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ENTRADA EN FASE NACIONAL 24 -30 -05
SOLICITUD DE
Patente de Invencién [] Patente de Modelo de Utiidad
Ll capitulo] Capltulo I
Nombre SANKYO COMPANY LIMITED
socledad constituida y existente bajo las
S LICITANTE [ 'evesde JAPON IDENTIFICACION
ta) Direcclén 61 3-chome, Nihonbashi- cc O NIT O
honcho, chuo-Ku, Tokio CE ] Otro O
Japon Cual
Domiclliio Tokylo Ndmero
Japén
@ Nombre EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Tt st cc ®  nr DO
REPRESENTANTE |- '~ 118850 CE O oro O
APODERADO E-mail cllen m Cual
Domicilio Bogota, Colombla Numero 438018 TP 31929
1 KASUYA Yuji 2 HONMA Masashl
c/o SANKYO COMPANY LIMITED c/o SANKYO COMPANY LIMITED
2-58 Hiromachi 1-chome 2-58 Hiromachi 1-chome
INVENTOR (ES) Shinagawa-Ku, Toklo 1408710 Shinagawa-Ku, Toklo, 1408710
(72) Japoén Japoén

PCT (86)
Solicitud Internacional No PCT/JP2004/004134 Fecha 24 de Marzo de 2004
Publicacion Intemacional No WO 2004/085500 A1 Fecha 7 de Octubre de 2004

Titulo (54
@ MODIFICADORES POLIMERICOS Y COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

_® Clasificacién Internacional (51) COBF 21620 A g K43 /42 A6l K38/l 6

Priondad | (33) Pais de Ongen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
24 de Marzo de 2003 2003-080389
sid NoLl JP 16 de Octubre de 2003 2003-355853
24 de Diciembre de 2003 2003-426598

@ Comprobante de pago No 05-69,810 Fecha Septiembre 12 de 2005
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Anex s

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 443 000 oo
Comprobante de pago por reivindicacién de pnondad

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica

Poderes, si fuere el caso

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones

Copia de la solicitud intemacional (Resumen, descnpcidn, reivindicaciones, dibujos)
Traduccidn de la solicitud internacional al castellano (Resumen, descnpcion, revindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA

Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA

De ser el caso, copia del contrato de acceso

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autonzacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas

De ser el caso, certificado de depésito del matenal biolégico

Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totaimente con la invencién
de esta solicitud

Otros VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

®F =

FIGURA CARACTERISTICA

@

Solicito la concesién de la patente,
NOMBRE EMILIO FERRERO

CC 438019 de Usaquén TP 31929

| JDF
¥
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DOCUMENTOS ANEXOS

Publicacién Intemacional WO 2004/085500 A1
Descripcién
Pagmas 115 en el idioma onginatl
Paginas 176 en espaifiol
Rewvindicaciones Nimero (s) 132
Figuras Namero (s) 2
b4 Forma PCT/RO/101 PCT Request
(Tl Forma PCT/RO/M06 Invitation to Correct Defects
B Forma PCT/ISA/210 Informe de Blsqueda Internacional
[T] Forma PCTNISA/220 Notificacion De La Transmision Del Informe De Blisqueda
Internacional Y De La Opinién Escnta De La Admimistracidn Encargada De La Busqueda
Internacional, O De La Declaracion
[[] Forma PCTAISA/237 Opinibn Escnta De La Administracion Encargada De La Basqueda
intemacional
[C] Forma PCTNIB/304 Notficabon Concemning Submission Or Transmittal Of Prionty
Document
[J Forma PCT/IB/306 Notification Of The Recoding Of A Change
Descnpcidn De Modificacion

[(] Forma PCT/IB/308 Notice Informing The Applicant Of The Communication Of The
Intemational Application To The Designated Offices

10 [[] Forma PCT/IB/332 Information Conceming Elected Offices Notified Of Their Election
11 [C] FORMA PCT/IB/345 Communication in cases for which no other form is applicable

12 [] Forma PCT/IPEA/401 PCT Demand
13 [J Forma PCT/IPEA/402 Notification of Receipt Of Demand By Competent Iintemational

Preliminary Examining Authonty

14 [] Forma PCT/IPEA/408 Written Opinion
15 [] Forma PCT/IPEA/416 Notffication Of Transmittal Of The Intemational Preliminary

Examination Report

16 {X Forma PCT/IPEA/A09 Informe Del Examen Preliminar Internacional
17 [] Traduccién Al Espafiol Del Informe Del Examen Preliminar Intemacional
18 [] Traduccién Al Espafiol De Los Anexos Presentados Junto Con El Informe Del Examen

Prehminar Intemacional

19 [X] Extracto de publicacién



segurilo v tercir suplents en su caso.

Ad fA forl los rribe
hembradon, " Comenet a, Brotmccin 4o o vemira
propiedad industrial y contra la competancia desieal,

. auborizo (amos) a ko dichos apod

administrativo, conte
los tribunales de arbitramento, sn tondo 1o concarnisnte a los
sigulentes msuntos. a) Obtencidn de patentes de Invencldn,
modelos de ulllidad, y disefios Indusiriales, «l de
marcas de fibrice, colectivas, defersives, de se: leroms
comerciales, nombres comercales, muweflas, verledades
vegstales y denuminacionss de origen, su rencvacidn, tras
camblo de nombre ¢ dumidilo, aanvelacidn voluntaria, y
registro de Hicenclas de uso de esce derechos, b) Lan acclones de
competencia desteal, 10n del conmumidor, oposldiones u
obssrvaclunes, cance administrutiva y mﬁ' nulided,
medidas eatitelares, conceidn de lcencias, Ia tulels, In
proteccién de secrutos Industrisies, y an generul loe ju
‘clvlies, penales, administmtivos o contencloso-adminiatratives
relaclonadas con estos derechos, u:hy tes y pwmt:
MOYAMOS © 60 108 promuevan Y parm que en

mnul urribn dchmm’n?u u.-ﬂl:!r este mandato,
trarelglr, conclliar, admitlr los hechos del Li:-o, deslstlr,
eancelar reclhir, renunciar, y ratificer los de agentes
o

Given and signed this/Dado y Armado hoy
4 of October, 2001

Infen _TOKYO, Japan

ha mare fact of the
™ tion by the first, second or thind aiternstes {n their
turmn shall erul at such time

L e G o
ms an or persona,
:rllh or without juradiction, ally those admin ve

Arbltration Court, in sll catters concerning the
Obtainment of patents, utillty modsls and industrial designs,
the registration of tredemarks, collective, defensiva ice

granent,
cha tary cancellation, and ths
™ thon of licenses of uss of the above rights, b) Actlons of
ut&dr computition, protection to the consumer, appositions or
observations, administrative Flm, nullity,

or Cowrt camw

i grnting of licermes, the action for
&m&w of trade secrels, and lnnpml the
dvll, pe adminbirative sults relsting to those rlgl:
actions sults lnstitued by ma (u) or me (um). A

that In I.I'I ::nmnbuw mwmw m::lh
™

A

desist, ‘cancel, receive, nd do

represenistives without & o S
;,", OFA. HAGO TaNDYAR
TR i ey

B =3 rtﬁ
'."7-., Ehan o LA
%ﬁﬁé Tetsuo Takato Firma

Representative Director and PresXient

CAVII TR ABOGADOS
WPIODEKE-1 (MINUTA N* 12.1 1.25)

ml
/o1

’ AROGADOS tralemarks, commercial names, trade er';Pm
* CI0 SSKI slogans. - ?
I
. m--z:uum Paid mdelud:le utiidad, disefics
comerciales, ensefiss, lemas comerciales.
REPRESENTACION Y PODER REPRESENTATION AND ?}(ﬁ )
POWER OF ATTORNEY .
Y3
1 (e}, the undernigned /Yo (nosotros), abajo firmado () 459 4
SANKYO COMPANY, LIMITED -3"5
of/domiclsdo (en__ 3~1, J—chome, =
. Nihonbashi-honcho )] 4 gm,nl:u;:y ratify the apf
Bos.01084567; 010845 0l 2 3 01084372: QlOB4574: F )
A e e P DR LA 7 B L T VR
81929 y LUZ C! D PAh 8y CAVELIHR, tpa. % PE "831; EMILIO
anln 4* N* 72-38, Bo chededmiento a FERRERO, tps. 31 ; and LUZ CLEMENCIA PAIZ.m
lo dispuesto en o) parigrafo 1° del A 543 de] Cédigo de 555; domiciled at Carrers 4% NY 72-85, Colombla,
suplentes, .;l u m e;-:: (nues hn.p_nhn:.:\ mtl:lr-lppohhl:lm:‘duu:ur npl;'-nhl'lv- Iill' n:‘::ﬁ‘
l:n!u loa asuntos de propledsd industrial con faculind pum mattary rnh:ldﬁ:ul‘q!mw undn'lﬁ
l:.ﬁlu.il r ninnte si hm’:plnu& %WWI{é:{wmIa:nfum II::
l""?""""“ w
gl!lnlrvln -:l‘o mch .“:Mh ;ﬂi:‘ w&m 3 ndmll':lhmh npt-nhd:’: o re| IE'LUI one, or
nymdpnpmhnhmphﬂ-l:ndommplmd wlnntlnthlrdbhnphnlhﬂntwnwnddhmhlnl‘ulr
o al tarcero al En casun, ol te tum, ar both of them, sscond. In such ceses, the principel
Becitarin, al amion Ha. na v I restacidr | Debh ol thetn, ehall sate thets Intustion not 5 RS- 4
Heada deciaration before a N
e & For Mot s e donats Pl & ool | Bt oo o efrs & Nobry of antber Pl Ot
de Colombla, en el exiranjero; y ol se trature de ioy or a Colomblan Consul abrosd, and in case I‘:-d the
con el certificado §i alguna da los nombrsdos faltere artificats shell suffice. If any of the sppuintess
definitivamaente, el sigulente hﬂn:ilul:gr Cuando queare la ware o be definitely abeent, the following alternaty shall take
When ths abee neipal



LI!E\LIZACIDN -
El Sefior Coisul e Colombia debe wxpedis un
T e e Ptk g
' qis olorgan s} podet et autorieedas pars dario. A

l
g

afect vs aclldtamas que muestren &) Sefor Clneu! lns

prusbas que acraditan ssos hechos (1), (2) y (3).

LEOALIZATION

i

The Colomb's Consul must Issus a coghilér cortifibigd, on (i3,
the legal existence of the com) which th.
Poweral-Attorney, () that It b al wxerciss of Its
company purposss, and (3) that the who exscute the

Puowar of Alto Is sutorized to du su. To this effect, ploass
milncmud he evidence to prove the above facts (1), (2

NOTA PARA LL SENOR CONSUL DE COLOMBIA Segudu los articulos 65 del C de PC y 480del C de Co,

ol el

poderdante es una socledad, el Sefior Cé

debe certificar que tuvo a la vistn Jas pruebas de su

exsslencln, que ejerce su objetv social y que quien confiere el poder es su representante

r



Registration No. 1021 of 2001
NOTARTAL CERTIFICATE

This is to certify that Tetsuo TAKATO who is Representative
Director and President of SANKYO COMPANY, LIMITED, a corporation
duly organized and existing under the Laws of Japan, located
at 5-1, 3-chome, Nihonbashi-honche, Chuo-ku, Tokyo, Japan and
who 1s authorized to sign the attached document, has
acknowvledged himself that signature on the foregoing document

is his own. §m¢' Ty "n’mﬂ“‘umm

Dated on this 4th day of October, 2001. g 22 SET 2005
‘,1.',_‘7.'_1?’_-7‘1 e \l_l . [r.
AR L L

i © MENDE2 BARATAS
§) NOTARIG (g) " "3

H“‘ Ir T A

Y
o ? '_J'.l
-
/ g - v d»-":-f:::‘r"-'l' '
.‘ A oot LA S . 4

Notary: MOTOHARU FURUKAWA +

N

( NOTARY OFFICE)

5-2-1 Kopmach, Chiyoda-ku
Tokyo,Japsn
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MO WGTARIO BINYA (£) T CINCUL!
D BWGOOTA, MAGH CONITAR OUE LA
FOTOCOMA COMCIOE COM EL CRGINA
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WK A Skt (XF XRBTREXAFREN=THES#17)
RERER BERER. BEBRCETHTRIIhEFAREZRRL
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20
COMO ROTARID ERTO (W) DAL
BR BOGOTA, HABO COWETAR QUE LA
POTOCDRIA COINEIDG SON WL DAV

QUL B TENIDD A LA VIBTA

it " 8 22 SET 2005 F’;
LREAR MREBRHEAEAOR SIS L EIEREIIT

D, ;D EOMAER. REOLOTHSEE Lk K TE oo KeRo siasins
R 13 ¢ 104 4 g Erambens )

xxnune T & W

"
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CERTIFICATE

This 15 Lo certify that the signature affixed above has been provided
by Notary duly authorized by the Tokyo Legal Affairs Bureau and that
the Official Seal appearing on the same 15 genune

Date 4th October, 2001

Toshiaki HOUKIN
Director of the Tokyo Legal Affairs Bureau



APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1061)

1 Country JAPAN
This public document
2 has been signed by  Toshiaki HOUKIN
8 acting in the capacity of Director of the Tokyo Legal Affairs Bureau

4. bears the seal/stamp of

9 Seal/stamp . 10 Signature

T Modenude:

Takeshs MOCHIZUK.
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TRADUCCION OFICIAL No 12 10/01 realizada por Diege Vargas,
Traductor Oficial, Resolucién No 0001 de 1999 del Ministerio de
Justicia y registrado ante el Ministerio de Relaclones Exteriores

de Colombilia

A continuacibén se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento de escrito en 1inglés y espafiol por medio del cual
SANKYO COMPANY, LIMITED domiciliado en el 5-1, 3-chome,
Nihonbashi-honcho, Chuo-ku, Tokio, Japén por el presante ratifica
las solicitudes de registro de marca Nos (01084567, 10184568,
01084570, 01084571, 01084572, 01084574, presentadas por el Dr
Emilio Ferrero el 03 de octubre de 2001
Y adicionalmente otorga derechos de Representacidén y Poder a los
Doctores GERMAN CAVELIER, tpa 832, GONZALO PERDOMO, tpa 831,

EMILIO FERRERO, tpa 31929, y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa 23555

Dado y firmado hoy

4 de octubre de 2001

En Tok1o, Japén

Director Filnanciero
Firma Tetsuo Takato \.Firma
Director y Presidente Representativo

(Anexo)
Regiastro No 1021 de 2001
CERTIFICADO NOTARIAL
El presente es para certificar que Tetsuo TAKATO, quien
es Director y Presidente Representativo de SANKYO COMPANY,

LIMITED, una corporacién debidamente constituida y existente de
1



7

acuerdo a las Leyes de Japén, ubicada en el 5-1, 3-chome,
Nihonbashi-honcho, Chuo-ku, Tokio, Japén y qulien estd autorizado
a firmar el adjunto documento, ha reconocido €l mismo que la
firma en el anterior documento es la suya

Fechado hoy 4 de octubre de 2001

Firma 1legible

~RSCRERTRCAE
a-:::;:r:;mmeﬁ“

QTOCOPRIA COINCIDE COM RL SMGin
! unl ne 'rnuu ALA m

Notario MNMOTOHARU FURUKAWA

ficina de Asuntos Lagales de

OFICINA NOTARIAL
5-2-1, Xojimachi, Chiycda-kuk
Tokio, Japén

Sellos rojos cuadrados en la parte superior asi tomo al lado de

la firma anterior

LA CAMARA DE COMERCIO E INDUSTRIA DE TOKIO

3-2-2 MARUNOUCHI, CHIYODA-XU, TOKIO 100-0005 JAPON TEL 01-3-3283-7610 FAX 81-3-3201-6265

Octubre 4 de 2001
A quien pueda interesar
Certificado

Por el presente certificamos que la compafiia mencionada a
continuacién fue constiturda de acuerdo a la Ley Comercial

Japonesa

Nombre de la compafiia SANKXYO COMPANY, LIMITED



Domicilio 5-1, Nihonbashi-honcho 3-chome, Chuo-ku, Tokio

Fecha de Constitucién 1 de Marzo de 1913

La Cé&mara de Comercio e Industria de Tokio

Firma Ilegable

mmér 3AXTO {f) PEL

OF BOOOTA, RAGY COMETAR DLE LA
FOTOCOMIA COINCIDE OGN L ORIBINAL
QUE ME THNIDO A LA VISTA

Subdirector ¥ e e %?
3,

Hiroyuki Amaya

Sellc LA CAMARA COMERCIO DE TOKIO

- qz BARAJAS
o :tfunm JF\
iy

B064302

Aparece un anexo en Jjaponés con el nfimero 1021 en la parte
superior y con varios sellos cuadrados en tinta roja en todo el
documentc En la parte inferlior aparece texto en ingléas
CERTIFICADO

El presente es para certificar que la firma colocada
anteriormente ha s81do otorgada por un Notario, debidamente
autorizado por la Oficina de Asuntos Legales de Tokio y gque el
Sello Oficial que aparece en el mismo es auténtico

Fecha 4 de octubre de 2001

Toshiaki HOUKIN

Director de la Oficina de Asuntos Legales

APOSTILLA

(Convention de La Haye du 5 octubre 1961)

1 Pais JAPSGN
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Este documento piliblico
2 ha sido firmado por Toshiaki HOUKIN
3 actuando en capacidad de Director de la Oficina de Asuntos
Legales de Tokio

4 lleva el sello/estampilla de

\4 y T‘\
ol R

R
CERTIFICADO
[
A

L

5 en Tokio 6 El 4 de octubre
7 por el Ministerio de Relaciones Exteriores
q
& 01-No 021563 by — 2
s ]
= B
9. Sello/estampilla 10 Firma. 0 E
~ B
sLAGip Bg - 1]
+* Yoo g 48
o
.’ % Firma E§ 5
~ ]
) K Takesh1 MOCHIZUKI
‘0 &
* vapern Rx el Minisherlo de Relaciones Bdericres
’ LI — [
L] » N - r .
[} N ¢ =
Es traduccién fiel y completa de la cual se dej% ét‘_:pia n esta
LOE -
ficina para su confrontacién .2
/COLO 01579-701-005-3 /DVZ/ID-2743/WPCL002G/ = E
Dere A Vorpe
DIEGD F. VARGAS Z.

IAL
TRADUCTOR E INTERPRETE OFIC
ESPANOL - INGLES — INGLES ESPAROL
RES 0001 DE ENERO 4 DE 1999
MINISTERIO DE JUSTICIA



IGISTERIO DE RELACIONES

S TIPS TN T VST OO,
+ COMO NOAR'O SEXT) DL CIRQULO DE SANTATED
ROGOTA, HAGS CONSTAR QUk

-m\s)%r:ﬁ'ma) ﬁ

E Y
...r:wamgé

CONCC Ne (3)

ES :;ou) AUTENTICA(S)

L R e
L

SANTAFE UE BOGO 'A,

PO ) A L

o
=

: ‘W g /"‘r;* e it
t nﬁ"“ﬂ!ﬂud---. 5?' ' ""“"nﬁ'{'*“p’

2,

L S 3 el T RN
LTS SEXTO (B) D1 CHACILD
| ] 2 0GOT. 0 COMBTAR QU LA
; _- . "n':‘orﬁnlmnon-uu

bl LS wl.al'l'llllllll.lm

2gREVL AT 7




>, CAVELIER iz,

ABOGADOS
. k
EDIFICIO S5I5KI
WER SITE www cawller abagadus cam CARRERA A Nu 72 35 TELEFONO 571111347 1611
E-MAIL covelier@colomaat net co BOGOTA 8 COLOMBIA TELEFAX (57111217 9211 (57) (1) 310-4995

Sefiora Jefe de la

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercio
E S D

Poderdante SANKYO CQMY, LIMITED

Poder conferido el 04-10-2001

.b l'.‘;.\,‘.":'. . -? 15_(
‘uﬂr E)

Yo, GERMAN CAVELIER, obrando*en #mi' calid apoderado
principal del poderdante arriba mencionady, entamente
manifiesto a Usted quel sustituyo el poder me ha sido
conferido en la persona del doctor EMILIO FERRERO, Abogado con
Tarjeta Profesional No '~31 929, con' todas las facultades que me

- -
fueron conferidas RN

Hago la anterior sustlgqgléh'honforme,al articulo 66 del C&digo
de Procedimiento Civil ya que los otros sustitutos faltan en este

momento

Seflora Jefe,
C:Eg__E:_(:;—~{Ex-
GERMAN CAVELIER
. TPA No 832
"y
‘CC No 2 877 924 de Bogot&

Ace
EMILIO FERRERO

TPA N° 31 9529
C C No 438 019 de Usaquén

2e-780-2

NI1T B&D 041 367 3



o0 unr...uo u.-ro-. P it
) Dy, Sl
JOOOTA, HAGO LOMEVAR OLE La
Igmm; e-lumll £00 L DWMAINAL

ALA VERTA
RREET . L -
& 2005 ; "o

1

: £ “‘s‘

--. .SERTHA BEBQGOTA '
KE M OLuiv'EN R Y fPESERTASTH PERSONAL
Bag 1,9, E,' :

v A S oI BOSFRLD MED
My art 70 281, SolO DE COTA

- Lo rigcon . ;@‘; AL}

. J/r g ’//

LIS ‘1"'

' r 3
um {usa) r:hlh- e

W % W .

. }

e -

Ny a1

? R ol PIRIOR® L GCERWMTALI LS| LIS Fepghl.g o
W gl 3t Teanta Sol e T 23 v is B 2 .01 4™ .

* als ne b o e dligeats.

i




S5

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intollectual Property

Organixation
Intermational Buresu

(43) Internutional Publication Date
7 October 2004 (07 10.2004)

(10) Iniernstional Publication Number

WO 2004/085500 A1

(51) International Patent Clamification’  COSF 216/20,
222/06, W12 8732 COBG 657332, AGLK 4743 38/16

(21) Infernalions]l Applicailon Nunber:
PCTAP2004004134

(22) International Flllng Date: 24 March 2004 (24.03.2004)

(25) Flling Language English
(26) Publicstion Language; English
{30) Priority Data.
2003-080389 24 Maych 2003 (24.08 2003) JP
2003-355853 16 October 2003 (16.10.2003) JP
2003-426594 24 December 2003 (24.12 2003) 1P

(71) Applicnnt (for all designated States axcept US): BANKYO
COMPANY LIMITED [JPIP] 5-1, Nthonbashi Honcho
3-chame, Chino-kn, Tokya, 1038426 (JP).

(72) Ioventors; and

(75) Inventoes/Applicunts (for US only} EKASUYA, YuJi
(IBIP], tio SANKYO COMPANY, LIMITED, 2-58,
Hrromachi 1-chome, Sunagawe-ko, Tokyo, 1408710 (JP).
HONMA, Massshi [JP/JF] clo SANKYO COMPANY,
LIMITHD, 2-58, Hiomachi 1-chome, Shinagswa-kn,
Tokyo, 1408710 (JP)

(74) Agents. OHNO, Akloetal c/o SANKYO COMPANY
LIMITED, 2-58 Hiromachi 1-choms, Shinagaws-ko
Tokyo, 1408710 (JP).

(81) Designated States (unisss otherwiss indicased, for every
kind of natlonal prosaction avallableh AE, AG AL, AM,
AT AU AZ,BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA CH,CN
CO CR,CU CZ,DE. DK, DM, DZ, BC, EH, EG BS FL
GB, GD, OF, Gi, OM, HR, HU ID, L, IN IS JP KB,
KG EP, KR, KZ,1LC LK, LR, LS, LT LU 1V MA, MD
MG MK, MN, MW MX, MZ, NA, NI, NO, NZ,OM PG
PH,FL, T RO, RU, 8C, SD, SE, 3G, SK, SL.5Y T) T™,
TN, TR, TT TZ, UA UG US, UZ VC, VN YU ZA 2M,
W

(84) Desigxmied States (wniezs otherwise indicased, for every
Lind of reglomal protection available). ARIPO (BW GH,
GM, KH, 1S, MW, MZ, SD, 5L, 82, TZ, UG, ZM, ZW),
Bomslan (AM AZ.BY KG, KZ, MD RU, T T™), Buso-
pean (AT BE, BA, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, F1, FR,
OB OR,HU IB,IT LU MC, NL,PL,PT RO SE, SI SK,
TR), OAF1 (BF BI CR CG CI, CM, GA OGN GQ, GW
ML, MR, NE, SN TD, TG)-

Publshed:
—  with inernational search repors

For two-lstter codex and other abbveviations, refer 1o the "Guid-
arce Notes on Codes and Abbreviations™ appearing at ths begin
ning of each ragular ismia of the PCT Gavstie.

(54) Title. POLYMHRIC MODIFIERS AND PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS

WO 2004/085500 A1 11150 G CHEE 0 110 050 00 0 e

!
y
)

-2
-

-
]

O

)
i

-9
A3

—CH—CH—

O== t—e]

3 OH

M

{57) Abstract: A copolymer or = pharmacniogically sccepiable salt
thereof Is provided, which cantains, as conastitutional unit, (8) one or
more stroctural nnity of formula () wherein m 12 an mteger of from 3
to 100, Alk representy alkylens, and R? and R? are the same or differ
ent snd cach represenis hydrogen or optionally substitated alkyl, and
{b) one or mora structera] onlte of formmla (IT): wheremn R® represents
Irydroxyl, optionally sohstituted alkoxy optionally sobstitotsd aryloxy,
or a group represented by the farmnola -NRR? wherein R* and B are
the szme or diffierent wnd exch repressots hydrogen o optionally sub
stitnied alicy]. There is forther provided a pharmaceutical compantion
comprmng seld copolymer, a protein madifier comprising sxid copoly
mex, & complex of smd copolymer with & protein, a method of prevem
mg or trenting diseases uaing sald complex use of smd camplex, 1n the
manufactore of a medicament for preventing or tresting diseases and
methods for the synthesis of szid copolymen apd mid complexas.
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Description
Polymeric Modifiers and Pharmaceutical Compoaitions

Technical Fleld

The present mvention relates to a novel copolymer, 2 pharmaceutical
composition compnsing said copolymer, a protein modifier comprising said
copalymer, a complex of smd copolymer with a protein, s method of preventing or
freatmg discases uamg said complex, nse of said complex n the mannfacture of a
medicament for preventing or treatmg digeases and mothods for the synthesis of said
copolymers and saad complexes

Background of the invention

The modification of proteins with additional agents such as polymers has
commonly been employed for the purpose of providing improved phammaceutical
properties, o.8. improved stability and retention m the blood and reduced anhgenicity
[for example, sec F M. Veronese sndJ M. Harris, *Peptide and Protein Pegylation®,
Advanced Drug Delivery Reviews 54(4), 2002]

‘When modifymng protemns with a polymer, one technique employed 1n the past
compnses binding the protem and the polymeric modifier via a covalent bond (e.g.
see WO-A-97/23614) In other examples of the polymer modification of a protein,
such as m the modification of a drug with a polymer, the drug has been modified via a
non-covalent bond, One such example is provided in Japanese Patent Application
(Kokni) No Hea 11-302199, which chacloses that a graft copolymer, which compnses
a grafl chain of a non-ionic polymer and & mam chamn of a negatively-charged
polymer, forms an mclusion complex with a snbstance capable of being positively
charged under phymologacal condihons, for example, a liposome or poly-L-lysino
carrymg positive charge, to improve the retention m blood. Another alternative 1s
suggested in WO-A-99/02131 which discloses that 2 protemn and & water-soluble
polymer can be mrxed undar specsfic conditions 1n the presence of an orgamic solvent
to provide controlled-release microparticles.

h—‘_‘
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Unfortunately, few of these polymeric protem modifiess have been parhicalarly
succeasful for a vanety of reasons  One recent example of a polymene protem
modiﬁuthntahomm_mpmvedpmpuﬁummlpolymdmndd
compound-based copolymer confaintng & polyaxyalkylene alkyl ether compound as a
constituent unit [see, for example, Japmnese Patent Nos 3035675 and 3271265]
These polymeric modifiers certamly show mproved bindmg to the target proteins
However, significant problems still exist with such copolymers. The maleic
anhydride molety thereof is fouad to bmd to proteins non-specifically This results m
the obtuned complexes of the copolymer and the protem showmg non-umform
properties dspending npon the conditions  Particnlarly, 1t 15 found that these
polymenc modsfiers tend to readily form disorgmmised cross-linked stroctuxes wath the
proteins thus forming bulky complexes that cause excessive modification of the
proten strncture and hemes reduction of desired protemn actvity  Forthermaore,
complexes of these polymeric protein modifiers and aprotein have been found to
show unsatigfaciory retentson m the blood after admimstration.

There 18, therefore, a need for 2 polymenic modifier capable of providing a
compiex having wniform propertics, especially reduced prodnction of disorganised
cross-lmked stractures with the protem, beiter mamtenance of protem activity and
excellent retention of the protain in the blood after admmstration of ssad complax,

Brief Smmmary of the Invention

It 18, therefore, an object of the present mvention to provide a polymenic
modxfier capable of providing & complex havmg uniform properties, especiaily
reduced production of disorgrnisad cross-lnked structures wath the protem, better
mamtenance of protean activity and excellent retention of the protemn m the blood after
admnigtration of gaxd complex,

The present inventors have made an extemsrve study of varous protem
modifiers, and as a result, have succeeded m obtaming novel copolymers that ere
capable of forming complexes with protens that have uniform propertics, and of
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markedly improving the retention m the blood of the protems of said complexes, thus
loading to the completion of the present invention.

Other objects and advaniages of the present mvention will become apparent as
the descniphion proceeds.

Thus, the present invention provides a copdlymer or a pharmacologically
acceptable salt thereof, which contsins, as constitntional omirts,
(2)  ono or more structural units which may be the same or diffierent from each
other and which are represented by the formuls (T) below

1
3“‘-—% 0

I—Zm—o Rt

m ig an integer of from 3 to 100,

Alk reprosents an alkylene group having fram 1 to 6 carbon atoms, sad

R! and R? are the sams or different and each represents a hydrogen atom or an
alkyl group having from 1 to 6 carbon atoms that may optionally be substituted wath
at least one substituent selected from the gronp congisting of hydroxy groups, halogen
atoms and aryl groups havmg from 6 to 14 carbon atoms that may ophonally be
substituted with from 1 to 5 substituents selacted from Substitnents A defined below,
and .

