
porcién propanal del PEG-propanal.

EJEMPLO 4
PEGILACION DE LISOZIM

)

I w
Lysozyme-NH, + CHyO-PEG-0-CHy(CH,)C-H L.

Lylﬂlﬂm—NH—c Hz- (CH,};—CH:—O—PEGn-DCH;

(“Lisozima-NH2" indica la molécula de lisozima con uno dc sus grupos amino reactivos
mostrados).
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. PEGILACION ALEATORIA UTILIZANDO UN PEG ALCANAL DE 2 KD. La

proteina modelo, lisozima, una enzima secretoria de 129 aminoacidos, fue utilizada para

demostrar acoplamiento de un polimero alcanal del invento a una proteina ilustrativa. El lisozima
contiene seis residuos de lisina como sitios potenciales para pegilacién.

El lisozima (2.1 mg) fue disuelto en 1 ml de amortiguador de fosfato S0 mM (pH 7.6) al
cual se agrepé mPEG (2kD)-butiraldehido (del ejemplo 1, 1.5 mg). A esta solucién se agregd el
agente reductor, NaCNBH3 (cianoborohidruro de sodio), y la solucién fue agitada durante 24
horas a temperatura ambiente. El conjugado de lisozima resultante posee cadenas PEG acopladas
a grupos amino de lisozima mediante una cadena (CH2) que interviene.

El producto de reaccién fue analizado mediante espectroscopia de masa de tiempo de
vuelo de ionizacién-desorcidn lser asistida con matriz (MALDI-TOF) y los picos mostrados
correspondientes a tres especies pegiladas de lisozima a 16208 Da, 1822 Da, y 20520 Da, con
diferencia en masa de 2000 Da aproximadamente (correspondiendo al tamaflo de reactivo PEG
butanal), asi como {ambién proteina sin modificar. La masa de lisozima sin modificar (nativo) se
determind mediante MALDI-TOF como 14153. Por lo tanio, el conjugado formado realmente fue
una mezcla de proleina monopegilada, protcina di-pegilada, y proteina tri-pegilada (1-mer, 2-mer
y 3-mer).

Lo anterior demucstra que la pegilacion aleatoria de una proteina ilustrativa del invento

\

proporciona una distribucién de productos pegilados. Si se desea, la mezcla de reaccion puede ser °

adicionalmente separada para aislar los conjugados PEG individuales, es decir, lisozima con una
molécula PEG fijada al mismo, lisozima con dos PEGs fijados, y lisozima con tres PEGs fijados.
Dentro de cada una de las composiciones conjugadas descritas anteriormente (1-mer, 2-mer, 3-

mer), la molécula PEG puede ser fijada a diferentes sitios amino reactivos dentro de la molécula

de lisozima.

B.PEGI ION UTILIZANDO UN PEG ALC KD. MPEG-2-

METILBUTIRALDEHIDO

La conjugacion de la proteina modelo, lisozima, es repetida utilizando el reactivo PEG
ramificado alfa, mPEGS5kD-2-metilbutaraldehido. El lisozima (3 mg) es disuelto en .
aproximadamenic 1 mL de amortiguador de fosfato de sodio a un pH en ¢l rango entre 5.5 y 7.5

aproximadamente. Un exceso molar de dos a cinco veces del reactivo PEG, mPEG5kD-2-
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metilbutiraldehido, es agregado a la solucién de lisozima, y Ja solucién resultante es colocada
sobre un mezclador rotatorio y dejada reaccionar a temperatura ambiente. Después de 15 minutos

aproximadamente, se agregé un exceso molar de 20 veces de NaCNBH3 y la reaccion se dejo

S

continuar. Las alicuotas son retiradas a varios intervalos de tiempo (4 horas, 8 horas, 12 horas, 16

horas, etc) y el progreso de la reaccién es monitoreado mediante espectrometria de masa SDS-
PAGE y MALDI-TOF.

Al terminar la reaccion, la mezcla de conjugado resuliante es concentrada, filtrada esteril, y
almacenada bajo condiciones de baja temperatura (-20°C a —80°C) hasta uso posterior.

EJEMPLO 5
PREPARACION DE PEG2(40.3 KDA)-BUTIRALDEHIDO RAMIFICADO
La preparacion de un alcanal polimérico de ejemplo con un segmento PEG ramificado
proporcionada a continuacién.

RESUMEN. La sintesis general primero involucré el acoplamiento de una cadena lateral
de tetra(elilenglicol) a un precursor de alcanal reactivo, acetal dietilico de 4-clorobutiraldehido.
La introduccién de una cadena lateral de etilenglicol oligomérico proporciona mayor estabilidad
al producto resuliante mediante la extension de la longitud de cadena cntre el grupo aldehido
rcactivo (o acetal) y un grupo reactivo que puede estar contenido en la fraccién enlazadora, X',
minimizando asl la ocurrencia de reacciones secundarias poienciales y mejorando rendimientos.

El uso de una cadena lateral oligomérica, tal como glicol de tetraetileno, también
proporciona un grupo funcional reactivo, en esta instancia, hidroxilo, que puede scr convertido, si
es necesario, para acoplamiento a un segmento polimérico que ha sido purificado
cromatograficamcnie para remover impurezas poliméricas tales como polietilenglicol diol,
mPEG-OH, y similares. En esta fonna, las impurezas poliméricas funcionalizadas indeseadas
tales como polietilenglicol dialdehido (que resultan de polietilenglicol diol) y similares son
retiradas del segmento PEG antes de acoplamiento al precursor alcanal para proporcionar el
producto final, un alcanal polimérico soluble en agua que es esencialmente libre de impurezas
poliméricas.

Considerando la reaccién especifica a continuaci6n, el acoplamiento de la cadena lateral
de tetra(etilenglicol) a acctal dietilico de 4-clorobutiraldehido lleva a la formacion del producto
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mono-alcanal deseado contaminado con producto di-alcanal y tetra(etilenglicol) de inicio. Sin
embargo, un aislamiento o purificacion dirccta que utiliza las diferencias en solubilidad de todos
los componentes en la mezcla de reaccion permite la facil preparacién de producto monoalcanal
altamente puro, es decir, con la funcidén alcanal (acetal) substituida solamente sobre uno de los
grupos hidroxilo reactivos de la molecula de tetra(etilenglicol). (REACCION A.). El producto de
la reaccién A luego fue convertido en el correspondiente mesilato mediante la reaccién con
cloruro de metanosulfonilo, cs decir, el grupo hidroxilo libre del tetra(etilenglicol) fue convertido
primero al mesilato (REACCION B), seguido por la conversién del mesilato en un grupo amino
primario (REACCION C). El grupo amino reactivo del reactivo acetal luego fue acoplado a un
segmento dc estructura polimerica ramificado con un carbon de carbonilo apropiado para
reaccion con el grupo amino del reactivo acetal. El precursor al reactivo PEG, lisina mPEG-
disustituida, fue purificado mediante cromatografia de intercambio iénico antes de la conversién
al correspondiente éster activado para retirar impurezas poliméricas. El éster de N-
hidroxisuccinimidilo de lisina mPEG-disustituida fue luego hecho reaccionar con un acetal de
amino-alcanal, a través de la formacién de un enlace de amida, para formar el resultante acetal de
PEG-cadena lateral-alcanal. El acetal luego fue facilmente hidrolizado en la reaccion catalizada
por 4cido para formar el correspondiente alcanal, y en particular, el butiraldehido PEG (40KDa)
ramificado de 2 brazos.

Este enfoque sintético, cs decir, no estd limitado a segmentos poliméricos ramificados
pero puede ser cmpleado para scgmentos poliméricos que tienen cualquiera de las geometrias

descritas en la presente.

RESUMEN DE LA SINTESIS GENERAL:

'l
HO-CHCHy0)H + CHCHACH;-CHOCH; Iy ﬁ-— HO-{CH,CH;0% -CH(CHy); CROCHCHy,

CH,S0.C1
HO-CHCHAON -CIly(Clh)y CHOCHCH)z i CH80,0-(CH;CH 00, -CHYOH, ;- CHIOCH CHy)z

N
CHyS0,04CCH/OM-CHACH,y CHHOCILCILY; — e H4ACH,CHO1 CH (1 MO

2
CHyD{CHICHON-C — NH
| + HN-(QLCH0) Cli(CH gy CHIOOH; CHy)y  —
0
G40 {CHCHOlr G—NH—CH —CIOJONHE
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A. Acetal dietilico de tetra(etilenglicol) mono-butiraldehido
HO-(CH2CH20)4CH2CH20-CH2(CH2)2-CH(OCH2CH2)2

Una mezcla de tetra(etilenglicol) (97.1g, 0.500 moles) y tolueno (200 ml) fue
azeotropicamente secada mediante destilacion de tolueno bajo presidén reducida (evaporador
rotatorio). El tctra(etilenglicol) secado fue disuelio en tolueno anhidro (180 ml) y se agrego
solucién de tert-butoxido de potesio 1.0M en tert-butanol (120.0 ml, 0.120 moles) y acetal
dietilico de 4-clorobutiraldehido (18.1 'g, 0.100 moles) (Alfa Aesar). La mezcla fue agitada a 95-
100 °C durante la noche bajo atmosfcra de argén. Después de enfriar a temperatura ambiente, la
mezcla fue filtrada y los solventes fueron destilados bajo presién reducida. El producto crudo fue
disuelto en 1000 ml de agua desionizada y la solucién resultante fue filtrada a través de carbon
activo. Se agregd cloruro de sodio (10 g) y el producto fue extraido con diclorometano (250, 200,
y 150 ml). El extracto fue secado (sobre MfSO4) y el solvente fue destilado bajo presion reducida
{mediante evaporacién giratoria).

El producto crudo fue disuelto en 300 ml de amortiguador de fosfato al 10% (pH=7.5) y
las impurezas fueron extraidas con acetato de etilo (2 x 50 ml). El producto fue exiraido con
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diclorometano (200, 150, y 100 mti). El extracto fue sccado (sobre MgSO4) y el solvente fue

destilado bajo presién reducida (mediante evaporacion giratoria).

Rendimiento: 20.3 g. NMR (ds-DMSO):1.10 ppm (1,-CH3-C-)1.51 ppm (m, -C.CH,-CH,-) 3.49
ppm (bm, -OCH;CH;0-),4.46 ppm (t, -CH _ acetal), 4.58 ppm (t, -OH).

Pureza: 100% (no hay signos de materiales de inicio sin reaccionar).

B, Tetira(etilenglicol)-a-mesilato-w- dehido, acetal dietflico.
CH3-8(0)2-0(CH2CH204CH2CH20-CH2(CH2)2-CH(OCH2CH2)2

Una mezcla de tetra(etilenglicol) monobutiraldehido acetal dietilico, (12.5g, 0.037 moles)
¥ tolueno (120 ml) se seco azeolropicamente mediante destilacién de tolueno bajo presién
reducida (evaporador rofaiorio). El acetal dietilico de tetra(etilenglicol) monobutiraldehido seco
fue disuelto en tolueno anhidro (100 ml). A la solucitn se agregd 20 ml de diclorometano adhidro
y 5.7 ml de trietilamina (0.041 moles). Luego se agregd por goteo 4.5g de cloruro de
metanosulfonilo (0.039 moles). La solucién fue agitada a temperatura ambiente bajo una
atmosfera de nitrégeno durante 1a noche. Luego se agregé carbonato de sodio (5g), La mezcla se
agité durante 1 hora. Luego la solucién fue filtrada y los solventes fueron destilados bajo presién
reducida (evaporador rotatorio).
1.10 ppm (t,-CH;-C-)1.51 ppm (m, -C-CH;.CH3-), 3.17 ppm (5, CH;-metanosulfonato),3.49 ppm
(bm, OCH,CH;0-), 4.30 ppm (m, -CH,-metalnosulfonato), 4.46 ppm (t, -CH, acetal).
Pureza: ~100%

T ilenglicol)-g-amino-w-butiraldehido. acetal dietilico

H2N-(CH2CH20)4CH2CH20-CH2(CH2)2-CH(OCH2CH2)2
Una mezcla de tetraetilenglicol)-a-mesilato-w-butaraldehido, acetal dietflico (14.0g),

hidroxido de amonio concentrado (650 ml), y alcohol etilico (60 ml) fue agitada 42 horas a
temperatura ambiente. Luego todo el material volatil fue destilado bajo presién reducida. El
producto crudo fue disuelto en 150 ml de agua desionizada y el pH de la solucién fue ajustado a
12 con NaOH 1.0M. El producto fue extraido con diclorometano (3 x 100 ml). El extracto fue
secado (MgSO4) y el solvente fue destilado bajo presién reducida (evaporador rotatorio).
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Rendimiento 10.6 g. NMR (D;0) 1.09 ppn (1,-CH3-C-)1.56 ppm (in, -C-CH;.CH,-), 2.69 ppm
m(1, -CH;-N),3.56 ppm (bm, -OCH,CH;0-), 4.56 ppm (t, -CH, acetal).