(b)  one or more structaral units whach mey be the same or different from each
other and which are represented by the formnola (II)

-t o @
I

H
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wheremn

R® represents

& hydroxyl group,

an alkoxy group having from 1 to 6 carbon atoms that may optionally be
substituted with at Jeast one substtuent selected from the group consisting of hydraxy
groups, halogen atoms and aryl groups having from & to 14 carbon atoms that may
optionally be substituted with from 1 to S substitucnis selected from Substituents A
defined below,

an aryloxy group having from 6 to 14 carbon atoms that may optionally be
substituted with from 1 to 5 subshituents selected from Substitueats A defined below,
or

a group represeated by the formula -NR*R®, wherem R* and R? are the same or
different from each other and each represents a hydrogen atom or an alkyl group
having from 1 to 6 carbon atoms that may optionally be substituted with at least one
substituent selected from the group consisting of hydroxy groups, halogen atoms and
aryl groups having from 6 to 14 carbon atoms that may optronally be substituted with
from 1 to 5 substituents selected from Substitnents A defined below,
Substituents A are selected from alkyl groups having from 1 to 6 carbon atoms,
alhoxy groups having from 1 to 6 carbon atoms, halogen atoms, hydroxy groups, mitro
groups and carbozy groupe.

The present inventon further provides u copolymer or a pharmacologically
acceptable salt thereof obtamable by subjecting one or more carboxylic anhydside
mosetics of formula (II) m a copolymer which contans, =s constitutional units,
(@) one or more structural units which may be the same or different from each
other and whuch are represented by the formula (T) below-

CHy—C M
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wheremn

m 18 an mnteger of from 3 to 100,

Alk represents an alkylene group having from 1 to 6 carbon atoms, snd

R’ and R? are the same or different and each representa a hydrogen stom or an
alkyl group having from 1 to 6 carbon stoms that may optionally be substituted with
at Jeast one substituent selected from the group conmsting of hydraxy groups, halogen
atoms and aryl groups having from 6 to 14 carbon atoms that may optionally be
substituted wath from 1 to 5 substituents selected from Substituents A defined below,
and

(b)  said one or more carboxylic anhydride moleties of formula (III)

-—CH—CH—

(m
o/ \o

to one or more reactions selected from the group conmsting of (1) hydrolyms, (i)
ammonolyss, (1if) ammnolysis and (iv) alcoholysis,

Substtuents A are selected from alkyl groups having from 1 to 6 carbon atoms,
alkoxy groups having from 1 to 6 carbon atoms, halogen atoms, hydroxy groups, mtro
groups and carboxy gronps

The present mveniion also provides & pharmaceutical composition compnsing
at least one copolymer or a pharmacologically accepinble salt thereof of the present
invention as described above, particularly such s composition that also comprises at
least one protein or an analogue or varient thereof

The present invention also provides a modifier capable of modifying a protein
or an anslogue or variant thercof, smd modifier comprismg a copolymer or a
pharmacologically acceptable salt thereof of the present mvention as described above

The present mvention also provides a complex compriaing at least one protain
or an analogue or vanant thereof which 18 bound 1o at least one copolymer or a
pharmacologically acceptable salt thereof of the present mvention as described above
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The present inveation also provides a pharmaceutical composition compnsing
an effective amount of a pharmacologically active agent together with s carmer or
diluent therefor, wherein said pharmacologically achve agent 15 & complex compnising
at lcast one protem or an anslogue or vanant thereaf which 15 bound to at least one

copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof of the present invention as
described above

The present invenhion also provades also provides a method for prolonging
the ime that a protein or an analogue or variant thereof 15 retained in the bloodstream
after admmistration to 2 patient by complexing said protein or an anslogue or variant
thereof with at least one copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof of
the present mvention as described above.

The presont inventon also provides a method for the treatment or
prophylaxis of a disease 1n a patient that 13 susceptible to a protean or an analogue or
vanant thereof comprismg admimstenmg to saxd patient an effective amount of a
comple- compnsing saxd protein or an analogue or vanant thereof which is bound to

at least one copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof of the present
invention as described above.

The present invention also provides the use of a compler compnsing a
protem or an analogue or vanant thereof which 18 bound to at least one copolymer or a
pharmacologically acceptable salt thereof of the present invention as described above
m the manufacture of a medicament for the prophylaxis or treatment of a diseaso
susceptible to sa1d protein or an analogue or vanant thereof

The present mvention also provides a method for the preparation of a
copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof contaxmng, as constitutional
units,

()  one or more structurel units which may be the same or different from each
other and which are represented by the formula (I) below

P -
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R'l
CHe—C 0

CHy

c':-(m—o)—n‘

m

wherain
m, Alk, R! and R are es defined above, and

5 (t)  ome or more structural units which may be the same or different from each
other and which are represented by the formula (II)

——CH—CH~—

o=c/ =0 Y

OH

10 wherem
R? 15 ag defined above,

said method compnsing subjecting one or more carboxyhic anhydride moseties
of formula (Iil) in a copolymer which contains, as constitutional units,
15 (c)  one or more structural umits which may be the same or different from each
other and which are represented by the formula (I) as defined above, and
(d)  said one or more carboxylhic anhydride moseties of formuls (III)

——CH—CH—

T3 =

to one or more reachons selected from the group consisting of (1) hydrolysis, (if)
ammonolysis, (iif) aminolys:s end (1v) alcoholyms.
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The present invention also provides a method for the preparation of & complex
compnsing at least one protem or an analogue or vanant thereof which 15 bound to at
least one copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof as defined above,
sard method comprising reactmg said copolymer or a pharmacologically acceptable
salt thereof with said protem or an analogue or vanant thereof under conditions
favourng the formation of said complex

Brief description of the figures

Figure 1 shows results of SDS polyacrylamide gel electrophoresis on complexes of
the present mvention of poly(PEGsoe-MA)2-OCIF under non-reducing conditions as
performed in Test Example 6 below

(1) Molecular weight markers

(2) Complex of poly(FEGsow-MA)a-Na (Compound No 9)-OCIF [OCIF polymenc
modifier=1 1 (weight ratio)]

(3) Complex of poly(PEGsg-MA)a-Na (Compound No 9)-OCIF [OCIF polymenc
modifier=1 2 (weight ratio)]

(4) Complex of poly(PEGsoe-MA)a-Ma (Compound Mo 9)-OCIF [OCIF polymenc
modxfier=1.3 (weight ratio)]

(5) Complex of poly(PEGse-MA)e-Ne (Compound No 9)-OCIF [OCIF polymenc
modifier=1 4 (weight ratio)]

(6) Complex of poly(FEGso-MA)e-Na (Compound No 9)-OCIF [OCIF polymenc
modifier=1 5 (welght ratio)]

(7) Non-modsfied OCIF

Figure 2 shows further results of SDS polyacrylamide gel elcctrophoresis on
complexes of the present invention of poly(PEGse-MA)a-OCIF under non-reducing
conditions as performed 1n Test Example 6 below

(1) Molecular weight marker

(2) Complex of poly(PEGsp-MA)a-Na (Compound No 9)-OCIF [OCIF polymenc
modifier=1 1 (weight ratio), OCIF concentration dunng mcubation 3 5 mg/mi]

(3) Complex of poly(PEGspg-MA)a-Na (Compound No 9)-OCIF [OCIF polymenc
modifier=1 1 (weight ratio), OCIF concentration during meubation 1 75 mg/m]]

PCTAP2004/004134
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(4) Complex of poly(PEGsuw-MA)a-Na (Compound No. 9)}-OCIF [OCIF polymenc
modifier=1 1 (weight rati0), OCIF concentration during incubation 0 875 mg/mi]
(5) Complex of poly(PEGsp-MA)a-Na (Compound No 9)-OCIF [OCIF polymenic
modifier=1-2 (weight ratio), OCIF concentratton during incubation 175 mg/mi])

(6) Complex of poly(PEGsn-MA)e-Na (Compound No. 9)}-OCIF [OCIF polymenc
modifier=1 4 (weaght ratio), OCIF concentrabon during incubation 0 875 mg/ml}
(7) Non-modified OCIF

Figure 3 shows the resuits of SDS polyacrylamide gel electrophoresis of prior art
camplexes of poly(PEGsoo-MA)-OCIF under non-reducmg conditions as performed mn
Test BExample 6 below-

(1) Molecular weight markes

(2) Complex of poly(PEGsn-MA) (AM-0530K)-OCIF [OCIF polymenc
modifier=1 10 (weight ratio)]

(3) Complex of poly(PEGso-MA) (AM-0530K)-OCIF [OCIF polymenc
modifier=1-2.5 (weight ratio}]

(4) Complex of poly(PEGs0e-MA) (AM-0530K)-OCIF [OCIF  polymeric
modifier=1 1 (welght ratio}]

(10) Non-modified OCIF

Detalled Deocripiion of the Invention

(1)  Asnoted above, one espect of the present invention provides a copolymer or a
pharmacologically acceptable salt thereof, which contans, as constiuhonal units,

(s) one or more stroctural units which may be the seme or different from cach
other and wihach are reprosented by the formula (I) below

n1
—CH~C—— )

b

o-(m-o R

e okl



10

15

30

S

WO 2004/085500 PCTAIP2004/004134
10

wherem

m, Alk, R? and R* are as defined above, and
(b)  one or more structural units which may be the same or different from each
other and which are represented by the formula (II)

H—CH—

0=C \:=o a

LoL

wherein R® is as defined above Of these copolymers and pharmacologically
accepiable salts thereof, preferred ones include

(@)  eacopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (1),
wherem the structural units represented by the formula (I) and the structural units
represented by the formula (II) are arrenged m an alternating head-to-head sequence,
an alternating head-to-tail sequence or an altemating mixed sequence of head-to-head
and head-to-tafl,

(3)  acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (1),
wherein the structural unats represented by the formula (I and the structural units
represented by the formula (II) are arranged in a random sequence,

(4)  acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of (1) to (3), wherein Alk is an ethylene or tnmethylenc group,

(®)  acopolymer or a pharmacologscally acceptable salt thereof according to (4),
wheremn Alk 15 an ethylene group,

(6)  acopolymer or a phanmacologically acceptable salt thereof according to any
one of (1) to (5), wherein m i3 an integer of from 3 to 50;

(7)  acopolymer or s pharmacologically acceptable salt thereof according to (6),
wherein m 1s an ntager of from 3 to 40,
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(®  acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (7),
wherem m 18 an mteger of from 6 to 16 or 28 to 38,

(®  acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (8),
wherein m 15 an mteger of from 6 to 16,

(10)  acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of (1) to (9), wherein R 15 2 hydrogen atom or a methy! group,

(11)  acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (10),
wherein R! is a hydrogen atom,

(12) acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thareof according to any
one of (1) to (11), wherein R? is a hydrogen atom or a methy! group,

(13)  acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (12),
wherein R? iz a methy! group;

(14)  acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of (1) Lo (13), wherein R® 15 2 hydrocyl group, an alkoxy group having from 1 to &
carbon atoms or a group represented by the formuls -NR*R®, wheren R? end R? are
the same or different and each represents a hydrogen atom or an alkyl group having
from 1 to 6 carbon atoms,

(15) a copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (14),
wherem R® 13 2 hydroxyl group or an allkoxy group having from 1 to 6 carbon atoms,

(16) acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (15),
compnsmg at least one structural umt represented by the formula (II) m whach R® 15
an alkoxy group having from 1 to 6 carbon atoms and optionally at least one structural
unit represented by the formula (M) in which R® 15 a hydroxyl group, wherein the ratio
betweon the structural umis represented by the formula (IT) 1n which R® 18 a hydroxy
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group and the structural umis represented by the formula (1) in which R* s an alkoxy
group having from 1 to 6 carbon atoms is in the range of from 4 6 to ¢ 10,

(17)  acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof accordmg to (15)
or (16), wherem R? 15 an alkoxy group having from 1 to 6 carbon atoms,

(18)  acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thercof according to any
ove of (15) to (17), wherem said alkoxy group havmg from 1 10 6 carbon atoms 13 an
ethoxy group,

(19)  acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof aecording to (14),
wherein R® is a hydroxyl group ar & group represented by the formula -NR*R®,
wherem R* and R® are the same or different and cach represents a hydrogen atom or
an alkyl group having from 1 to 6 carbon atoms,

(20) acopolymer or a pharmacologically accoptable salt thereof according o (19),
comprising st least one structural unit representsd by the formula (1) in which R? is a
group represented by the formula -MR‘P?, wherem R* and R’ are the same or different
and each represents a hydrogen atom or an alkyl group having from 1 to 6 carbon
atoms and optionally at least one structural unit represented by the formula (IY) m
wh:chll’mahydm;ylyoup,whmthenﬁobetwmﬂwm&mﬂumts
represented by the formula (IT) 1n which R? is a hydroxy group and the structural umis
represented by the formula (IT) in which R* 15 a group represented by the formula
-NR*R? 13 in the range of from 5 5 to 0-10;

(21)  acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (20),

wheremn the ratio between the structural units repressnted by the formula (II) in which
R’ 13 a hydroxy group end the structural units represented by the formula (II) 1 which
R is & group represented by the formula -NR*R? is in the range of from 4 6 to 0 10,

(22)  acopolymer or 8 phermacologically acceptable salt thereof according to any
one of (19) to (21), wherem R’ 15 a group represented by the formula -NR*R®, wherein
R* and R are the same or different and cach represents & hydrogen atom or an alky}
group having from 1 to 6 carbon atoms,
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(23)  acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
ame of (19) to (22), where:n the group represented by the formula -NR*R® is an amimo
group, a methylamino group or a dimethylamino group,

(24) acopolymer or » pharmacologically acceptable salt thereof according to (23),
wherein the group representad by the formula -NR*R? is an amno group,

(25) acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (23),
wherein the group represented by the formula -NR*R® 18 2 dimethylamino group,

(26) a copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (14),
wherem R® ia a hydroxyl group,

(27)  a copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (14),
wherem R? is a 1-ammo-2-propanol group,

(=8 acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of (1) to (27), wherein the ratio between the structural umt represented by the
formaula (T) and the etructural unit represented by the formula (II) is in the range of
from 101 to 1 10,

(29) a copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof accordmg to (28),
wherein the ratio between the structural umt represented by the formula (I) and the

structural umt represented by the farmuis (II) is 1n the rangs of from 3 1 to 1 8,

(30) acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (28),
wherean the ratio between the structural umt represented by the formula (I) and the

structural umt represanted by the formula (II) 15 1 the range of from21t0120r12
to16,

(31) acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (28),
wherein the ratio between the stroctural umt represented by the formula (T) and the
structural umt represented by the formula () 18 1 1 or m the nge of from 1 2t0 1 4,

|
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(32) acopolymer or a pharmacologicaily acceptable salt thereof accordmg to any
one of (1) to (31), wheremn the average degree of polymenzation 18 1n the range of
from 5 to 200;

(33) a copolymer or a pharmacologtcally acceptable salt thereof accordmg to (32),
wherein the average degree of polyraerization is in the range of from 5 to 50,

(34)  a copolymer ar a pharmacolopcally acceptable salt thereof according to (33),
wherein the average degree of polymenzation i3 m the range of from 5 to 20,

(35) acopolymer or a pharmacologically acceptabls salt thereof according to (32),
wherein the average degree of polymenzation is in the rangs of from 20 to 30,

(36) acopolymer or a pharmacologically acceptable salt theroof according to (32),
wherein the average degree of polymenzation 15 1n the range of from 30 to 40,

(37) acopolymer or a pharmacologically acceptable zalt thereof according to any
one of (1) to (31), wherein the Stokes radms thereof is 9.3 nm or less,

(38)  a copolymer or & pharmacologically acceptable salt thereof according to (37),
wherein the Stokes radius thereof is 7 3 nm or less,

(39) acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (38),
wherein the Stokes radius thereof 18 6 2 am or less,

(40) & copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (39),
wherein the Stokes radms thereof is 4 7 nm or less,

(41) acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (40),
wherein the Stokes radius thereof 13 3 1 nm or less,

(42) acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (37),
wherein the Stokes radius thereof 15 m the range of from 1.5 nm to 4 7 nm,
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(43)  acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (37),
wherein the Stokes radius thereof 18 in the range of from 3 1 nm to 6 2 nm, and

(44) a copolymer according or a pharmacologically acceptable salt thereof
accordmg to (1) wherem,

m is en integer of from 3 to 100,

Alk represents an alkylene group having from 1 to 6 carbon atoms,

R’ snd R? are the same or different and each represents a hydrogen atom or an
alkyl group having from 1 to 6 carbon atoms, and

R? represents a hydroxyl group, an alkoxy group having from 1 to 6 carbon
atoms that may optionally be substituted with one hydroxy group, or a group
represented by the formula -NR*R®, wheretn R* and R? are the same or different from
each other and cach represents a hydrogen atom or an alkyl group having from 1 to 6
carbon atoms that may optionally be substituted with one hydroxy group*

(45) acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (1),
whesein Alk represents an ethylene group, P! represents a hydrogen atom, 2
represents s methyl group and m, R, the ratio of the structural units of formulse (T)
and (I} (the composition ratio) and, where relevant, the mtio between the units of
formula () wheremn B* represents a hydrozy group and the umts of formula (ID

wherein R? represents a group other than hydroxy (the hydrolyas retio) are selected
from the following.

() msfrom 6 to 16, R* 15 a hydroxy group, the composition ratio 16 1 1 and the
average degree of polymerisation is from 30 to 40,

(@) mis from 28 to 38, R? is a hydroxy group, the compaeition ratio is 1 1 and the
average degree of polymensation 15 from 10 to 15,

@I mis from 6 to 16, R? is an amino group, the composition ratio 15 1 1 and the

average degree of polymerisation 18 from 30 to 40,

@v) mis from 6 to 16, R* 15 2 dimethylamino group, the composition rtio 18 1 1

and the average degree of polymerisation is from 30 to 40;

() misfrom 6 to 16, R® 18 & 1-amino-2-propancl group, the compostion ratio is
1 1 and the average degree of polymerisation 1 from 30 to 40,

PUTSEET TR
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(V) mas from 6 0 16, R? 18 selected from ethoxy and hydroxy groups, the
composition ratio 18 1 1, the average degree of polymensation 18 from 30 to 40 and the
hydrolysis ratio 15 4 6,

(n) ms from 28 to 16, R® is sclocted from amino and hydroxy groups, the
compositon ratio 15 1 1, the average degree of polymensation 18 from 10 to 15 and the
hydrolysis ratio 18 4 6,

(vi) m 18 from 28 to 38, R’ is a dimethylamno group, the composition ratio 15 1 1
and the average degree of polymerisation is from 10 to 15,

(x) m s from 6 to 16, R® 15 selected from amino and hydroxy groups, the
composition ratio 15 1 1, the average degree of polymerisation 18 from 30 to 40, the
hydrolysis ratio 15 3 1 6 9 and the copolymer 15 a sodrum salt,

() mis from 6 to 16, R’ 15 sclected from amino and hydroxy groups, the

composition ratio is 1 1, the average degree of polymerisation is from 30 to 40 and the
hydrolyms ratio is 1 4 8.6,

(d) misfrom 6 to 16, R® is selected from dimethylamino and hydroxy groups, the
composition ratio is 1 1, the average degree of polymensation is from 30 to 40, the
hydrolysis ratio 18 2.9 7 1 and the copolymer is a sodium salt;

() ms from 6 to 16, P* 15 an ammo group, the composation ratio 15 1 2.4 and the
average degree of polymerisation is from 20 to 30;

(xuf) m s from 6 to 16, R® is selectod from ammo and hydroxy groups, the

composition ratio 15 1 2 4, the average degree of polymensation is from 20 to 30 and
the hydrolysis mtio 1504 9 6,

(xiv) misfrom6to lﬁ,R’hlalectodﬁomminomdhydmxymups,thﬁ

composition ratio 15 1:2 4, the average degree of polymerisation is from 20 to 30 and
the hydrolysis ratio 1829 7 1,

(xv) m s from 6 to 16, R* 18 selected from amino and hydroxy groups, the

composition ratio 1s 1 2 4, the average degree of polymerisation is from 20 to 30 and
the hydrolysisratio is09 9 1,

(xvi) m is from 6 to 16, R® 18 selected from amino and hydroxy groups, the

compoaition ratio i3 1 2 4, the average degree of polymenisation is from 20 fo 30 and
the hydrolysis rato is 0.5 9.5,

(xvil) m s from 6 to 16, R? 1a selected from amno and hydroxy groups, the

composition raho is 1 2.4, the average degres of polymensation is from 20 to 30 and
the hydrolysisratio1s13 8 7,
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(xvai) m 18 from 6 to 16, R’ is sclected from ammno and hydroxy groups, the
campogition ratio 18 1 2 4, the average degree of polymensation is from 20 to 30 and
the hydrolysis ratio 18 19 8 1,

(xx) m is from 6 to 16, R® 18 sclected from amino and hydroxy groups, the
composition rati0 18 1 2 4, the average degree of polymerisation 15 from 20 to 30 and
the hydrolys:s ratto 151 0 9 0,

(xx) mis from 6 to 16, R® 1 selected from ammo and hydraxy groups, the
composihion mtio is 1'2.4, the average degres of polymerisation 18 from 20 to 30 and
the hydrolyms rato is 08 9 2,

(xxi) m is from 6 to 16, R* 18 selectsd from amino and hydroxy groups, the
composition mho is 1 2.4, the average degree of polymenisation is from 20 to 30 and
the hydrolysis ratio is 4 6 5.4,

(oni) m is from 6 to 16, R? is selected from amino and hydroxy groups, the
composition ratio 18 1 2 4, the average degree of polymerisation 18 from 20 to 30 and
the hydrolysis mtio s 12 § §,

(==i) m Is from 6 to 16, R® is selocted from amino and hydroxy groups, the
composition ratio 18 1 2.4, the average degree of polymerisation 15 from 20 to 30 and
the hydrolyzme ratio Is 2.0:8 0

(xxiv) m 13 from 6 to 16, R? 13 selected from amino and hydroxy groups, the
composttion ratio 18 1 2.4, the everage degree of polymerisation is from 20 to 30 and
the hydrolyzis ratio 18 1 1.8 9;

(=xv) m s from 6 to 16, R is selected from amino and hydroxy groups, the
composibion ratio is 1 2.4, the average degree of polymerisation 15 from 20 to 30 and
the hydrolyms ratio 18 2.4 7 6,

(xxvi} m {s from 6 to 16, R? 18 selected from ammo and hydroxy groups, the

composttion rahio 18 1 2.4, the average degree of polymerisation 18 from 20 to 30 and
the hydrolysis ratio s 09 9 1,

(xxvi) m is from 6 to 16, R® 18 selected from amuno and hydroxy groups, the
composition rato 15 1 2 4, the average degree of polymerisation 15 from 20 to 30 and
the hydrolysis ratio s 1.5 8 5,

(xxva) m is from 6 to 16, R? is selected from amino and hydroxy groups, the
composmtion ratio is 1 2.4, the average degroe of polymerisation is from 20 to 30 and
the hydrolysis raho is 07 9 3,
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(xxx) m s from 6 to 16, R’ is selected from amino and hydroxy groups, the
composition ratio 18 1 2.4, the average degree of polymerisation 1s from 20 to 30 and
the hydrolysis ratio is 4.5 5.5,

(xx) m s from 6 to 16, R® Is selected from ammo and hydroxy groups, the
composition ratio 1s 1 2.4, the average degres of polymengation 18 from 20 to 30 and
the hydrolys:is ratto 15 1 4 8 6,

(xxx) m 18 from 6 to 16, R® 15 selected from amno and hydroxy groups, the
composition ratio is 1 2.4, the average degree of polymerisation is from 20 to 30 and
the hydrolysis ratio 1s 0 793,

(xorxif) m is from 6 1o 16, R? 15 selected from amino and hydroxy groups, the

composition ratio is 1 2 4, the average degree of polymerisation is from 20 to 30 and
the hydrolysis ratio 18 0 8 9 2,

(ocxuf) m is from 6 to 16, R? 1 selected from ammo and hydroxy groups, the

compomtion ratio is 1 2.4, the average degree of polymensetion 18 from 20 to 30 and
the hydrolysie rativ 18 1 4 8 6,

(oxiv) m 18 from 6 to 16, R® 1 selected from ammo and hydroxy groups, the

composition rati0 18 1.3 1, the average degree of polymensation 18 from 20 to 30 and
the bydrolyzic matio 12 0 7-9.3,

(xxxv) m is from 6 to 16, R 13 selected from amno apd hydroxy groups, the
composition ratio 18 1 2.4, the average degree of polymensation 1s from 20 to 30 and
the hydrolyms ratio 18 0 9 9 1,

(=xxvi) m 1= from 6 to 16, R? 15 selected from ammno and hydroxy groups, the
composition ratio 18 1 2 4, the average degres of polymensation 15 from 20 to 30 and
the hydrolysis raho 1819 8 1,

(roxvii) m 18 from 6 to 16, R’ 13 selected from cthoxy and hydroxy gronps, the
composition ratio is about 1 3, the average degree of polymerisation is from 20 to 30
and the hydrolysis ratin 18316 9;

(roxviin) m s from 6 1o 16, R* is selected from amumno and hydroxy groups, the
composition rabo is 1 1, the hydrolysis ratio is 1 4 8 6 and the Stokes radius is 9 3 nm
or less,

(xxx1x) m is from 6 to 16, R® is selected from ammo and hydroxy groups, the

composition retio 15 1 1, the hydrolysis ratio 15 1 4 8 6 and the Stokes radiug 15 1n the
range of from 3 110 6 2 nm,
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(xI) m 15 from 6 to 16, R* 18 selected from ammo and hydroxy groups, the
composition rat10 18 1 1, the hydrolysis ratio 1s 1 4 8.6 and the Stokes radrus is m the
range of from 1.5 to 4.7 nm,

(xli) m 1 from 6 1o 16, R® is selected from amino and hydroxy groups, the
composition ratio is 1 1, the hydrolysis matio 15 1 4 8 6 and the Stokes radius is 3 1 nm
ot less;

(xlif) m is from 6 to 16, R* 18 sclected from amino and bydroxy groups, the
composation ratio is 1 1, the hydrolyms ratio 15 1 4 8 6 and the Stokes radivg is 7 8 am
or less,

(xliif) m is from 6 to 16, R* is selected from xmino and hydroxy groups, the
composition ratio is 1 1, the hydrolysis ratio is 1 4 8 6 and the Stokes radius is 6 2 nm
or less, and

(x1v) m 15 from 6 to 16, R® is selecied from amimo and hydroxy groups, the

composition matio 15 1 1, the hydrolyms ratio is 1 4 8 6 and the Stokes radus is 4 7 nm
or less.

(46) As noted above, another agpect of the present invention provides a copolymer
or a pharmacologically acceptable salt thereof obtasnable by subjecting one or more
carboxylic anhydnde moeties of formuls (IIT) 1 a copolymer which contains, as
constitutional umits,

{2)  one or more siructural units which may be the same or different from each
other and which are represented by the formula (T) below

GHn—l:‘1 )]
L,
c‘:—(m—o Rt

wherein
m, Alk, R! and R? are as dofined above, and
(v)  said structural unit compnaing s carboxylic anhydride moiety of formula (1II)
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to one or mare reachons selected from the group consistmg of (1) hydrolysis, (i)
ammonolys:s, (ui) ammolyus and (1v) alcoholysis

Of these copolymers and pharmacologically scceptable salts thereof, preferred

(47) 1 copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (46),
wherein tho structoral unit represented by the formula (T) and the structural unit
represented by the formula (1II) mn the copolymer are arranged in an alternating head-
to-head sequencs, an alternsting head-to-tail sequence or an altemating mixed
sequence of head-to-head and head-to-tail,

(48) a copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to
according to (46), wherem the structural unit reprosented by the formula (I) and the
structural umt represented by the formula (III) in the copalymer are arranged m
random sequence,

(49) a copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of (46) to (48), wherein Alk 13 an sthylene or tnmethylene group,

(50) a copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to
according to (49), wherean AL is sn ethylens group,

(51) acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of (46) to (50), wherein m is an integer of from 3 to 50,

(52) =& copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (51),
wherein m 18 an nteger of from 3 to 40,
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(53) = copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (52),
wherein m 15 an mteger of from 6 to 16 or 28 to 38,

(54) acopolymer ar a pharmacologically acceptable salt thereof accordng to (53),
whorein m is an integer of from 6 to 16,

(55) acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof accordmg to any
one of (46) to (54), wherem R* ig a hydrogen atom or a methyl group,

(56) a copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof accordmng to (55),
wherem R! i3 a hydrogen atom,

(57} acopolymer or a phamacologically acceptable salt thereof according to any
one of (46) to (56), wherein R? i3 a hydrogen atom or a methy! group,

(58) a copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (57,
wherem R is a methyl group,

(59) & copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of (46) to (58), wherem the ratio between the structural unit represented by the
formula (I) and the siructural unit obtained by sutyecting one or more structural units
of formula (11T) to one or more reactions selected from the group conmsting of (i)
hydrolysis, (f) ammonolysss, (ixi) aminolysis and (tv) alcoholysis is 1n the sange of
from 10 1to 1 10;

(60) a copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (59),
wherem the mtio between the structural unit represented by the formula (T) and the
structural onit obtamed by subjechng ons or more structural units of formula (IIT) to
one of more reactions selectod from the group conswsting of (f) hydrolysis, (ii)
ammonolysig, (in) aminolysis and (1v) alcoholysis 18 1n the ange of from3 1101 8,

(61) = copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (59),
wherein the ratio between the structural unit represented by the formula (T) and the
structural unit obtauned by subjecting one or more structural units of formula (II) to

—-—=-=====1



10

15

WO 2004/085500 PCT/IP2004/004134
22

ono or more reachons selected from the group consisting of () hydrolyss, (if)
ammonolys:s, (uf) ammolysis and (iv) alcoholys:s is m the range of from 2 1t0 1 2 or
12t016,

(62) acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (59),
wherem the ratio between the structural unit represeated by the fonnula (T) ad the
structural vnit cbtained by subjecting one or more structural units of formula (UX) to
one or move reactions selected from the group conslsting of (f) hydrolysis, (i)
ammonolysis, (1ii) aminolysis and (iv) alcoholysis is 1 1 or in the nmge of from 1 2 to
14,

(63) acopolymer or a pharmacologcally acceptable salt thereof accordmg to any
one of (46) to (62), wherein the average degroe of polymerzation is in the range of
from 5 to 200,

(64) acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (63),
wherein the average degree of polymenzation 18 in the range of from 5 to 50,

(65) acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof accordmg to (64),
wherein the average degree of polymerization is in the range of from 5 to 20,

(66) & copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (63),
wherein the average degree of polymenization 18 m the range of from 20 to 30,

(67) acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (63),
wherein the average degree of polymenzation is m the range of from 30 to 40,

(68)  acopolymer according or a pharmacologically acceptable salt thereof
according to (46) wherein

m 18 an integer of from 3 to 100,

Alk represents an alkylene group having from 1 to § carbon atoms, and

R* and R? are the same or different and each represents & hydrogen atom or an
alkyl group having from 1 to 6 carbon atoms,
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(69) acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of (46) to (68), which 13 obtainable by subjecting a carboxylic anhydride mozety
of formula () 1n the copolymer to ammonolyss,

(70)  a copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof accordmg to (69),
which 18 obtainable by carrying out the ammonolymis with ammonia water;

(71)  acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of (46) to (68), which is obtalnable by subjecting a carboxylic anhydride moety
of formula (1I) in the copolymer to aminolysis,

(72)  acopolymer or a pharmacologjcally acceptable salt thereof according to (71),
which is obtainable by carrying owt the ammolyns usmg an aqusous dimethylamine
solution,

(73) acopolymer or a pharmacologically acceptabls salt thereof according to any
one of (46) to (68), which is obtamable by subjecting a carboxylic anhydride moety
of formula (IIT} in the copolymer to alcoholyzis, and

(74) a copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to (73),
whuch 1» obtmnable by carrymg out the alcoholyzis vsing ethanol

The present mvention also makes use of the copolymers and
pharmacologically acceptable salts thereof of the preseat mvention to provide a
pharmaceutical composition, a modifier capable of modifying a protein, a complex, a
method for prolonging the time that a protein 1s retained i the bloodstream, a method
for the treatment or prophylaxis of diseases and a use of the complex of the mvention
for the manufacture of & medicament for the treatment or prophylaxis of diseases
Preferred examples of aspects of these mventions include

(75) apharmacsutical composition compnising a pharmacentically acceptable
diluent or carrier and at least one copolymer or a pharmacalogically acceptable salt
thereof of the present mvention accordmng to any one of (1) to (74),
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(76) 'a pharmaccutical compomtion according to (75), wherem saud compoaition
further compnses at least one protein or an analogue or vanant thereof;

(77) apharmaceutcal composition according to (76), wherein the protein or sn
smajogue or variant thereof 18 a basic protem,

(78) a pharmacentical composition accardmg to (77), wherem the basic proten 18 a
basic fibroblast growth factor (bFGF), an eprdermal growth factor (BGF), an
osteoclastogenesis mhibitory factor (OCIF), a platelet-derived growth factor (PDGF),
a bramn-dentved neurotrophic factor (BDNF), e nerve growth factor (NGF), 2 human
growth hormone (HGH), a hepatocyte growth factor (HGF), or a vascular endothehial
growth factor (VEGF), or an analogus or a vanant thereof,

(79) apharmaceuthcal composition accordmg to (77), wherein the basic protein 1s
an osteoclastogenesis mhibitory factor (OCIF) or an analogne or a variant thereof;

(80) = pharmacentical composition according to (79), wherein said OCIF or an
analogue or variant thereof iz natural type or recombinant type OCIF;

(81) a pharmaceutical composition accordmg to (79), wherein said OCIF or an
analogue or variant thereof is a monomer or a dimer;

(82) apharmaceotical composition accordmg to (79), wherein saxd OCIF 15 a
monomer of human OCIF having a molecular weight as measured by SDS-PAGE
uader non-reducing conditions of about 60000 or a dimer of human OCIF having a

molecular weight of about 120000 as measured by SDS-PAGE under non-reducing
conditions,

(83) apharmaceutical composition eccording to (79), wheramn saad OCIF compnises
amno acxds -21 to +380 of SEQ ID NO 1 of the sequence histing,

(84) apharmaceutical composaition accordmg to (79), wheremn saxd OCIF compnses
amino acids +1 to +380 of SEQ ID NO 1 of the sequence listing,
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(85) amodifier capable of modifying a protein or an analogue ar vanant thereof,
said modifier comprising the copolymer or a pharmacologically scceptable salt
thereof according to any one of (1) to (74),

(86) amodifier capable of modifying a protemn or an analogue or vanant thereof
according to (85), wherein the protein 1s a bame protein,

(87) amodifier capable of modifymg & protein or an analogue or variant thereof
accordmg to (86), wherein the basic protemn is a basic fibroblsst growth factor (bFGF),
an epidermal growth factor (EGF), an osteoclastogenesis mnhibitory factor (OCIF), a
platelet-derived growth factor (PDGF), a bramn-derived neurotrophuc factor (BDNF), a
nerve growth factor (NGF), a human growth hormone (HGH), a bepatocyte growth
factor (FIGF), or a vascular endothelial growth factor (VEGF), or an snalogue or &
variant thereof;

(88) amodifier capabie of modifying a protein or en analogue or variant thereof
according to (86), wherein the basic protein is sn osteoclastogenesis inhibitory factor
(OCTF) or an analogne or a variant thereof:

(89) a modifier capable of modifymng a protem or an analogue or varant thereof
according 10 (88), wheromn saxd OCIF or an analogue or vanant thereof 15 natural type
or recombinant type OCIF,

(90) amodifier capable of modifymg a protein or an analogue or vanant thereof
according to (88), wherein sald OCIF or an analoguc or vanant thereof is a monomer
or a dimer;

(91) amodifier capable of modifying a protem or an analogue or vanant thereof
according to (88), wherein sald OCIF is a momomer of human OCIF having a
molecular weight a3 measured by SDS-PAGE under non-reducing conditions of about
60000 or a dimer of human OCIF having a molecular weaght of about 120000 as
measured by SDS-PAGE under non-reducing conditions,

e
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(92) amodifier capable of modifying a protemn of an analogue or vanant thereof
accordmg to (88), wheremn saxd OCIF comprises amino acids 21 to +380 of SEQ ID
NO 1 of the sequence hsting,

(93) amodifier capable of modifymg a protein or an analogue or vanant thereof
according to (88), wherein said OCIF compnses amino acids +1 to +380 of SEQ ID
NO 1 of the sequence hstmg,

(94) acomplex comprismg at least one protein or an ansjogue or vanant thereof

which 18 bound to at least one copolymer or a pharmacologically acceptable salt
thereof according to any one of (1) to (74),

(95) acomplex according to (94), wherein the protem is a besic protem,

(96) acomplex according to (95), wherein the basic protein 15 a bamc fibroblast
growth factor (bFGF), an epidermal growth factor (EGF), an osteoclastogenesis
inhibitory factor (OCIF), a platelet-derived growth factor (PDGF), a bram-dentved
neurotrophic factor (B TF), a nerve growth factor (11GF), a human growth hormone
(HGH), a hepatocyte growth factor (HGF), or a vascular endothelial growth factor
(VEGF), or an analogue or a vanant thereof;

(97  a complex according to (95), wherem the bagic protein i an osteoclastogenesis
mhibitory factor (OCIF) or an analogue or a variant thereof;

(98) a complex according to (97), wherem saxd OCIF or an analogue or vanant
thereof 18 natural type or recombinant type OCIF,

(99) acomplex according to (97), wherein amid OCIF or an analogue or vanant
thereof 18 2 monomer or a dimer;

(100) a complex according to (97), wheremn sad OCIF is a monomer of human
OCIF having a molecular weight as measured by SDS-PAGE under non-reducing
condstions of about 60000 or a dimer of human OCIF having a molecular weight of
about 120000 as measured by SDS-PAGE under non-reducing conditions,
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(101) a complex accordng to (97), wherein said OCIF comprises amino acids ~21 to
+380 of SEQ ID NO 1 of the scquence histing;

(102) a complex according to (97), wherein saxd OCIF compnses ammo acids +1 to
+380 of SEQ 1D NO 1 of the sequence histing,

(103) a pharmacsutical composition compnsmg an effective amount of a
pharmacologically active agent together with a carrier or diluent therefor, wherein
said pharmacologically active agent 1 m the form of a complex according to any one
of (94) to (102),

(104) a method for prolonging the time that a protein or an analogue or variant
thereof 13 retained in the bloodstream after administration to a patient by complexmng
said protein or an analogee or varient thereof with at least ome copolymer or a
pharmacologically acceptable salt thoreof sccording to any one of (1) to (74),

(105) = method according to (104), wherein the protein 15 a basic protean,

(106) amethod according to (105), wherem the bagic protem 15 a basgic fibroblast
growth factor (bFGP), an epidermal growth factor (EGF), an osteoclastogenesis
mhibitory factor (OCIF), a platelet-derived growth factor (PDGF), a bram-denved
neurotrophic factor (BDNF), a nerve growth factor (NGF), a human growth hormone
(HGH), a hepatocyte growth factor (HGF), or a vascular endothelial growth factor
(VEGF), or an anzlogne or a variant thereof;

(107) a method according to (105), wherein the basic protein is an
osteoclastogenesis mnhibitory factor (OCIF) or an analogue or a variant thereof;

(108) a method accordmg to (107), wherein said OCIF or an analogue or vanant
thereof 18 natural type or recombinant type OCIF,

(109) a method according to (107), wherean said OCIF or an analogue or vanant
thercof is 2 monomer or a dumer;
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(110) a method accordmg to (107), wherein said QCIF 12 & monomer of human
OCIF having & molecular weight as measured by SDS-PAGE under non-reducing
conditions of about 60000 or a dumer of human OCIF having a molecular weight of
abont 120000 as measured by SDS-PAGRE under non-reducing condiions,

(111) a method accordmg to (107), whorein said OCIF comprises amino acids —21 to
+380 of SEQ ID NO 1 of the sequence listing;

(112) a method accordmg to (107), wherein smd OCIF comprises amuno scids +1 to
+380 of SEQ ID NO 1 of the sequence hstmg;

(113) a method for the treatment or prophylaxis of a disease in s patient that ia
susceptible to a protem or an analogue or vansnt thereof comprising admmustenng to
said patient an effective amount of a complex comprising said protem or an analogue
or vanant thercof which 15 bound to at least one copolymer or a pharmacologcally
acceptable salt thereof according to any one of (1) 1o (74),

(114) a method according to (113), wheremn the protemn 18 a basic protain,

(115) a method according to (114), wheredn the bacic protein ie a basic fibroblast
growth factor (bFGF), an epidermal growth factor (EGF), an osteoclastogenesis
Inmbitory factor (OCIF), a piatelct-derived growth factor (FDGF), a bram-derived
seurotrophuc factor (BDNF), a nerve growth factor (NGF), 8 human growth hormone
(HGH), a hepatocyte growth factor (HGF), or a vascular endothelial growth factor
(VEGF), or an analogue or a vanant thereof:

(116) = method according to (114), wherem the basic protein 13 an
osteoclastogemesis mhibitory factor (OCIF) or an analogue or a vanant thereof;

(117) a pharmaceutical compomtion accordimng to (116), wherein sald OCIF or an
analogue or vanent thereof is natural type or recombinant type OCIF,
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(118) a method according to (116), wherein saxd OCIF or an analogue or variant
thereof is a monomer or s dimer,

(119) a method according to (116), wherein ssad OCIF 18 a monomer of human
OCIF having a molecular weight as meagured by SDS-PAGE under non-reducing
condations of about 650000 or a dimer of human OCIF having a molecular weaght of
about 120000 as measured by SDS-PAGE under non-reducing conditions,

(120) & method according to (116), wherem saxd OCIF compnses ammno acads ~21 to
+380 of SEQ ID NO 1 of the sequence listing;

(121) a method accordmng to (116), wherein said OCIF comprises amimo acids +1 to
+380 of SEQ ID NO 1 of the sequencs listing;

(122) a method according to any one of (116) to (121), wherem said disease is a
bone metabohe disoase,

(123) use of complez comprismg a protein or en anslogue or vanant thereof which 1=
bound to at least one copolymer or a pharmacologically acceptsble salt thereof
accordmg to any ome of (1) to (74) 1n the manufacture of a medicament for the

prophylaris or treatment of a disease susceptible to saxd protein or an analogue or
vanant thereof,

(124) usc according to (122), wherem the protein 1s 8 basic protein,

(125) use according to (123), wherein the bamic proten 1s a basic fibroblast growth
factor (bFGF), an spidermal growth factor (EGF), an osteoclastogeneais mhibitory
factor (OCIF), a platelet-derrved growth factor (PDGF), & brain-derived neurotrophic
factor (BDNF), a nerve growth factor (NGF), a human growth hormone (HGH), »
hepatocyte growth factor (HGF), or a vascular endothelial growth factor (VEGF), or
an analogue or a vanant thereof;

(126) wuse according to (123), wherem the basic protein is an osteoclastogenesis
mhibstory factor (OCIF) or an analogue or a vanant thereof;
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(127) use sccording to (126), wherein sard OCIF or n analogue or variant thereof 18
natural type or recombimant type OCIF;

(128) use accordmg to (126), wherewm said OCIF or sn anslogue or variant thereof 18
a.monomer or & dimer;

(129) use accordmg to (126), wherein said OCIF 15 2 monamer of human OCIF
having 2 molecular weight 8s measured by SDS-PAGE under non-reducing conditions
of about 60000 or a dimer of human OCIF having a molecular weight of about
120000 as measured by SDS-PAGE under non-reducing conditions,

(130) use according to (126), wherein saxd OCIF compnaes amino acids -21 to +380
of SEQ ID NO 1 of the sequence listing,

(131) use sccording to (126), wherein said OCIF comprises amino acids +1 10 +380
of SEQ ID NO 1 of the sequencs listing; and

(132) use according to any one of (126) to (131), wherein said disease 18 a bone
metabolic disease.

The “alkylens group having from 1 to 6 carbon atoms” m the definition of
substituent Alk w formula (I) above 13 a straight- or branched-chain alkylens group
having from 1 to 6 carbon atoms such as a methylene, methylmethylene, ethylene,
propylene, tnmethylene, tetramethylene, 1-methyltrimethylens, 2-methyltrimethylene,
3-methyltrimethylene, pentamethylene or hexamethylene gronp Among these
alkylene groups, strmght- or branched-chan alkylens groups having 1 to 4 carbon
atoms are proferred, ethylene or tnmethylens groups are more preferred and an
ethylene group 18 most preferred

The alkyl group in the *alkyl group having from 1 to 6 carbon atoms that may
optionally be substituted wath st least one substituent selected from the gronp
conmsting of hydroxy groups, halogen atoms end aryl groups having from 6 to 14
carbon atoms that may ophionally be substituted wath from 1 to 5 substituents selected
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from Substituents A defined below” in the defimibion of substitueats R', R?, R*, R® and
Substituents A in formulae (I) and (II) above Is a strazght- or branched-cham alky]
group having from 1 to 6 carbon atoms such as a methyl, ethyl, n-propyl, 1sopropyl, n-
butyl, 1sobutyl, s-butyl, tert-butyl, n-pentyl, sopentyl, 2-methylbutyl, neopentyl, 1-
ethylpropyl, n-hexyl, 1sohexyl, 4-methylpentyl, 3-methylpentyl, 2-methylpeatyl, 1-
methylpentyl, 3,3-dwmethylbutyl, 2,2-dimethylbutyl, 1,1-dimethylbutyl, 1,2-
dimethylbutyl, 1,3-hmethylbutyl, 2,3-dimethylbutyl or 2-ethylbutyl group Among
thege alkyl groups, straight- or branched-chain alkyl groups having 1 to 4 carbon
atoms are preferred, methyl and ethyl groups are more preferred and a methyl group is
most preferred ()

The alkoxy group in the “alkoxy group having from 1 to 6 carbon atoms that”
may ophosally be substituted with at least one substituent selected from the group
consisting of hydroxy groups, halogen atoms and aryl groups having from 6 to 14
carbon atoms that may ophonally be substituted with from 1 to 5 substitucats selected
from Substituents A defined below” tn the defimion of subsatuent R’ and
Substituents A in formulae (I) and (II) above 15 a substituent in which the
abovementioned alkyl group having from 1 to 6 carbon atoms is bound to an o—ygen
stom Exemples of such an alkoxy group mclude struight- or branched-cham alkoxy
groups having 1 to 6 carbon atoms such as a methoxy, ethoxy, n-propoxy. isopropoxy,
n-butozy, isobutozy, e-butoxy, tert-butoxy, n-pentyloy, isopentyloxy, 2-
methylbutoxy, neopentyloxy, n-hexyloxy, 4-methylpentyloxy, 3-methylpentyloxy, 2-
methyl-pentyloxy, 3,3-dimethylbutoxy, 2,2-dimethylbutoxy, 1,1-dimethylbutoxy, 1,2-
dimethylbutoxy, 1,3-dimethylbutoxy, and 2,3-dimethylbutoxy groups Among these
alkoxy groups, straight- or branched-cham alkoay groups having from 1 to 4 carbon
atoms are more preferred and an ethoxy group 18 most preferred

The “halogen atom” that is one of the “Substituents A” above, is an optional
substituent on the “alkyl group having from 1 to 6 carbon atoms that may optionally
be substituted with at least one substituent selected from the group consisting of
hydroxy groups, halogen stoms and aryl groups having from 6 to 14 carbon atoms that
may optionally be substituted wath from 1 to 5 subshtueats selected from Substituents
A defined below” m the definition of substituents R, R?, R* and R in formulae (1)
and (II) above and 18 an optional substituent on the “alkoxy group having from 1 106
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carbon atoms that may optionally be substrtuted with st least one subshivent selected
from the group consisting of hydroxy groups, halogen atoms and aryl groups havmg
from 6 to 14 carbon atoms that may optionally be substututed with from 1 to 5
substitucnts sclected from Substituents A defined below” In the definiton of
gubstituent R’ in formula (IT) sbove is a fluonme atom, « chlonne atom, & bromine
atom or an 10dine atam, and preferably 1t 15 a fluorine atom or a chlonne atom.

The “aryl group having from 6 to 14 carbon atoms” that 13 an optional
substituent on the “alkyl group having from 1 to 6 carbon atoms that may optionally
be substituted with at least onc substituent selected from the group consisting of
hydroxy groups, halogen atoms and sryl groups having from 6 to 14 carbon atoms that
may optionally be substituted with from 1 to 5 substituents selected from Substituents
A defined below” m the definition of substituents R', R?, R* and R® gnd an optional
substituent on the “alkoxy group having from 1 o 6 carbon atoms that may optionally
be substituted with at least one substitvent selectsd from the group consisting of
hydrony groups, halogen atoms and aryl groups having from 6 to 14 carbon atoms” m
the defimtion of substitnent R® in formula (IT) above is an aromatic hydrocarbon group
having from & to 14 carbon atomsz and may be, for ezample. a phenyl, mndenyl,
naphthyl, phenantbryl or anthryl group. Preferably it 18 a phenyl group

The *arylo=y group having from 6 to 14 carbon atoms that may optionally be
substituted with from 1 to § substituents selected from Substitueats A” in the
defimitron of subshuent R® m formule (II) above 13 en aryl group as defined above that
is bonded 10 an oxygen atom and may be, for example, a phenoxy, indenyloxy,
naphthyloxy, phenanthryloxy or anthryloxy group Preferably it is a phenoxy group

The “alkyl group having from 1 1o 6 carbon atoms that 15 optionally
substituted with at Jeast ane halogen atom® in the defimxtion of substituents R', R?, R*
and R* m formulae (@) and (II) above 13 an alkyl group having from 1 to 6 carbon
atoms a3 described above that is substitutad with at least one halogen atom as
described above and may be, for example, a tnfluoromethyl group, a tnchloromethyl
group, & difluoromethyl group, a dichloromethyl group, a dibromomethyl group, a
fluoromethyl group, a 2,2,2-tuffucrocthyl group, & 2,2, 2-tachloroethyl group, a 2-
bromocthy! group, a 2-chloroethyl group, a 2-flucroethyl group, & 2-10doethyl group,
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a 3-chlaropropyl group, a 4-fluorobutyl group, & 6-fodohexyl group, a 2,2-
dibromoethyl group or a pentafinoroethyl group. Preferably it 18 a trifluoromethyl
group, a tnchloromethyl group, a difluoromethyl group or a pentafiuoroethyl group,
ond most preferably it 18 a trifluaromethyl group

Examples of the “alkyl group having from 1 to 6 carbon atoms that 13
optionally substituted with a least cne hydraxy gronp” in the definthon of
substtuents R, R* and R® in formulae (T) and (1) above inchude 8 hydraxymethyl
group, a 1-hydroxyethyl group, a 1-hydroxypropy! group and a 2-hydraxypropyl
group.

The “alkoxy group having from 1 to 6 carbon atoms that is optionally
substriuted with st lesst ono halogen atom™ in the definitions of substituent R* m

formula (1I) above is an alknxy group having from 1 to 6 carbon atoms as described
sbove that is substrtuted with at lcast one halogen atom as described above and may
be, for example, e trifluoromethaxy group, a trichloromethoxy group, a
diflearomethoxy group, a dichloromethaxy gronp, a dibromomethoxy group, a
finoromethoxy group, a 2,2,2-triftnoroethoxy group, a 2,2,2- trichloroethoxy group, a
2-bromoethoxy group, a 2-chloroethoxy group, & 2-flucrosthoxy group, a 2-
indoethoxy group, a 3-chloropropoxy group, a 4-fluorobatoxy group, a 6-
jodohexyloxy group, a 2,2-dibromoethoxy group or » pentafluorosthoxy group,
preferably it is 2 C,-C, alkoxy group substituted with fluorine or chlorine atoms such
as a trifluoromethoxy group, & tnchloromethoxy group, a diflnoromethoxy group or a
peaiaflvoroethoxy gronp More preferably 1t is a triflnaromethoxy group.

Examples of the “alkoxy group having from 1 to 6 carbon atoms that 1
optionally substituted with at least one hydroxy group™ m the definition of substitnent
R in formula (IT) above include a hydroxymethoxy group, a 1-hydroxyethoxy group,
a 1-hydroxypropaxy group and a 2-hydroxypropoxy group

The “alkyl group having from 1 to 6 carbon atams that 18 optionally subshtuted l
with at least one aryl group having from 6 to 14 carbon atoms that may optionally be
substituted with from 1 to 5 substituents selccted from Substituents A” in the
defimtion of substtuents R!, R?, R? and R® m formmias (7) and (II) above may be, far
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cxample, a benzy! group, an 1-naphthylmethyl group, a 2-naphihyimethyl group, an
mdenylmethyl group, a 1-phenethyl group, a 2-phenethyl group, a 1-naphthylethyl
group, a 2-naphthylethyl group, a 1-phenylpropyl group, a 2-phenylpropyl group, a 3-
pheaylpropyl group, a 1-naphthylpropyl group, a 2-naphthylpropyl group, a 3-
naphthylpropyl group, a 1-phenylbutyl group, a 2-phenylbuty] group, & 3-phenylbutyl
group, & 4-phenylbutyl group, 2 1-naphthylbutyl group, 8 2-naphthylbutyl group, 8 3-
naphthylbutyl group, 2 4-naphthylbutyl group, a 1-phenylpentyl group, a 2-
phenylpentyl group, a 3-phenylpentyl group, a 4-phenylpentyl group, a 5-
phenylpentyl group, a 1-phenylhexyl group, a 2-phenylbexyl group, a 3-phenylhexyl
grop, a 4-phenylhexyl group, a S-phenylhexyl group or a 6-phenylhexyl group,
preferably it is an alkyl group substituted with an aryl group having from 6 to 10
carbon atoms such as a benzyl group, an 1-naphthylmethyl group, a 2-naphthylmethyl
group, a 1-phenethyl group, a 2-phencthyl group, a 1-naphthylethyl group, a 2-
naphthylethyl group, a 1-phenylpropyl group, a 2-phenylpropyl group, a 3-
phenylpropyl group or a 1-naphthylpropyl group, and more preferably 1t 18 a benzyl
group

The “alkoxy group having from 1 to 6 carbon atoms that 15 ophonally substituted
with at least one aryl group having from 6 to 14 carbon atoms that mey optionally be
substituted with from 1 to 5 substituents selected from Substituents A” m the
definition of substitaent R? in formulae (II) above may be, for ezample, a benzoxy
group, a 1-naphthylmethoxy group, a 2-naphthyimethoxy group, an mdenylmethoxy
group, a 1-phenethoxy group, 8 2-phenethoxy group, a 1-naphthylethoxy group, a 2-
naphthylethoxy group, a 1-phenylpropoxy group, a 2-phenyipropoxy group, a 3-
phenylpropoxy group, 8 1-naphthylpropoxy group, a 2-naphthylpropoxy group, a 3-
naphthylpropoxy group, a 1-phenylbutoxy group, a 2-phenylbutoxy group, a 3-
phenylbutoxy group, a 4-phenylbutoxy group, a 1-naphthylbutoxy group, a 2-
naphthylbutoxy group, a 3-naphthylbutoxy group, a 4-naphthylbutoxy group, a 1-
phenylpentoxy group, a 2-phenylpeatoxy group, 2 3-phenyipentoxy group, 2 4-
phenylpentoxy group, a 5-phenylpentoxy group, a 1-phenylhexyloxy group, a 2-
phenylhexyloxy group, a 3-phenylhexyloxy group, a 4-phenylhexyloxy group, a 5-
phenylhexyloxy group or a 6~phenylhexyloxy group, preferably it 1s an alkyl group
substituted with an aryl group having from 6 to 10 carbon atoms such as a benzoxy
group, an 1-naphthylmethoxy group, a 2-naphthylmethoxy group, a 1-phenethoxy
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group, 8 2-phenethoxy group, a 1-naphthylethoxy group, 2 2-paphthylethoxy group, a
1-phenylpropoxy group, a 2-phenylpropoxy group, 8 3-phenylpropaxy group or a 1-
naphthylpropoxy group, and more prefarably 1t 18 a benzoxy group

Where R 15 an “aryloxy group having from 6 to 14 carbon atoms that may
optionally be substituted with from 1 to 5 substrtuents selected from Substituents A*,
it 18 preferably an aryloxy group having from 6 to 10 carbon atoms that is optionally
substituted wrth from 1 to 3 substituents selected from Substituent Group A, more
preferably, it 18 a phenoxy group that 18 optionally substituted with from 1to 3
substituents selected from Substituent Group A, still more preferably, it is a phenoxy
group optionally substituted wath from 1 to 3 halogen atoms, alkyl groups having
from 1 to 6 carbon atoma, hydroxy groups or nitro groups, and, most preferably, it 1s a
phenoxy group or a p-nitrophenaxy group

‘Where the copolymer of the present invention has a basic group, the
compound can be converted to a pharmacologically acceptable salt thereof by reacting
some or all of these bas:c groups with an acid. Furthermore, ths copolymers of the
present mvention have acadic carboayl groups and the copolymer can be converled to

a pharmacolopically accepiable salt thereof by reacting some or all of these carboxyl
groups with a base,

Preferred examples of the pharmacologically acceptable salts formed wath &
bamc group present m the copolymers of the present invention include mnorganic acad
salts such as hydrohalogenated acid salts (e.g. hydrochlorides, hydrobromides and
hydroiodides), nitrates, perchlorates, sulfates and phosphates, organic scid salts such
as lower alkanesulfonates in which the lower alkyl molety thereof is as defined above
(e.g. methanesulfonates, trifluoromethanesulfonates and ethanesulfonates),
arylsulfonates in whach the aryl moicty thereof is as defined above (e.g.
benzenesulfonate or p-toluenesulfonate), acetates, malates, fumarates, succinates,
citrates, ascorbates, tartrates, oxalates sud maleates, and amino acid salis such as
glycine salts, lysine salts, arginine salts, ornithine salts, glutamates and aspartates
Hydrohalogenated acid salts are particularly preferred
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Preferred examples of the pharmacologically acceptable salts formed with an
scudic carboxyl group present m the copolymers of the present mvention include
metal salts such as alkah metal salis (¢ g sodmm salts, potassium salts and hthim
salts), alkah earth metal salts (e.g. caleium galts and magnesrum salts), metal salts
such as alumunjum salts, 1on salts zinc salts, copper salls, nickel salts and cobalt salts,
amine salts such as inorgamic amune salts (¢.g, ammonium salts) and orgamc amine
salts (¢ g. t-octylammne salts, dibenzylamine salts, morpholne salts, glncosamine salts,
phenyliglycmealkyl cster salts, cthylenediamime salts, N-methylgucamine saits,
guamidine galts, diethylamine salts, trnethylamine salts, dicyclohexylamine salts, N,N’-
dibenzylethylenediamme salts, chloroprocaine salts, procaine salts, diethanolamne
salts, N-benzylphencthylamine salts, piperazine salts, tetramethylammonium salts and
tris(hydroxymethyl)aminomethane salts, and ammo acld salts such as glycine salts,
lysine salts, argumne saits, ornithine saits, glutamates and aspartates. Alkali metal
salts and alkah carth metal salts are particularty preferred

In the present mvention, the “structural umt” 13 defined as @ mimmum
consttutional unit of the copolymer of the invention and 18 depicted in the definition
of the copolymer above as a umt of formula (I) or a umt of formula (ID  The
“structural umt” is not the strcture of 8 monomer starting matenal used n a
polymenzation reaction in the synthesis of a copelymer of the present mvention,
rather, 1t is the uvmt that js derived from 3aid monomer starting material and is present
m sad copolymer of the present mvention

In the present mvention, the phrase “head-to-head sequence™ means that the

structural units represented by the formulae () and (1) are arranged as shown by the
following formula
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In the present mvention, the phrasc “head-to-tail sequence® means that the

structural units represented by the formulae (I) and (1) are armanged as shown by the
followmg formula

ot

QH};‘O

0

71

oH R
m

In the present mvention, the copolymers and pharmacologpeally acceptable
salts thereof may be alternating copolymers or random copolymers Alternatmg
copolymers are those 1n which the mtio of the structural umits of formuls (I) to the
structural umts of formula (II) 15 1 1 and the structural units representsd by the
formula (I) and the structural umits represented by the formula (IT) are srranged in an
alternating head-to-head sequence, an alternabng head-to-tail sequence or an
alternating mized eequence of head-to-head and head-to-tml Random copolymers are
those in which the structural umts repregented by the formula (I) and the structural
units represented by the formula (IT) are arranged m a random sequence

In the present invention, the “composition ratio” 18 the average ratio of the
number of structural units represented by formula (T) to the number of structoral unils
represcated by formula (1) 1n a copolymer of the present mvention. When a
copolymer is substantially an alternating copolymer, the composition ratio will be 1 1
When a copolymer is a random copolymer, however, saxd ratio can be varied In the
copolymers of the present invention, sald ratio is not particularly limited, and
typacally Jt might be in a range of from 10 1 to 1 1{), preferably from 3 1 to 1 8, more
preferably from 21101 2 0or1 2 to 1 6, and most preferably 1t 15 esther 1 1 or from 1 2
io14 It should be noted that the composition ratio values insvitably vary somewhat
dependmg on shight changes in startnig matenals, polymerisation conditons and the
Iike. As a result, the composihion rabos given are approximate values, vanstions of
up to +30% on the values for the composiion ratios given above are still considered
to be wathia the scope of said ratos

Pr—
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The compomton raho of the copolymers of the present mvention can be
determined by using known analytical techniques By detcrmmung the carboxyl group
content of the copolymer (mmol/g) by conductometric titratton [the determination
requiring the preparahon of the corresponding completely hydrolysed copolymer (1 ¢
R? 15 OH), esther by hydrolymng the copolymer being analysed or by synthessing the
corresponding hydrolysed copolymer separately] and from a knowledge of the
formula weights of each of the atructural units of said copolymer, it 18 possible to
determine the composition ratio vsing the following formula,

RIVR{ = (C x FWIN(2000 - C x FWii)

whersin Ri is the average number of structural units (I), Rh is the average number of

structural unats (II), C 18 the carboxyl group content of the copolymer (mmol/g), FW:
is the formule weight of the structural unit (I) and FWii 1s the formula waight of the
structural umt (II)

Genenlly, the molecular weight of a polymer is determined as a relative
molecular weight agmnet that of a standard compound which containc a simular
structure fo that of smd polymer and has a known absolute molecular weight value
Such an cvaluation method 15 often used m the determmatson of the molecular weight
of novel copolymers such as those of present invention.