Pureza: ~100%
D. PEG2(40.3 KDa)-butiraldehido ramificado, acetal dietilico
mPEG-0-C{0)-NH

((lEHn)A
mPEG-0-C(0)-NH- CH——C{0)-NH-(CH,CH,0),-CH;CH,CH,-CH(OCH,CH,),

PEG2 (40 KDa)-N-hidroxisuccinimida se preparé a partir de la correspondiente PEG2-lisina
como se describio en la Patente U.S. No. 5.932.462 (Harris, J.). La PEG-2-lisina precursora, un
PEG ramificado que tiene un grupo carboxilo ionizablc, fue purificado mediante cromatografia
de intercambio i6nico, como se dcscribe en la Patente U.S. No. 5.932.462.

A una solucién de PEG2 (40 KDa)-N-hidroxisuccinimida (5.0g, 0.000125 moles)
(Shearwater Corporation) en cloruro de metileno (100 ml), se agreg6 tetra(etilenglicol)-a-amino-
w-butiraldehido, acetal dietilico (0.50g, 0.000148 moles) y trietilamina (0.035 ml) y la mezcla de
reaccion fue agitada durante la noche a temperatura ambientc bajo una atmosfera de argén. El
solvente fue evaporado hasta sequedad utilizando un evaporador giratorio. El producto crudo fue
disuelto en cloruro de metileno y precipitedo con alcohol isopropilico. El producto himedo fue
secado bajo presién reducida. Rendimicnio dc 4.8 g.

NMR (dg-DMSO0):1.10 ppm (T,-CH»-C-)1.51 ppm (M, -C-CH,CH>-) 3.24 ppm (s, -OCH3),3.51
ppm(s, PEG estructura), 4.46 ppm (t, -CH-, acetal).
Sustitucion: ~100%.

E. PEG2(40.3 KDa)- butiraldehido ramificado

mPEG-0-C(0)-NH
0
' ||

mPEG-0-C(0)-NH- CH——C(0)-NH~{CH;CH,;0),-CH,CH,CH,-C-H
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Acetal dietilico de PEG2(40.3 KDa)- butiraldehido ramificado (4.8 g) fue disuelto en 100 ml
de agua y cl pH de la solucién fue ajustado a 3 con dcido losf6rico diluido. La solucién fue
agitada durante 3 horas a temperatura ambiente, seguido por la adicién de hidroxido de sodio 0.5
M para ajustar el pH de la solucién a 7 aproximadamente. El producto fue extraido con cloruro de
metileno, y el extracto fue secado con suifato de magnesio anhidro. El solvente fue destilado bajo
presion reducida.
Rendimiento 4.2 g. NMR (dg-DMSO):1.75 ppm (p,-CH>-CIH;-CHO)2.44 ppm (dt, -CH>-CHO-)
3.24 ppm (s, -OCH3),3.51 ppm(s, PEG estructura), 9.66 ppm (t, -CHO).
Substitucién: ~100%.

Lo anterior ilustra aiin otra realizacién del invento, la preparacién de un PEG alcanal
ramificado representativo. El anterior también ilusira una realizacién del invento en donde el
alcanal polimérico contiene un grupo oligomérico corto, en este caso, un glicol de tetraetileno
interpuesto entre la cadena principal polimérica y el segmento alcanal de la molécula. Ademds,
este ejemplo ilustra el uso de un segmento polimérico precursor que contiene un grupo ionizable
tal que el segmento polimérico puede scr purificado mediante cromatografia de intercambio
ionico antes del acoplamicnto al reactivo de alcanal-acetal, retirando de manera efectiva las
impurezas temprano en ¢l esquema de reaccion. En esta instancia, el producto formado no tiene
impurezas poliméricas difuncionales tales como aquellas que provienen de las reacciones de
polietilenglicol diol, 0 mPEG, o lisina mono-pegilada, o similares, que pueden haber estado

presentes en el precursor de lisina-mPEG2 pero que fueron removidas mediante cromatografia.

EJEMPLO 6
PREPERACION DE CONJUGADO PROTEICO DE POLIMERO-ALCANAL

PEGILACION ALEATORIA P
EPO recombinante (producido en E. Coli, células mamiferas (ej., células CHO) u otra
fuente microbiana) es acoplado a mPEG-butiraldehido 30 kDa (preparado como se describe en el
Ejemplo 2).
EPO (~2 mg) es disuelio en 1 il de amortiguador de fosfato 50 mM (pH 7.6) y mPEG(30
kDa)-butiraldehido es agregado a 5X la concentracién EPO molar. Se agrega un agente reductor,
NaCNBH3, y la solucién se agita durante 24 horas a temperatura ambiente para acoplar el

reactivo PEG-butanal a la proteina a través de un eslabonamiento de aminas.
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La mezcla de reaccion cs analizada mediante SDS-PAGE para determinar el grado de
PEGilacién. La confirmacién del grado de PEGilacién, 1-polimero, 2-polimeros, etc., es hecha
mediante espectrometria de masa (MALDI-TOF). Los picos mostrados para especies nativas y
mono-PEGiladas difieren en aproximadamente 30.000 Da. La mezcla de reaccién resultante
contiene una mezcla de proteina nativa y monopegilada. Aumentando la proporcioén de reactivo
PEG a proteina se aumenta el grado de poliPEGilacion, es decir, la formacién de 2-polimeros, 3-
polimeros, etc.

El uso de alcanales PEG de alto peso molecular con peso molecular mayor que 20 kDA
favorecc la formacidn de especies mono-PEGiladas. Alcanales PEG de pesos moleculares
menores, cuando se acoplan a una proleina, son mis propensos a formacion de especies poli-
PEGiladas bajo estas condiciones.

Lo anterior demuestra que la pegilacion aleatoria de una proteina ilustrativa del invento
proporciona una distribucion de productos EPO pegilados. Si sc desea, la mezcla de reaccion se
puede separar adicionalmente para aislar isomeros individuales 1al como se describe a
continuacion.

Los conjugados PEG con diferentes pesos moleculares son luego separados mediante
croma-lograﬁa de filtracién de gel. Los diferentes conjugados PEG (I-mer, 2-mer, 3-mer, eic) son
fraccionados sobre la base de sus pesos moleculares diferentes (en eslc caso, variando en
aproximadamente 30 kDA). Especificamente, la separacion es realizada mediante el uso de un
sistema de columna seriel para scparacion efcctliva de productos en rango de peso molecular
observado, €j., una columna Superdex 200 (Amersham™ Biosciences). Los productos son eluidos
con 10 ml de amortiguador de acetalo a una tasa de flujo de 1.5 ml/min. Las fracciones
recolectadas (1 ml) son analizadas mediante OD a 280 nm para contenido de proteinas y también
utilizando una prueba de yodo para contenido PEG (Sims G. E. C. Anal. Biochem, 107, 60-63,
1980). Alternativamente, los resultados son visualizados corriendo un gel SDS PAGE, seguido
por tefiido con yoduro de bario. Las fracciones correspondientes a los picos eluidos son
recolectadas, concentradas por ultrafiltracién utilizando una membrana de corte con peso
molecular entre 10-30 kD, y liofilizadas. Este método produce la separacién/purificacién de
conjugados que tienen los mismos pesos molcculares pero no proporciona separacion de
conjugados con el mismo peso molccular pero diferentes sitios de pegilacién (es decir, isdmeros

posicionales).
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La separacion de isémeros posicionales es realizada mediante cromatografia de fase
inversa utilizando una columna RP-HPLC C18 (Amersham Biosciences o Vydac). Este
procedimiento es electivo para separacion de isomeros de biomoleculas PEG y tiene el mismo
peso molecular (isémeros posiciones). La cromatografia de {asc inversa es realizada utilizando
una columne preparativa RP-HPLC C18 y eluida con un gradiente de agua/TFA al 0.05%
(Eluyente A) y acctonitrilo/0.05% TFA (Eluyente B).

Las fracciones correspondientes a los picos eluidos son recolectas, evaporadas para
climinar acetonitrilo y TFFA, seguido por remocién de solvente para aislar los isémeros PEG

posicionales individuales.

EJEMPLO 7

PREPARACION DE CONJUGADO PROTEICO DE POLIMERO-ALCANAL
PEGILACION DE EPO EN EXTREMO AMINO
EPO recombinante (producido en E. Coli, células mamiferas (tales como CHO pero sin

limitar a) u otra fuente microbiana) es acoplado a mPEG-butiraldehido, 30 kDa (Ejemplo 2).

EPO (~2. Mg) es disucltio en | ml de acetato de sodio 0.1 mM (pH 5) y mPEG (30 kDa)-
butiraldchido (del Ejemplo 2) es agregado a 5X la concentracién EPO. Se agrega un agente
reductor, NaCNBH3, y la solucién es agitada durante 24 h a 4°C para acoplar el reactivo PEG-
butanal a la proteina a través de un eslabonamiento de aminas.

La mezcla de reaccion es analizada mediante SDS-PAGE para determinar el grado de
PEGilacién. La confirmacion del grado de PEGilacién, 1-polimero, 2-polimeros, etc. es realizada
mediante espectrometria de masa MALDI-TOF. Los picos mostrados para especies nativas y
mono-PEGiladas difieren en aproximadamente 30.000 Da. La mezcia de reaccion resultanic
principalmente contiene una mezcla de proteina nativa y monopegilada. Las especies mono-
PEGiladas son purificadas mediante cromatografia de colutnna para retirar EPO libre y espécies
de pesos moleculares altos.

La confirmacién de PEGilacién en el extremo N cs realizada medianie mapa peptidico.
Aumentando la 1asa de PEG a protcina se aumenta en grado de PEGilacion, proporcionando
proteina poli-pegilada.

Lo anterior demuestra que la pegilacién de una proteina ilustrativa del invento

proporciona una proicina pegilada simple predominantemente cn el extremo N.
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EJEMPLO 8
PEGILACION EN EL EXTREMON D F

GCSF recombinante (producido en E. Coli, células mamiferas (tal como células CHO=u
otra fuente microbiana) es acoplado a mPEG-buriraldehido, 30 kDa.

GCSF (~ 2. mg) es disuclio en 1 ml de acetato de sodio 0.1 mM (pH 5) y mPEG(30 kDa)-
butiraldehido (del Ejemplo 2) es agregado a 5X la concentracién GCST molar. Se agrega el
agente reductor, NaCNBH3, y la solucién es agitada 24 h a 4°C para acoplar el reactivo PEG-
butanal a la proteina a través de eslabonamiento dc aminas.

La mezcla de reaccién resultanic es analizada mediante SDS-PAGE para determinar el
grado de PEGilacion. La confirmacién del grado de PEGilacién, 1-polimero, 2 polimeros, etc., es
rcalizada mediante espectrometria de masa MALDI-TOF, Los picos mostrados para especies
nativas y mono-PEGiladas difieren en aproximadamente 30.000 Da. La mezcla de reaccién
resultante contiene principalmente una mezcla-de GCSF nativo y monopegilado. Las especies
monopegiladas son purificadas mediante cromatografia de columna para retirar el GCSF libre y
especies de peso molecular alto. La confirmacién de PEGilacién en el extremo N es realizada
mediante mapa peptidico. Aumentado la proporcién de PEG a proteina se aumenta el grado de
PEGilacién proporcionando proteina poli-pegilada.

.EJEMPLO9
PEGILACION EN EL EXTREMOQO N DE INTERFERONA o

IFN-a recombinante (producido en E. Coli, células mamiferas (tal como CHO u otra
fuente microbiana) es acoplado a mPEG-butiraldehido, 30 kDa.

La interferona-a (~2. Mg) es disuelta en 1 ml de acetato de sodio 0.1 mM (pH 5) y
mPEG(30 kDa)-butiraldehido (del ejemplo 2) es agregado a 5X la concentraciéon IFN molar. Un
agente reductor, NaCNBH3, es agregado y la solucién es agitada durante 24 h a 4°C para acoplar
el reactivo PEG-butanal a la proteina a través de eslabonamiento de aminas.

La mezcla de reaccion es analizada mediante SDS-PAGE para determinar el grado de
PEGilacion. La confirmacion del grado del PEGilacion, 1-polimero, 2 polimeros etc., es realizada
mediante espectrometria de masa MALDI-TOF. Los picos mostrados para las especies nativas y

monoPEGiladas difieren en aproximadamente 30.000 Da. La mezcla de reaccién resultante
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monopegiladas son purificadas mediante cromatografia de columna para remover la interferona-ot

principalmente contiene una mezcla de proteina nativa y monopegilade. Las especies

libre y especies de alto peso molecular. La confirmacion de PEGilacion en el extremo N es
realizada mediante mapa peptidico. Aumentando la proporcion de PEG a proteina se aumenta cl
grado de PEGilacién proporcionando IFN poli-pegilado.

La conjugacion de las proteinas hGH, IFN-f, y FSH a otro PEG-alcanal ilustrativo,
mPEG-2-metilbutiraldehido, 20 kDa es realizada esencialmente como se describe en los ejemplos -

anteriores.

EJEMPLO 10
PEGILACION EN EL EXTREMO N DE LA HORMONA IMIENTQ HUMANO

La hormona de crecimiento humano recombinante (producida en E. Coli), células
mamiferas (tal como CHO) u otra fucnie microbiana) es acoplada a mPEG-2-metil-butiraldehido,
20 kDa.

La hormona de crecimicnto humano (~2 mg) es disuelta cn 1 il de acetato de sodio 0.1
mM (pH 5) y mPEG-2-metil-butiraldehido, 20 kDa es agregado a 5X la concentracién de hGH
molar. Un exceso molar de 5 a 20 veces el agente reductor, NaCNBH3, es agregado y la solucién
es agitada durante 24 h a 4°C para acoplar el reactivo PEG-a metilbutanal a la proteina a través
de un eslabonamiento de aminas.

El progreso de la reaccién es analizado mediante espectrometria de masa SDS-PAGE o
MALDI-TOF para determinar ¢l grado de PEGilacion. La confirmacién del grado de PEGilacién,
1-polimero, 2 polimeros etc., es realizada mediante espectrometria de masa MALDI-TOF. Los
picos mostrados para especies nativas y mono-PEGiladas y otras especics difieren en
aproximadamente 20.000 Da. La mezcla de reaccién resultante principalmente contiene una
mezcla de proteina nativa y monopegilada. Las espccies mono-’EGiladas son purificadas
mediante cromatografia de columna para retirar hGH libre y especies de alto peso molecular. La
confirmacién de PEGilacion en el extremo N es realizada mediante mapa peptidico. Aumentado
la proporcién de aldehido PEG a proicina se aumenta ¢l grado de PEGilacidn proporcionando una
poblacion de hGH poli-pegilado.
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EJEMPLO 11
PEGILACION 2 'REMO N DE INTERFERONA-

Interferona-p recombinante (producida en E. Coli, células mamiferas (tal como CHO pero
sin limitar al mismo) u otra fuente microbiana) cs acoplada a mPEG-2-metil-butiraldehido, 20
kDa.

La interferona-p (~2 mg) cs disuelta en 1 ml de 0.1 mM de acetato de sodio (pH 5) y
mPEG-2-metil-butiraldehido, 20 kDa es agregado a 5X la concentracién molar de IFN-p. Un
exceso molar de 5 a 20 veces cl agente reductor, NaCNBH3, es agregado y la solucién es agitada
durante 24 h a 4°C para acoplar el reactivo PEG-o metilbutanal a la proteina a través de un
eslabonamiento de aminas.

El progreso de la reaccién es analizado mediante espectrometria de masa SDS-PAGE o
MALDI-TOF para determinar el grado de PEGilacién. La confirmacién del grado de PEGilacién,
1-polimero, 2 polimeros etc., es rcalizada mediante espectrometria de masa MALDI-TOF. Los
picos mostrados para especies nativas y mono-PEGiladas y otras especies difieren en
aproximadamente 20.000 Da. La mezcla de reaccion resultante principalmente contiene una
mezcla de proteina nativa y monopegilada. Las especies mono-PEGiladas son purificadas
medianie cromatograiia de columna para rctirar IFN-P libre y especies de alto peso molecular. La
confirmacién de PEGilacion en el extremo N es realizada mediante mapa peptidico. Aumentado
la proporcidn de aldehido PEG a proteina se aumenta el grado de PEGilacion proporcionando una
poblacién de IFN-P poli-pegilado.

EJEMPLO 12
PEGILACION EN EL EXTREMO N DE FSH

La hormona de estimulacién de foliculo recombinante (producida en E. Coli, células
mamiferas (tal como CHO pero sin limitar al mismo) u otra fuente microbiana) cs acoplada a
mPEG-2-metil-butiraldehido, 20 kDa.

La hormona de estimulacion dec foliculo, FSH (~2 mg) es disuelta en 1 ml de 0.1 mM de
acetato de sodio (pH 5) y mPEG-2-metil-butiraldehido, 20 kDa es agregado a 5X la
concentracién molar de FSH. Un exceso molar de 5 a 20 veces cl agente reductor, NaCNBH3, es
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agregado y la solucidn es agilada durante 24 h a 4°C para acoplar el reactivo PEG-a metilbutanal
a la proteina a través de un eslabonamiento de aminas.

El progreso de la reaccién es analizado mediante espectrometria de masa SDS-PAGE o
MALDI-TOF para determinar el grado de PEGilacion. La confirmacion del grado de PEGilacion,
1-polimero, 2 polimeros etc., es realizada mediante espectrometria de masa MALDI-TOF. Los
picos mostrados para especies nativas y mono-PEGiladas y otras especies difieren en
aproximadamente 20.000 Da. La mezcla de reaccion resultante principalmente contiene una
mezcla de proteina nativa y monopegilada. Las especies mono-PEGiladas son purificadas
mediante cromatografia de columna para retirar FSH libre y especies de alto peso molecular. La
confirmacién de PEGilacién en el extremo N es realizada mediante mapa peptidico. Aumentado
la proporcién de aldehido PEG a proteina sc aumenta el grado de PEGilacion proporcionando una
poblacién de FSH poli-pegilada.

EJEMPLO 13
PEGILACION EN EL EXTREMO N DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO
HUMAN

hGH recombinantie (producida en E. Coli, células mamiferas (tal como CHO pero sin
limitar al mismo) u otra fuente microbiana) es covalentemente unida 8 mPEG-2(40.3 KDa)-
butiraldehido ramificado (Ejemplo 5E).

La hormona de crecimiento humano, (~2 mg) es disuelta en 1 ml de 0.1 mM de acetato de
sodio (pH 5) y mPEG-2(40.3 KDa)-butiraldehido ramificado es agregado a 5X la concentracién
molar de hGH. Un exceso molar de 5 a 20 veces el agenie reductor, NaCNBH3, es agregado y la
solucion es agitada durante 24 h a 4°C para acoplar el reactivo mPEG-2(40.3 KDa)-butiraldehido
ramificado a la proteina a través de un eslabonamiento de aminas.

El progreso de la reaccion es analizado mediante especirometria de masa SDS-PAGE o
MALDI-TOF para determinar cl grado de PEGilacion. La confirmacién del grado de PEGilaci6n,
1-polimero, 2 polimeros etc., es realizada mediante espectrometria de masa MALDI-TOF. Los
picos mostrados para espccies nativas y mono-PEGiladas y otras especies difieren en
aproximadamente 40.000 Da. La mezcla de reaccién resultante principalmente contiene una
mezcla de proteina nativa y monopegilada, cn particular debido al tamafio y geometria del
reactivo PEG alcanal ramificado. Las especies mono-PEGiladas son purificadas mediante
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cromatografia de columna para retirar hGH libre y especics de alto peso molecular. La \'

confirmacion de PEGilacion en el extremo N es realizada mediante mapa peptidico.

EJEMPLO 14
PEGILACION DE ANFOTERICINA B

El grupo amino de una molécula pequefia, anfotericina B, es modificado mediante fijacién
de un alcanal polimérico.

A una solucién de anfotericina B. HCI en agua desionizada se agrega un exceso molar de
2 veces de mPEGa-butiraldehido (Ejemplo 1) disuelto en amortiguador de fosfato 0.1 M a pH
6.5. A esta mezcla sc agrega una solucién de NaCNBH?3 (a un exceso molar de 1.5 a 10 veces) en
amortiguador de fosfalo a pH 6.5, y la solucién resultante es agitada a temperatura ambiente
durante la noche bajo una atmosfera de argdn. Alicuotas de la mezcla de reaccién son retiradas en
varios intervalos de tiempo para monitorcar el progreso de la reaccién mediante '"H NMR. Al
terminar, la mezcla de reaccién es adicionalmente diluida mediante la adicién de agua, y se
agrega NaCl para lograr saturacién. El producto luego es extraido con diclorometano, y los
extractos organicos combinados son secados sobre sulfato de sodio anhidro, filtrados para retirar
¢l agente secante, y el solvente es evaporado mediante evaporacién rotatoria. Lucgo el producto .
es precipitado mediante la adicién de eter de dietilo, y secado al vacfo durante la noche. El
producto recuperado es analizado mediante cromatografia de permeacién de gel para determinar
la medida de la conjugacién.

El producto crudo es purificado mediante cromatografia de intercambio catidnico
utilizando resina de intercambio catiénico Poros 50 HS (PerSeptive BioSystems, framingham,
MA). Después de lavar la columna con agua desionizada, el producto es eluido con solucién de
NaCl 1N. Los extractos que contienen el conjugado son combinados, y el producto es extraido
con diclorometano. La solu;:ién organica es secada sobre sulfato de sodio anhidro, filirada, y el
solvenie es evaporado mediante evaporacion rotatoria. El conjugado purificado es purificado
mediante la adicion de éter de dietilo.

Si es neccsario, el producto es purificado adicionalmente mediante cromatografia HPLC

de fase inversa ulilizando una columna Betasil C18, Keystone Scientific).

EJEMPLO 15
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A

PREPARACION DE PEG(3500 DA)-a-HIDROXI-0-BUTIRALDEHIDO MEDIANTE

POLIMERIZACION DE ABERTURA DE ANILLO ANIONICO DE OXIDO DE ETIL
DIRECTAMENTE SOBRE UN PRECURSOR DE ACETAL ANIONICO

En este ejemplo, un precursor de acetal con un sitio apropiado para iniciar polimerizacién
de abertura de anillo con oxido de etileno es preparada al reaccionar acetal dietilico de 4-
clorobutiraldehido con di-alcohol, etilenglicol. En esta forma, un halo- acetal es convertido en un
acetal con extremo hidroxilo. El grupo hidroxilo, cuando es convertido en el correspondiente
anidn de alcoxido, proporciona un sitio para iniciar la polimerizacién de oxido de etileno, para
formar asf un precursor de alcanal polimérico. El precursor de alcanal polimérico (acetal), ante
hidrdlisis, es convertido en el alcanal polimérico deseado.

Un esquema generalizado para este enfoque sintético para preparacion de un alcanal
polimérico del invento es mostrado en la Fig. 1.

A. Preparacion de 2-(4.4-dietoxi-butoxi)etanol (Compuesto 15A).
‘BuO'K*
CICHaCHCHCH{OCHCH)a + HO-CHCH-OH
HO-CHzCH2-0-CH;CHaCHaCHIOCH,CHa)o

Una mezcla de etilenglicol anhidro (120 g, 1.93 moles), una solucién 1.0M de tert-butoxido
de potasio en tert-butanol (70 mi, 0.07 moles), y 4-acetal dietilico de 4-clorobutiraldehido (11 g,
0.061 moles) cs agitada durante la noche a 100°C bajo una atmosfera de argén. Después de
enfriar a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion es agregada a 600 ml de agua destilada. El
producto es extraido con diclorometano (150, 125, y 125 ml). Los extractos combinados son
luego secados con sulfato de magnesio anhidro y ¢l solvente ¢s destilado bajo presion reducida.
Luego el producto es sometido a destilacion al vacfo (kugelrohr, t = 90 — 100°C, 0.10 mm Hg).
Rendimiento 5.5 g.