The average molecular weight of the copolymer of present invention 18 the
value measured by gel filtrathon chromatography using a polymer having known
absolute molecular weight as a standard compound. The nature of the gel, the elution
conditions and the polymer of known shsolute molecular welght used as the
comparison can be appropnately chosen by the person of ardinary skill usmng known
techmques and general knowledge, ¢.g. soe “Comprehensive Polymer Science”, pub
Pergemon Press (Oxford) 1989 The standard compound used for comparison
purposes 15 preferably a polymer having a similar structure and properties For the
copolymens of the present mveation, the side chamn portion 15 considered to be a
charactenstic structure  Therefore, the standard compound used for comparison 13
preferably a polymer contaning a similer structure to that of the side chain partion of

c{%
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the copolymer of the present mvention whose average molecular weight 18 to be
measured. More preferably the standard compound used 18 a poly(cthylene glycol)

In the present mvention, the “average degree of polymenzation” 12 an average
value of the degree of polymenzation of the structural units in the copolymer of the
present mvenhon, Le. it 18 the average number of structural umts m saxd copolymer It
18 determned on the bazs of the average molecular weight of the copolymer, the
formula weights of each of the structural units of smd copolymer and the composition
ratio of the structural units of said copolymer The “average degreo of
polymerisation” of a copolymer of the present mvention having structural units I and
II can be calculated using the following formula

Average degree of polymensation = Mc/(FWi x Ri + FWii x Ruf)

wherein Mc is the average molecular weight of the copolymer, Fwa and Fwi are the
formula weights for each of the structural umts I and Il regpectively and Ri and Ru
represeat the proportions of structnral units I and IT in the copolymer calculated from
the compoaition ratio (compoeition ratio =F1 R, Fi+Ph=1)

In the above formnula for determining the average degree of polymensation of
a copolymer of the presant invention, the value of the composition ratio of the
structural units, the averags molecular weight of the copolymer and the formula
weights of the structura! units can all be determined as discussed above In order to
do so, 1t 18 necessary to prepare the corresponding completely hydrolysed,
ammonolysed, aminolysed or alcoholysed copolymer (preferably the corresponding
completely hydrolysed copolymer) Alternatively, if the starting copolymer used m
the preparation of the copolymer of the present mvention 18 of known composition,
these values can be determined wathout the need for analysis  The average degree of
polymenzation in the copolymers of the present invention is not particularly Limited
Typically, it is 1n a muge of from 5 to 200; preferably it 1a from 5 to 50; more
preferably from 5 to 20 or 20 t0 30 or 30 to 40

In the copolymers of the present invention, the structural umts of formula (II)
can comprise at least one structural umst of formula (I) wherein R? is an ophionally
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substituted alkoxy group having from 1 10 6 carbon atoms, an ophonally subststuted
aryloxy group or a group represeated by the formuta -NR'R’ and optionally at least
one structural unit represented by the formuia (1) m which R® 18 a ydroxyl group
The ratio between the structural units repressated by the formuls (1) in which R* is a
hydroxy group and the structural unts represented by the formula (1) m wich R® 18
an optionally substituted alkoxy group, an optionally substituted aryloxy group or a
group represented by the formula -NR*R® is referred to as the hydrolysis ratio By
determinmg the carboxyl group content of the copolymer (mmal/g) by
conductometnic titrabon and from a knowledge of the formula weights of each of the
structural units of said copolymer and the composition ratio (see above), 1t s possible
to determine the hydrolysis ratio H A uszing the following formula.

A= 2000 (RI/RY)-Cx [FWh + FWil x (RwRD]
H+A  (RE/RDxX[Cx (FW(A} - FWH) + 1000]

wherean H A s the hydrolysis ratio, Ri Ru is the composition ratio, C is the
carboxyl group conteat of the copolymer (mmol/g), FW1 18 the formula weight of the
structural ant (1), FW1 13 the formula weight of the structural umt (II) wheremn P 15
OH and FW(A)u is the formnla woight of the structural umt (IT) wherein R® Is an
optionally substituted alkoxy group, an optonally substituted aryloxy group or a
group representsd by the formula -HR'R?

Preferred ranges for the hydrolysis ratio are 5 5to 0 10,4 6 t0 0-10,3 7 to
010,2810010and 1 910 0 10. It should be noted that the hydrolysis mbo values
mevitably vary somewhat depending on slight changes in startmg matenals, reaction
conditions and the like As a result, the bydrolyms ratios stated in the present
application are approximate values, variabons of up to +:30% on the values for the

bydrolys:s ratios stated in the present apphication sre still considered to be within the
acope of sud ratios.

The molecular s1ze of the copolymers of the mvent:on can be measured using
known analytical techniques such as s1ze exclusion chromatography using proteins of
koown molecular s1ze as standards (Examples 15 and 16 below provide examples of
the use of such a techmique) Using size exclusion chromatography, the molecutar
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size of a copolymer 18 given as its Stokes radrus. In the present mvention, the
molecular gize of the copolymers is not particulerly limited. Tymcally, the Stokes
radmgs of the copolymers of the present mvention 18 9 3 nm or less, preferably 1t 15 7.3
nm or less, more preferably it 18 6 2 nm or less, 4 7 nm or less or 3 1 am or less, or 1t
smamngeof from31t062nmor15t047nm

The copolymers and pharmacologically acceptable salts thereof of the presant
mvention can be obtamed by a suitable copolymerizstion reaction known to those
skilled in the art [see, for example, “Comprehensive Polymer Scence” published by
Pergamon Press (Oxford) in 1989] using starting monomers represcnted by the
following formulze (TV) and (V)

cu,:f HC=CH
O=0 0
¥ |
Hog ¥
™ " v

(wherem m, Alk, and R!, R? and R* are as defined above) In order to obtain a
copolymer baving a particular desired average degres of polymerization or molecular
weaght, the obtamned copolymer may be fractionated using gel filtration
chromatography

The monomers are known m the art or can easily be obtained according to a
method well known to those skilled in the art [see, for example, JM Harns,
“Laboratory synthess of polyethylene giycol dervatives”, Rev Macromol Chem.
Phys C25,326-373 (1985) and Japanese Patont No 2621308] Monomers
represented by the formula (V) can be casily obtained by subjecting maleic anhydnde
to one or more reactions selected from the group conmistmg of (a) hydrolysis, (b)
ammonolysis, (¢) eminolysis and (d) alcoholysis
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Alternatively, a copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof can
be obtamed by subjecting ane or mare carboxylic anhydnde moicties of formula (1IT)
n & copolymer which contamns, as congtitutional units,

(8)  one or more structural wmits which may be the same or different from cach
other and which are represented by the formula (I) below

CHe—C— )

whereln
m, Alk, R and R? are as defined above, and
(b)  sald structural upt compnaing a carboxylic anhydride modety of formula (III)

——OH~—CH—

o/!\\of>\\:> m

to ome or more reacilons selected from the group consigting of (f) hydrolys:s, (i)
ammonolysis, (ni) ammolys:s and (Iv) alcoholysis The starting copolymers having
units of formulae (T) and (1Y) are either well known in the art (for example,
copolymers such as AM-0530K and AM-1510K can be purchased from NOF
Corporation) or can be easily prepared accordmg to a method well known to those
skilled m the art [see, for example, Yoshimoto et al., “Polyethylene glycol derivative-
modified cholesterol oxidasc soluble and active in benzene”, Biochem. Biophys. Res
Comm, 148, 876-882 (1987), Japanse Patent No 2621308, Japanese Patent
Application Publication No 2003-105040 and Japanese Patent Application
Publication No 2003-105003)

To obtain a copolymer having a desired average degres of polymerazation or
demred molecular weight, the obtained copolymer may be frachonated by gel
filtration chromatography




10

30

WO 2004/085500 PCT/IP2004/004134

In the present invention, copolymers of the present inveation can be obtained
by subjecting one or more carboxylic anhydride moieties of formula (III) to one or

more reachons selected from the group conmsting of (i) hydrolyss, () ammonolysis,
(1) aminolyms and (iv) alcoholyms

In the present mvention, “hydrolysis*” means a ring opening reachon of a
carboxylic anbydnde morety of formula (XII) with water to give a structural umt of
formula (IT) wherem R® is a hydroxy group The nature of the actual hydrolysia
roaction is not particnlarly hmited as Iong as it 18 a method commonly employed by
those skilled in the art.

Examples of a suitable solvent to be used in the hydrolysis reaction include
water; ethers such as diethyl ether, diisopropyl ether, tetrahydrofuran, dioxane,
dimethoxyethane, and diethylene glycol dimethyl ether; and amides such as
formamide, N,N-dimethylformamide, N,N-dmethylacetamide, N-methyl-2-
pyrrolidone, N-methylpyrrohdinone, and hexamethylphosphorotriamude  Of these
solvents, water or dio:zane are preferred,

The reagent to be used 18 euitably water If water 15 used as the solvent, then
there 15 no necessity to add cxtm water Addibonally, a base may be added for the
parpose of accelermting the reaction Examples of such a base include inorganic
bases such as alkals metal carbonates (¢ g., sodrum carbonste, potassium carbonate
and Ithjwm carbonate), alkal; metal hydrogencerbonates (e g., sodium
hydrogsacarbonats, potassium hydrogencarbonate and lithium hydrogencarbonate),
alkali metal hydndes (e.g ., Hthium hydride, sodimm bhydride and potassium hydrde),
alkali metal hydroxides (¢ £., sodium hydroxide, potassium hydroxide, barium
hydroxide and lithium hydroxide), alkali metal fluorides (e.g., sodium fluoride and
potassium fluoride), and organic bases such as alkall metal alkoxides (¢ g., sodium
methoxide, sodrum ethoxide, potassium methoxide, potagsium ethoxide, potassium t-
batoxids and lithium methoxide), N-methylmorpholine, tnethylamine, tripropylamine,
tnbutylamuno, diisopropylethylamine, dicyclobexylamimne, N-methylpipendie,
pyndine, 4-pyrrohidinopyndimne, picoline, 4-(N,N-dimethylamno)pyridme, 2,6-di(t-
butyl)-4-methylpyndine, gunolme, N,N-dmmethylamlime, N,N-diethylaniline, 1,5-
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diazabicyclo[4 3 O]non-5-ene (DBN), 1,4-dlazsbicyclo[2.2.2]octane (DABCO) and
1,8-diazabicyclo[5 4 OJundec-7-ene (DBU) Of these bases, organic bases are
preferred and pyridine is most preferred In this regard, 1t 18 to be noted that where the
hydrolysis reaction proceeds satisfactarily i the abseace of a base, there is no
necessity to add a base

The reaction temperature varies depending on the starting compound and the
reagent, but 18 usually in the range of from 0 to 100°C and preferably m the range of
from 20 to 60°C.

The reaction time vanes depondmg on the reaction temperature, the starting
compound, the reagent and the kind of solvent used, but is usuaily m the range of
from 10 minutes to 3 days and preferably in the range of from 6 hours to 24 hours

After completion of the reaction, the desired compound of the hydrolysis
reaction can be isolated from the reaction mixture by a conventional method known to
the porson skilled in the art. For example, the resultant reaction mixtnre can be
condensed using an ultrafiltration membrane and then freeze-dried to obtain the target
compound of the reaction, Alternatively, the destred compound can be used as a
solution without 1golation thereof where it 15 to be used for modificaton of protemns

The desired compound thus obtained, if necessary, can be further punified by a
conventicnal technique such as, for example, gel filtration chromatography To
obtam a compound having a particular desired average degree of polymenzation or
desired moleculur weight, the purified compound may be further fractionated uang
gel filtration chromatography

In the present invention, “ammonolysis” means a ring opening reachon of a
carboxylic anhydride moety of formula () with ammonia to give a molety of
formula () wheremn R? 15 an amino group The nature of the actual ammonolysis

reaction is not particularly himited as long as it 18 a method commonly employed by
those skalled i the art
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Examples, of a swiable solvent to be used include water; ethers such as diethyl
ether, diisopropy! ether, tetrahydrofuran, diaxans, dimethoxyethane, and diethylene
glycol dimethyl ether; and amides such as formsmids, N,N-dimethylformamide, N,N-
dimethylacetarmde, N-methyl-2-pyrrolidone, N-methylpyrrobdinone and
hexemethylphosphorotnamide Of these solvents, water or dioxane are preferred. It
is to be noted that the reagent to be used may also be used as the solvent.

Examples of suitable reagents to be nsed include ammonia gag and asmmonia
water, and ammonia 1s preferred

The reachon temperature vanes depending on the starting matenal and the
reagent, but 18 usually 1n the range of from O to 100°C and preferably in the range of
from 10 to 40°C.

The reaction ime vanes depending on the reaction temperature, the starting
compound, the reagent and the kind of solvent used, but is usually n the range of
from 10 minutes to 3 days and preferably 1n the range of from 6 hours to 24 hours

After completion of the reaction, the desired compound of the ammonolymis
reachion can be wolated from the reaction mixture by a conventional method known to
the person shalled m the art. The resultant reaction muxture can be, for example,
wotked up as foliows to wolate the target compound (1) dialysis through & sem-
permeable membrans by the use of sn scid such as an aqueous acetsc acad solutiom to
remove exceas ammoma (the dialyms 18 carried ont under such conditions that the
reaction mxxture solution does not become acidic, adding water as necessary),
followed by condensation using an ultrafiltration membrane and then freeze-drying of
the condensate thus obiained, or (2) addition of an aqueous sodium hydroxide solution
and an immiscible orgamc solvent such as diethy] ether, shaking the resulting mixture
(shaking may be carmed out two or more times, as necessary) and then the scparated
aqueous layer containing the target compound is freeze-dned to obtam the target
compound Alternatively, the desired compound can be used as a solution without
isolation thereof where it is to be used for modification of proteins
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The dexired compound thus obtained, If neccasary, can be forther punified by a
conventional technique such as, for example, gel filtrabon chromatography To
obtain a compound having a particular degived average degree of polymenization or
desired molecular weaght, the punified compound may be further fractionated usmng
gel filtration chromatography

1t should be noted that the target compound of the ammanolysis reaction can
contan stractural units of formula (IX) wherein R? is a hydraxy group as a result of the
hydrolysis of some units of formula (1H) in the startmg matenal by water present in
the solvent or the reagent. It should also be noted that a base may be added to the
target compound for improved storage.

In the present mvention, “smunolysis™ means & nng opening reaction of a
carboxyhc anhydnde moiety of formula (II) with an amme to give a moiety of
formula (IT) wherem R® 15 & group of formula -NR‘R?, wherem R* and R? are as
defined above The nature of the actual aminolysis reaction 18 not particularly limited
as long as it is a method commonly employed by thoss skalled in the art.

Examples of a suitable solvent to be used include water; ethers such as diethyl
ether, diisopropyl cther, tetrahydrofuran, dioxane, dimethoxyethane, and dicthylene
glycol dimethy! ether; and amides such as formamude, 11,}-dimethylformamude, I1,1-
dimethylacetarmide, N-methyl-2-pymmohidone, N-methylpyrrohdmone and
hoxamethylphosphorotriamide. Of these solvents, water or dioxane are preferred It
is to be noted that the reagent 10 be used may also be used as the solvent

The reagent to be used obviously depends upon the nature of the target group
of formula -NR‘R® Amunes typically used include mclude methylamine,
dmmethylamme, ethylamine, dicthylamne, 2-hydroxyethylamune, di-2-
hydroxyethylamme, n-propylamms, d:-p-propylamme, 1sopropylamine,
diisopropylamme, 1-amno-2-propanol and 2-hydroxyisopropylamme, and aqueous
solutions thereof Of these reagents, preferred reagents include an aqueous
dimethylamne solution and 1-amino-2-propanol, an agueous dimethylamine solution
18 most preferred
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The reaction temperature varies depending on the starting compound and the
reagent but 15 usvally in the range of from 0 to 100°C and preferably in the range of
from 10 to 40°C.

The reaction time vanies depending on the reaction temperature, the starting
compound, the reagent, and the kind of solvent used, but 18 usually in the range of
from 10 mmutes to 3 days and preferably 1 the range of from 6 hours to 36 hours

After completion of the reachon, the desired compound of the aminolysis
reaction can be 1solated from the reaction mixture by a conventional method known to
the person skilled in the art. The resultant reachion mixture can be, for example,
worked up as follows to isolate the target compound (1) dialysis through a sem-
permesble membrane by the use of an acld such as an aqueons acetic acid solution to
remove excess ammonia (the dialyzis is carried out under such conditions that the
reaction mixture solution does not become acudic, adding water as necessary),
followed by condensation using an ultrafiltration membrane and then freeze-drying of
the condengate thus obtained, or (2) addition of an aqueous sodrum hydroxide solution
and an immiscible organic solvent such as disthyl sther, shaling the reculting miz:ture
{shalung may be carried out two or more times, as necessary) and then the separated
aquoous layer contauning the terget compound is freeze-dned to obtain the target
compound. Alternatively, the desired compound can be uzed az a solution without
isolation thereof where 1t 15 10 be used for modification of proteins.

The destred compound thus obtamned, if necessary, can be further punfied by a
conventional techmque such as, for example, & gel filtrahon column. To obtam &
compound having a parhculer desired average degree of polymerization or deaired
molecular weight, the purified compound may be further fractionated using gel
filtration chromatography

It should be noted that the target compound of the aminolysis reaction can
contam structural umts of formula (1) wherein R? is a hydroxy group as a result of the
hydrolysis of some units of formula (I1I) in the starting material by water present n
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the solvent or the reagent, 1t should also be noted that a base may be added to the
target compound for improved storage.

In the present mvention, “alcoholysis” means a nng opening reaction of a
carboxyhc anhydride mosety of formula (JII) with an alcohol or an aryl alcohal to give
a mouety of formula (II) wherem R* is an alkoxy or aryloxy group as defined sbove.
The nature of the actual alcoholysis reaction ia not particularly limited as long as it 18
a method commonly employed by those skilled m the art.

Examples of the solvent to be used in the alcoholyms reaction mciude water;
snd armides guch as formamide, N,N-dimethylformamide, N,N-dimethylacetarmds, N-
methyl-2-pyrrolidone, N-methylpyrrolidinone and hexamethylpbosphorotriarmde  Of
these solvents, water 18 preferred It is to be noted that the reagent to bo used may
also be used ss the solvent.

The reagent to be used obviously depends upon the natare of the target alko<y
or aryloxy group Typical examples of the alcohol used to obtam the desired alkoxy
group melude methanol, ethanol, ethylene glycol, n-propanol, propylene glycol, 2-
hydroxy-n-propanol and 180-propanol, and agueous solutions thereof while typical
examples of the alcohol used to obtam the desured aryloxy group include phenol and
p-nitrophenol  Of these reagents, ethanol 13 preferred

The reaction temperature varies depending on the starting compound and the
reagent but is usually in the range of from 0 to 100 °C and preferably m the range of
from 10 to 40°C.

The reaction time varies depending on the reaction temperature, the startng
compound, the reagent and the kind of solvent used but 18 usually in the range of from
10 munotes to 3 days and preferably 1p the range of from 6 hours to 36 hours

After completion of the reaction, the desired compound of the alcoholysis
reaction can be isolated from the reachion muixture by a conventional method known to
the person skilled in the art. For example, the reaction mixture can be condensed

cid
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using an ultrafiltration membrane, water added and then the mxtnre further
condensed two or more additonal times using an ultrafiltration membrene to remove
excess alcobol, and then the obtained condensate 13 freeze~dried to obtain the target
compound Alternatively, the deared compound can be used as a solution without
isolation thereof where it 15 to be used for modification of proteins.

The desired compound thus obtained, if necessary, can be further purified by a
conventional techmque such as, for example, a gel filtration column To obtan &
compound having a particular desired average degree of polymerization or desired
molecular weight, the punfied compound may be further fractionated ueing gel
filtration chromatography

Rt should be noted that the target compound of the alcobolysis reaction can
contain structoral units of formula (IT) wherein R® 15 2 hydroxy group as a result of the
hydrolysis of some units of formula (JII) in the starting matenal by water present in
the solvent or the reagent. It should also be noted that 2 base may be added to the
target compound for improved stomge

Where the deaired copolymer of the present invention 18 a pharmacologically
acceptable salt, the method for prepanng saxd salt is not particularly hinuted as long as
1t x5 a method commonly employed In the field. For example. a pharmacologically
scceptable salt can be obtsned by dissolving the copolymer of the invention in an
orgamgc solvent, adding a base to the solution thus obtained and then collecting the
resultant salt that is precipitated.

A variety of tactics can be employed to control the average molecular weight,

the extent of the alternating arrangement and the composition ratio of the copolymers
of the present invenhon.

It is well known that maleic anhydnde monomers tend to polymenze
alternately with co-monomers mmciuding polyoxyethylene allyl methyl diether [e.g. see
Comprehensive Polymer Scence Vol 4, Chain polymerization Part I, Ed. by G C.
Eastmond et al , pp.377-422, Pergamon Press (1989), T Yoshumoto et al,
Brochemical Biophymcal Research Communicahon Vol 148, 876-882 (1987)] The
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average molecolar weight and arrengement of polymers can be controlied by those
gkilled 1 the art (c.g. s66 T Obtsu and M. Kinoshita, Konbunshi Goused no Jikkenhou
pp 125-154, Kagaku-Doyin 1972) In addition, although maleic anhydrnde tends to
polymerize alternately with co-monomers, the possibility of greater than 50 mol% of
the composition mati0 bemg compnsed of maleic anhydride unsts in the co-polymer 15
well known to those skilled mn the art (Japanese Pateat No 2621308, No.2701295,

No 2803265, No.3271265, No.3035675 and No 3106265, and Japanese Patent
Apphicahon Pubhication No 2003-105003 and No 2003-105040).

Generally, to obtam polymers with a agher molecular weight and a greater
degree of alternating arrangement, the polymenzation should be carned ont under
mild condations, such as lower temperature and lower mitiator concentration Hagher
monomer concentration and lower solvent concentration that reduce the relatrve
conceatration of Initiator also result in a higher molecular weaght and a higher degree
of aliermating arrangement.

Alternatively, to obtam polymers with a lower molecular weight and a lower
degree of altemating arrangement, lgher temperature, higher mrbator concentration,
lower monomer concentration and lugher solvent concentration are favorable Also,
under such relatively severe polymerization conditions and/or with more than 50
mol% of the total monomers i the monomer mixture being maleic anhydnide, the

composition ratio of maleic anhydride units in the resulting co-polymer can be more
than 50 mol%

Some examples of polymenzation conditions for polyoxyethylene allyl
methyl dicther and maleic anhydride are described n T Yoshmmoto etal,
Biochemical Biophysical Research Communication Vol 148, 876-882 (1987)
According to this paper, polyoxyethylene ally} methyl diether, malesc anhydnde,
toluene and benzoyl peroxide (imtistor) were mixed and polymenzation was
performed by refluxing at 80 °C for 7 hours The resultmg polymer had a molecular
weight of 13kD), and possessed 8 PEG cheing and 8 msleic anhydride umits An
alternating arrangement of the co-polymer was suggested from the fact that it has a
composition rat10 of 1 1 and that maleic anhydnde monomers tends to copolymenze
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alternately with the co-moncmers If u copolymer having a lower molecular weight
and lower extent of alternatng arrangement are needed, then 8 higher mitiator
concentration, lower monomer concentration and/or hagher solvent concentration
should be applted For example, when tolvenc is used as the solvent in
polymerisation and the polymensation is performed at 1 atmosphere, the
polymensation can be performed up to its bolling pont of 110 8C. Also, a lngher
temperatare with a different solvent whose bolling temperature is hagher than toluene
15 preferred.  In such instances, the knnd of inihator needs to be suitably selected
because each injtistor has a different specafic decomposition rats constant and some
mitators would decompose at these higher temeperatures Numerous initiators wath
different decomposition rates are already known 1n the art [e.g. see Polymer
Handbook, Thard Edition, pp. II/1-II/65, Bd. by J Brandrup and E. Immergut, John
Wiley & Sons (1989)]

Alternatrve solvents, inftitators and reaction conditions to vary the
composthon ratio, molecular weight and degres of alternating arrangement m
copolymerisation reactions of polyoxyethylene allyl methyl diether and maleic
snhydride are also disclosed in other pror art documents cuch az Japanese Patent
Agpplication Publicatum No 2003-105003 Xylens, for example has a higher bofling
point at 1 atmosphere (140 C) than toluene. It 18 also known that the
copolymensation reactions can be performed without any solvent in some 1nstances
which removes the solvent boiling point limitation on the polymerisabon temperature
Various alternative initwators such as benzoyl peroxide, di-tert-butylperaxide and tert-
butylperoxyisobutyrate and azo nithators such as azobisisobutyronitrile are also
dasclosed. It is also possible to decrease the average molecular weight of the
copolymer by the use of chain transfor reagents

¥ a composition ratio of maleic anhydride units to the total monomer units in
the co-polymer of greater than 50% 18 required, an increased percentage of maleic
anhydnds monomers in the monomer mixture with or without such relatively severe
polymerization conditions should be applied

Where a pharmaceutically achive mgredient 1s being prepared using a
copolymer of the present invention or a pharmacologically acceptable salt thereof and

- _?——====‘
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a protein or an analogue or variant thereof, the ratio of the copolymer to the proten or
an analogue or variant thereof 15 not specafically himited as Jong as the resulting
complex has the demred pharmaceutical activity Typically, the weight ratio of the
copolymer of the present mvention or & pharmacologically acceptable salt thereof to
the protein or an analogue or venant thereof 18 from 0 01 to 100 1, preferably 1t 18
from 0 1 to 50 1, yot more preferubly it 18 from 1 to 10 1, end most preferably 1t 18
from1tolS 1

In practical use, a phanmaceutically active ingredient comprising the
copolymer of the present invention or a pharmacologically acceptable salt thereof and
a protein or an analogue or variant thereof Is typically prepared in the form of a
protem solution containing the copolymer or a freeze-dried one containing the
copolymer of the present invention or a pharmacologically acceptable salt thereof and
the protemn or an analogue or vaniant thereof. In the latter case, the freeze-dried form
of the active ingredient 15 dissolved just before 1t is to be used, Alternatively, the
pharmaceutically active mgredient may be prepared m the form of a kut. In this case,
the copolymer of the present mvention or a pharmacologically acceptable zalt thereof
and a protem or an analogue or variant thereof are stored 1n chfferent containers and

then mixed to prepare the demired pharmaceutically actrve mgredient just before use:
Of these different forms, the freeze-dnied form is most preferred.

Where the copolymer of the preseat invention or a pharmacologically
acceptable salt thereof 18 used as a protein modifier, the ratio of the copalymer or
pharmacologically acceptable salt thereof with respect to the protem or an analogue or
variant thercof 18 not particularly imited to any specific value as long as the desired
protein modification is schueved Typically, the weight ratio of the copolymer of the
present mvention or a pharmacologically acceptable salt thereof to the protem or an
analogue or variant thereof is 0 01 to 100 1, preferably 1t1s from 01 to 50 1, yet
more preferably it is from 1t0 10 1, and most preferablytis from 1t0o15 1

‘Whero the copolymer of the present mvention 13 used as a protein modifier,
the method for modifymg the protein 1s not particularly lrmited as long as it is a
mothod commonly employed for modifying a protein, For example, a protem or an
analogue or vanant thereof may be modified as follows

Ex
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The solvent to be used 1 the modification process is an aqueous solution
containmng en electrolyte which is commonly used for dissolving a protein and the pH
thereof 18 not imited to any specific value as long a8 1t hos m a range whero the
protein modhfier can be negatively charged as a result of the dissociation of at least
soms of the carboxyl groups in the protewn modifier of the present mvention and the
protein or an analogue or vanant thereof can be positively charged For example, the
pH can be set to a value in the range of from 3 to the 1soclectne pomt of the protean or
an analogue or variant thereof, and preferably it is set to a value in the mnge of from 4
to 8 In this regard, it should be noted thst the 150electric point of the protein or an
analogue or variant thereof can be determined by electrophoresis

The protein modifier is dwssolved in the above-described solvent and then the
thus obtained solution 18 added to an aqueous solution of said protein or an analogue
or variant thercof The obtamed solution may be shaken to facilitate reaction i
necessary The pH of the resolting mixture may be adjusted if dearred by the addition
of an acid and/or a base. The ratio of the protemn modifier of the preseat inveation to
be uced with recpect to sald protein or an analogue or variant thereof ia not limited to
any specific value as long as it gives the desired modsfication to the protemn
Typically, the rati0 19 in the range of from 0 01 to 100 by weight, preferably in the
range of from 0 1 to 50, more preferably in the range of from 1 to 10; and most
preferably itisfrom1to15 1

The reachon temperature for the modification process vanes depending on the
compound used and the reagent but is usually in the range of from 0 to 100°C,
preferably 1n the range of from 4 to 40°C and most preferably m the range of from 30
10 40°C,

‘The reaction time vanes depending on the reaction temperature, the compound
used, the reagent and the Land of solvent used, but is usually in the rango of from 5
minutes to 14 dayz, preferably in the renge of from 1 hour to 12 days, and more
preferably n the renge of from 5 days to 10 days

— I:ﬂ
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Sometumes, doring the protein modification process the conditions used arc
such that some of the structural units of formula (1) 1n the copolymer are converted to
units of formula (IT) having a different 1dentity, For example, whers R? in the
structural units of formula (II) is a group other than a hydroxy group, the conditions
used for the modification process are such that some of smd R? groups are hydraltysed
10 give structural unna of formula (1) wherein R? is a hydroxy group

As noted above, the complexes of the present mvention comprise at loast one
protein or an analogue or vanant thereof which 15 bound to at least one copolymer of
the present fuvention or a pharmacologically acceptable salt thereof. In saxd complex,
the protein or an anslogue or variant thereof and copolymer or a pharmacologically
acceptable salt thereof are bound to each other by a chemical bond such as a covalent
bond (e g. Schiff basc formation, amide bond formation and ester bond formation), an
jonic bond or a coordmate bond, or by a non-chenucal bond such as a hydrophobic
interaction, a hydrogen bond, an electrostatic interaction or affinity binding.