NMR (dg-DMSO):1.11 ppm (t, 6H), 1.53 ppm (m, -CH>-CH, 2H) 1.64 ppm (m, -
CH,CH,CH, 2H),3.37 ppm (t, -O-CH,CH,CH, 2H), 3.53 ppm (t, HO-CH2CH;0-, 2H), 3.62 ppm -
(g-CH, CHj3;, 4H), 3.70 ppm (t, HO-CH>-2H), 4.38 ppm(t, -CH acetal, 1H), 4.54 ppm (t, 1H, -
OH).
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HO-CHCHy-O-CHCHCHCHIOCHCHly  ——
HO-(CH2GHZ0},CH2CH2-O-CHCHy O-CHoCHLCH,CHIOCH;CHy);

Compuesto 15A (0.51 g, 0.00247 moles), THF 200 ml, y naftaluro de potasio (solucién de
0.3 mol/L-tetrahidrofurano, 20 ml, 0.006 moles) son agregados a un reactor de vidrio y agitados
durante 3 minutos en una atmosfera de argon. El oxido de ctileno (8.8 g 0.20 moles) es agregado
a esta solucidn y la mezcla de reaccion s egitada durante 44 h a temperatura ambiente. Luego la
mezcla es purgada con argdn y se agrega amortiguador de fosfato 0.1M (pH =8, 100 ml). La
capa de THF es separada y descartada. El naftaleno es retirado de la solucién mediante extraccién
de éter de etilo. El producto cs extraido del residuo con diclorometano (3 x 50 ml). El extractoes
secado con sulfato de sodio anhidro y concentrado a 30 ml aproximadamentc. Luego se agrega
éter etilico (250 ml) y la mezcla es agitada 15 minutos a 0°C. El producto precipitado es filtrado y
secado bajo presion reducida.
Rendimiento 7.2 g.

NMR (ds-DMS0):1.09 ppm (t,-CH;3-3H)1.52 ppm (m, C-CH-CH3;4H), 3.51 ppm (s,

estructura polimero), 4.46 ppm(t, CH, acetal, 1H), 4.57 ppm (t, -OH, 1H).
C. PEG(3.5 -hidroxi-w-butiraldehido

Una mezcla de acetal dietilico de PEG(3.500)-a-hidroxi-o-butiraldehido(1.0 g), agua
desionizada (20 ml), y 4cido fosférico al 5% para ajustar el pH a 3.0 es agitada duranie 3 horas a
temperatura ambicnte. Luego, sc agrega cloruro de sodio (1.0 g) y el pH cs ajustado a 6.8 con
hidroxido de sodio 0.1 M. El producto es extraido con diclorometano (3 x 20 ml). El extracto es
secado con sulfato de magnesio anhidro y el solvente es destilado. El producto hiimedo es secado
bajo presion reducida. Rendimiento: 0.82 g.
NMR (dg-DMSO0):1.75 ppm (p,-CH3-CH,-CHO-)2.44 ppm (dt, -CH,-CHO), 3.51 ppm (s,
estructura polimero), 4.57 ppm(1, OH),9.66 ppm (1, -CHO).

EJEMPLO 16
PREPA 1ION DE METOXI-P A)BUTIRALDEHID
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Este ejemplo demuestra la preparacién de un PEG-alcanal de taponamienio en extremo a
partir de un acetal PEG a-hidroxi-w-alcanal.

A. pgcelal dictilico de mPEG(3,500 Da)-butiraldehido

Una mezcla de acetal dictilico de PEG(3.500 Da)-a-hidroxi-w-butiraldehido (3.5g, 0.001
moles), tolueno (50 ml), solucién 1.0M de tert-butoxido de potasio en tert-butanol (5 ml, 0.005
moles) y sulfonato de metil-p-tolueno (0.75 g, 0.004 moles) es agitado durante la noche a 45°C.
Luego, los solventes son destilados bajo presidn reducida (rotoevaporador). El producto crudo es
disuelto en diclorometano y se agrega a eter etilico frio. El producto precipitado es filtrado y
sccado bajo presién reducida. Rendimiento: 3.1 g

NMR (ds-DMS0):1.09 ppm (t,-CH3-3H)1.52 ppm (m, C-CHz-CHz-, 4H), 3.24 (s, CH50-,
3H), 3.51 ppm (s, estructura polfmero), 4.46 ppm(t, CH, acetal, 1H).

00 Da)-butiraldehido

Una mezcla de acetal dietilico de mPEG(3.500)-butiraldehido (1.0 g), agua desionizada (20
mL), y écido fosfbrico al 5% para ajustar el pH a 3.0 es agitada durante 3 horas a temperatura
ambiente. Luego, se agrega cloruro de sodio (1.0 g) y el pH es ajustado a 6.8 con hidroxido de
sodio 0.1 M. El producto cs extraido con diclorometano (3 x 20 ml). El extracto cs secado con
sulfato de magnesio anhidro y ¢l solvente es destilado. El producto humedo es secado bajo
presién reducida. Rendimiento: 0.85 g.
NMR (ds-DMSO0):1.75 ppm (P,-CH;-CH2-CHO-, 2H), 2.44 ppm (dt, -CH;-CH2-CHO-, 2H),
2.44 ppm (dt, -CH, CHO, 2H), 3.24 ppm (s,-OCH3, 3H), 3.51 ppm (s, estructura polimero), 9.66
ppm (i, -CHO, 1H).

EJEMPLO 17
PREPARACION DE METOXI-PEG(2KDA) 2-METI TIRALDEHI
Este ejemplo describe la sintesis de un alcanal polimérico 2-alquil-substituido ilustrativo

del invento. Este polimero, més que poseer una cadena de alquileno lineal que separa el carbén
de aldehido del eslabdn, posee un substituyente de metilo en la posicién C-2.

GENERALIDADES: El reactivo acetal protegido, 17-A, fue preparado a partir de un

material de inicio comercialmenic disponible, 2-metil-4-clorobutanona, primero al reducir el

carbon de butanoato al correspondiente alcohol, seguido por oxidacion al butiraldehido. El
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butiraldehido luego fue protegido como cl acetal correspondiente para proporcionar un reacli\>

acetal protegido para acoplamiento a PEG. Después de acopamiento a PEG, el acetal polimérico
resultante fue hidrolizado en dcido para proporcionar el alcanal polimérico deseado.

A. Preparacién de acctal dietilico de 4-cloro-2-metilbutiraldehido

Preparacidn de 4-clorg-3-metilbutanol-1
Una solucién de 4<clorobutanoato de 2-metilo (TCI America) (22.0 g, 0146 moles) en éter

ctilico (80 ml) fue agregada por goteo durantc 30 min a una solucién agitada de hidruro de litio-
aluminio (4.55 g, 0.12 moles) en éler etilico (360 ml) a 0°C bajo atmosfera de argén. Luego se
agreg6 metanol (12 ml) por goteo durante un periodo de 30 min y luego se agregé HCI 2N helado
{420 ml) por goteo durante un periodo de¢ 20 minutos. La mezcla de reaccidn fue transferida a un
embudo scparador y la capa de éter, conteniendo 4-cloro-2-metilbutanol -1, fue separada. El
producto adicional fue extraido a partir de la capa de agua con éter etilico (3 x 200 ml). Los
extractos de éter fueron combinados, secados con sulfato de magnesio anhidro, y el solvente fue
destilado bajo presién reducida. Rendimiento 18.6 g.
NMR (dg-DMS0):0.84 ppm (D,-CH3-3H)1.50 ppm (m, C-CH,CHC], 1H), 1.68 ppm (in, -CH-,
1H), 1.82 ppm(m, CH;CH,Cl, 1H), 3.26 ppm (1, -CH>OH, 2H), 3.66 ppm (M, -CH;Cl, 2H), 4.50
ppm (1, -OH, 1H).
4-Cloro-2-metilbutiraldchido

Se agregé clorocromato de piridinio (23.6 g, 1.110 g) gradualmente a una solucién de
sodio agitada de 4-cloro-2-metilbutanol —1 (8.80 g, 0.078 moles) en diclorometano anhidro (470
ml). La mezcla fuc agiiada durante la noche a temperatura ambiente bajo una atmosfera de argdn.
Se agrego cler seco (820 ml); la mezcla lue agitada durante 20 minutos, y luego fue filtrada para
retirar el exceso de agente oxidante. La solucién luego fue filtrada a través de una columna con
400 g de Florisil, y los solventes fueron destilados bajo presién reducida. Rendimiento 6.0 g.
NMR (de-DMS0):1.06 ppm (d,-CH3-3H) 1.74 ppm (m, -CH,CH,Cl, 1H), 2.14 ppm (m, -
CH,CH,Cl-, 1H), 2.56 ppm{(m, CH, 1H), 3.69 ppm (m, -CH,Cl, 2H), 9.60 ppm (t, -CHO, 1H).

Acetal dietflico de 4-cloro-2-metilbutiraldehido

Una mezcla de 4-cloro-2-metilbutiraldehido (4.8 g, 0.040 moles), ortoformato de trietilo
(6.48 g, 0.044 moles), alcohol etilico (3.0g), y monohidrato de dcido p-toluenosulfénico (0.0144
g, 0.000757 moles) fue agitada a 45°C durante la noche bajo una aimosfera de argén. Luego,
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trietilo residual fueron destilados bajo presién reducida. El residuo fue sometido a destilacién de
vacio fraccional dando 3.2 g de acetal dietilico de 4-cloro-2-metilbutiraldehido.

NMR (ds-DMSO0):0.85 ppm (d,-CH3-3H)1.13 ppm (m, -CH;, 6H), 1.52 ppm (i, -CH-, 1H), 1.87
ppm(m, CH,CH,Cl, 2H), 3.35-3.75 ppm (bm, -OCH>CH3, 4H y CH;Cl, 2H), 4.22 ppm (d, -CH
acetal, 1H).

después de enfriar a temperatura ambiente, se agregd Na2CO3 (0.40g) y la mezcla se agit6

durante 15 minutos. La mezcla de reaccion fue filtrada y el alcohol etilico y ortoformato de

B. mPEG (2K Da)-2-metilbutiraldchido, acetal dietilico

Una solucién de mPEG (2K Da) (2.0g, 0.001 moles) en tolueno (30 ml) fue
azeotropicamentc secada mediantc distilacion de tolueno bajo presion reducida. El mPEG 2k seco
fuc disuelto en tolueno anhidro (15 ml) y se agreg6 una solucién 1.0 M de tert-butoxido de
potasio en tert-butanol (4.0 ml, 0.004 molcs) y acetal diet{lico de 4-cloro-2-metilbutiiraldehido de
A anterior (0.5 g, y 0.00277 moles). Luego, se agregé bromuro de litio (0.05 g) y la mezcla fue
agitada a 100°C durante la noche bajo atmosfera de argén. Después dc enfriar a temperatura
ambiente, la mezcla fue filtrada y se agrepé a 150 ml de éter etilico a 0-5°C. El producto
precipitado fue filtrado y secado bajo presion reducida. Rendimiento: 1.5 g.
NMR (de-DMS0):0.83 ppm (d,-CH3, 3H)1.10 ppm (m, -CH30, 6H), 1.24 ppm (m, -CH-, 1H),
1.72 ppm(m,PEG-0- CHxCH,-, 2H), 3.24 ppm (S, -OCH3, 3H), 3.51 ppm (s, ¢
Estructura polimero), 4.18 ppm (d, -CH acetal, 1H).
Substitucién:~ 100%.

C. mPEG (2Kda)-2-metilbutiraldehido

Una mezcla que contiene mPEG (2K Da)-2-metilbutiraldehido, acetal dietilico a partir de B
anterior (1.0 g), agua desionizada (20 ml), dcido fosférico al 5% para ajustar el pH a 3.0 fue
agitada durante 3 horas a temperatura ambiente. Luego, se agrego cloruro de sodio (1.0) y el pH
fue ajustado a 6.8 con hidroxido de sodio 0.1 M. El producto {ue extraido con diclorometano (3 x
20 ml). El extracto fue secado con sulfato de magnesio anhidro y el solvente fue destilado bajo
presioén reducida. Rendimiento: 0.83 g.

9l
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NMR (ds-DMSO0):1.01 ppm (d,-CHj, 3H)1.56 ppm (m, -CH, 1H), 1.90 ppm(m,PEG-O-CH,CH;-
» 1H), 2.45 ppm (m, PEG-O-CH;CH,,- 1H), 3.24 ppm (s, OCH3,3H), 3.51 ppm (Estructura
polimero), 9.56 ppm (d, -CH aldehido, 1H).
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REIVINDICACIONES

1.  Un polimero soluble en agua que tiene la estructura:

l
POLY—X'——tlt:- —C—H
R

en donde:

POLY es un segmento polimérico soluble en agua;

X’ cs una fraccién enlazadora;

Z’ es un entero entre | y 21 aproximadamente;

R', cn cada ocurrencia, es independientemente H o un radical seleccionado del grupo que
consia de alquilo, alquilo substituido, alquenilo, alquenilo substituido, alquinilo, alquinilo
substituido, arilo, y arilo substituido;

R? en cada ocurrencia, es independientemente H o un radical orgénico seleccionado del
grupo que consta de alquilo, alquilo substituido, alquenilo, alquenilo substituido, alquinilo,
alquinilo substituido, arilo, y arilo substituido,

Y adicionalmenie donde aplica lo siguiente:
-cuando POLY es lineal

(a) el nimero total carbonilos im:sentes en dicho polimero es 0 0 2 o0 mds excepio cuando
X’ comprende uno o més segmentos conliguos (-CH2CH20-), '

(b) y ademads en donde X’ es oxfgeno o comprende al menos un segmento (-CH2CH20-)
y Z’ esté entre 2 y 12, entonces al menos uno entre R' 0 R? en al menos un ocurrencia es un
radical orgédnico tal como se definié anterionnente o dicho polimero es heterobifuncional, donde
POLY comprende un grupo reactivo en un extremo que no cs hidroxilo, y
~cuando POLY es ramificado:

(c) cualquiera (i) al menos uno entre R' 0 R? el menos una ocurrencia es un radical
orgénico 1al como se definié anteriormente o (ii) X’ incluye {(CH2CH20),- donde b esta entre 1
y 20 aproximadamente en la instancia donde POLY comprende un residuo de lisina,
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(d) y ademsds en donde dicho POLY tiene dos brazos poliméricos, ningiin brazo

\0\

polimérico comprende oxigeno como el Gnico hetcrodtomo en la instancia donde POLY

comprende “C-H” como cl punto de ramificacién.

10.

1.

E! polimero de la reivindicacidn 1, en donde z’ esté en el rango entre 2 y 21.
El polimero de la reivindicacién 1, en donde z’ esié en el rango entre 3 y 12.

El polimero de la reivindicacién 1, que tiene la estructura:

en donde POLY, X’, cada R', cada R? y R? son tal como se definieron antcriormente.

El polimero de la reivindicacion 4, en donde el R' unido a C; es alquilo, y las demés
variables de R' y R? son H.

El polimero de la reivindicaci6n 6, en donde el R! unido a C; es alquilo menor.

El polimero de la reivindicacion 6, en donde el R! unido a C; es seleccionado del grupo que

consta de metilo, etilo y propilo.

El polimero de la reivindicacion 4, en donde cl R' unido a C; es alquilo, y todas las demés
variables de R' y R? son H.

El polimero de la reivindicacién 8, en donde el R' unido a C; es alquilo menor.

El polimero de la reivindicacién 4, en donde el R unido a C4 es alquilo, y todas las demss
variables de R' y R? son H.

El polimero de la reivindicacién 10, cn donde el R' unido a C4 es alquilo inferior.
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12. El polimero de la reivindicacién 1, que tiene la estructura:

?1' R! lill R!
| |
POLY~—X—— Cy— Cy==Cy——Ca——C,—H

Lk

I-B

en donde POLY, X', y cada R' y cada R? son tal como se definieron anteriormente.

13. El polimero de la reivindicacién 12, en donde el R' unido a C; es alquilo, y todas las demas
variables de R' y R? son H.

14. El polimero de la reivindicacion 12, en donde cualquiera el R' unidoa Cy 0 Cqes alquilo, y
todas las demés variables de R' y R? son H.

15. El polimero de la reivindicacién 1, que tiene la estructura:

H‘ |I:|l Hi T' nl ﬁ
POLY ==X\ r— Co— 04 'I‘a —cn—H
R2 .

en donde POLY, X’, y cada R1 y cada R2 son como se definieron anterionnente.

16. El polimero de Ia reivindicacion 15, en donde el R unido a C; es alquilo, y todas las demés
variables de R! y R? son H.

17. El polimero de la reivindicacién 15, en donde una de las variables de R' unido a C3 0 C4 0 Cs
es alquilo, y todes las demas variables de R' y R? son H.

18. El polimero de la reivindicacion 1, en donde X® comprende una [raccion que corresponde a

la estructura:
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«(CH2)-D-(CH2)r 6 (CH2)p-M-C(0)-K;-(CH2),-
en donde:

cestdentrcOy8

DesO,NH, 08,

ees0,1

festdentre 0 y 8,

pestientre 0 y 8,

Mes—NH, O

KesNH, O

qesldcnireceroy 8,y

ry s son cada uno independientemente 0, |

19. El polimero de la reivindicacién 1, en donde X’ incluye una fraccién que corresponde a la
estructura {(CH2CH20Q),- 0 {CH2CH2NH),-, y b y g estén cada una independientemente
entre 1 y 20.

20. El polimero de la reivindicacién 19, en donde b y g son cada uno independientemente 1 a 10.

2]. El polimero de la reivindicacion 20, en donde b y g estdn cada uno independientemente entre
1y6.

22, El polimero de Ia reivindicacién 18, en donde X’ comprende una [raccién que corresponde a

la estructura:

-(CH2).-D-(CH2)(-P- 6 ((CH2),-M,-C(0)-K,-(CH2),-T-
en donde:
P y T son cada uno independientemente {(CH2CH20),- 6 (CH2CH2NH),,
B y g estdn cada uno independientemente entre 1 y 20,

y las demds variables son como se definieron anteriormente en la reivindicacién 18.
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23.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

El polimero de la reivindicacion 1, en donde X* comprende —C(O)NH-(CHZ)HNH-C(O)}
—NHC(O)NH-(CH2), {NH-C(O)-.

El polimero de la reivindicacion 1, en donde POLY es seleccionado del grupo que consta de .
poli(oxido de alquileno), poli(pirrolidona de vinilo), poli(alcohol vinilico), polioxazolina,
poli(acriloilmorfolina), y poli(poliol oxietilado).

El polimero de la reivindicacién 1, en donde POLY es un poli(6xido de alquileno).

El polimero de la reivindicacion 25, en donde POLY es un poli(etilenglicol).

El polimero de la reivindicacion 26, en donde el poli(etilenglicol) es taponado en extremo

con una fraccion de taponamiento en extremo.

El polimero de la reivindicacién 27, en donde la fraccién de taponamiento en cxtremo es
independientemente seleccionada del grupo que consta de alcoxilo, alcoxilo substituido,
alqueniloxilo, alqueniloxilo substituido, alquiniloxilo, alquiniloxilo substituido, ariloxilo, y

ariloxilo substituido.

El polimero de la reivindicacion 28, cn donde la fraccién de taponamienio en extremo es

seleccionada del grupo que consta de metoxilo, etoxilo, y benciloxilo.

El polimero de la reivindicacion 26, en donde el poli(etilenglicol) tiene una masa molecular
promedio nominal de entre 100 y 100.000 daltons aproximadamente.

El polimero de la reivindicacion 26, en donde el poli(etilenglicol) tiene una masa molecular
promedio nominal de entre 1000 y 50.000 daltons aproximadamente.

El polimero de la reivindicacién 26, en donde el poli(etilenglicol) tiene una masa molecular
promedio nominal de entre 2.000 y 30.000 daltons aproximadamente.
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33. El polimero dc la reivindicacion 1, que comprende:

H'—-E ?‘ X'—POLY—X' ?' E-—-H
=it

cn donde POLY, cada X’, cada () y cada R' y cada R? son como se definieron

anieriormente.

34. El polimero de la reivindicacion 33, donde dicho POLY es lineal y el polimero es
homobifuncional.

35. El polimero de la reivindicacién 26, en donde dicho poli(etilenglicol) tiene una estructura

seleccionada del grupo que consta de estructura lineal, ramificada y bifurcada.

36. El polimero de la reivindicacidn 26, en donde dicho poli(etilenglicol) comprende la

estruclura:
Z-(CH2CH20),- 6 Z({(CH2CH20),-CH2CH2-,

donde n esté entre 10 y 4000 aproximadamente, y Z comprende una fraccién seleccionada
del grupo que consta de hidroxilo, amino, éster, carbonato, aldehido, alquenilo, acrilato,
metacrilato, acrilamida, sulfona, tiol, 4cido carboxilico, isocianato, isotiocianato, hidrazida, -
maleimida, vinilsulfona, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, alcoxilo, benciloxilo, silano,
lipido, [osfolipido, biotina, y fluoresceina.

37. El polimero de la reivindicacion 1, que tiene una estruciura seleccionada del grupo que

consia de:

98



15

20

25

3o

3

o Rl o
PEG—(CHj),—C-NH—(CHuCH2O) 1 I -

t-A

2 il
PEG—(CH:).—E-M ~(CHgCHNH)g — ? C—H
2
z

IV-A

9 Tl %
PEG—(CHﬂ.-HN—t':-m—(cH,cH,o)., C t!—H
[N
zI
111-C
nl
PEQ=—(CHj),- HN—C~NH —(CHgCHzNH, t:: C—H
R?
z

Iv-C

en donde PEG es poli(etilenglicol), b y g son cada uno independientemente 0 a 20, a esta

entre 0 y 6, y las demds variables son como sc definicron en la reivindicacién 1.

38. El polimero de la reivindicaci6én 37, que ticne la estructura:
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39.

40.

41,

42,

43,

45,

PEG —E-NH ~(CHgCHz0), L
INi-B

0 R
il | @
PEG —C~NH—{CHyCHzNH ? —H
A2
z!
IV-B
en donde las variables son como se definieron en la reivindicacion 37.

El polfmero de la reivindicacion 37, en donde PEG tiene una estructura seleccionada del

grupo que consla de estructura lineal, ramificada, y bifurcada.

El polimero de la reivindicacién 37, en donde b y g cade uno estén independientemente entre
1y8.

El polimero de la reivindicacion 37, en donde b y g estin cada uno independientemente entre
lyb6.

El polimero de la reivindicacion 37, en donde z’ estd entrc 2 y 6.
El polimero de la reivindicacion 37, en donde z’ es 3.
El polimero de la reivindicacién 37, endondeaesQo 1.

El polimero de la reivindicacién 37, que tiene la estructura:
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: {11
PEG —C-NH—(CHCH0p — C——Cy—Co—Ci—H
T

H
11-D

46. El polimero de la reivindicacion 45, en donde “PEG" es un poli(etilenglicol) que tiene la

cstructura correspondiente a:
Z{CH2CH2Q0),-,

z-(cl-lch,O),,-:: — NH

(;Cﬂzh
Z-{CHCH0)y-C—NH—CH —

\'
en donde n en cada ocurrencia estd independientemente entre 10 y 4000
aproximadamenie, y Z comprende una fraccion seleccionada del grupo que consta de hidroxilo,
éster, carbonato, aldehido, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, sulfona, tiol, dcido
carbox{lico, isocianato, isotiocianalo, malcimida, vinilsulfona, ditiopiridina, vinilpiridina,

yodoacetamida, alcoxilo, benciloxilo, silano, fosfolipido, biotina, y fluoresceina.

47. El polimero de la reivindicacién 46, en donde Z es alcoxilo, y n en cada ocurrencia es igual y

estd en cl rango entre 100 y 600.

48. El polimero de la reivindicaci6n 1, que tiene la estructura;
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i ‘]: ﬂ
PEG{{CH;),—C-NH —(CH,CH O, : —H
# L]
z

d
VI-A
6
I Ak
PEG-1{CHals ~NH-C~NH —(CH.CH,0), +&{C—H
{
R?
s ¢
Vi-B
cn donde:
PEG es poli(etilenglicol),
b estd entre 0 y 20,
sestientre 0 y 6,
desl,203,

y las demads variables son como se definieron en la reivindicacion 1.

49. El polimero de la reivindicacién 48, en donde PEG es lineal o ramificado.

50. El polimero de la reivindicacion 48, en donde R' y R? en cada ocurrencia son H.
51. El polimero de la reivindicacién 48, en donde z’ esté en el rango entre 3 y 12,

52. El polimero dc la reivindicacion 48, en donde z’ es 3.

53. El polimero de la reivindicacién 48, en donde d es 2 y PEG corresponde a la estructura:
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R
- i /
Z(CHICHOMrC —NH

en donde n esta entre 10 y 4000 aproximadamente Z comprende una fraccion seleccionada
del grupo que consta de hidroxilo, éster, carbonato, aldehido, alquenilo, acrilato, metacrilato,
acrilamida, sulfona, tiol, dcido carboxilico, isocianato, isotiocianato, hidrazida, maleimida,
vinilsulfona, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacctamida, alcoxilo, benciloxilo, silano, lipido,
fosfolipido, biotina, y fluoresceina y las demés variables son como se definieron en la

reivindicacién 48.

54. El polimero de la reivindicacion 53, en donde Z cs alcoxilo o benciloxilo, n estd en el rango

entre 200 y 1500 aproximadamente, y b estd cntre 1 y 8.

55.Una composicion que comprende un polimero soluble en agua que tiene la estructura:
R
POLY—X' T C—H
H z .
VII

POLY es un segmento polimérico soluble en agua;

en donde:
X’ es una fracci6én enlazadora, y
Z’ esunenteroentre 1 y 21,
y dicha composicién no tiene cantidades detectables de especies que contienen yodo o

productos de reaccion tipo retro-Michael.