Preferably, the complexes of the present invention are not detected m
dizsocisted form to any sigmficant extent when subyected to size eclusion
chromatography or SDS-PAGE under non-reducing conditions. More preferably, the
complexes of the present invention are not detected m dissocasted form to any
significant e=tent when subyected to exclusion chromatography and SDS-PAGE
under non-reducing condrions  Yet more preferably, addibonally the rate of falure to
detect the protem of the complex by ELISA of the complexes of the preseni inventon
a3 2 result of modificatson of the protein structure by the copolymers and
pharmacologically acceptable salts thereof is very low (preferably, the rate of fmlure
18 20% or less, more preferably 15% or less and most preferably 10% or less)

In the pregent mvention, a protein analogue is defined as a protein encoded by
¢DNA cloned from a ¢cDNA library dertved from animal cells, body fimds or tissues

by hybnidization usmg cDNA of the protein under strmgent conditions (60 to 70°C,
6xSSC)
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In the present invention, & profein variant 1s defined s a protemn which is
obtained by substituting, deleting, adding or inserting one or more amino acads m the

origanal protemn and still has at least a part of the activity of the onginal protem at &
detectable level

Preferably, the protein or an analogue or vanant thereof 18 a basic protein
More preferably, the basic protem 18 & bamic fibroblast growth factor (bFGF), an
epudermal growth factor (EGF), an osteociastogenesis mhitutory factor (OCIF), a
platelet-derrved growth factor (PDGF), a bran-denived neurotrophic factor (BDNF), a
nerve growth factor (NGF), a human growth hormone (HGH), & hopatocyte growth
factor (HGF), or a vescular endothelial growth factor (VEGF), or an analogue or a
varant thereof. Most preferably, the basic protem 1s an osteoclastogenesis inhibatory
factor (OCIF) or an analogue or a vaneant thereof

OCIE, an anslogue thereof or a variant thereof used m the present invention
can be natural type or it can be recombinant type and its ongmn 15 not particularly
hmited Naturel type OCIF means OCIF that is obtained as a naturally produced
protein by eztraction, purtfication and/or igolatron from an organ, a body flmd, a cell
culture, or a culture medium derived from a humsn or a non-human ammal,
Recombmnant type OCIF, an analogue thereof or a variant thereof 18 a recombmant
protem obtained by extraction, purification and/or isolation of smid protem from a host
conventionally used mm such techmiques such a8 a prokaryotc host cell (e 2.
Escherichia coli) or a cukaryotic cell such as a human or a non-human cell line which
has beon trangformed wath a vector compnsing a polymucleotide which encodes an
OCIF, an analogue thereof or a variant thereof [c.g. see the recombinant methods
disclosed 1n EP-A-0816380 (WO-A-96/26217) and WO-A-97/23614])

The origm of the OCIF, analogues thereof and variants thereof used m the
prescnt invention 18 not parhcularly hmited and they can be derived from a humsan or
2 non-human animal. Preferably, they can be denved from a mammal such as &
human, rat, mouse, rabbit, dog, cat, cow, swine, sheep or goat, or an avian such as 8
fowl, goose, chicken or turksy More preferably, they are denved from mammals and
most preferably they are derived from a human
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The OCIF or anslogue thercof used m the present mvention can be a
monomer-type OCIF (¢ g, »n bumans a monomer having a molecular weaght as
measured by SDS-PAGE under non-reducing conditions of about 60000) or a dimer
type (¢ g. m humans s dimer havmng a molecalar weight of about 120000 as measured
by SDS-PAGE under non-reducing conditions) [see EP-A-0816380 (WO-A-
96/26217)] 1t 18 preferably a monomer of human OCIF having a molecular weight of
about 60,000 as measured by SDS-PAGE under non-reducing conchitions or a dimer of
human OCIF having a molecular weight of about 120,000 as measured by SDS-PAGE
under non-reducing conditions, and is more preferably a dimer of human OCIF having

a molecular weight of about 120,000 as mcasured by SDS-PAGE under non-reducing
conditions

It 15 known that OCIF is transiated m cells as a polypeptide containmng a
signal peptide at the amino terminos thereof and that it is then matured by processing
mvolving the removal of said signal peptide [s.g. see the recombinant methods
disclosed m EP-A-0816380 (WO-A-96/26217) and W0-A-97/23614] The OCIF,
analogue thereof or vanant thercof used in the present mmvention mcludes both the
polypeptide contamng a signal pepbde and the matured form thereof. Preferred
examples melude the huaman OCIF with the aignal peptide having ammo acids -21 to
+380 of SEQ ID NO1 of the sequence histing and the mature human OCIF without
the signal peptide having amino acids +1 to +380 of SEQ ID T10 1 of the sequence
listmg. Of these, the mature human OCIF is particularly preferred

It 15 also known that methionine can be added to such a matured form of
OCIF, an analogue thereof or a vanant thereof, when 1t 1s expressed as a recombmant
protein in a host celi, especaally in a prokaryotic host cell such as Escherichia coll
Thus is achieved by adding a nucleotide triplet having the sequence ATG (AUG) to the
5'-end of a polynucleotide encoding a matured form of OCIF, an analogue thereof or a
vanant thereof, and inserting the resultant polynucleotide into a suitable expression
vector The desired matured protemn having methionine at the amino terminus thereof
can be then expressed by a suitable host cell which has been transformed by said
recombinant expression vector Additionally, one or more than one ammo acid can be
added to smd protean at a position next to the amino terminal methionine by the
addition of further nucleotide triplets next to the ATG triplet added at the 5’-end of the

4\
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polynucleotide encoding a matured form of OCIF, an snalogue thereof or a vanant
thercof The target matured form of OCIF, sn analogue thereof, or a vanant thercof
having methionme at the ammo terminus can be purified and 1solated from a culture
of the trangformed host cell accordmg to 8 conventionsl method In addition, one or
more amino acids may be mnsertod mto the matured form of OCIF having methionne
at the ammo terminus, an analogue thereof or a vanant thereof at a position adjacent
to the methionmne and closer to the carboxy terminus than the methionme.

In the present mvention, an OCIF analogue means a protem encoded by a
polynucieotide which exists naturally m the cells, body flud, and/or organs of a
human or non-human ammal such as those exemplified above. Specific preferred
examples of such analogues include OCIF2, OCIF3, OCIF4 and OCIFS [see EP-A-
0816380 (W096/26217)] Such OCIF analogues or active fragments thersof can be
obtained by a method such as the foliowing. RNA is extracted from a cell, organ,
tissue or body fluid of a human or non-haman animal, a first strand of cDNA which is
complementary 1o sald RNA is synthesived using a reverse transcriptase, and then 2
second strand of sald cDNA is synthesized using the first as a tsmplate usmg a DNA
polymerase; the double-stranded cDIA thus-obtainad 15 ncerted mto a suitable,
conventionally-used expresmion vector; a suitable, conventionally-used host cell 1
then transformed by the vector thus-obtained, the host producing the deswred peptde
15 then screensd for usmg a hybridization techmique such as plaque hybridization or
phage bybndzation umng OCIF ¢cDNA or a fragment thereof as a probe under
stringent conditions {sce EP-A-0816380 (W0-A-96/26217)], and then finally the
desired OCIF analogue is expressed by a conventional technique by the thus-obtained
host cell

In the present invention, an OCIF variant means a protem which has an
ammno acxd sequence wherein one or more than one amuno acid remdues have been
substituted m, deleted from, added to or inseried 1n the amuno acid sequence of an
OCIF or an analogue thereof, and still has at least some OCIF activaty Such OCIF
variants can be obtained by, for example, the following method substitutmg, deleting,
adding and/or insarting one nucleohde or more than one nucleotides mn a nucleotide
soquence encoding OCIF or an analogue thersof using a polymerase cham reaction
method (referred to hereinafter as PCR), a genectic recombmation method or a
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nuclesse digestion method using en exonuclease or endonuclease such a8 1 restrichion
enzyme, transforming a eukaryotic host cell such as an amumal cell or a prokaryotic
host cell such as Escherichia cols with an expresmon vector wherem the obtamned
nucleotide encoding the desired OCIF variant has been maerted, end then extracting,
purifymg and/or 1solating the desired pepetide from the protein-contumng frachon
produced by a cell culture of said transformed host accordmg to a method well-known
to the person skilled m the art

Truncated forms of OCIF whercin a considerable part of the amino acid
sequence hag been deleted from the carboxy terminus of an OCIF polypepetide are
also known to keep at least some OCIF activity [e.g. see EP-A-0816380 (WO-A-
96/26217) and WO-A-97/23614] Such truncated types of OCIF retaining at least
some of the activity of the complete OCIF polypeptide are also included m the OCIF
variants of the present mvention.

Furthermore, OCIF or a truncated form thereof that 13 fused with the an
immunoglobulin domain such as the Fc domain (e.g. a fusion polypeptide m which
the Fe domain of buman Iz0 13 attached to the carbozy termunns of OCIF) and which
retains at Jeast some of the activity of the complete OCIF polypephde is known (see
WO-A-97/23614), and such fomon protemns are also included i the OCIF vanants of
the present mvention.

Any naturally-produced OCIF or an analogue thereof or recombinant OCIF or
aaalogue or variant thereof can contain a sugar chain which s attached to the OCIF or
analogue or varant thercof post-translatiomally Naturally-prodoced OCIF or an
analogue thereof containing & sugar chmn can be obtamed from cell cultures, tiasues,
organs, body fluids or cell lines derived from human or non-human animals using
conventional techmiques Recombmant OCIF or an ansalogne or varlant thereof
containng a sugar cham can be obtained from a culture of a eukaryotic host cell
transformed using a vector compnaing a nucleotide sequence encoding any OCIF or
an analogue or variant thereof such as those described and exemplified sbove.
Examples of suitable host cells that can be used which are capable of the post-
translational modification of OCIF or an analogue or varisnt thereof so as {0 attach &
sugar cham include chinese hamster ovary cells and COS cells (Yasuda, H. et al,

LY
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Endocrmology, 139, 1329-1337 (1998)] OCIF or an analogue or vanant thereof
containmg such a sugar chain 18 switable for use m the formation of the complexes of
the present invention. The sugar chain m OCIF or an analogue or variant thereof
contaimng & sugar cham can be artificially modified (in particular, enzymatically)
with polymers, polysaccharides or modified polysaccharides

The pharmaceutical composition of the present invention which conteins a
copolymer of the present invention or a pharmacologically acceptsble salt thereof and
& protem or an analogue thereof may be a solution prepared according to a method
described above or one obtamed by freeze-drying the solution. Alternatively, such a
phanmacentical composition may be formulated according to an alternative method or
it may in the form of a kit In the latter case, the copolymer of the present invention
or a pharmacologically acceptable salt thereof and a protein or an analogue or vanant
thereof are stored in different containers and then mixed to prepare the desired
pharmaceutically composition just before use.

The pharmacentical compositions of the present invention may optionally
further compnize a baze The base 15 not imited 10 any specific bace as long as ltic a
base commonly used 1 pharmaceutical compositions. Examples of such a base
mclude morganic bases such as alkah metal carbonates (¢ g. sodium carbonate,
potasgium carbomate and ithium carbonate), allal metnl bydrogencarbonates (¢.g
sodmm hydrogencarbonate, potassium hydrogencarbonate and hithjum
hydrogencarbonate), alkal: metal hydndes (e.g. lithum hydride, sodium hydnde, and
potassfum hydride), alkalt metal hydrox{des (¢.g. sodium hydroxide, potassum
hydroxide, barfum hydroxide snd hithium hydroxide), alksls metal fluorides (e.g.
sodrum fluoride and potassium fluoride), and organic bases such as alkal metal
alkoxides (e.g. sodium methoxids, sodium ethoxide, potassium methoxide, potassium
ethoxide, potassium t-butoxide and Hthium methoxide), alkali motal mercaptans (e.g.
sodium methy! mercaptan and sodiom ethyl mercaptan), N-methylmorpholine,
tnethylamine, tripropylamime, tributylamine, diisopropylethylamine,
dicyclohexylamine, N-methylpiperidine, pynidine, 4-pyrrolidinopyridine, picohne, 4-
(N,N-dumethylamino)pynidine, 2,6-di(t-butyl)-4-methylpyndine, qumoline, N,N-
dimethylanilme, N,N-diethylanilne, 1,5-diazabicyclo[4.3 O]non-5-coo (DBN), 1,4-
diazabicyclo[2 2 2]octane (DABCQ) and 1,8-diazabicyclo[S 4 (Jundec-7-cae (DBU)
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Of thes bases, alkali metal hydroxides are preferred snd sodiam hydroxide 18
particularly preferred. In this regard, 1t 18 to be noted that a part or ail of the bases
may form salts wath the copolymer of the present invention

Examples of the pharmacentical composition according to the preseat
mveation comprise a complex of at least one substance selocted from a copolymer of
the present mvention or a pharmacologically acceptable galt thereof and a protemn or
an analogue or variant thercof selected from bFGF (used for the treatmeant or
prevention of 1schemic artenopathic discase and intractable akm ulcers), EGF (used
for the treatment or prevention of ulcerous discases such as ulcerative colits and
prolonged comeal epitherial disarder), PDGF (used for the treatment of wounds),
BDNF and NGF (used for the treatment or prevention of duseases of the central
nervous system such as Parkanson's Disease and Alzheimer's Diseaso), HGH (used
for the treatment or prevenhon of growth hormone deficlency, growth hormone
hyposecretion syndrome, Tumer’s syndrome and cartilage dystrophy), HGF (used for
the treatment or prevention of diabetss mellitus, arteniosclerosis such as brain
mfarction and hepatitis fibrosis) and VEGF (sschemuc artenopatinc disease and
peripberal artenal occlusive disease)

One particolarly preferred example of the pharmaceutical composition
according to the present myention comprises 2 complex of at least one substance
selected from OCIF, an analogue and a variant thereof and at loast one subatance
selected from a copolymer of the present invention or s pharmacologically acceptable
salt thereof Such a pharmaceutical composition 18 particularly suitable for the
prevention or treatment of bone metabolic diseases In the present invention, such
bone metabolic diseases include any diseases which are charactesized by substantial
bone mass reduction 1n the patient suffering therefrom and m whach it 15 necessary to

suppress bone resorption or the rate of bone resorption m order to prevent or treat said
diseases

Bone metabohic diseases which can be treated or prevented using the
pharmaceutical composition of the present mvention include primary osteoporosis
(scnile osteoporosis, postmenopeusal osteoporosis, and 1diopathuc juverie
osteoporosis), endocrine osteoporosts (hyperthyrosdism, hyperparathyroidism,

i
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Cushing's syndrome, and acromegaly), osteoparosia accompanying hypogonadism
(hypopstmtarism, Klinefelter syndrome, and Turner syndrome), hereditary and
congenital osteoporois (osteogencsis imperfects, homocyshnuna, Menkes syndrome,
and Riley-Day syndrome), osteopenia due to gravity load mutigstion or fixat:ion and
immobilzation of hmbs, Paget's disease, osteomyelitis, infectious focus due to loss
of bone, hypercalcemis resulting from solid carcinoma (breast carcinoma, lung cancer,
kidney cancer, and prostatic cancer), hematological malignant diseases (multiple
myeloma, lymphoma, and leukemia), ichopathic hypercalcemia, hypercalcamia
accompanymg hyperthyroidism or kidney malfunction, osteopema resulting from
steroid medication, osteopenia resulting from administration of other medicines (e g,
immunosuppressive agents such as methotrexats and cyclosponne A, hepann, and
anhepileptics), osteopenia accompanying kidney malfunction, osteopenia
accompanymg a surgical operation or digestive organ diseases (e.g., small intestine
hindrance, large intestine hindrance, chronic hepatitis, gastrectomy, pnmary biliary
liver cirrhogis, and hiver carrhoals), osteopema due to various types of rheumatism
such as theumatoid arthrits, osteoclasis and joint destruction due to vanous types of
theumatism such as theumatod arthntis, mutilans type rtheumatold arthntis,
ozteoarthntis, loaz of periodontal bone, cancer metaztasis to bone (osteolysis
metastasis); osteonecrosis or osteocyte death accompanying traumatic junjury,
Gaocher's disease, sicklp-cell anemia, systemic Jupus erythematosus, or nontraumatic
injury, osteodyetrophy such a¢ renal osteodystrophy; osteopenia accompanying
hypophosphatasia or diabetes, osteopenia accompanymg nutntional dsorder or eating
disorder; and other osteopenia. Farther, in the present mvention, cachexia due to the
above-mentionad solid carcinoma, cancer metastasis to bone (osteolyms metnstaals) or
hematological malignant disesses is also included in bone metabolic diseases (see
Japanege Patont Application (Rokai) No. 2000-178200)

The pharmaceutical composition according to the present invention as
described above can be safely admumistered orally or non-orally to a human or animals
other than a human. The dosage form of the pharmaceutical composiion may be
appropnately selected depending on the kind of discase, the level of the discase and
the condition, age, sex and weight of the patient, For example, the pharmaceutical
composition may be orally admumstered tn the form of tablets, capsules, powders,
granules or syrups, mjected i the form of an mjection mtravenously alone or in

caallla..
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combination with a common adyunct such as glucose, amino acads or the like, or
injected intramuscularly, subcutaneously, intracutancously or mtrapentoncally alone,
administered transdermally m the form of cataplasm, admimstered trangnasally m the
form of nassl drops, adminstered transmucosally or to the oral cavity m the form of a
transmucosal preparation, or edmimstered mtrarectally 1n the form of a suppoartory
These preparations can be formulated m & convenhonal manner using well-known
anxihiary agents which are gencrally used iu the field of modicine such as excipients,
binding agents, disintegrants, lubncants, flavorning agents, solubilizers, suspending
agents, colorants, pH regulators, antiseptics, gellmg agents, surfactants and coating
agents

Where the pharmeaceutical composition 15 prepared in the form of a tablet,
various carriers known in the art can be used Examples of such camriers include

excipients such as lactose, sucrose, sodiom chloride, glucoss, urea, starch, calcium
catbonate, kaolin, crystaliine cellulose and silicic acid, binding agents such as water,
cthanol, propanol, simple syrup, glucose solution, starch solution, gelatin solution,
carboxymethyl cellulose, shellac, methyl cellulose, potassium phosphate and
polyvinyl pyrrohidene, disintegrauts such as dry starch, sodium algmate, agar powder,
lammaran powder, sodium hydrogencarbonate, calclum carbonate, polyoxyethylens
sorbitan fatty acid esters, sodiom lauryl sulfate, stearic acid monoglycende, starch and
lactose, dismtegration mhibitore such ss sucrose, stearn, cacao butter and
hydrogenated o1, absorption accolerators such as quaternary ammonfum bases and
sodiom leuryl sulfate, moistunzers such as glycerin and starch, absorbents such as
starch, Iactose, kaolin, bentonite and colloidal silicac acad, and lubnicants such as
punficd talc, stearates, bonc acid powder and polyethylene glycol In addition, such a
tablet may be covered with a conventional coating, if necessary Examples of such a
coated teblet mclude a sugar-coated tablot, a gelatin-coated tablet, an enteric coated
tablet, a film-coated tablet, a double-laycred tablet and a multi-layered tablet

Where the pharmaceuntical compoaition is prepared in ths form of a pill,
various carriers known in the art can be used, Bxamples of sich carricrs include
excpients such as glucose, lactose, cacao butter, starch, hydrogenated vegetable oil,
kaolin and talc, binding agents such as gum Arabic powder, traganth powder, gelatin
and ethanol, and dismtegrants such as laminaran agar

X
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Where the pharmaceutical composition is prepared in the form of a
suppository, vanous carners known in the art can be used. Examples of such camers
mclude polyethylene glycol, cacso butter, agher alcahols, esters of higher alcohols,
gelatin and semi-synthetic glycerides

Where the pharmaceutical compoeition 15 prepared in the form of an injection,
1t 18 prefarred that the composition in the form of a solution or a suspension 18
steribzed and 18 made isotonic with blood. When such a composition in the form of a
solution, an emulmon, a suspension or a substantially homogenous aqueons soletion is
prepared, various diluents known in the art can be used. Examples of such dilnents
include water, ethanol, propylens glycol, ethoxylated mostearyl aicohol, polyoxylated
{sostearyl alcohol and polyoxyethylene sorbitan fatty acid esters  In this case, the
pharmaceutical compositzon may further contain commeon salt, glucose or giycenn in
an amount sufficlent to maintam isotonicaty wath blood. Further, the pharmaceutical
composition may also contain conventional solubilizers, baffening agents, smoothing
agents, pH regulators, stabilizers or solubilizmg agents. Such an myection may be
freeze-dried.

Addrtonally, the pharmaceutical composition of the preseat invention may

alzo contain colorants, precervatives, perfumes, flavoring agents, sweeteners or other
medicine if required

The amount of the complex of OCIF or an analogue or variant thereof and
copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof contained in the
pharmaceatical composition of the present invention is not imited to any specific
value, but it 18 usually in the range of from 0 1 to 70 wt%, and preferably in the range
of from 1 to 30 wt%

In the present mnvention, the doss of the complex of OCIF or an analogue or
variant thereof and copolymer or a pharmacologically acceptable salt thexeof
contained 1n the pharmaceutical composition of the present mvention depends on
various factors including the condition and age of the patient, the route of
admimstration and the form of the drug. In general, the amount admnistered to an
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adult homan per admimstration 18 1 a range between the upper hmut of 1 to 50 mg/kg
and a lower limit of 0 001 to 0 1 mg/kg, wherein the rango of from 0 01 to 1 mg/kg 15
preferable, and the range of from 0 1 to 1 mg/kg is more preferable.

The pharmaceutical composition accordmg to the present fnvention ghould be
administered once per several months, once per month, once per several days, once
per day or several ttmes per day dependmg on the knnd of mgredient contamed in the
pharmaceutical composition, the route of sdmmstration and the form of the drag
When the composition compnses a complex of OCIF or an analogue or vanant
thereof and a copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof for usc as an
agent for the treatment or prevention of bone metabolic diseages according to the
present mnvention it should be admimstered ance per several months, once per month,
once per several days, once per day or soveral trmes per day depending on the kind of
active mgredient contained i the agent for the treatment or prevention of bone
metabolic diseases, the route of admmistration and the form of the drug.

The copolymer of the present invention and pharmacologically acceptable
salte thereof are useful as a polymeric modifier capable of providmg a complec
having vaaform properties, especanlly reduced production of disorganised cross-linked
structures with the protein, botter maintenance of protem activity and excellent
retention of the protein i the blood after administration of said complex, This makes
It particularly useful as a modifier for modifying the pharmaceutical properties of
proteins having usefal pharmacsutical activity
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Examples

The followmg examples, reference examples and test examples are mtended to
further illustrate the present mvention and are not intended to limit the scope of the
mvention in any way In the followmg exampies, m and R® are as defined above for
formulas (T) and (II), “comp ratio” is the compomition ratio [i e, the ratio of the
structural units (T) and (X1)], “av deg. pol."” 1s the average degree of polymensation of
the copolymer prepared and “hyd. ratio” 18 the hydrolysms ratio of the coplymer
propared [Le. the average rato of the structural units wherein R® 18 ~OH to the
structural units wherein R® 15 other than ~OH]

A copolymer of polyoxyethylene allyl methyl diether {m = 6-16, Alk =
edhylens, P! = hydrogen and R? = methyD) and maleic anhydnde, in which the
polyoxyethylene side cham has an average molecular weight of about 500 and the
average degree of polymenzation of the mam chain 18 m the rangs of from 30 to 40,
[AM-0530E., manufactured by NOF Corporation (heremnafier referred to as
“poly(PEGso0-MA)"] was used as the starting matenal 50 ml of distilled water were
added to 3 g of poly(PEGsn-MA) to dissolve saxd stasting matenal, and the solution
thus obtained was stirred at 40°C for 15 hours The resulting solution was condensed
using en ultrafiltration membrane meade of polyethersnifone (having a molecular
weight cut-off of 10,000, manufactured by Millipore Corporation, model number
PBGC07610), and the resulting condensate was freeze-dned to obtamn 1 3 g of the tile
compound poly(PEGsa-MA)h (Compound No 1) s an o1ly compound.

Poly(PEGsy-MA)h (Compound No 1) was purified using gel filtraton as
follows 100 mg of poly(PEGs-MA)h (Compound No 1) were dissolved 1n 4 ml of
0 001 N sodium hydroxide solution The soluhon was divided into four batches and
each 1 ml batch was applied to a gel filtration column (PD-10, manufactured by
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Amemsham-Pharmacia) The first 1 ml of eluant was discarded. 1.5 ml of 0001 N
sodium hydroxide solution were then applied to each column and a fusther 1.5 ml
were eluted from the column and discarded. 2.5 ml of 0 001 N sodium hydroxide
solutin were then applied to each column and a further 2.5 ml were eluted from the
column and it 15 this fraction that contamed the purified poly(PEGsg-MA}h
(Compound No 1) The purified fractons from the four columns were combined to
gve 10 ml of a purified solution of the title compound, The yleld after the
purification step (determaned spectophotometnically by measuring the sbsorbance of
poly(PEGspo-MA)h at 210 nm before and after purification) was dotermined to be
80% (80 mg of polymer) and the concentration in the purificd solution was
determined to be 8 mg/ml

The carboxyl group content of the title compound was determined by
conductometric titration as follows 7.5 ml of the solution of the purified title
compound obtained above (contaming 60 mg of the title compound) were made up to
a volume of 50 ml with distilled water and the solution thus obtained was adjusted to
pH 12 with 1M aqueous sodiam hydroxide solution. 0 1M hydrochlonc scid was
added to the solution in mcrements of 0 1 ml, the pH and conductivity of the colution
being measured after each addition of hydrochlonc acid. The carboxyl group content
of the copolymer was then calculated from the amount of 0 1M hydrochloric ecid
added mn the conductrvity buffering region (.. the regnon of the plot of conductrvity
aganst amount of hydrochlonc acid added 1n whuch the carboxyl groups of the
copolymer of the title compound act as a buffer, said region corresponding to a pH
range of about 10 5 to 3), the molar amount of hydrochloric acid used in the
conductivity buffering regaon 18 equal to the molar amount of carboxyl groups on the
copolymer of the title compound As a result, the carboxy] group content per 1g of
title compound was determined to be 3 22 mmols. From this, the composstion ratio

was calculated tobe 1 1 07 Thus figure was applied for the following Bxamples
where the same starting matenial was used
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A copolymer of polyoxyethylene allyl methyl diether (m = 28-38, Alk =
ethylene, R’ = hydrogen and R? = methyl) and maleic anhydnde, 11 which the
polyoxyethylens has an average molecular weight of about 1500 and the average
degres of polymerization of the mam chain 13 in the range from 10-15, (AM-1510K,
manufactured by NOF Corporation) [hereinafter referred to a8 “poly(PEGy5-MA)"]
was used as the starting matenal, 25 m] of distilled water were added to 1.5 g of
poly(PEGisnp-MA) to dissolve said starting matenal, and the solution thns obtained
was gtirred at room temperature for 20 hours At the end of this time, the solution was
condensed m the same manner as described in Example 1 above using an
ultraffltration membrane made of polyethersulfone (having a molecular weight cut-off
of 10,000, memyfactured by Millipore Corporation, model number PBGO07610), and
the resulting condensate was freeze~dried to obtain 0 8 g of the title compound
poly(PEG:s00-MA)h (Compound 170, 2) a3 an o1ly compound.

‘The carboxyl group content of the title compoumd poly(PEGis-MA)R
(Compound No 2) was measured in the same manner as described in Example 1
above and, as a result, the carbozyl group content per 1 g of the title compound was
determined to be 1 63 mmols. From this, the composition xatio was calculated to be
114 Ths figure was apphed for the followmg Examples where the same startmg
matenal wag used.

9.5 g of ammonia water (ammoma concentration 28 wt%) were addedto 1 g
of poly(PEGspe-MA) {(AM-0530K, manufactured by NOF Corporation) to dissolve
sad starting material, and the golution thus obtained was stirred at roam temperature
for 16 hours At the end of this time, the soluhon thus obtained was subjected to
caalysis through a regenerated celinlose membrane (having a molecular weight cut-off
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of 12,000 to 14,000, manufactured by Sanko Junyaku Co , Lid , Model No UC36-32-
100) agamst 1 litre of 2 0 1 wi% aqueous acetic acid solotion for one day, and was
then further subjected to dialysis sgamst 1 litre of water for 1 day After 1 hitre of
water was renowed, 1t was further sabjected to dialysis for another onc day By
carrying out such dialys:s, excess ammonia wes eliminated from the product. The
solution thus obtained was condensed using sn ultfiltration membrane made of
polyethersulfone (having a molecular weight cut-off of 10,000, and manufactured by
Mallspore Corporation, model number PBGC07610), and the resnlting condensate was

freeze-dnied to obtain 0 99 g of the title compound poly(PEGsa-MA)a (Compound
No 3) as an oily compound

The carboxyl group conteat in 1 g of poly(PEGse-MA)a (Compound No 3)
was determined by conductometnc titrahom m the smme manmer as described
Example 1 above and, as a result, the carboxyl group content per 1 g of the title
compound was determined to be 1 55 mmols

Under the reaction conditions used, it is possible that the maleic anhydnde
residus could be subjected not only to a nng-opening reaction due to ammonolyss but
also hydrolysis by water present in the reaction system Tho ratio of the malec
anhydride residues subjected to ammonolysis to the maleic snhydnde remduoes
subyected to hydrolysiz was calculated as follows. .