56. Unacomposicién que comprende un pollimero soluble en agua que tiene la estructura:
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Q\\

"1
POLY—( ? C—H
X Hl, ,
Vi
cn donde:

POLY es un segmento lineal, polimérico, soluble en agua terminalmente de taponamiento
cn exiremo.

X’ es una fraccion enlazadora,

Z’ es un entero entre 1 y 21 aproximadamente,

y dicha composicién no tiene cantidades dctectables de derivado de polimero de
dialdehido.
57. La composicién de la reivindicacién 55 o 56, en donde z’ esti en el rango entre I y 21.
58. La composicién de la reivindicacion 55 o 56, cn donde 2’ estd en el rango entre 3 y 12,
59. La composicién de la reivindicacién 55 o 56, en donde z’ estd en el rango entre 3 y 8.
60. La composicion de la reivindicacién 55 o 56, en donde POLY es seleccionado del grupo que
consta de poli(oxido de alquileno), poli(pirrolidona de vinilo), poli(alcohol vinilico),
polioxazolina, poli(acriloilmorfolina), y poli{poliol oxietilado).
61. La composicion de la reivindicacién 55, en donde POLY es un poli(éxido de alquileno).
62. La composicion de la reivindicacion 61, en donde POLY es un poli(etilenglicol).

63. La composicion de la reivindicacién 56, en donde POLYy es un poli(6xido de alquileno).

64. La composicién de la reivindicacién 63, en donde POLY es un poli(etilenglicol).
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65. La composicion de la reivindicacion 55, cn donde dicho polimero comprende la estructura:

g
POLY——X' = ?4—{;. —Cy—H
H H H
VII-A.

66. La composicion de la reivindicacién 65, cn donde POLY es un poli(etilenglicol).

67. La composicién de la reivindicacion 56, cn donde dicho polimero comprende la estructura:

H H H
POLY—X — }—%—é——'tﬂi—H
"R

68. La composicién de la reivindicacion 67, en donde POLY cs un poli(etilenglicol).

69. La composicién de la reivindicacion 65, en donde X® comprende una fraccién que
corresponde a la estructura:

-(CH2);-D(CH2)- 6 <(CH2)p-M-C(O)-K~(CH2),~
en donde:

cesidenire 0y 8,

DesO,NH, 0S8,

ees(, 1

festdentre 0y 8,

pestientre 0y 8,

Mes-NH, O

KesNH,O

qestdentreceroy 8,y

1y s son cada uno independieniemente 0, 1

70. La composicién de la reivindicacion 65, cn donde X’ s hidroliticamente estable.
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71. La composicidén de la reivindicacion 65, cn donde POLY corresponde a la estructura:

Z-(CH2CH20Q),-CH2CH2-,

X' csO,

N est4 entre 10 y 4000 aproximadamente, y

Z comprende una fraccion seleccionada del grupo que consta de hidroxilo, éster,
carbonato, aldehido, alquenilo, acrilato, metucrilato, acrilamida, sulfona, tiol, dcido carboxilico,
isocianato, isotiocianato, maleimida, vinilsulfona, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida,

alcoxilo, benciloxilo, silano, lipido, fosfolipido, biotina, y fluoresceina.
72. La composicion de la reivindicacién 71, en donde Z es C1 a C20 alcoxilo o benciloxilo.
73. La composicién de la reivindicacién 71, en donde dicho polimero comprende la estructura:
0 H H H (8]
H—!!-—+—+— — O (CHCH,Oh CH,CHg— O— % —d—
H H H

L

H

T C)—T

ot L o

Vil

donde n es tal como se definié en la reivindicacion 71.

74. La composicién de la reivindicacién 72, ecn dondc Z es metoxilo.

75. La composicién de la reivindicacion 66, en donde dicho poli(etilenglicol) tiene una estructura

seleccionada del grupo que consta de cstructura lineal, ramificada y bifurcada.
76. La composicién de la reivindicacién 66, en donde X’ incluye una fraccién oligomérica que

corresponde a la estructura -(CH2CH20)y- 0 (CH2CH2NH),-, y b y g estén cada uno
independientemente entre 1 y 20.



10

15

20

25

77. La composicidn de la reivindicacion 76, en donde b y g estdn cada uno independientemente
entrc 1 y 10.

78. La composicidn de la reivindicacién 20, en donde b y g estén cada uno independientemente

enire 1 y 6.

79. La composicion de la reivindicacion 76, en donde dicha fraccién oligomérica esti

covalentemente unida al metileno C4.

80. La composicion de la reivindicacidn 79, en donde dicho X’ comprende ademés una amida o

un uretano.

81. La composicion de la reivindicacion 80, cn donde X’ comprende una fraccion seleccionada
del grupo que consta de -C(0)-NH-(CH2CH20),-, OC(O)NH-(CH2CH20)y-, -C(0)-NH-
(CH2CH2NH);-, -C(0)-NH-(CH2CH2NH),-, y b y g son tal como se definieron en la
reivindicacién 76 anterior.

82. Una forma de hidrato o acctal del polimero solublc cn agua de la reivindicacion 1.

83. Una forma de hidrato o acetal del polimero soluble en agua de la reivindicacién 55.

84. El acetal de la reivindicacidn 82, en donde dicho acetal es seleccionado del grupo que consta
de acetal dimetilico, acetal dietflico, acetal di-isopropilico, acetal dibencilico, acetal 2,2,2,-
tricloroetilico, acetal bis(2-nitrobencilo), acetal 8,5’-dimetilico, y acetal S,5’-dietilico.

85. Un polimero soluble en agua de la reivindicacién 1, prolegido como un dioxolano.

86. Un polimero que comprende la estructura:
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en donde:

POLY es un segmento polimérico soluble en agua;

X’ es una fraccidn enlazadora

Z’ es un entero entre 1 y 21 aproximadamente;

R', en cada ocurrencia, es independientemente H o un radical seleccionado del grupo que
consta de alquilo, alquilo substituido, alquenilo, alquenilo substituido, alquinilo, alquinilo
substituido, arilo, y arilo substituido;

R?, en cada ocurrencia, es independientiemente H o un radical orginico seleccionado del
grupo que consta de alquilo, alquilo substituido, alquenilo, alquenilo substituido, alquinilo,
alquinilo substituido, arilo, y arilo substituido,

W*y W" son cada uno independientemente O 0 S, y

R? y R* son cada uno independientemente H, o un radical orgsnico seleccionado del grupo
que consia de metilo, etilo, isopropilo, bencilo, 1,1,1- tricloroetilo, y nitrobencilo, o cuando se
toman juntos, son ((CH2),- 0 (CH2)3-, formando un anillo de 5 o 6 miembros cuando se

considera junto con W°, C;, y W".

87. El polimero de la reivindicacién 83, en donde aplica lo siguiente:

-cuando POLY es lineal: _

(a) entonces el nimero total de carbonilos presentes en dicho polimero es 0 0 2 o mas
cxceplo cuando X* comprende uno o més segmentos (-CH2CH20-) contiguos,

{b) y ademas en donde X’ es oxfgeno o comprende al menos un segmento (-CH2CH20-)
y Z’ estii entre 2 y 12, entonces al menos uno enire R1 o R2 en al menos una ocurrencia es un
radical orgénico tal como se defini6 anteriormente o dicho polimero es heterobifuncional, donde
POLY comprende un grupo reactivo en un extremo que no es hidroxilo, y

-cuando POLY es ramificado;
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(c) luego cualquiera al menos uno entre R' o R? en al menos una ocurrencia es un radical
orgénico tal como se definié anteriormente o X' incluye (CH2CH20)b- donde b estd entre 1 y
20 aproximadamenie,

y ademds en la instancia donde POLY comprende un residuo dc lisina,

(d) y tiene 2 brazos poliméricos, entonces ningin brazo polimérico comprende oxigeno

como un Unico heterodtomo en la instancia donde POLY comprende “C-H” como un punto de

ramificacién.g

88. Un polimero soluble en agua que tiene la estructura:
K]
H W'R
POLY—X' }I: ér-w"k"
|
H s H
X-A

POLY es un segmento polimérico soluble en agua;

en donde:

X’ es una fraccion enlazadora,

Z’ es un cntero entre 1 y 21 aproximadamente,

W* y W" son cada uno independicntemente O 0 S, y

R® y R* son cada uno independientemente H, o un radical orgénico seleccionado del grupo
que consta de metilo, etilo, isopropilo, bencilo, 1,1,1- tricloroetilo, y nitrobencilo, o cuando se
toman juntos, son (CH2);- 0 (CH2)3-, formando un anillo de 5 0 6 miembros cuando se

consideran junto con W, Cy, y W".

89. El polimero de la reivindicacién 88, en donde dicho polimero no tiene cantidades detectables
de especies que contienen yodo o productos de reaccion tipo retro-Michael.

90. Un conjugado formada mediante la reaccién de un agente biolégicamente activo con el

polimero de la reivindicaciénl.
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91. Un conjugado formado por la reaccion de un agente biolégicamente activo con la

composicién de la reivindicacion 55.

92. Un conjugado formado mediante la reaccién de un agente biolégicamenie activo con la

composicion de la reivindicacioén 56.

93. Un conjugado que comprende la siguicnte estructura:

|
POLY——X'==1 C =t- ?— NH- Agente biologicamente activo
H

en donde:

POLY es un segmento polimérico soluble cn agua;

X’ cs una fraccion enlazadora;

Z’ es un entero entre | y 21 aproximadamente;

R!, cn cada ocurrencia, es independientemente H o un radical seleccionado del grupo que
consla de alquilo, alquilo substituido, alquenilo, alquenilo substituido, alquinilo, alquinilo
substituido, arilo, y arilo substituido;

R?, cn cada ocurrencia, cs independicntemente H o un radical orgénico seleccionado del
grupo que consta de alquilo, alquilo substituido, alquenilo, alquenilo substituido, alquinilo,
alquinilo substituido, arilo, y arilo substituido,

-“agente NH-biolégicamente activo™ representa un agente bioldgicamente activo
que comprende un grupo amino,

y ademads en donde lo siguiente aplica:
-cuando POLY es lineal:

(a) ¢l nimero total de carbonilos presentes en dicho polimero es 0 o 2 o més excepto

cuando X’ comprende uno o mas scgmentos (-CH2CH20-) contiguos,
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(b) y X" es oxigeno o comprende al menos un segmento (-CH2CH20-) y Z’ esti entre 2 y
12, entonces al menos uno entre R1 o R2 en al menos una ocurrencia es un radical orgéanico tal
como se definid anteriormente o dicho polimero es heterobifuncional donde POLY comprende un

grupo reactivo en un extremo que no es hidroxilo, y

-cuando POLY es ramificado:

(c) lucgo cualquicra al menos uno entre R1 o R2 en al menos una ocurrencia es un radical
orgénico tal como se definié anteriormente o X’ incluye (CH2CH2O),- donde b estd entre 1 y
20 aproximadamente,

y ademis cn la instancia donde POLY comprende un residuo de lisina,

(d) y tiene 2 brazos poliméricos, entonces ningin brazo polimerico comprende oxigeno
como el tinico heterodtomo cn la instancia dondec POLY comprende “C-H” como un punto de

ramificacion.
94. Un hidrogel formado utilizando el polimero soluble en agua de la reivindicacion 1.
95. Un hidrogel formado utilizando la composicion de la reivindicacidn 55.

96. Un aldehido protegido que comprende una estructura seleccionada del grupo que consta de:

? T
G T ('I.'|—W"R‘
Rl H

XI-A
i FI"I- WIRJ
Q— (CHaCHaNH)— _f_ —Cr—WPR*

R &

XI-B
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nl wIRJ
11 |
G—{CHCHO)y T Cr—Wwhr*
pe| |
s H

XI-C

cn donde:

Z' es un entero entre 1 y 21 aproximadamente;

R!, en cada ocurrencia, es independientemente H o un radical seleccionado del grupo que
consta de alquilo, alquilo substituido, alquenilo, elquenilo substituido, alquinilo, alquinilo
substituido, arilo, y arilo substituido;

R?, en cada ocurrencia, cs independientementc H o un radical orgénico seleccionado del
grupo que consta de alquilo, alquilo substituido, alquenilo, alquenilo substituido, alquinilo,
alquinilo substituido, arilo, y arilo substituido,

W* y W® s0n cada uno independientemente O 0 S, y

R? y R* son cada uno independientemente H, o un radical orgénico seleccionado del grupo
que consta de metilo, etilo, isopropilo, bencilo, 1,1,1- tricloroetilo, y nitrobencilo, o cuando se
toman juntos, son ((CH2),~ 0 (CH2);-, formando un anillo de 5 0 6 miembros cuando se
consideran junto con W*, C,, y W".

b y g estdn cada’uno independientemente entre 1 y 20, y

G es un grupo funcional.