In Exampls 1, the carboxyl group content in 1 g of poly(PEGsw-MA)h
(Compound No. 1) was determuned. This gives the figure for carboxy! group content
whea all malesc acid residues are fully hydrolysed (3.22 mmols per 1 g of polymer)
From thas result, the weight of poly(PEGse-MA)h (Compound No 1) per mol of
carboxyl group (1/3 22110° g) and the weaght of poly(PEGse-MA)h (Compound No
1) per mol of ring-opened maleic acld residue [2 x the weaght of poly(PEGso-MA)h
(Compound No 1) per mol of ring-opened maleic seld residue, since there arc 2
carboxyl groups per fully hydrolysed malcic scid residue] were determined by
calculation, giving the results 311 g and 621 g, respectively From these values, the
weight of poly(PEGsoo-MA) (that is, tha weaght of the copolymer befare hydrolysis)
per gram of funchonal group, and the weaght of poly(PEGsx-MA)a (Compound No
3) obtained by adding ammonua to poly(PEGs-MA) per gram of funchanal group
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were determuned. Specifically, the weight of poly(PEGao-MA) (that is, the weight of
the copolymer before hydrolyms) per mol of maleic anhydnde residue was obtarned
by subtracting the molecular weight of a molecule of water (18 g) from the weight of
the fully hydrolysed copolymer, giving s figure of 603 g. The weight of poly(FEGsoo-
MA)a (Compound No 3) per mol of carboxyl group was obtaned by addmg the
molecular weight of a molecule of ammonia (17 g) to the weight of poly(PEGso-MA),
gving a figure of 620 . From this valus, the theoretical carboxy! group content per 1
g of poly(PEGspg-MA)a (Compound Na. 3) where all maleic anhydride residues have
been subjected to ammonolysis (i © no hydrolysis) was determined by calculstion (1
§/620), and was found to be 1 61 mmeols. From the carboxyl group content per 1 g of
poly(PEGso-MA)h (Compound No 1), where all maleic anhydride residues were
subjected to hydrolysis, the theoretical carboxyl group content per 1 g of poly(PEGsx-
MA)a (Compound No 3) where all maleic anhydride regidues have been subjected to
smmonolysis, and the actual carboxyl group content per 1 g of poly(PEGso-MA)a
{Compound No 3) measured sbove (Le 1.55 mmols), the rati0 of maleic anhydnde
residues subjected to ammonolys:s in the title compound to the total number of maleac
anhydnde regidues in the starting materiel was calculated, and was determined to be
10 Thus, it was confirmed that substantially all maleac anhydnde residues had been
subjected to ammonolyms and that virtoally no hydrolysis had taken place.

71 g of an aqueous dimethylamine solution (dimethylamine concentration 50
wi%) were added to 10 g of poly(PEGso-MA) (AM-0530K, menufectured by NOF
Corpomaton) to dissolve lt, and the solution thus obtained was sturred at room
temporature for 20 hours At the end of this tims, the solution thus obtained was
subjected to dialyms through a regenerated cellulose membrane (having a molecular
weaght cut-off of 12,000 to 14,000, and manuvfactured by Sanko Junyaku Co, Lid,
Model No UC36-32-100) against 10 litre of a 0 1 wt% aqueous acetic acid solution
for one day, and was then further subjected to dialysis against 10 hitre of water for 1
day After 10 litre of water was renewed, it was further subjected to dislysis for
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another one day By carrying out such cualysis, excess dimethylsmine was ehmmated
from the product. The solution thus obtained was condensed uging an ultrafilimtion
membrane made of polyethersulfone (having a molecular weight cut-off of 10,000,
and menufactured by Millipore Corporation, model number PBGC07610), and the
resulting condensate was freeze-dried to obtmn 6.3 g of the title campound

poly(PEGso-MA)dma (Compound No 4) as an oily compound.

The carboxyl group content in 1 g of poly(PEGsarMA)dma (Compound No
4) was determined in the same manner as described m Example 1 above, and was

determuned to be 1.53 mmols. Using a calculation similar to that 1n Example 3 for the
ammonolyss product, the theoretical carboxyl group content m 1 g of poly(PEGso-
MA)dma (Compound No 4) where all maleic anhydride ressudues have been subjected
to aminolyzis was determmed by calculation, and was determined to be 1 54 mmols
From these results, the ratio of maleic anhydride residues subjected to aminolysis in
the title compound to the total munber of maleic anhydride residues m the starting
material was calculated, and wag determiped to be 1 0  Thus, 1t was confirmed that
substantially all maleic anhydride residues had been subjected to ammolysis by
dimethylamine and that virtually no hydrolysis had taken places,

14 g of 1-ammo-2-propanol were added to 1.5 g of poly(FEGsoo-MA) (AM-
0530K, manufactured by NOF Corporation) to cassolve it, and the solution thus
obtamed was stured at room temperature for 16 hours. At the end of thus time, 300 mi
of distilled water were added to the solution, and glacial acetic acid was further added
to neutralize the solution. The solution thus obtaned was condensed usmg an
ultrafiltration membrane made of polyethemsulfone (having a molecular welight cut-off
of 10,000, and manufactured by Milipore Corporation, model number PBGCO7610)
to obtan 50 ml of condensate 300 ml of distilled water were added to the condensate,
end the resulting solution was again condenged in the same marmer Thus cycle of
diluting the condensate with distilled water followed by re-condensation was repeated
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five ttmes to elim1inate excess 1-amino-2-propanol The resulting condensate was

freeze-dned to obtamn 1.3 g of the title compound poly(PEGso-MA)ipa (Compound
No 5) as an oily compound.

The carboxyl group content in 1 g of poly(PEGso-MA)ipa (Compound No 5)
was determined in the same manner as described m Example 1 above, and was
deternuned to be 1.55 mmols Using a calculstion srmilar to that in Example 3 for the
smmonolysis product, the theoretical carboxyl group content in 1 g of poly(PEGsoo-
MA)ipa (Compound No 5) where all maleic anhydride residues have been subjected
to amunolyms was determined by calculation, and was determined to be 1.47 mmols
From these results, the ratio of maleic anhydnde residues subjected to aminolysis in
the title compound to the total number of maleic anhydride residues m the staring
matenal was calculated, and was determined to be 10, Thus, it was confirmed that
substantially all maleic anhydnds residues in the staring matenal had been subjected
to aminolysis by 1-amino-2-propancl and that virtuslly no hydrolysis had taken place

25 g of absolute ethanol were added {0 1.5 g of poly(PEGs-MA) (AM-0530K,
manufectured by NOF Corporation) to dissolve t, and the solution thus obtained was
sturred at room temperature for 16 hours At the end of thus time, 300 ml of water
were added, and the resulting solution was condensed using an ultrefiltration
membrane made of polyethersulfone (having a molecular weight cut-off of 10,000
and manofactured by Millipore Corporation, model sumber PBGC07610) to obtain 50
ml of condensate 300 m) of distilled water were added to the condenzate, and the
resulting solution was again condensed in the same manner Thus cycle of diluting the
condensate wath distilled water followed by re-condensation was repeated five tunes
o chmunate excess ethanol The resulting condensate was freeze-dricd to obtam 08 g
of the title compound poly{PEGse-MA)ea (Compound No 6) as an oily compound
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The carboxyl group content in 1 g of poly(PBGsoe-MA)ea (Compound No 6)
was determmed 1n the same manner as described 1n Example 1 above, and wes
determmed to be 2 16 mmols Using a calculation sumilsr to that i Example 3 for the
ammonolysis product, the theoretical carboxyl group conteat in 1 g of poly(PEGisoo-
MA)ea (Compound No, 6) where all maleic anhydride residucs have beon subjected to
alcoholysis was determined by calculation, and was determmed to be 1 47 mmols
From the result, the ratio of maleic anhydnds resdues in the title compound subjected
to alcoholysis to the total number of maleic anhydrids residues in the starting matenal
was calculated, and was determmed to be 0 6 Thus, it can be seen that 60 % of
maleic anhydride residues 1n the starting material were subjected to alcoholysis, and
the remaining 40 % of maleic anhydride residucs were subjected to hydrolyms.

14.5 g of emmonia water (ammonia concentration 23 witfh) were added to 1.5
g of poly(FEGs00-MA) (AM-1510K, manufactured by NOF Corporation) to dussolve
it, and the solution thus obtained was stured at room temperature for 20 hours, At the
end of thus tume, 300 ml of distilled water were added to the solution, and glacial
acetic acid was further added to neutralize saxd solution, The resulting solubhon was
condensed using an vitrafiltration membrans made of polyethersulfone (having a
molecular weight cut-off of 10,000 and manufactured by Millipors Corporation,
mode] number PBGC07610) to obtamn 50 ml of condensate. 300 ml of distilled water
were added to the condensate, and the resuling solnhon was again condensed 1o the
same manner This cycle of diluting the condensate with distilled water followed by
re-condensation wes repeated five trmes to ¢liminate excess ammonia The resulting
condensate was freeze-dnied to obtaun 0 7 g of the title compound poly(PEG)se-MA)a
(Compound No. 7) as an o1ly compound.

The carboxyl group content in 1 g of poly(PEG;s00-MA)z was determmed m
the same manner as 10 Example 1, and was found to be 1 12 mmols As with the
ammonolys:s of poly(PEGsg-MA)a of Example 3, there is a possibility that the

25\
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maleic anhydride residues in the poly(PEG,s0-MA) starting material could be
subjected to both ammonolysis and hydrolysis Therefore the ratio of malelc
snhydride residuea subjected to ammonolysis to the ratio of maleic anhydnde residue
subjected to hydrolysis was calculated as follows.

In Example 2, the carboxyl group content in 1 g of poly(PEG1s-MA)h
(Compound No. 2) was determined This gives the figure for carbaxyl group content
when all maleic acad residues are fully hydrolysad (1 63 mmols per 1 g of polymer)
From this result, the welght of poly(PEG1s00-MA)h (Compound No 2) per mol of
carboxyl group (1/1 63x10° g) and the weight of poly(PEG:s-MA)h (Compound No
2) per mol of rmg-opened maleic acid residue [2 x the weight of poly(PEG,s0-MA)h
(Compound No ) per mol of nog-opened maleic acid residue, since there are 2
carboxyl groups per fully hydrolysed maleic acid residue] were calculated, giving the
results 613 g and 1,227 g, respectively Fram the thus-obtained welght of
poly(PEG1so0-MA)h, and uamg an approach symilar to that in Bxample 3 above, the
theoretical carbozyl group content per 1 g of poly(PEGsp-MA)s (Compound No 7
where all maleic anhydride residues have bean subjected to ammonolys:s, was
calculated, and was determined to be 0.232 mmols. From these values and the actual
carboxyl group content of poly(PEGisp0-MA) (Compound No 7) measured above
(1 12 mmols), the ratio of maleic anhydnde residucs i the title compound subjected
to ammonolysit to the total number of malesc anhydnde residues in the starting
material wes determined by calculation, and was found tobe 06 Thus, it was
confirmed that 60 % of the malesc anhydrids residues in the poly(PEGsx-MA)
starting materia! were subjected to ammonolyais, and the remaiming 40 % of maleic
anhydnde residucs were subjected to hydrolyms

ma)] wh R comp. ratl 1

11 g of an aqueous dimethylamine solution (having a concentration of 50
wt%) were added to 1 g of poly(PEG)sp0-MA) (AM-1510K, manufactured by NOF
Corporation) fo dissolve it, and the solution thus obtained was stired at room
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temperature for 20 hours At the end of thus tune, 300 ml of dustilled water were
added to the solution, and glacial acetic acid was further added to neutralize the
solution. The resulting solution was condeased nsmg an ultrafiitration membrane
mads of polyethersulfone (havmng a molecular weaght cut-off of 10,000 and
manufactured by Millipore Corporation, model number PBGC07610) to obtawn 50 m]
of condensate. 300 ml of distilled water were added to the condensate, and the
resulting solution was agam condensed m the same manner Thus cycle of diluting the
condensate with distllod water followed by re-condensation was repeated five trmes
to eliminate excess dimethylamme. The resulting condensate was freezo-dried to
obtam the title compound poly(PEG1scc-MA)dma (Compound No 8) as an oily
compound,

The carboxyl group content 1n 1 g of poly(FEGs00-MA)dma (Compound No
8) was determined 1n the same manner as in Example 1, and was calculated to be 0 82
mmols Using a sumilar approach to that used in Example 3, the theoretcal carboxyl
group content m 1 g of poly(PEG1se-MA)dme where all maleic anhydnde residucs
have been subjected to aminolysis was detexmined by calculation to be 0 80 mmol
From these recults, the ratio of maleic anhydnde residues in the title compound
subjected to aminolys:s 10 the total number of maleic anhydride residues in the
stariing material was determuned by calculation, and was found to bo 1 0, Thus, 1t was
confirmed that substantially all maleic anhydride rezadues had been subjected to
aminolysis by dimethylamine

Each of the polymenc modifiers prepared in Examples 1 to 8 was dissolved m
phosphate buffer saline (PBS) pH 6 0 (which is solution obtamned by mixing a soluhon
containing 10 mM disodium hydrogen phosphate and 150 mM sodivm chlonde and a
solution contarmng 10 mM sodium dihydrogen phosphste and 150 mM sodium
chlonde at a suitable ratio to give a buffer having a pH of 6 0) to prepare solutions
having a modifier concentration of from 1 to 20 mg/ml For each solution of cach
modifier in turn, 0 625 ml of the prepared palymenc modifier solution and 0 625 ml
of a solution contamming punfied human mature OCIF (OCIF prepared as descnbed n
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WO 96/26217 and EP 816380) [protein concentration. 2 mg/ml, medwm PBS (pH
6.0)] were mixed, and the mrxture thus obtainod was allowed to stand at 4°C to 37°C
for at least ane hour, to give a series of solutions [medhun PBS (pH 6.0)] contaming
OCIF modified witli the polymenc modzfiems of Examples 1 to 8 m whach the ratio of
modsfier to OCIF in oach solution 1 determmed by the concentration of the modifier
solntion added end the reaction conditions, The weight ratios of modsfier/OCIF for
same of the coxnplexes prepared (and the conditions under which they were propared)
arc shown 1 Table 6 m Test Example 2 below The molecular size of each of the
resulting complexes was measured as explained m Test Example 11 below The
detection mte of OCIF by ELISA m the complexes was measured as described m Test
Example 3 below

Addithonally, for each of the polymeric modifiers, a solntion of OCIF modified
with the polymeric modifier was prepared in the samoe manmer except that PBS with a
pH of 7 4 was used sa the mednumm.

A copalymer of polyoxyethylens allyl methyl diether (m = 6-16, Alk =
ethylene, R" = hydrogen and R? = methyl) and maleic anirydride, in which the
polyoxyethylene side cham hes an average molecnlar weaght of about 500 and the
average degree of polymerzation of the main cham is in the rmge of from 30 to 40
(AM-0530K, manufactured by NOF Corparation, having a lot number of M34529)
[hereinafter referred to as “poly(PEGyn-MA)"] was used as the startng materal. 61
ml of & 0.5M ammoma/1,4-dioxane solution were added to 10 1 g of said
poly(PEGsw-MA) starting material, and the resulimg solution was stxrred at 25°C for
20 hours. At the end of this trme, 200 ml of chethyl ether and 100 ml of a 0.2M
sodmum hydroxide aqueous solution were added to the solution, and the muxture
vigorously shaken for about 3 mmutes, After allowing phass scparation of the
organic and aqueous layers, the lower layer was collected. 200 ml of diethyl ether and
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60 ml of 1,4-choxane were added to the collected layer, and the soluhon thus obtained
was agam vigorously shaken Afier phase scparation, the regulting lower layer was
collected and then freeze~dried to obtamn 10 1 g of the title compound paly(PEGsgo-
MA)a sodium salt (Compound No §) ss & yellow solid.

The carboxyl group content and hydrolyss ratio for the title polymer was
determined as deacribed m Test Example 1 below

9.5 g of 28 w/w% ammonia water were added to 1 g of poly(PBGsor-MA)
(AM-0530K, manufactured by NOF Corporation, having a lot number of M34529) to
dissolve it, and the solution thus obtained was stirred at 25°C for 4 hours At the end
of this time, 250 ml of 0.28 % ammonia water were added, and the resulting solution
was condensed using an ultrafiltratton membrane made of polyethersulfone (having a
molecular weight cut-off of 10,000 and manufactured by Millipore Corporstion,
model number PBGCG07610), and the condensates thus obtained was frecze-dried to
obtam 0 8 g of the title compound poly{PEGsp-MA)a (Compound Ho 10) as an oily
compound

The carbaxyl group content and hydrolysis ratio for the trtle polymer was
determined a8 described in Test Example 1 below

35 g of 2 50 w/w% aqueous dimethylamine solution were added to 5 g of
poly(PEGsor-MA) (AM-0530K, lot number M34529 obtamned from NOF

S\
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Corporstion) to dissolve 1t, and the resulting solution was stured at 25°C for 3 hours,
then further stured at 4°C for 16 hours At the end of this time, 100 ml of a 0 1M
sodum hydrox:de aqueons solution were added, and the solution thus obtamed was
frecze~dried to obtain 5.4 g of the title compound poly(PEGsog-MA)dma-Na salt
(Compowund No 11) as a yellow solid

The carboxyl group content and hydrolysis ratio for the title polymer was
determined as described in Test Example 1 below

17 ml of dustilled water were added to 1 g of poly(PEGsn-MA) (AM-0530K,
manufactured by NOF Corporation, having a lot number of M34529) to dissolve it,
and the resulbng solution was stirred at 40°C for 4 hours. At the end of thas ttme, 250
ml of 0 28 w/w% smmonia water were added thereto, and the solution thus obtained
wus condensed nsing an vitrafiltration membreane made of polyethersulfone (having a
molecular weight cot-off of 10,000, and manufactured by Millipore Corporation,
model number PBGC07610). The condensats thus obtained was freeze-dried to
obtmn 0 7 g of ths title compound poly(PEGseo-MA)h (Compound No 12) as an a1ly
compound.

The carboxyl group content snd hydrolysis ratio for the title polymer was
determined as descnbed in Test Example 1 below

Bach of the palymenc modifiers prepared in Examples 10 to 13 was dissolved
in phosphate buffer salme (PBS) pH 7 0 (which is a soluton obtsined by moung 8
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solution containing 10 mM disodwam hydrogen phosphate and 150 mM sodium
chloride and a solution contanmg 10 mM sodium dihydrogen phosphate and 150 mM
sodium chlonde at a smtable ratio to grve a buffer having a pH of 7 0) to prepare
solutions having a range of modifier concentrations in the range of from 1 25 to 105
wmg/ml For esch polymenc modifier m tumn, the polymernic modifier solutsons thus
obtaned and a solution contaumng punfied human mature OCIF (OCIF prepared as
described 10 WO 96/26217 and EP 816380) [protemn concentration 0 25 to 14 mg/ml,
medium PBS (pH 6.0)] were mixed at & 1 1 ratio by volume to give solutions having
different weight ratios between the modrfier and OCIF  The solutions thus obtamed
were adjusted to pH50,55,60, 6 5, 7 0 or 7 4 using 1 M hydrochloric acad solution
or 1 M aqueous sodium hydroxide. Each of the solutions thus obtaned was allowed
to stand at 25°C for between 12 hours and one week to obtam a solution of a complex
of the polymenc modifier of the present invention and OCIF The prepared solutions
were stored at 4°C, The molecular size of the resulting complexes was measured as
explained in Test Examples 6 and 11 below The detection rate of OCIF by ELISA 1
thecomglexeswummurodudesmibed:nTestEvmpleSbelow

100 mg of the sodrum salt of poly(PEGsq-MA), (Compound No 9) obtamed
1n Example 10 were dissolved 1n 1 ml of a phosphate buffer salme solution (PBS
baving a pH of 7 4 obtamed by mixmng an aqueous solution contaning 10 mM of
disodium hydrogenphosphate and 150 mM of sodrum chloride with an aqueous
solution containing 10 mM of sodium dihydrogenphosphete and 150 mM of sodium
chlonde at a smtable ratto) The solution thus obtained was fractionated by gel

filtration chromatography Two different gel filtration conditions were used, as
follows

(1) Fractionation method using Superose 6 (hermafter referred to as the SRF method)




WO 2004/085500 PCT/AP2004/004134
79

Column. Superoee 6 HR 10/30 Amersham Bioscience
Column temperature 8°C
Mobile phase. PBS (pH 7 4)
Wavelength for detection 280 nm

Flow rate 0.3 mi/min
Amount injected on to column, 100 ul

(2) Fractionation method using Supardex 200 (herinafter referred to as the SDF
method)

Colomn Superdex 200 HR 16/60 Amersham Biosciences

Colummn temperatare room temperature

Mobile phase PBS (pH 7.4)

Wavelength for detection 280 nm

Flow rate 2 ml/mm

Amount imyected on to column 5 ml

Polymenc modrfiers that were eluted by these two fracthionahon methods in an
elution time of = to y minutes were defined a3 poly(FEGsw-MA)-11a(SRF;.,) and
poly(PEGsoo-MA),-Na(SDF,.y) respectively

The concentration of the polymenc modifier in each fraction (aqueous

solution) was determined by high performance hiquid chromstography The
conditions used in the high performance hquid chromatography are as follows

Column Shodex OHpek SB-806M HQ (available from SHOWA DENKO K.K.)

Guard column Shodex OHpak SB-G (evailable from SHOWA DENKO K.K.)

Column temperature 40°C i

Mobile phase aqueous solution of SO mM disodium hydrogenphosphate adyusted
to pH 7 0 with 1M hydrochlonc acad

‘Wavelength for detection 210 nm

Flow rats 0.5 ml/min

Amount injected on to columa 50 ul
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Poly(PEGsor-MA)-Na(SRFy.y) and poly(PEGsarMA)-Na(SDF.5)
respectively obtamed by fractionation according to the SRF method and the SDF
method were subjected to further gel filtration chromatography (SRF method) using
the same elubon condrtions as descnbed above for the first fractionation according to
the SRF methad to evaluate the molecular size of each of the samples after
fractionation Proteins cach having e known molecular size (available from
Amersham Bioscience) were used as standard samples In this respect, the molecular

weight and molecular size of each of the proteins are ghown 1 the relevant catalogue
from which they were purchased.

The calculated molecular size of the polymer modifiers obtained by
fractionation arc shown in Table 1 below

53



WO 2004085500

PCT/JP2004/004134
]
Table 1
Molecular weight | Stokes radius Retention tume
(nm) (mm)
Standard protein
Thyroglobulin 669k 8.50 38.48
Ferrithn 440k 610 44,85
Catalase 232k 52 48.77
Aldolase 158k 481 5011
Albumin 67k 355 5185
Ovalbumin 43k 305 5395
Chymotripsinogen A Sk 2.09 5926
Ribonucleass A 137k 164 6023
Modifier of Ex 15 Cpd No
ly(PEGs0-MA)-N 0
pe o MA)He 9.3 or less*® 35-65¢
(non fractionated)
MA),-11 13
Poly(PEGar MAL-1ia 31-62* 45-55*
(SRFs0.35) yreld 23%
MA),-N 14
PoIY(PEGams MA)-Na 1.5-4 7%e 50-60°
(SRFss.q0) y2eld 20%
MA),-N 15
POIFEG0-MA)-Ha 3 1 or leas** 55-65*
(SRFgos) yreld 12%
. 16
poly(PEGs0-MA),-Na 78 or leas® .
(SDFis.m2) yleld 22%
y(PEG. -Ni 17
poly(FECae MAW-Na 62 or less** 45-65*
(SDFsa.53) yleld 22%
- 18
poly(PEGume MA)-Na 31 or less** 55-65¢
(SDFss.4) yield 13%
5 19
Poly(PEG oy MAWNA 31 or less** 55-65*
(SDFgo.7) yield 13%

* The presence of a span of the retenhon time indicates that the sample has a
molecular weaght distnbution.
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*¢ This 15 a value calculeted from a calibraton curve produced using the molecular
size and retention tume of each of the standard proteins In those cases where 2 lower
It is not shown, that is, where the Stokes radins is shown as “XX or less”, 1t can be
said that the sample contams a low molecular weight component which can not
evaluated by gel filtration chromatography carned out under the conditons of this
example

Using this spproach, various poly(PEGs-MA),-Na polymers having different
molecular s1zes were preparcd (Compound Nos 13-19) The average degree of
polymenzation of Compound Nos 13, 14, 15, 16, 17, 18 and 19 was calculated a3 in
earher examples and was found to be <30, <<30, <<<30, <30, <<30, <<<30 and
<<<30 respectively

Starting with [poly(FPEG)s00-MA),] (Compound No 7) prepared m Example 7
above as a starting material and using the same approach as nsed in Example 15 above,
Poly(PEG,5p0-MA),(SRE:.y) ¥as prepared in the same menner as in Example 15 The
slution conditions for the SRF elutions were the same as in Example 15 The yields
of the polymer modifiers obtained by fractionahon are shown in Table 2 below
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Modifier of Example 16 Compd. No i
poly(PEG)s0-MA) 7
(con fractionated)
poly(PEGysc-MA), 20
(SRFspa5) 12.2%
poly(PEG;s-MA), 21
(SRFss.s0) 13 1%
poly(PEGys0-MA), 2
(SRFg0.05) 16.4%

Usmg this approach, vanous poly(PEG1sp-MA), polymers having different
molecular sizes wore prepared (Compound Nos 20-22) The average degree of
polymensation of Compound Nos, 20, 21 and 22 was calculated as in earlier examples
and was found to be <10, <<10 and <<<10 respectrvely

Polymer-OCIF complexes of the present invention were prepared as aqueous
solutions using essentially the same preparative approach as in Example 14 above
using aqueous solutions of Compound Nos 13 to 22 prepared in Examples 15 and 16
above (mediumm PBS having a pH of 7 4) and an aqueous solution of purified human
mature OCIF (OCIF propared as described m WO 96/26217 and EP 816380)
(medium PBS having a pH of 6 0) as the starting matenials. More specifically, for
each of the modifiers a 0.5 mg/ml solution thereof m PBS (pH 7.4) (prepared as '
descnbed in Example 9 above) was mixed with a solution of 0.5 mg/ml OCIF in FBS
(pH 6 0) at s volume ratio of 1 1 The resultmg reaction mixtures were allowed to
stand at 25 °C for 7 days The molecular size of the resulting complexes was
mesasured as explamed m Test Example 11 below

.‘—-&d—
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Two polymers of the present mvention poly(PEGspe-MA), (Compovnd No 17)
and poly(PEGsgo-MA), (Compound No 28) were prepared as follows. The staring
matenal for the former 1s poly(PEGsg-MA) (AM-0510K manufactured using s
procedure umilar to that disclosed i Japanese Patent No. 2621308 and Japanese
Patent Application Publicabon Nos 2003-105040 and 2003-104003), & copolymer of
polyoxyethylene allyl methyl diether (m = 6-16, Alk = ethylene, R = hydrogen and
R? = methyl) and maleic anhydnde, i which the polyoxyethylene side chain has an
average molecular weight of about 500 and tho average degres of polymermzation of
the main chain 1s in the range of from 20 to 30, the ratio of polyoxyethylene allyl
methyl diether unitg to maleic anhdride units being 1 2 and the average molecular
weught being about 6,000 [number-average molecular weaght 15 about 6,000 and the
molecular weight distribution indec: (Mw/PMn) is about 1 25] The siarting maienal
for the latter 18 poly(PEGsg-MA) (AM-0515K manufactored using a procedure
somilar to that disclosed in Japanese Patent No 2621308 and Japanese Patent
Appheation Publicaton Mos, 2003-105040 and 2003-104003), a copolymer of
polyoxyethylene allyl methyl diether (m = 6-16, Alk = ethylens, R! = hydrogen and
R? = methyl) and maleic anhydnde, In which the polyoxyethylene side chain has an
average molecular weight of about 500, the average degree of polymenzanon of the
mam cham is about 15 and the average molecular weaght 15 about 10,000 The
starting matenals were both subjecied to ammonolysis using conditions essentially
1dentical to those used in Example 10 to give the title compounds poly(PEGsg-MA),-
Na salt (Compound No 27) and poly(PEGsoe-MA),-Na salt (Compound No 28) The
carboxyl group conteat for the title polymer was determmed as described in Test
Example 1 below and found to be 2,73 mmol/g for Compound No 27 and 2 05
mmol/g for Compound No 28
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Polymer-OCIF complexes of the present mvention were prepared as aqueous
solutions uging essentially the same preparative approach as in Example 14 above
uswg aqueous solubons of Compound Nos 27 snd 28 prepared in Example 18 above
as the starting materials More specifically, for each of the modifiers a 5 mg/mil
solution thereof in PBS (pH 7 4) weas mixed with a solution of 5 mg/ml human mature
OCIF m PBS (pH 6.0) at a volume ratio of 1 1 The pH of the resulting mixture was
adjusied to 5.5 with 1M hydrochloric acid and then the reaction mixture was allowed
to stand at 25 %C for 7 days ‘The molecular size of the resulting complexes was
measured as explained in Tost Example 11 below

20(1) Determination of compesition ratio of poly(PEGgoe-MA)

A number of copolymers of polyoxyethylene allyl methyl dicther and maleic '
anbydride, poly(FEGs-MA), of differing composition were tesied to determme the
ratio of PEG allyl methyl dlether and maleic anhydride umts (the compositon ratio)
therein (different lots of AM-0510K manufactured using a procedure simlar to that
disciosed 1 Japanese Patent No. 2621308 and Japanese Patent Apphicaton
Publication Nos 2003-105040 and 2003-104003), = random copolymer of
polyoxyethylene allyl methy! dicther (m = 6-16, Alk = ethylene, R = hydrogen and
R? = methyl) and maleic anhydride, in whach the polyoxyethylene side cham has en
average molecular weight of sbout 500 and the average degree of polymenzation of
the mamn chain 18 in the range of fram 2010 30 The number-aversge molecular
waeght (M,) and molecular weight distribution index (Mw/M,, Where My, 18 woaght-
average molecular weight) of each lot of the copolymers tested is shown below The
molecular weight (MW) of each lot of poly(PEGse-MA) was determined by gel
filtration chromatography usmg poly(cthylene glycol) with a predeternmned MW as a
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standard Consequentty, the MW of poly(PEGsoc-MA) shown below 18 not the
absolute MW, but the relattve MW measured using PEG as a standard

M30538 M, = 6431, My /M,y = 1.27
M3N549 M, = 6360, My /M. =123
M3N550 M, = 5891, M, /M, =128
M3N569 M, = 5897, My /Mo = 1.25

In order to determme the composition ratio of each of the copolymers, 1t was
necessary to convert tham to the corresponding sodum salts of the hydrolysed
copolymers, { ¢ poly(PEGse-MA)h sodium salt The hydrolysis conditions used are
as follows

25 ml of 1,4-dioxane, 100 ml of ether and 42 ml of 0 1 N NaOH aqueous
solution were added to 1 g of poly(PEGape-MA) (lot M30538). The resulting mixture
was then vigorously shaken and, after allowing 1t to seitle, the aqueous layer thus
obtamned was collected. The aqueous layer thus obtained was shrred at 40°Cfor 2 h
after filtenng through filter paper (704 = 40 m/m obtamed from 1lihon Fikagaku-kila
Corporation) At the end of this time, the resulting solution was freezo-dned. The
sodum salt of the hydrolyzed product of the starting matsrial, namely poly(FEGsgo-
MA)b (lot M30538)sodium salt, was obtained az a yellow solid (100% yield).