97. El aldehido protegido de la reivindicacidén 96, en donde G es un grupo saliente.
98. El aldehido protegido de la reivindicacién 97, en donde G es seleccionado del grupo que

consta de Cl, Br, éster de para-tolilsulfonato, éster de metilsulfonilo, trifluorosulfoniléster, y éster

de trifluoroetilsulfonilo.
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99. El aldehido protegido de la reivindicacién 96, en donde G es un grupo funcional seleccionado
del grupo que consta de —OH, -NH2, SH, y formas protegidas de los mismos.

100. El aldehido protegido de la reivindicacién 96 , en donde z’ esté en el rango entre 2 y 12.

101. El aldehido protegido de la reivindicacién 96, en donde R' en cualquier posicién

seleccionada del grupo que consta de Cx(at), Ca(B), y Ca(¥), es alquilo, y las demés variables de
R' y R?son H.

102. El aldehido protegido de la reivindicacién 96, en donde b y g estin cada uno entre 1 y 8.

103. El aldehido protegido de la reivindicacién 96, en donde b y g estén cada uno
independientemente entre 1 y 6.

104, El aldehido protegido de la reivindicacién 96, en donde b y g son cada uno igual a 4.

105. Un método para formar un alcanal poliinérico soluble en agua, opcionalmente en forma
protegida, dicho método comprendiendo los pasos de:

reaccionar un polfmero soluble en agua que comprende al menos un grupo reactivo, Y,
con un reactivo de alcanal prolegido que comprende entre 2 y 20 dlomos de carbono
aproximadamenic y un grupo reaclivo, K, apropiado para desplazamienio por o altemativamente,
reaccién con Y, bajo condiciones efectivas para formar un alcanal polimérico soluble en agua en

forma protegida.

106. El método de la reivindicacién 105, cn donde dicho paso de reaccién es llevado a cabo en un

solvente orgédnico.
107. El método de la reivindicacién 106, en donde dicho solvente orgénico es seleccionado del

grupo que consia de tolueno, cloroformo, cloruro de mctileno, acctonitrilo, acetona, dioxano,

metanol, y etanol.

i3
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108. El método de la reivindicacién 105, en donde dicha reaccidn es realizada bajo una atmésfera
inerte.

109. El método de la reivindicacién 105, en donde dicha reaccién cs realizada a temperaturas en
cl rango entre 20°C y 150°C aproximadamcnte.

110. El método de la reivindicacion 105, que comprende ademas hidrolizacién de dicho alcanal
polimérico soluble en agua en [orma prolegida bajo condiciones dcidas formando asi el

correspondiente alcanal polimérico soluble en agua.

I11. El método de la reivindicacion 110, en donde dicha hidrolizaci6n es realizada en un solvente

acuosos.

112. El método de la reivindicacién 111, en donde dicho reactivo de alcanal comprende 4 o mis
dtomos de carbono.

113. El método de la reivindicacion 112, cn donde tal hidrolizacién es realizada a un pH no

menor de 3 aproximadamente.

114. El método de la reivindicacién 105, en donde dicho reactivo de alcanal es protegido como

un acetal.

115. El método de la reivindicacién 114, cn donde dicho acetal es seleccionado del grupo que
consla de acetal dimetilico, acetal digtilico, acetal di-isopropilico, acetal dibencilico, acetal 2,2,2-
tricloroetilico, acetal bis(2-nitrobencilo), acetal S,5'-dimetilo, y acctal S,S'-dietilo, acetales

ciclicos y tioacetales ciclicos.

116. El método de la reivindicacién 105, en donde dicho polimero soluble en agua comprende la
estructura POLY-Y, y en donde dicho reactivo de alcanal polimérico comprende la estructura,
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K :|: Cr—wir
re] |
zl
XI-D

en donde:

Z’ es un entero entre 1 y 21 aproximadamente;

R!, en cada ocurrencia, es independientcmente H o un radical scleccionado del grupo que '
consta de alquilo, alquilo substituido, alquenilo, alquenilo substituido, alquinilo, alquinilo
substiluido, arilo, y arilo substituido;

R?, en cada ocurrencia, es independientemente H o un radical orgénico seleccionado del
grupo que consta de alquilo, alquilo substituido, al¢uenilo, alquenilo substituido, alquinilo,
alquinilo substituido, arilo, y arilo substituido,

W" y W? son cada uno independientcmente O 0 8, y

R? y R* son cada uno independientemente H, o un radical orgénico seleccionado del grupo
que consta de metilo, etilo, isopropilo, bencilo, 1,1,1- tricloroetilo, y nitrobencilo, o cuando se
toman juntos, son —(CH2);- 0 {(CH2)y-, formando un anillo de 5 o 6 miembros ¢cuando se

considera junto con W*, C, y W".

117. El método de la reivindicacion 116, en donde POLY es seleccionado del grupo que consta
de poli(oxido de alquileno), poli(pirrolidona de vinilo), poli(alcohol vinilico), polioxazolina,
poli(acriloilmorfolina), y poli(poliol oxietilado).

118. El método de la reivindicacién 117, en donde POLY es un poli(etilenglicol).

119. El método de la reivindicacién 118, en donde el poli(etilenglicol) es taponado en extremo

con una fraccién de taponamiento en extremo.
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120. El método de la reivindicacién 119, en donde la fraccién de taponamiento en extremo es
seleccionhda del grupo que consta de alcoxilo, alcoxilo sustituido, alqueniloxilo, alqueniloxilo

sustituido, alquiniloxilo, alquiniloxilo sustituido, ariloxilo, ariloxilo sustituido.

121. El método de la reivindicacion 120, cn donde la fraccién de taponamiento en extremo es

scleccionada del grupo que consta de metoxilo, etoxilo, y benciloxilo.

122, El método de la reivindicacién 119, en donde:

POLY-Y comprende la estructura Z-(CH2CH20),H, en donde n est4 entre 10 y 4000
aproximadamente, y Z es seleccionado del grupo que consta de -OCH3, -OCH2CH3, -
OCH2(CGHS),

K es seleccionado del grupo que consta de:

Cl, Br, 0“3-—0—%2— .CHs—g——. CFs—'g— ‘cF,cH,,—g_

(o]
en donde:
R' y R? son cada uno indcpendicniemente H o alquilo inferior, y
W'y W* son cada uno O.

123. El método de la reivindicacién 122, en donde 2’ esti en cl rango entre 4 y 12.

124, El método de la reivindicacion 122, en donde z’ estd en el rango entre 4 y 8

aproximada.mente.
125. El método de la reivindicacion 122, en donde R' y R? son ambos H cn cada ocurrencia.

126. El método de la reivindicacién 122, en donde dicho alcanal polimérico soluble en agua en

forma protegida es formado en un rendimiento mayor al 85%.

127. El método de la reivindicacién 126, en donde dicho alcanal polimérico soluble en agua en

forma protegida es formado en un rendimiento mayor al 95%.
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128. El método de la reivindicacion 122, quc comprendc ademds la hidrolizacion de dicho alcanal
polimérico soluble en agua en fonna protegida bajo condiciones dcidas para formar asi el

correspondiente alcanal polimérico soluble en agua en una mezcla de reaccién.

129. El método de la reivindicacién 128, en donde dicha hidrolizacién es realizada en un solvente -

acuoso.

130. El método de la reivindicacién 126, que comprendc ademsds el paso de aislar dicho alcanal

de la mezcla dc reaccion.

131. El método de la reivindicacién 130, en donde dicho aislamiento comprende:
elevar cl pH de la mezcla de reaccién desde 6.0 a 7.5 aproximadamente
extraer el alcanal en un solvente orginico, y

retirar cl solvente.

132, El método de la reivindicacién 131, en donde dicho alcanal aislado no tienc cantidades
detectables de Z-(CH2CH20),H y productos de reaccién tipo retro-Michael.

133. El método de la reivindicacion 132, en donde dicho alcanal aislado tiene una pureza de al

menos 95%, con basc en los contaminantes poliméricos.

134. El método de la reivindicacion 118, en donde:

POLY-Y comprende la estructura HO-(CH2CH2O),H, en donde n esté entre 10 y 4000
aproximadamente,

y K es seleccionado del grupo que consta de:

T g g
Cl, Br, CHy — , CHy—§— CFr—§— 'CFchz—%—
0 0 (I
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en donde: \
R1 y R2 son cada uno independicnicmente H o alquilo menor, y

W*y W" son cada uno O, para formar un alcanal en forma protegida que tiene la
estructura:

R? R?

RY| A R!
R‘O—E (If—o—-(m,cu,o». c:=]~:t_:r:—on4

Xl

135. El método dc la reivindicacion 118, en donde:

POLY-Y comprende la estructura Z-(CH2CH20),H, en donde n estd entre 10 y 4000
aproximadamente, y Z es hidroxilo protegido,

y K es selcccionado del grupo que consta de:

g 9 § ?
cl, Br, cm—Q—g— , CHr—§—  CFy—8— CFyCH/—5—
0 0 0 o

en donde:
R' y R? son cada uno independientemente H o alquilo inferior, y
W® y W son cada uno O.

136. El método de la reivindicacion 135, que comprende ademis después de tal paso de reaccién,
la desproteccién de tal hidroxilo protegido para formar
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HO~— (GHECH:OL.‘[ ?}—EH—’- OR*
R .

XI-E

'
conversién de dicho —OH terminal sobre el poli(ctilenglicol) en un grupo funcional
diferentc de hidroxilo.

137. El método dc la reivindicacion 136, en donde dicho grupo funcional es seleccionado del
grupo que consta de amino, &ster, carbonato, aldchido, alquenilo, acrilato, metacrilato,
acrilamida, sulfona, tiol, dicido carboxilico, isocianato, isotiocianato, maleimida, vinilsulfona,

ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, y silano.

138. El método de la reivindicacion 137, en donde dicho grupo funcional es seleccionado del
grupo que consta de éster de N-hidroxisuccinimidilo, carbonato de benzotriazolilo, amina, amina

protegida, vinilsulfona, y maleimida.

139. El método de la reivindicacién 136, que comprende ademaés el paso de hidrolizacion de
dicho alcanal polimérico soluble en agua en forma protegida bajo condiciones écidas para formar

asf el correspondiente alcanal polimérico soluble en agua.

140. El método de la reivindicacién 118, en donde Y en dicho POLY-Y es un grupo ionizable o

es un derivado de un grupo ionizable.

141. El método de la reivindicacion 140, en donde Y es seleccionado del grupo que consta de

écido carboxilico, éster activo, y amina.

142. El método de la reivindicaciéon 141, en donde dicho POLY-Y ha sido cromatograficamente

purificado antes de utilizar cn dicho paso de reaccion.
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143, El mélodo de la reivindicacién 142, en donde dicho POLY-Y ha sido purificado mediante

cromatografia de intercambio idnico.

144, El méiodo de la reivindicacion 142, en donde dicho POLY-Y para utilizar en dicho paso de

reacci6n es esencialmente libre de cantidades detectables de impurezas poliméricas.
145. El método de la reivindicacién 142, en donde dicho POLY-Y para utilizar en dicho paso de
reaccion es de taponamiento cn extremo, y esencialmente esti libre de cantidades detectables de

impurezas polictilenglicol diol o polietilenglicol difuncional.

146. El método dc la reivindicacidn 142, en donde dicho poli(ctilenglicol) ticne una estructura

seleccionada del grupo que consta de lincal, ramificada, y bifurcada.

147. El método de la reivindicacién 142, en donde dicho reactivo de alcanal comprende la

/! ‘IVIRJ
K—(CHCHNH % Cr—WhR
R,
3

estructura:

XI-F
ARG
K—{CHzCHZO) ‘ Cr—WHR®
2 }
R " H
X1-G
XI-G

en donde g y b cada uno independicntemente estdn entre 1 y 20 aproximadamente.
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148. El método de la reivindicacion 147, en donde R' y R? cada uno son independientcmente Ho |

alquilo menor, y Wa y Wb son cada uno Q.

149. El método de la reivindicacion 147, en donde R' y R? son cada uno independientemente H o
alquilo menor, y W* y W" son cada uno O.