12 ml of 1,4-dioxanc and 9 ml of 1 N NaOH aquecus solution were added to
1 g of poly(PEGsp-MA) (lot M3N549), The resulting mrxture was then stured at
room temperature for 24 h. At the end of this time, 1 ml of 1 N NaOH aqueous
solution was added and the resulting mrxture was freeze-dried The sodiom salt of the

hydrolyzed product of the starhng material, namely poly(PEGs-MA)h (M3N549)
sochum salt was obtamned as a yellow solid (100% yield)

5 m] of 1,4-dioxanc and 9 ml of 1 N NaOH aqueous solution were added to
2 g of poly(PEGspe-MA) (lot M3N550) The resulting mixture was then stirred at
40°Cfor23 h At the end of thus ame, the reaction mixture was freeze-dried The
sodium salt of the hydrolyzed product of the starting matenal, namely poly(PEGisgn-
MA)h (tot M3N550) sodtum salt was abtainad as a yellow solid (100% yield)
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5 ml of 1,4-dsoxane and 9 ml of 1 N NaOH aqueous solution were added to
2 g of poly{(PEGso-MA) (lot MBN569) The resulting mixture was then stured at
40°C for 23 h. At the end of this tims, the reaction muxture was freeze-dned The

sodium sait of the hydrolyzed product of the startng material, namely poly(PEGsgo-
MA)h was obtamed 88 a yellow solid (100% yeld)

The carboxyl group content of each of the poly(PEGse-MA)h sodium salts
thus propared was moasured by conductometric titration as described above, The
results are shown 1n Tabls 3 below

Poly(PEGsu-MA)h sodmm salt comprises the following two monomer units

_FW (PEG) = 500 —0%* o
O—(CHy-CHy-O)—CHy a ONa
— Epg— FW (maleic acad sodmam salt) = 160

FW (PEQG allyl methy] diether) = 541

If the number of male:c acid sodium salt monomer umts per 1 umt of PEG
allyl methyl dicther is defined as “a”, and the theoretical minimum repeating unit
compnses one nnit of PEG allyl methyl diether and “a” units of codium maleate, then
the formula weaght (FW) of the minimum repeating umt 15 gaven by equation 1

FW [(PEG allyl methyl diether); + (maleic acld sodium salf),]
= FW (FEG nllyl methyl diether) + a [FW (maleic acad sodm salt)]
= 541 + 160a (Bq 1)

‘The number of carboxyl groups on the minimum repeating unit of
poly(PEGsoo-MA)h sodium salt 18 2a. Consequently, the carboxyl group content (G,
mmol/g) on the munmum repeating umit of poly(PEGso-MA)h sodium salt is given
by equation 2

C =2a/(541 + 160a) * 1000 (Bq 2
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The ratio of the number of maleic acid sodium salt units to the number of PEG
allyl methyl diether units m the actual poly(PEGsn-MA)h sodmm salts 1s the same as
the ratio 1n the mmumum repeating units  Consequently, the value of C 15 also the
same m the minimum repeating umt and 1 the actual paly(PEGsor-MA)h sodhum salts,
the carboxyl group contents of which were determined by conductometric ttration
(sce above) Thus, by measunng the carboxyl group content and using Equation 2,
the value of the compasition ratio “a”, namely the number of maleic acid sodium salt
umts per 1 unit of PEG allyl methyl diether {[wiuch 15 the monomer compositson of
poly(PEGsao-MA)] can be obtained. The resulis are shown in Table 3 below

Table 3
Amoutt of MA/PEQ
lpoMPEGIOO—MA) oarboxyl groups aliyl methyl
lot mol/g) disther
|poty(PEQEDD-MARIH  |M3OB38 408 201
sodium selt 2  |M3INGAD (1 4] 2.42
#3 |M3NGS0 5.08 310
4 |MINSED 414 3.26

The composihon ratio of the poly(PEGsgp-MA)h sodium salts was in the range
offrom12t013.3 Obviously, the composition ratio 1s the same 1n poly(PEGsag-
MA) and poly(FEGs¢-MA)h sodum salt, such that monomer composition rahos of

the different starting copolymers poly(PEGse-MA) were confirmed to be in the range
offrom121013.3

20{(2) Ammonolysis of poly(FEGg-MA) under different conditions to glve
poly(FEGso-MA)a (Compound Nos. 29-53) and determination of hydrolysis
ratios in sald compoonds

By using the composaition ratio () and the carboxyl group content of the
poly(PBGsoc-MA)h sodium salts, the hydrolysis ratio (i ¢ the ratio of malesc acid
anhydnde umts 1 the starting polymer subjected to ammonolyms to those subjected to
hydrolysis) can be calculated as follows. The formula of the sodrum salt of amidated
maleic acid (maleamic acid, sodum salt ) umt 18 shown below

—E gt
O=Cl: 9=0
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In the same manner as the case of the poly(PEGsgp-MA)h sodum saits above, it
can be aasumed that the mmmum unt of poly(PEGse-MA)s sodum salt comprises
one PEG allyl methyl diother umt, ax units of maleamic acid sodiom salt and a(1 - x)
units of malesc acid sodjum salt. The formula weight of the minimum unit of
poly(PEGsor-MA)a sodinm salt 18 given by the followang Equation 3

FW [(PEG allyl methyl diether), +
(maleamic acad sodium salt),, + (maleic acid sodium salt)yqx)]
= FW (PEG allyl methyl diether) +
ax [FW (maleamic acid sodjum salt)] + a(1-x) [FW (maleic acid sodium
salt)]
= 541 + 137sx + 160a(1-x)
= 541 + 160e - 23a- (Bq 3

Since the carboxyl group content in the mmimum unit of poly(PEGse-MA)a
sodium salt 18 ax + 2a(1-3) = 2a ~ ax, the carboxyl group content (C, mmol/g) 1 the
mimmum unit of poly(PEGe-MA)a sodiom salt can be derived from Equahon 4

C =1000 X (2a-2x)/ (541 + 160a - 23ax) (Eq 4)

The hydrolyms ratio (1-x) x can thus be determined from Equation 4 by usmg
the carboxyl group content (C, mmol/g) that can be obtamned by conductometnic

titration of poly(PEGseo-MA)a sodium salt and the value of “s” that was obtaned
above.

Several examples of the preparation of poly(FEGse-MA)s, and the calcnlated
hydrolysis ratio in the product poly(PEGsng-MA)a are shown below
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(& 0.5 M ammonia/l,4-hoxane solution (smounts a8 gven in Table 4 below) was
added to 100 mg of poly(PEGsmg-MA), snd the obtained solution was stured at the
temperaturcs and times given in Table 4 below At the end of the reaction ime, about
04m.|(rnngingfrom03toO.Sml)oi’lNNaOHaqueounomdonwauddedmmc
reachon mixiure ‘The resulting solution was freeze-dned to obtaun the sodum salt of
poly(PEGsos-MA)a as 4 solid material.

The *reaction rate of amine component” of each of the poly(PEGse-MA)a
sodmm salts [i e. the percentage of maleic acid anhydride units n the starting polymer
subjected to ammonolysis (100*x)] prepared under these vanous reaction condibions
fs shown in Table 4 below

Table 4
Reaction
rate of
Amount of amine
0.5 M NM3 sdded oarboxyl groupe | component
b d_ﬁiim&m_@_
pol(FEQSN0-MAN ol /g Ly 200 1719 0w
sodium salt 175ml/g n'c 20h 287 B8.A
eml /g =c fdh iz 809
10ml/g a'c 24h i 90.8
15ml/g - 3] 2h 20 840
20ml/g 25 24k an 88.p
1Iml/g e 24h 28 8
12ml/g 28°C 24h ap2 503
13ml/g m'c 24h 288 21
Tml/g 'c 24h 304 834
éml/g s'c 24h 3.08 881
dml/x 8'%c 24h n 804
aml/g 15°C 24h 108 804
/g 28'c 24h 240 758
oml/g e 24h 3.02 90.8
fml/g irc 2dh 18 85.0
bml./g a'c 18h 300 713
i/ 25'C h 298 n2
Sml/g a8'c Bh 328 813
mi/x . ] dday 382 548
Sml/y 29'c 2th 13 Ba.2
smi/g 2c | 2h 208 933
bml/g zqr'g ﬂ h i" a1
L. /8 2 h 218 855
Smemonkem ae M 343 (73

dimethyiformamide

#8-19, 25 and 27-37 are the title polymers poly(PEGse-MA)a (Compound Nos 29-
52) Each of these polymers 18 random and m = 6-16, R’ = NH,, compoaihion ratio =
12 4 end average degree of polymerisation = 20-30
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As shown in Table 4, the reaction products poly(PEGse-MA)a (Compound
Nos. 29-52) all had very high “reaction rates of the amine component®, indicating that
very nearly 100 % convermon to the amino group was obtamned using the variovs
reaction conditions described above.

Several further examples of altemative preperation methods of paly(PEGs-
MA)a are described below

()  0.44 g of poly(PEGsoe-MA) was dissolved in 9 ml of dimethylformamide.
Ammonia gas was then bubbled into the solution at--502C. The final ammoma
amount m the reaction mrxture was 0 67g. The reaction mixture thus obtained was
sealed in a glass ampoule under s nitrogen atmosphere, and then sthred at room
temperature for 24h, At the end of this time, smmonia gas was evaporated under
reduced pressure aftex the glass ampoule was opened. The reaction mixture was then
added dropwise to 90 ml of diethyl ether The precipitete thus obtained was collected
and dned under reduced pressure 0.28g of poly(FEGseo-MA)a ammonium salt
(Compound 170 53) (referred to ac #41 in Table 4 above) was obtamed az a yellow
powder The polymer is random and m = 6-16, R® = NHa, composition ratio = 1.3 10
and average dogree of polymerisation = 20-30

(¢}  Poly(PEGso-MA)a ammonium galt was obtained in the same way ag (b) using
toluene Instead of dimethylformamde.

(4)  Poly(PEGso-MA)a ammontum salt was obtained in the same way as (b) using
1,4-dioxane instead of dimethylformamide.
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Poly(PEGsa-MA) (AM-0510K, lot M3N550 manufactured using a procedure
similar to that disclosed m Japaneso Pasent No 2621308 and Japanese Patent
Application Publication Nos 2003-105040 and 2003-104003), » copolymer of
polyoxyethylene allyl methyl diether (m = 6-16, Alk = sthylene, Ry=hydrogen and
Rz=methyl) and maleic anhydride m which the polyoxyethylene side chain has an
average molecular weight of about 500, the average degroe of polymerization of the
man chain 15 mn the range of from 20 to 30, the ratio of polyoxyethylene allyl methyl
dicther umts to maleic anhydride umits is about 1.3, the number average molecular
woight (Mn) 15 5891 and the molecnlar weight distribution index (Mn/Mw) s 1 28
{see Example 20 above), was used as the starhng material. 1 ml of ethanol was added
to 100 mg of said starang compound and the resulting reaction mixture was allowed
lo stand for 16 hours at 40 *C. At the end of thiz time, 52 ul of a 2.5 1 solution of
sodium hydroxide in ethanol were added The mrxture thus obtamed was
concentrated at 35 “C by evaporation, and then dned under vacuum to obtain
Poly(FEGsy-MA)ea sodium salt (Compound Ho 54) as an oily matenal The
bydrolysis ati0 was calcualated using the method described 1n Examples 3 and 6 above
Namely, by determimng ths carboxyl group contents of the poly(PEGsp-MA)ea
sodium selt (Compound No 54) and the corresponding poly(PEGsg-MA)h sodinm
salt, the ratio of maleic anhydride residues in the title compound subjected to
alcobolyms {0 the total number of malesc anhydride residues in the starting matenal
was calculated, and was determined to be 0.69 Thus, it can be seen that 69 % of
maleic anhydnde residues in the starting matenal were subjected to alcoholysis, and
the remaiming 31 % of maleic anhydnde residues were subjected to hydrolyms
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Polymer-OCIF complexes of the present invention were prepared as aquecus
solrhons nging cssentially the same preparative approsch as m Example 14 above
using an aqueous solution of Componnd No. 54 prepared 1n Example 21 above
[Concentrahon of Compound No. 54, 17.2 mg/ml, medmm, PBS pH 7.4 (which 182
solution obtamed by mixing an agueous soluhion containing 10 mM of disodrum
hydrogenphosphate and 150 mM of sodmom chloride with an aqueous solution
containing 10 mM of sodium dihydrogenphosphate and 150 mM of sodim chlonde
at a surtablo ratio to grve a buffer having a pH of 7.4)] and an aqueous solution of
punfied human mature OCIF (OCIF prepared as described in WO 96/26217 and EP
816380) (OCIF concentration, 4 mg/ml, medmm, buffer contaming 10 mM phosphats
jon end 150 mM NaCl, pH 6.0) More specifically, 0.472 ml of 2 17.2 mg/ml solution
of Compound No. 54 were added to 1.328 ml of saxd 4 mg/ml OCIF solution to give 2
solution contanmg 4.5 mg/ml of Compound No 54 and 3 mg/ml of OCIF The
regulting reaction mixture was allowed to stand for 3 days at 4, 10 or 25 °C to obtam
aquecus salutions of the demred complexes of the present invention. The complex
sizes were measured i Test Example 13 below

Poly(PRGwo-MA) {AM-0510K, lot M3N550 mannfactured usmg a procedore
gimtflar to that disclosed in Japanese Patent No. 2621308 and Japansse Patent
Apphcation Publication Nos. 2003-105040 and 2003-104003), a random copolymer
of palyaxyethylene allyl methyl chether (m = 6-16, Alk = ethylene, R)=hydrogen and
Ra=methyl) and maleic anhydndes m wiach ths polyaxyethylene side cham has an
averago molecular weight of about 500, the average degres of polymerization of the
mam chain 1a in the range of from 20 to 30, the ratfo of polyoxyethyiene allyl methyl
diether unts to maleac anhydride units 1s about 1.3, the number average molecular
weight (Mn) 15 5891 and the molecular weaght distribution index (Mn/Mw) 18 1.28
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(sce Bxample 20 above), was used as the sterting matenal 0.5 ml of abseolute ethanol
were added to 50 mg of said sterting compound and the resultmg reachion mixture was
allowed to stand at 37 °C for 24 hours ‘The title compound poly(PEGse-MA)ca
(Compound No 55) wes obtained as an ethanolic solution [poly{(PEGsg-MA)ca
conc. 100 mg/wl]

Polymer-OCIF complexes of the present invention were prepared as aqueous
solutions using essentially the same preparative approach ss in Example 14 above
usmg the cthanche solution of Compound No. 55 prepared mn Example 23 sbove and
an aqueous solnhon of punfisd hnman mature OCIF (OCIF prepared as described m
WO 96/26217 and EP 816380) (OCIF concentration, 5 mg/ml, medium, buffer
contammg 10 mM phosphate ion and 150 mM NaCl, pH 6.0). More specifically, 37.5
# of the ethanolic solution of Compound No. 55 were added to 0.5 ml of smd 5
mg/ml OCIF solution and the resulting reaction mixture was allowed to stand for 3
days at 25 °C to give solutions of the desired compleaxes of the present mvention. The
complex mzes were measured in Test Example 13 below

The graft copolymer monomethoxypolyethylene glycol-methyl vinyl ether-
maleic acid copolymer (PEG-PMVMA) was prepared according to the method
disclosed in Example 2 of Japancse Patent Application (Kokaf) No Hei 11-302199

Punfied human OCIF (OCIF prepared as described m WO 96/26217 and EP
816380) modified with PEG-PMVA prepared as descrsbed m Comparative Example 1

AL
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above was prepared as a solution [medmm PBS (pH 6 0)] in essentially the sgame
manner as m Example 9 More specaficaily, 1 ml of OCIF solution [OCIF
concentration 2 mg/ml, medrum PBS (pH 6 0)] apd 1 m! of PEG-PMVA solution
[PEG-PMVA concentratson 2 or 20 mg/ml, medium PBS (pH 6.0)] were mbxed and
the mixturs allowed to stand for 24 hours at 25 2C to give the title complex

2.2 ul of a dimethylsulfoxide solution contaning poly(PEGso-MA) [AM-
0530K, manufactured by NOF Corporation (hereanafier referred to as “poly(PEGsoo-
MA)"] (polymer concentration 35 to 350 mg/ml) were added to 28.4 pl of an aqueous
solutron of purified buman OCIF (OCIF prepared as described 1n WO 96/26217 and
EP 816380) (protein concentration 3.5 mg/ml, medium 0.5SM NaH,PO, aqueons
solution, the pH of which was adjusted to 7 6 with SM NaOH aqueous solution), and
the solution thus obtained (OCIF concentration 3 2 mg/ml, poly(FEGsg-MA)
concentration 2.5 mg/ml or 6 3 mg/mi) was shaken at 25°C for 40 hours At the end
of this ime, the solution was diluted with PBS (pH 7 0) to cbtain a solution of OCIF
modified with the polymenc modifier having an OCIF concentration of 0.25 mg/ml
The solution thus prepared was stored at 4°C.

The carboxyl group content of sach of the.i:olymen [poly(PEGspo-MA)a
(Compound Nos. 9 and 10), poly(PEGso-MA)dma (Compound No 11) and
poly(PEGso-MA)h (Compound No 12)] prepared sn Exsmples 10 to 13 was
determined by conductometric titration method as follows

Farst, each of the polymers was purified using gel fltration as follows. For
each polymer, 100 mg of the polymer were dissolved in 4 ml of 0 001 N sodmm



10

15

Al

WO 2004085500 PCT/IP2004/004134
96

hydroxide solution The solubon was divided mto four batches and each 1 ml batch
was appbed to a gel filtration columm (PD-10, mannfactured by Amersham-
Pharmacia) The first 1 m] of eluant was discarded 15 ml of 0 001 N sodium
hydroxide solution were then applied to each column and a further 1.5 ml were eluted
from the column and discarded 2.5 mi of 0.001 N sodium hydraxide solution were
then applied to each column and a further 2.5 ml were eluted from the column and 1t
18 this fraction that contained the purified compound. The punfied fractions from the
four columns were combined to give a purified solution of the title compounds, The
yicld after the punfication step (determimed spectophotometrically by measunng the
ebsorbance of paly(PEGs-MA)h at 210 am before and after punification) was
determined to be 80% and the concentration m the purified solution was determined to
be 8 mg/ml

For each of the solutions of purified polymer, an aliquot (2.5 to 7.5 ml) was
made up to 50 ml wath distilled water or 001M aqueous sodinm hydroxide solution,

and then a 1M aqueous sodium hydroxade solution was added to the resulting solution
to adjust the pH to 12 0 1M hydrochloric acid was then added to the solution either
in mncrements of 0 1 ml or continuoucly at a rate of 0 1 mi/mm. In the former, the pH
and conductivity were measured after ench addition, and in the Istter they were
measured every 15 seconds The carboxyl group content of the polymer was then
calculated from the amount of 0 1M hydrochlonc acd added n the conductrvity

buffering region (corresponding to a pH range of about 10t0o 5 5) The results are
shown m Table 5 below

Table §
Exam Kind of pol Carboxyl group Ammonolysis/ | Hydrolys:s
Numbpelre (od é’ml;‘; Y;I:; content (mmol/g aminolysis Raho
polymer) rate (%)

10 poly(PEGse-MA) (%) 210 69 3169
11 Poly(PEGs-MA)a (10) 183 86 1486
12 Poly(PEGsp-MA)dma (11) 202 7 2971
13 Poly(PEGspp-MA) (12) 321 - 100
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For the polymers of BExamples 10 to 12, the ratio of maleic anhydnde residucs
m the starting matensi subjected to ammonolymis or aminolysis to maleic anhydnde
residues subjected to hydrolyais for each was determmed by calculation as follows
As shown m Table 5 above, the carboxyl group content per 1 g of poly(PEGswn-MA)h
(Compound No. 12) 18 3.21 mmols From these values, the weight of poly(PEGsq-
MA) (that is, the weight of the copolymer before hydrolysis) per gram of functional
group, and the weight of poly(PEGsoe-MA)a (Compound Nos. 9 and 10) obtamed by
adding ammonia to poly(PEGuo-MA) per gram of functional group were determined.
Specifically, the weaght of poly(PEGsp-MA) (that 18, the weight of the copolymer
bofore hydrolysis) per mol of maleic anhydnde residue was obtained by subtracting
the molecular weight of a molecule of water (18 g) from the weight of the fully
hydrolysed copolymer, giving a figure of 605 g. The welght of poly(PEGso-MA)a
(Compound Nos. 9 end 10) per mol of carboxyl group was obtained by adding the
molecular weight of s molecule of ammonia (17 g) to the weight of poly(PEGsw-MA),
giving a figure of 622 g. From this value, the theoretical carboxyl group content per 1
g of poly(PEGsoo-MA)a (Compound Nos. 9 and 10) where all malesc anhydnde
residuos have been subjected to ammonolyss (Le no hydrolysms) was determined by
caleulation (1 g/627), and wag found to be 1 61 mmolz, In the same manner, the
weight of poly(PEGywe-MA)dma (Compound No 11) obtamed by adding
dimethylamine to poly(PEGsor-MA) per mo! of carboxyl group was deternuned by
addmg the molecular weight of a molecule of dimethylamme to the weight of
poly(PEGsoo-MA), giving a figure of 650 g. From this value, the theoretical carboxyl
group content per 1 g of poly(PEGso-MA)ima where all maleic mmhydnde remdues
have been subjected to aminolysis by d:methylamine was determined by calculation,
and was found to be 1.54 mmols.

For each of the polymers of Examples 10 to 12, the hydrolysis mtio (the
percentage of the starting material subjected to hydrolysis compared to ammonolysis
or aminolysis) and the ammonolysis or aminolysls reaction rate (%) was determined
from the carboxyl group content per 1 g of poly(PEGsar-MA)h (Compound No 11)
where all maleic anhydride residues have been subjected to hydrolysis, the theoretical
carboxyl group content per 1 g of poly(PEGs-MA)a (Compound Nos 9 and 10)
where all maleic anhydnide residues have been subjected to ammonolysis, the
theoretscal carboxyl group content per 1 g of poly(PEGsg-MA)dma (Compound No
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11) where all maleic anhydnde residues have been subjected to amnolysis by
dimethylamine, and the actual measured carboxyl group contents per 1 g of each for
each of the polymers of Examples 10 to 12 measured by conductometng titration
above. The results are as shown in Table 5 above.

Mofﬁemplesprepnmdudnsmbedln&:mpleb,&mpuﬂwe
Example 2 and non-modified purified human OCTF (OCIF prepared as described in
WO 96/26217 and EP 816380) was appropriately diluted with PBS (pH 6 0) so that
the OCIF conceatration was 0 25 mg/ml Each of the diluted samples thus obtaned
was admmustered to the tall of a five-week old Wistar female rat (having a body
weight of about 100 g and which had abstained from food for ane day) via a vein so
that the OCIF dose was 0 5 mg/kg (2 ml/kg by volume) 6 hours after admrmstration,
200 pl of blood were taken from the heart of the rat, and then the QOCIF concentration

in blood serum was measured by an ELISA method, the condihons nsed bemg as
described in Test Ezample 3 below

‘The OCIF concentration In the blood serum measured after the admmistration
of each sampls 15 shown in Table 6 below
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OCIF concentration in blood serum after intravenous administration of each
OCIF sample
Modifier/ Ocn;g:ennﬂon
m serum
(ud Gomporma oy | OCF | Ghommatm | LT
_{ng/ml)
Non-modified OCIF - 35+19 -
PEG-PMVMA 1 101 =26 -
10 361 33 -
poly(PEGyse-MA) (2) 10 502=70 -
poly(PEGiseo-MA)a (7) 10 1029 = 30 -
poly(PEG,ss-MA)dma (8) 1 2145 = 721 -
poly(PEGsoo-MA)h (1) 10 750 = 80 -
a5 43492 -
poly(PEGso-MA)a (3) 10 3416 = 440 -
10 2445 = 195 37°C
25 3428 = 27 .
2.5 484 =92 1 bour
1 3004 = 158 -
1 2275 = 130 pH74
1 3786 + 461 40 hours
1 717 =153 4°C
0.5 2951 = 512 -
poly(PEGser-MA)dma (4) 1 1014 = 331 -

* Basic conditions at mixing were OCIF concentration of 1 mg/ml, pH 6 0, 16 hours,
and 25°C. Only the conditions different from these are given in Table 6.

It wall be readily apprecaated from Table 6 above that each of the complexes of

polymeric modifier and protein of the present invention sigmificantly improved the
retention of the protem in the blood when compared to the retention of protein when
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admunstered alone. It can also be seen by companson of the pnor art complex of
PRG-PMVMA and protem (disclosed in Japancse Patent Lmd-open No He: 11-
302199 and prepared 1 Comparative Example 2 above) and the complexes of the
present mvention havmg the same weaght ratio between the modifier and protein (1 or
10), that the complexes of modufier and proten of the present invention gave
considerably improved retention of the protean m the blood compared to the prior art
complex of PEG-PMVMA and protemn

One of the problems encountered with prior art protemn modifiers 18 that
bindmng of the modifiers to the protein causes modification of the protemn structure
and/or shueidmg of the protein due to the formation of bulky complexes In order to
test the OCIF-modifier complexcs of the present mvention, the detection rate of cach
of the complexes prepared ag decenbed in Example © and Comparative Example 2
was determined on the baais of non-modified punfied homan OCIF (OCIF prepared
a3 described m WO 96/26217 and EP 816330) by ELISA. ELISA was carned out as
follows

Anti-human OCIF monoclonal antibody OI-19 {prepared according to the
method disclosed m EP0974671) was dissolved m a 0 1M sodum acid carbonate
solution (pH 9 6) to obtamn a solution having an OI-19 concentration of 10 pg/ml, 100
wl of the OI-19 solution thus prepared were placed m each well of a 96-well
mmunoplate (manufactured by Nunc), and the plates were allowed to stand at 4°C
overmght At the end of this time, 50 % Block Ace (purchased from Snow Brand
Milk Products Co , Ltd ) was added to each well to block, and then the plates were
washed three times with PBS (washing buffer) containing 0 1 % Tween 20 Punfied
buman OCIF (OCIF prepared as described m WO 96/26217 and EP 816380) was
dissolved 1n pnmary reaction buffer (that is, ¢ 2M tns hydrochlonc acid buffer
solution (pH 7 4) containing 40 % Block Ace, 0 1 % Tween 20 and 10 pg/ml of
Mouse IgG) to prepare standard solutions with various OCIF concentrutions 100 pl
of cach of the thus prepared solutions with various OCIF concentrations were added

£2
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to each well, the plates were shaken at room temperature for 2 hours and then each

well was washed six tnmes with the washing buffer, POD-OI-4 (that is, an antibody

Iabeled with peroxadase and recognizmg OCIF, prepared as described m EP 0974671)

was then diluted 10,000-fold with secondary reaction buffer (that 1, 0 1M trds

hydrochloric acid buffer solution (pH 7 4) contaming 25 % Block Ace, 01 % Tween

20 and 10 pg/ml of Mouse IgG), 100 ul of the resulting solution were added to each

well, the plates wese ahaken at room temperature for 2 hours and then each well was

washed six tnes. Once this had been done, 100 ul of a substrate solution (TMB

soluble reageat, available from Scytek) were added to each well, and the plates were

shaken at room temperature for 10 to 15 mimutes Thereafter, 100 pl of a reaction

stopping reagent (TMB stop buffer, avallable from Scytek) were added to each well

and the plates were gently shaken. At the end of this time, the absorbance at a

wavalength of 450 om for each well was measured by a microplste reader (MEML

001, manufactured by Molecular Device corporation) From these results a

calibration curve was produced of OCIF concentration aguinst absorbance. Having

produced this calibration curve, the procedure was repeated for cach of the tested

complexes of OCIF and modifier, 100 pl of each of the solutions contajning a test '
complex bemg added o each well, reaction with POD-OI-4 being performed in the !
same manner as above and then absorbance at a wavelength of 450 am for each well
beng measured by a microplate reader Companson of the absorbances obtained with
the calibration curve enabled the OCIF concentration detectable by ELISA in

each of the complexes to be measured

For each of the samples, the rate of failure to detect OCIF by ELISA was
calculated and the results are as shown in Table 7 below The rate of failure to detect
OCIF by ELISA 18 defined by the following equation

Rate = [1-(OCIF concentration measured by ELISA)/(OCIF concentration measured
by the Lowry method)] x 100

In the sbove equation, the Lowry method to measure OCIF concentration 1n
the complexes is detexmined as described 1n Japencse Patent Application No 2002-
190407 Thus gives a measure of the total OCIF concentration i the complexes The
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rate of failure to detect OCIF by ELISA 1n the complex is a measure of the change of
conformation of the OCIF caused by complexing with the modifier A low rate of
fmlure 13 evidence that the OCIF m the complex can be readily bound by both OI-19
and Q-4 anti~OCTF antibodies, thus showing hittle or no modification of the OCIF
structure 1n the complex.

Table 7
Rate of faflure to detect OCIF sample by ELISA

o - o detet OCTF
to
(and Compound No ) (wcight,:?‘lg)? (m"t{fﬂg)m_
modified OCIF)

OCIF - -
PEG-PMVMA 1 35

10 %
POty (FPE Gz MAJE () 0 i3
Poly(PEG 1o MAN (7) 10 s
poly(PEG1s00-MA)dma (8) 10 0
poly(PEGae MAJ (1) 10 17
Doty (FEGe MAN (3) 10 0

5
Poly(PEG e MAMma (4) 1 i3

From the results shown in Table 7 above it can be seen that, for the complexes
of polymeric modifier and protein of the present invention, the rate of failure to detect
OCIF by ELISA as a result of modification of the protein structure was aignificantly
decreased compared to the high rate that was obtained 1n the case of the pnior art
complex of PEG-PMVMA and protemn propared m Test Example 2 above.

From the results of Test Examples 2 and 3, 1t was thus confirmed that the
decrease mn protein detection sensitivaty caused by excessive madification of the
protein for the complexes of polymene modifier and proten of the present mveation
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18 very low and, furthermore, the retention m blood of the protem in said complexes 18
mgmificantly better than acineved with pnor art complexes.