150. El método de la reivindicacion 148, en donde dicho reactivo de alcanal comprende la

R! (lmj
NHy— (CH2CHaOh, % Cr—OR*
R ll-l

XI-H

y el producto de dicho paso de reaccion comprende una estructura:

9 Ri (I)Ra
PEG — C—NH~(CHCH0) <:: Cr—OR*
J
R? , H .
B

IX-

estrutura:

151. El método de la reivindicacién 147, que comprende ademas el paso de hidrolizar dicho
alcanal polimérico soluble en agua en forma protegida bajo condiciones &cidas para formar el

correspondiente alcanal polimérico solublc en agua en un rendimiento mayor de 50%.

152, El método de la reivindicacién 151, en donde dicho paso de hidrolizacién es efectivo para

formar dicho alcanal polimerico soluble en agua en un rendimiento mayor de 90%.
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153. El método de la reivindicacién 110, que comprende ademds el paso de conjugar dicho
alcanal polimérico soluble en agua con un agente biolégicamente activo que comprende un grupo

amino.

154. El método de la reivindicacion 147, en donde dicho paso de reaccién es realizado a

temperatura ambiente.
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El presente invento se relaciona con derivados de alcanales de polimeros solubles cn agua tales
como el poli(etilenglicol), sus hidratos y acelales correspondientes, y a métodos dc preparar y
utilizar tales alcanales poliméricos. Los alcanalcs poliméricos del invento son preparados en alta

purcza y demuestran estabilidad en almacenamiento.
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These efements weare available or fumnished to this Authority in the following language: |, which is:

B the language of a translation fumished for the purposes of the intemational search (under Rule 23.1(b)).
O the language of publication of the intemational application (under Rule 48.3(b)).

O the language of a translation fumished for the purposes of intemational preliminary examination (under
Rule 55.2 andbr 55.3).

3. Wih regard to any nucleotide andor amino acld sequence disclosed in the intemational application, the
international preliminary examination was carriad out on the basis of the saquenca listing:

O contained in the intemational application in written form.

filed together with the intemational application in computar readable form.
fumished subsequently to this Authority in written form.

fumished subsequently to this Authority in computer readable form.

The statement that the subsequently fumished written saquence listing does not go beyond the disclosure
in the intemational application as filed has been fumished.

The staternent that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence
listing has been fumished.

4. The amendments have resulted in the cancellation of:
O the description, pages:

O the claims, Nos.:
O the drawings, sheets:

O OO0O0O0O

Form PCTAPEA/408 (lanuary 2004)
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EXAMINATION REPORT Imtemational application No. PCTAJS 0328221

5. 0 Thie report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have
been considerad to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)).

(Any replacement sheet containing such amendments must be referred lo under item 1 and annexaed lo this
report.)

8. Additional ohservations, if necessary:

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to noveity, inventive step or Indusirial applicabliity;
cltations and explanations supporting such statemnent

1. Statement
Naovetty (N) Yes: Claims
No: Claims 1-154
Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims 1-154
Industrial applicability (1A) Yes: Claims 1-154
No: Claims

2. Citationa and explanations
see saparate shest

Form PCTAPEA/408 (January 2004}
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INTEHNAfIONAL PRELIMINARY International application No. PCT/US 03/28221
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

Prior art

D1: WO 03/049699 A

D2: WO 03/040211 A

D3: US-A-5252714

D4: TOPCHIYEVA I N: "SYNTHESIS OF BIOLOGICALLY ACTIVE POLYETHYLENE
GLYCOL DERIVATIVES. A REVIEW" POLYMER SCIENCE USSR, PERGAMON
PRESS LTD. OXFORD, GB, vol. 32, no. 5, 1990, pages 833-851, XP000261916

D5: US-A-4 002 531

independent claims

Independent claims are claims 1, 55, 56, 82, 83, 85, 86, 90-92, 96, 105.

The terms X (“linker moiety™), POLY ("polymer segment") and G (*functional group*®)
represent no clear structural limitations. Given a specific compound it is not clear which
part of its structure belongs to POLY and which one to X' . Whether a given residue
represents a functional group G or not depends on the reactants and reaction
conditions prasent. Obviously, the terms X', POLY and G are not appropriate to delimit
the claims from the prior art and to clearly define the scope of protection of the claims.

Novelty

Claims 1, 55, 56, 82, 83, 85, 86, 90-92, 96, 105 are not novel.

D1-D5 disclose subject-matter having all the technical features of claims 1, 55, 56, 82,
83, 85, 86, 90-92, 96, 105. See D1 examples 1-10, p. 19 1. 17-19, p. 4 1. 14-17; D2
claim 1, example 6; D3 claims 1-2, col. 5. 1- col. 6 |. 30 (in particular col. 5 1. 1-20;
D4 p. 838-839, formula (11); D5 example 1. Therefore, claims 1, 55, 56, 82, 83, 85,
86, 90-92, 96, 105 are not novel.

Inventive step

At present it cannot be seen which part of the original disclosure could serve as a basis
for drafting a novel independent claim which is non-obvious to the skilled man knowing
D1-D5.

Industrial applicability
The claimed subject-matter is industrially applicable.

Form PCT/Sepamts Shaet/400 (Sheet 1) (EPO-Aprll 1887)
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant s or agants tlie relerence se& Notification of Tranamittal of Intemetonal Saarch Re,

o ooen FOR FURTHER (Form PCTASA/220) as well as, where appiicable, iem sﬁ"m.
SHE0073 . PCT ACTION ]
inemanonal applicabon No, intemational filng date (cay/montvyear) (Earliest) Priority Date (daysnonth/year)
PCT/US 03/28221 09/03/2003 09/09/2002
Applcant

NEKTAR THERAPEUTICS AL, CORPORATION

This imematiohal Seach Repon has been prepared by this Inematona) Searching Authority and is tranamined to the appbcan
according 10 Arlicie 18. A copy is baing tranemitted 1 the Intematonal Bursgu.

This Inmmational Search Repoart conalsts of a ol of 04 ahediE.

1t k8 alse accompanied by & copy of Gach prior &t documant cited in this report.

1.

Baals of the report
&. With mgard to the lenguage, the intemational ssarch was castied out on the baals of the inwematonal application In the
language in which i was filed, uniess otherwes indicated under thie item.

[ the intemational search was carred aut on the basis of a transiation of the nterationa application fumished 1o this
Authordly (Rule 23.1{(b)).

b. Wih regard to any nucisotide and/or amine acii secquencs daclosad in the inemational appiication. the iMemational saarch
wai carried out on the basis of the sequence lisling :

contained In the intemational apptication In written farm.

fMad togather with the Intamalional application in computar readable form.
fumnished subssquently to this Authorily in written form.

fumished subsaquentty to this Authority in computer readbie form.

the statement that the subssquanily fumished written saquence iisting doas not go beyond the disciosure in the
intsmational application as {led has been lumished.

the siatement that tha information recorded In computar raacahla form Is idantical to the writien ssguance listing has baen

OO0 O O00O0o0oo

Cortain claims were found unsearchable (See Box 1).
Unity of invention is Jacking (see Box II).
With regard 1o the titie,
[X] the wxtis approved as submitted by the appiicant.
[[] themxthas been established by this Authortty to read as foliows:
With regand 10 the sbatraot,

[X] themxiis approved as submitted by the appiicant.

[[] the mxthes been estbished. acoording to Flule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box Iil. The appicant may,
within ong month from the dats of maiing of this Intamational ssarch repon, submit comments 1 this Authority.

Ths figurs of the drawings 10 be published with the abstract is Figure NO. ——
[0  aswuggesind by the appicant. [X] None ol the Agues.
[[] becauss te appiicant falad 1 suggest & figure.
[[] becausa mis Agure betier characterzes the invention.

Form PCTASA/210 (first sheet) (July 1896)
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19 June 2003 (2003-06-19)
examples 1-10

page 19, 1ine 17-19

page 4, 1ine 14-17

15 May 2003 (2003-05-15)
claim 1; example 6

12 October 1993 (1993-10-12)

claims 1,2

column 5, 1ine 1 -column 6, 1ine 30
column 5, 1ine 1-20

X,P WO 03 049699 A (SUN BIO INC) 1-154

X,P WO 03 040211 A (BATTLE WILLIAM DUDLEY III 1,65,56,
;BENTLEY MICHAEL DAVID (US); SHEN XIAOMI) 90-92
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cannol ba conaldeved novol or canngl be considered to
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Gistion or olivar spacial reagan (a3 specihad) v -nl!-dmmhmmim sop whan e

Q" docusnend relerving (o an ol disclomsre, use, mxhibition or documant is combingd wilh ona or moms other such docu—
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7 document published prior ie the infemational Hing date bul inthe ot )
inder ihan iha pronty date cemed “8* document mambar of the same patam family
Dule of the actual compsetion of the imemanonal saarch Durte of mafing of tha latemational Search report
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vol. 32, no. 5, 1990, pages 833-851,
XP000261916
page 838-839, formula (11)

X US 4 002 531 A (ROYER GARFIELD P) 1,55,56,
11 January 1977 (1977-01-11) 90-92

Cama PATHARSD A fr wnmrslnn = aa=wee eeaan v ° 0¥



INT" "NATIONAL SEARCH REPORT

naJiTRation on patent tamey members

1 ationsl Applicmion No

PCT/US 03/28221

Patent document Publicathon Patant tamily Publication

clad 1 saarch report dats member(s) date

WO D3049699 A 19-06-2003 KR 2003048293 A 19-06-2003
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SPCKTIGASTRIA ¥ CONERCIO
Radicacion 1 ¥5E21298 HNOOONOE Folios: 199
Facha (D)) 2065-43-88 1M1Gh14
Trasite @ L1 PCT-PRTENT 379 FiSE WCT 411 PRESENTA

Bependoncias 2629 BIVISION DE REWS CREACIpgc
REQUISITOS NECESARIOS PARA ¢RESENIACION Y AGILIZACION DEL
TRAMITE
USUARIO  RADICADOR

PATENTE DE INVENCION / MODELO DE UTILIDAD { ) { /f
indicaclon de que se solicia Ia conceslon de una patente. (I { rf
Datos de identificacin def soficiante ¢ de fa persoma que se presantala solicitud.  { )} { rf
Descripcion de la Invencidn. {} ("
Dibujos de ser estoy perfinentes. X (1} (A
Comprobante de Pago de las tasas establecidas.

COMPLETA () INCOMPLETA { ) ()

DISENO INDUSTRIAL { )

- Indicaclon de que se solicita ef registro de Diseilc Industrial { ) { )

-~ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta (") {)

- lasolicitud,

- Representaciéon grafica o fotogrifica del Diseiic Industrial o muestra del
Material que incorpora el disefio. ( ) { )
Comprobante de pago de las tasas astablecidas { } { )
COMPLETA () INCOMPLETA {) ( )

ESQUEMA DE TRAZADO ()

- Indicaclén de quae solicita el reglstro de un Esquema de trazado. () ()

- Datos de ldentificaclon del soiciiante o de Ja persona que presenta
La soliciud. _ () ()
Representacién grifica del esquema de trazado () { )
Comprobante de pago de las tasas establecidas. () ()
COMPLETA { ) INCOMPLETA () {)
Firma Responsable: O,k]U(E‘IO m ’\lGUQ
Fecha: !




Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Folio 201

2020
Bogoté, D.C.,
Doctor(a) Oficio N° )
CARLOS R. OLARTE =126
ASUNTO: Radicacién Ne 05-21298

Solicitud internacional PCTAIS2003/028221

Fecha inicio fase nacional 08/04/2005

Trémite 011

Evento 379

Actuacion 430

Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articuio 38
de la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 det
TratadodoCooperaaﬂnenMatanadePatonlos(PCD,mglaﬁ bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le
comunica que:

@ La solictud no contiene el poder otorgado por la sociedad NEKTAR
THERAPEUTICS AL, CORPORATION, este debe presentarse con el llenc de
los requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procadimiento Civil. Adicionalments, deberd presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad solicitants, cuando
ésta fuere persona juridica.

B La solicitud no contiene la copia de los documentos en que consta la cesion
del derecho a la patente de los inventores a los solicitantes o a su causantss.
(Art. 28-k) Decisién 486/00.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le
requiers para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriorments enunciados.
En caso de no der cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perderd su prelacion.

Notifiquese el Muﬁuom "o dispuesto en el numeral 5.2, literal e),
del capitulo quinto del titulo primero Ia Cirgular Unica N° 10 de 2001.

ALIX CARMENZA C DE VERGEL
Jefe de la Division de'Nuevas Creaciones.

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840

El anterior uerimiento . fue notificado por fijacion eon Fasta50 8820
fecha E-mall; Info@slc.gov.co
WwWw.sic.gov.co

Bogotd, D.C., Colombia