Test Example 4
Meamnrement of OCIF concentration in biood

Each of the samples prepared as described in Example 9 and purified human
OCIF (OCIF prepared as described in WO 96/26217 and EP 816380) is appropnately
diluted with PBS (having a pH of 6.0 to 7.4) so that the OCIF concentrationis 0 1 to 1
mg/ml. Each of the thus prepared diluted samples is then admnistered to a smx- or
seven-year-0ld female cynomolgus monkey (having a body weight of 2 to 4 kg and
whach had sbstained from food for one day) via the saphenous vein or subcutaneously
dorsally to administer an OCIF dose of 0 1 to 1 mg/kg (1 mi/kg by volume) Ata
predetermined period of time in the range of from five minutes to one month after
admmistration, 500 l of blood 15 taken from the femoral blood vessel thereof. and the
OCIF concentration m the blood seram is measured by the ELISA method described
in Test Example 3 above

Test Example 5
Measurement of bone density

Bach of the samples prepared as described 1 Example 9 and purified human
OCIF (OCIF prepared as described m WO 96/26217 and EP 816380) 18 appropnately
diluted with PBS (having a pH of 6.0 to 7 4) so that the OCIF concentration 15 in the
rangs of from 0 7 to 3.5 mg/ml An adjuvant is then prepared usmg klied cells of
Mycobacterium butyricum and hqmd peraffin, and 18 mjected in the skin of the root of
the tail of a 5- to 10-week-old female Lew:s rat to give nse to arthrihs m said rat
Two weeks after injection of the adjuvant, each of the prepared samples is
admuustered to the rat via the tail vem or subcutancously dorsally so that the OCIF
dose is 1.4 t0 7 mg/kg (2 ml/kg by volume) Three weeks after injection of the
adjuvant, the rat was dissected to extract the nght-and-left thighbone, and the bone
density thereof was measured

T T o w
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Test Exnmple 6
Evaluation of molecular size by SDS polyacrylamide gel
electrophoresis under non-reducing conditions

The malecular size of each of the complexes of polymetic modifier and OCIF
prepared as described m Example 14 and Comparative Example 3 and purified humen
OCIF (OCIF prepared as described in WO 96/26217 and EP 816380) was evaluated
by SDS-PAGE under non-reducing conditions as follows

5 wl of NuPAGE (trade mark) LDS Sample Buffer (4X) (obtamed from
Invitrogen Life Technology) and 5 i of punficd water were added to 10 pl of each of
the tested samples [which were diluted if necessary with phosphste buffer sahne (PBS
{pH 7 0), which 1s a buffer solution obtamed by mixmg a solution contammg 10 mM
disodium hydrogenphosphate snd 150 mM sodium chlonde and a solution contaiming
10 mM sodwum dihydrogenphosphate and 150 mM sodium chloride at an appropriate
yvolume ratio to give a buffer pH of 7 Q) so that the protein concentraion was 250
pg/mi] and each of the resulting solutions was heated at 95°C for 7 munutes At the
end of this time, the full amount of the reaction mr=ture was added to a SDS-
polyacrylamide electrophoresis gel (3 to 8 % Tris-Acetate gel baving a thickness of 1
mm and manufactured by MOVEX), and a voltage of 150 V was apphed to the gel
using a power supply device (PhoreStar Pro, manufactured by Anatech) After
completion of electrophoresis, protem on the gel was siained with Coomassie blue
according to 8 method well known to those skalled in the art.

As can be seen from mn Figs 1 and 2, OCIF modified with the polymeric
modifier of the present mvention was stably detected a3 a substance having a
molecular weight higher than that of non-modified OCIF (120kD) at all mixing mtios
(a primary band of 130 to 150 kD and a secondary band of 180 to 200 kD were
detected on the basis of the molecular weight markoss), and furthermore no complex
having a molecular welght exceeding 210 kD was detected Spmular results (not
shown) were also obtained for other polymeric modifiers of the present mvention
which were the products of aminolysis and alcoholysis. On the other hand, as can be
seen in Fig. 3, m the case of OCIF modified with the conventional polymenc modifier
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poly(PEGo-MA) prepared in Comparative Exampie 3, the amount of bulky complex
obtained is markedly increased as the ratio of the modifier 18 increased

This result shows that by umng the polymenc modifier of the present mvention,
it is possible to markedly suppress the formation of bulky complexes which are not
pharmaceutically preferable and to prepare a complex of polymeric modifier and
protein wiuch has stable properties irrespective of the mixing ratio, when compared

with the structurally quite similar polymeric modifier poly(PEGsoo-MA) of the prior
art.

Test Example 7
Evaluation of covalent bond formation activity of poly(PEGgoe-MA)a

The reactrvity of each of the polymenc modifiers poly(PEGsp-MA)a
(Compound No. %) and poly(FEGsoo-MA)h (Compound No. 12) to
tetramethyirhodanune cadaverme, which 15 a fluoresceat substance having an ammo
group and a molecular weight of 514.62 (aveilable from Molecular Probes, Inc.)
(hereinafter refeqved to ag “Rho-1H,") was determined, and the covalent bond
formation actrvity of the modifiers was evaluated by comparing the reactivity of the
two polymeric modifiers as follows

3 8 yl of solutions of each of poly(PEGsx-MA)b (Compound No. 12)
(propared as described m Example 13 above) and poly(PEGag-MA)a (Compound No
9) [polymer concentration 21 mg/ml, medivm PBS (pH was adjusted with 1M
NaOH to 9 5)] (prepared as described in Example 10 above) were added to 18.9 ul of
PBS (pH 6 () containing 1 08 mg/m] Rho-NHa The solutions thus obtained were
allowed to stand at 25°C for 3 days. At the end of this time, the reaction mixtures
were fractionated by gel filtration chromatography (column PD-10 manufactured by
Amersham Biotech, mobile phase punfied water) as follows 0.5 ml of the reaction
mixture were applied to the gel filtranon column and 0.5 mi nm off the column and
discarded 2 ml of dishlled water were added to the column and a further 2 ml were
eluted and discarded. A further 2 ml of dishlled water were added to the column and
a further 2 ml were eluted and this frachon contained the polymer frachon Rho-NH;
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contamned 1n the polymer fractions was quantified by fluorcscence spectrometry
(excitation wavelength 544 nm, fluorcscent wavelength. 571 am, medam purified
water adjusted to pH 3), to calculate the ratio of the amount of Rho-NHa contaned in
cach camplex of polymer and Rho-NE; wath regpect to the total amount of Rho-NH;
m the reachon muxture, 1¢ the binding ratio of Rho-NH; to the polymer

The resnlts were a3 shown in Table 8 below

Table 8
Reactivity of polymeric modifier
Binding ratio of Rho-NH3
to polymer* (%)
Rho-NH; + poly(PEGse-MA)a 115,126
Rho-NH; + poly(FEGso-MA)R 08,16
Fho-NHa- alone 0,0

* This test was camed out twice

It can be readily seen from Tabie 8 above that for the reaction mixture of the
polymenc modifier poly(FEGsr-MAda (Compound Mo 9) with Rho-MH3, there 15
qute a high level of Rho-NHa detected 1n the polymer fraction. This 18 m contrast
with the reaction mixture of the polymenc modifier poly(PEGsee-MA)h (Compound
No 12) with Rho-NHj3, where there 15 only a low level of Rho-NHa detected in the
polymer frachon, When Rho-NH- alone was apphed to the column, no Rho-NH: was
eluted in the “polymer frachon” These results indicate that the polymeric modifier
poly(PEGsoc-MA)a (Compound No 9) of the present mvention binds strongly to the
amno group of the Rho-NH; On the other hand, the binding ratio of the polymenc
modifier poly(PEGsoe-MA)h (Compound No 12) of the preseat mvention is low

suggesting that this polymenc modifier 1s not strongly bound to the amino group of
the Rho-NH;
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Test Example 8
Evaluation of detection rate of OCIF by ELISA

The detection rate of cach of the complexes of OCIF and polymenc modifier
prepared as descnibed m Example 14 and Comparative Example 3 above was
determined on the besis of non-modified punfied human OCIF (OCIF prepared as

described 10 WO 96/26217 and EP 816380) by ELISA. ELISA was carned out as
follows

Anti-human OCIF monoclonal antibody OF-19 (prepared according to the
method disclosed in EP0974671) was dissolved mn a 0 1M sodium acid carbonate
solution (pH 9 6) to obtain a solution having an OI-19 concentration of 10 pg/ml 100
il of the OJ-19 solutron thus prepared were placed in each well of a 96-well
iminunoplate (manufactured by Nunc), and the plates were allowed to stand at 4°C
overnight. At the end of this ime, 50 % Block Ace (purchased from Snow Brand
Milk Products Co , 1Lid.) was added to each well to bloch, and then the plates were
washed three times with PBS (washing buffer) contaming 01 % Tween 20 Purified
bumen OCIF (OCIF prepared as described In WO 96/26217 and BP 816380) waz
dissolved in primary reachion buffer (that is, 0 2M tns hydrochlorlc acad buffer
solution (pH 7 4) contaning 40 % Block Ace, 0 1 % Tween 20 and 10 pg/ml of
Mouse 1g0) to prepare standard solutions with various OCIF concentrations. 100 pl
of each of the thus prepared solutions with vanous OCIF concentrations were added
to each well, the platea were shaken at room temperature for 2 hours and then each
well was washed six times with the washing buffer POD-OJ-4 (that 18, an antibody
Iabeled with peroxidase and recognizing OCIF, prepared as described 1 EP0974671)
was then diluted 10,000-fold with secondeary reactron buffer (that is, 0 1M tris
hydrochloric acid buffer solution (pH 7 4) conteming 25 % Block Ace, 0 1 % Twesn
20 and 10 pug/ml of Mouse IgG), 100 pl of the resulting solution were added to each
well, the plates were shaken st room temperature for 2 hours and then each well was
washed aix times Once thig had been done, 100 ul of & substrate solution (TMB
soluble reagent, available from Scytek) were added to each well, and the plates were
shaken at room temperature for 10 to 15 nunutes Thereafter, 100 ul of a reaction
stoppmng reagent (TMB stop buffer, available from Scytek) were added to each well



10

15

(x

WO 2004/083500 PCT/IP2004/004134
108

and the plates were gently shaken At the end of tius trme, the absorbance at a
wavalcagth of 450 nm for each well was measured by a microplate reader (MEML
001, manufactured by Molecular Device corporation) The OCIF concentration of
each standard OCIF sample was calculated based on the calibration curve produced
using OCIF solutions having a known concentration.

For cach of the samples of the tested complex, the absorbances were measured,
the OCIF concentrations calculated from the standard curve and the rate of fajlure to
detect OCIF by ELISA was calculated as explamed 1n Test Examplo 3 above. The
results obtained are as shown in Table 9 below

Table 9
Rate of failure to detoct OCIF sample by ELISA
Rate of failure
Modufier Modfier/OCIF oy ELSA (%)
(and Compound No ) (weaght ratio) (on the bams of non-
modified OCIF)
OCIF alone - -
poly(FEGsw-MA)h (12) 1 8
poly(PEGsp-MA)a-Na salt (9) 0
075 0
05 0
025 0
poly(PEGsn-MA) 78 98
19 89
078 60

It can be readily seem from Table 9 above that, for each of the complexes of
polymeric modifier and protein of the present invention prepared m Example 14, the
rate of failure to detect OCIF by ELISA caused by modification of protein was
mignaficantly decreased compared to the prior art complex of polymer and protein
prepared mn Comparstive Example 3, for whuch the rate of farlure to detect OCIF by
ELISA was very high
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From these results, 1t 18 clear that the complexes of polymenc modifier and
protem of the present mmvention give only a very small decrease in the detection
senzitivity by ELISA that can be caused by excess modification of protein and/or
formation of a bulky complex

Test Example 9
Evaluation of retention in blood using rat

Each of the samples prepared m Example 14 and non-modfied purified human
OCIF (OCIF propared as described m WO 96/26217 and EP 816380) was
appropnately diluted with PBS (pH 7 0) so that the OCIF concentration was 0 25 or
0.025 mg/ml. Each of the diluted samples thus obtamed was admumnistered to a five-
week-old Wistar female rat (having a body weight of about 100 g that had sbstaned
from food for one day) via a femoral vein so that the OCIF dose was 0 5 or 0 05
mg/kg (2 ml/kg by volume). 6 hours after admimstration, 200 ! of blood were taken
from the jugnlar vem of the rat, and then the OCIF concentration m the blood serum
was measured by the ELISA method described above

The OCIF concentration m blood serum measured after the admimstration of
cach sample 15 shown 1n Table 10 below
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Table 10
OCIF concentration in biood serum after intravenous administration
of each OCIF sample
Modifier/O OCIF concentration
in blood serum
Modifier CIF Dosags 6 after
(end Compound No ) (velght | (mghg) |  Soomebe
ratio) (ng/l)
OCIF alone - 05 18
poly(PEGsoe-MA)h (12) 1 005 127
poly(PEGso-MA)a-Na salt (9) 1 005 603
1 0.5 5,549
075 0.5 4,770
05 05 4,202
025 0.5 3,020

As s apparent from Table 10 above, the complez of polymenc modifier and
protein of the present inventon sigmficantly improved the rstention of saud protein in
the blood when compared to when the protein alone was admmistored.

From the resulte above, it iz clear that the complex of polymenc modifier and
protein of the present mvention can be stably produced under wide-ranging conditions
and that smd complex sigmficantly improves the retontion m biood of the protein of
the complex after admimistranon The complex 15 therefore likely to be extremely
useful 1n pharmaceutical and biochemical fields

Test Example 10
Evaluation of retention in blood using rat

Each of the samples prepared m Example 17 and Example 19 was evaluated mn
the same manner as in Test Example 9 The OCIF cancentration m blood serum
measured after adnmistration of each sample 15 shown m Table 11 bolow

43
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Table 11
OCIF concentration in blood serum after intravenous
administration of each OCIF sample
OCIF
Modifier/ concentrahon 1n
Example Modafier Pract] OCIF Dossge  blood serum after
Nomber (and Compound No ) (weight  (mg/ksg) 6 hours from
ratio) admunistration
(og/ml)
17 %olﬂl’BGnn-MA).—
a

14 SRF55-60 1 005 437

14 25 005 460

15 SRF60-65 1 005 478

19 SDF60-70 1 05 4,255
17 poly(PEG1500-MA),

21 SRF55-60 1 05 256

21 a5 0.05 334
19 poly(PEGao-MA),

2 Non-frac- 1 05 6,138

tionated
28 Non-frac- 1 05 6,713
Honated

It can be readily seen from Table 11 above that all of the tested polymeric {
modhfiers of the present inventon having various molecular smzes sigmficantly
increased the retention in the blood of the protem compared to when the protem alone

was adminigtered.

Test Example 11
Evaluation of molecular size by size exclusion chromatography

The molecular size of sach of the complexes of polymeric modifier and OCIF
propared m Example 9, Example 14, Example 17 and Example 19 was evaluated B'y
wize exclusion chromatography Test condstions are as shown 1 Table 12 below
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Table 12 Conditions for size exclugion chromatography

1

Chromatography apparatus Explorer 10S (Amersham Biotech)
Columa. Superdex 200 HR10/30 (Amersham Biotech)
Mobile phase phosphate buffer saline
(8 mM NagHPO,, 15 mM KHaPO,, 145 mM NaCl, 0.5 g/L NaNs)
Analytical temperature 4°C
Wavelength for detecion 280 nm
Flow rate of mobile phase § 6 mL/min

The retention time of the following stendard proteing under the above-
mentioned conditions are as shown 1 Table 13 below

Table 13 The retention time of each standard protein

Molecular weaght Stokes radius Retenbion time
Kind of protein

(kD) (am) (min)
Femtn 440 610 18.41
Aldose 158 4 81 2248
Ovalbumin 43 305 2519
Ribonuclease 137 164 20.56

From the results of the s1ze exclusion chromatography, the Stokes radins of
10 non-complexed OCIF was deterrned to be 5 63 nm, and that of each polymenc
modsfier — OCIF complex of the invention was as determuned as follows

Complexes prepared in Example 9°
poly(PEGsao-MA)h (Compound No 1)-OCIF complexes (Stokes radu ranpmg from
15  613pmto 732nm)
poly(PEGsor-MA)a (Compound No 3)-OCIF complexes (from 6 12 nm to 6§ 54 nm),
poly(PEGspp-MA)dmsa (Compound No 4)-OCIF complex (6.39 nm),
poly(PEGspp-MA)ipa (Compound No 5)-OCIF complex (6 26 nm),
poly(FEGsp-MA)ea (Compound No 6)-OCIF complex (6 44 nm),
20 poly(FEG;s00-MA)h (Compound No 2)-QCIF complex (from § 44 nm to 6 71 nm),
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poly(FEG1s00-MA)a (Compound No 7)-OCIF complex (from 6.40 am to § 47 am),
poly(PEG1s0-MA)dms (Compound No 8)-OCIF complex (6.55 nm)

From these results 1t 18 apparcnt that cach of the complexes of the invention had a
Stokea radius that was larger by about 1 nm than that of non-complexed OCIF
phosphate buffer saline used as the mobile phase. Furthex, for each of the samples, a

poak denved from non-modified OCIF waa not detectsd, ahowing the stability of the
complexes,

The Stokes radh of the other complexes were determined under conditions
similar to those described above. The resuits were as follows

Complexes prepared in Example 14

Complexes prepared under the conditions OCIF conc., 5 mg/mL, polymenc
modifier conc., rangmg from 1 25 mg/ml to § mg/ml, pH 7.4, 25 °C; 36 h, medam,
phosphate buffered saline (phosphats conc., 10 mM, NaCl conc., 150 mM), were
found 10 have Ctokes radih ranging from 6 2 nm to0 6.5 nm. Further, for ¢ech of the
samples, a peak denved from non-modxfied OCIF was not detected, showing the
stability of the complexes,

Complexes prepared In Example 17

Complexes prepared with incubation conditions OCIF conc., 0.5 mg/ml,
polymeric modafier conc., 0.5 mg/ml, pH 6 0, 25 8C; 168 h, medium, phosphats
buffered saline (phosphate conc., 10 mM, NaCl conc,, 150 mM), were found to have
Stokes radn ranging from 6 1 nm to 6.7 nm  Further, for each of the samples, a peak
derived from non-modified OCIF was not detected, showing the stablity of the
complexes

Complexes prepared in Example 19:

Complexes with incubation conditions OCIF conc., 5 mg/ml, polymenc modifier
conc., 5 mg/ml, pH 5.5, 25 °C, 168 h, medium, phosphate buffered salne (phosphate
conc., 10 mM, NaCl conc , 150 mM), were found to have Stokes radif ranging from
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6.3 nm to 6 8 nm. Purther, for each of the samples, a pesk derrved from non-modified
OCIF was not detected, showing the stability of the complexes,

The increase 1n the Stokes radh of the polymeric modifier — OCIF complexes
of the present mvention when compared to the non-complexed OCIF can be aftributed
to the modification of OCIF wath the polymeric modifiers of present imvention

The retention in blood and the detection rate of OCIF by ELISA were tested
for the complex prepared in Example 22 (complex of Compound No 54 and OCIF)
(incubation temperature 25 “C) in the same manner as described m Test Examples 2
and 3 above The OCIP-equivalent dosc was set to 0 1 mg/kg. ‘The serum
concentration of OCIF was found to be 182 ng/ml § hours after rv mjechon of the
complex Thus, it was confirmed that the complexes prepared with poly(PEGsy-
MA)ea sodium salt (Compound Mo 54) i Evample 22 above showed an ezcellent
level of retention m the blood. Furthermore, the decrease in the OCIF detechion
sensitivity by ELISA dus to excessive modification of the protein by the modifier in
the complez. was found to be very low

Test Example 1)
Eyaluation of complex size

The molecular size of the complexes prepared 1n Examples 22 (complex of
Compound No 54 and OCIF) and 24 (complex of-Campound No 55 and OCIF) were
cvaluated by gel filtrahon chromatography as described in Test Example 11 above, It
was found that the molecular s1ze of these complexcs showed a high leveal of
unformity For the complexes of Compound No 54 and OCIF complexed at 4 °C,
10 °C and 25 °C the Stokes radii were found to be 60 nm, 60 nm and 6 02m  For the
complexes of Compound No 55 and OCIF, the Stokes radii were 6 4 om  Each of the
complexes prepared in Example 22 and 24 thus had a larger Stokes radrus than non-
modified punfied human OCTF (Stokes radins 5 63 nm)
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Preparation Example

A solution contaming the complex obtamed under sterile conditions in the
sam¢ manner a8 described in Example 14 above 18 freeze-dnied to obtain a freeze-

dnied preparation.
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Claims

1 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof, which contmns,
as constitutional units,

(a) one or more structural umits which may be the same or dafferent from each
other and which are represented by the formula (T) below

H'I
CHg~C 0

-(AIk—O :’

wherein

m 18 an integer of from 3 to 100,

ALk represents an alkylene group havmg from 1 to 6 carbon atoms, and

F! and P* are the zame or different and each represents a hydrogen atom or an
alkyl group baving from 1 to 6 carbon atoms that may optionally be subatituted with
at least one substituent selected from the group conmsting of hydroxy groups, halogen
atoms and aryl groups having from 6 to 14 carbon atoms that may optionally be
subshiuted with from 1 to 5 substituents selected from Substituents A defined below,
and
(b)  one or more structural umis which may be the same or different from each
other and which are represented by the formula (IT)

AR

o== =0 (1))
IL' OH

wherein

R? represents
a hydroxyl group,
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an alkoxy group havmg from 1 {0 § carbon atoms that may optionally be
substituted with at least one substitvent sclected from the group consishing of hydroxy
groups, halogen atoms and axyl groups having from 6 to 14 carbon atoms that may
ophonally be substituted with from 1 1 5 substituents selected from Substitnents A
defined below,

en aryloxy group having from 6 to 14 carbon atoms that may optionally be
substituted with from 1 to 5 substituents selected from Substituents A defined below,
or

2 group represented by the formula -NR*R®, wherem R* and R® are the same or
different from each other and each represents a hydrogea atom or an alkyl group
baving from 1 to 6 carbon atoms that may optionally be substituted with at least one
substituent selscted from the group consisting of hydroxy groups, halogen atoms and
aryl groups having from 6 to 14 carbon atoms that may ophonally be substituted with
from 1 to 5 substituents salected from Substituents A defined below;
Substituents A are selected from alkyl groups having from 1 to 6 carbon atoms,
alkoxy groups having from 1 to 6 carbon atoms, halogen atoms, hydroxy groups, nitro
groups and carboxy groups.

2 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to claim
1, wherein the structural yns represented by the formula (T) and the structural umits
reprosenied by the formula (II) are amranged in an alternating head-to-head sequence,
an slternating head-to-tail sequence or an alternating mrxed sequence of head-to-head
and head-to-tail

k) A copolymer or a pharmacologically scceptable salt thereof according to claim
1, wherein the structural units represented by the formula (T) and the stractural umts
rupmantedbythefonnuln(l’l)mmgedhurandomnequm

4 A copolymer or a pharmacolqgically acceptable salt thereof according to any
ons of claims 1 to 3, wherein Alk is en ethylene or tnmethylene group

5 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to claim
4, wherem Alk 13 an ethylene group
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6 A copolymer or s pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of claums 1 to 5, wherein m is an integer of from 3 to 50

7 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to claim
6, wherein m s an mteger of from 3 10 40

8 A copolymer or a phermacologically acceptable salt thereof according to claim
7, wheremn m 15 an integer of from 6 to 16 or 28 to 38

9 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof accordmg to claim
8, wheremn m is an integer of from 6 to 16

10 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of claims 1 to 9, wherein R is a hydrogen atom or a methyl group

11 A copolymer or a pharmacologically ecceptable salt thereof according to claxm
10, wherein R i3 a hydrogen atom

12 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of clams 1 to 11, wherem R? is a hydrogen atom or a methyl group

13 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to claim
12, wheremn R? 15 a methyl group

14 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of claims 1 to 13, wherein R’ is a hydroxy] group, an alkoxy group having from 1
to 6 carbon atoms or a group represented by the formula -NR*R’, wheren R* and R®

arc the same or different and each represents a hydrogen atom or an alkyl group
having from 1 to 6 carbon atoms,

15 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to claym

14, wherein R* 15 a hydroxyl group or an alkoxy group having from 1 to 6 carbon
atoms
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16, A copolymer or a pharmacologically acceptable sait thereof according to clamm
15, compnsing at least one structural unit representod by the formula (II) in which R?
is an alkoxy group having from 1 to 6 carbon atoms and ophonally at least one
structural unit represented by the formula (IT) in which R? is a hydroxyl group,
wherein the ratio between the structural unsts represented by the formula (IT) in which
R 13 2 hydroxy group and the structural umts represented by the formula (1Y) 1 which

R’ 15 an alkoxy group having from 1 to 6 carbon stoms is in ths range of from 4.6 to
010

17 A copolymer or a pharmacologically accepinble salt thereof according to clarm
15 or claim 16, wherein R? is an alkoxy group having from 1 to 6 carbon atoms

18 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of claims 15 to 17, wherem said alkoxy group having from 1 to 6 carbon atoms 18
an ethoxy gronp

19 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof accordmg to claim
14, wheremn B> 13 & hydrozyl group or & group represented by the formula -1 TP*P?,
wherein R* and R? are the same or different and each represents a hydrogen atom or
an alkyl group having from 1 to 6 carbon stoms

20 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thareof according to claim
19, comprising at least one structural unit represented by the formula (IT) m which R?
Jsagoupreprmtedbythefmmuh-NR‘R’,wbmlnR‘de’aretheumeor
different and each represents 2 hydrogen atom or an alkyl group having from 1 to 6
carbon atoms and optionally at least one structural unit represented by the formula (IT)
1m which R 18  hydroxyl group, wherem the ratio between the structural umits
represented by the formula (II) in which R 15 & hydroxy group and the structural umits
represented by the formula (II) ia which R® is a group represented by the formula
-NR*R° i5 m the range of from 5 5t0 0 10

21 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to clmm
20, wheren the ratio between the structural units represented by the formula (IT) in
which R? 1s & hydroxy group and the stroctural umts represented by the formula (1) 1
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whch R? is a group represenicd by the formula -NR*R® 18 1n the range of from 4 6 to
010

22 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of claims 19 to 21, wherem R? is a group represented by the formuls -NR‘R?,
wherein R* and R are the same or different and each ropresents a hydrogea atom or
an alky] group having from 1 to 6 carbon atoms

23 A copolymer or a pharmacologically accoptable salt theroof according to any
one of claims 19 to 22, wherein the group represented by the formuls -NR'R’ is an
aming group, a methylamino group or & dimethylamino group

24. A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof accordng to claim
B,whmmampmwdbymemm-m‘k’hmmomp

25 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to claxm
23, wherein the group representsd by the formula -NR*R® is a dimethylammo group

26. A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to claim
14, wherein R® is & hydroxyl group

27 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof accordmg to claim
14, wherein R? 18 a 1-amino-2-propanol group

28 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof accordmg to any
one of claims 1 to 27, wherein the ratio between the structural unit represented by the

formula (T) and the structural unit roprescnted by the foraula (TT) is in the rnge of
from 10 1to 1 10

29 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof sccording to claim
28, wherein the ratio between the structural unit represeated by the formula (I) and the
structural unit represented by the formula (II) 18 1n the range of from 3 1101 8

A3
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30 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to clmm
28, wherein the ratio between the structural unit represeated by the formula () and the

structural umt represented by the formula (IT) 18 m the range of from 21t0120r12
tol6

31 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to clmm
28, wherem the ratio between the stroctural umit represented by the formula () and the
structural umit represented by the formula () is 1 1 or in the range of from 1 210 1 4

32. A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any

one of claims 1 to 31, wherein the average degree of polymerization 18 m the range of
from § to 200

33 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to claim
32, wherem the average degree of polymerization is in the range of from S to 50

34. A copolymer or a pharmacologically acceptable galt thereof according to claim
33, wherein the average degree of polymerization is in the range of from 5 to 20

35 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to claim
32, whereln the average degres of polymenzaton is in the range of from 20 to 30

36. A copolymer or a pharmacologically scceptable galt thereof according to claim
32, wherem the average degree of polymerization is m the range of from 30 to 40

37 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of claims 1 10 31, wherein the Siokes radius thereof is 9.3 nm or less

38 A copolymer or a pharmacologically scceptable salt thereof according to clarm
37, wherein the Stokes radius thereof 15 7 3 nm or less.

39 A copolymer or a pharmacologically scceptable salt thereof according to claim
38, wherein the Stokes radius thereof 15 6 2 nm or less
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40 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to claim
39, wherein the Stokes radius thereof 15 4.7 nm or less

41 A copolymer or a pharmacologcally acceptable salt thereof according to claim
40, wherein the Stokes radsus thereof 15 3 1 am or less

42, A copolymer or a pharmacologmcally acceptable salt thersof according to clum
37, wherein the Stokes radius thereof is in the range of from 1.5 nm to 4 7 nm

43 A copolymer or a pharmacologically accoptable salt thereof according to clam
37, wherem the Stokes radius thereof is m the range of from 3 1 nm to 6.2 nm.

44 A copolymer according or a pharmacologically acceptable salt thereof
according to claim 1 wherein

m i3 an integer of from 3 to 100,

Al represents an alkylene group having from 1 to 6 carbon atoms,

R! and R? aro the same or different and each represents a hydrogen atom or an
alkyl group having from 1 to 6 carbon atoms, and

R? represents a bydroxyl group, an alkoxy group having fram 1 to § carban
atoms that may optionally be substituted with one hydroxy group, or a group
represented by the formula -MR*R’, wheremn R* and F? are the game or different from
cach other and cach represents & hydrogen stom or an alky} group having from 1 to 6
carbon atoms that may optionally be subatituted with one hydroxy group.

45 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to clann
1, wherein Alk represents an ethylene group, R represents a hydrogen atom, R*
represcnts & methyl group and m, R?, the ratio of the structural umits of formulae (T)
and (1) (the composition rati0) and, where relevant, the ratio between the units of
formula (IT) wherein R® represents a hydroxy group and the units of formula (I)
wherein R® represents a group other than hydroxy (the hydrolys:s ratio) are selected
from the followmg

(  misfrom 6o 16, R 18 & hydroxy group, the composition ratio is 1 1 and the
average degree of polymensation 18 from 30 to 40,

I
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@) msfrom 28 to 38, R’ is u hydroxy group, the composition ratio 18 1 1 and the
average degree of polymerisation is from 1010 15,

(i) msfrom 6o 16, R® is an amino group, the composition ratio 15 1 1 and the
average degree of polymerisation Is from 30 to 40;

Gv) msfrom 6 to 16, R® is a dimethylamno group, the composition raho is 1 1
and the average degree of polymerisation is from 30 to 40,

() mufrom6to16,R* s a 1-amino-2-propanol group, the composshan ratio 1s
11 and the averags degree of polymerisation is from 30 to 40;

(vi) msfrom 6o 16, R® is selected from ethoxy and hydroxy groups, the
composition ratio is 1 1, the average degree of polymensation 18 from 30 to 40 and the
hydrolysis ratio 18 4.6,

(vi) mis from 28 10 16, R is salected from ammno and hydroxy groups, the
composition ratio is 1 1, the average degree of polymensation is from 10 to 15 and the
hydrolysis ratio 15 4 6,

(vuf) m is from 28 to 38, R* 18 a drmethylamino group, the composition ratio s 1 1
and the averags degree of polymerisation 1z from 10 to 15,

(=) m s from 6 to 16, R? is selected from amino and hydroxy groups, the
compoettion ratio 13 1 1, the average degree of polymensation iz from 30 to 40, the
hydrolyns ratio is 3 1 6 9 and the copolymer is a sodium salt,

() misfrom 6 to 16, R? is sclected from emino and hydroxy groups, the
composiion ratio 1 1 1, the average degree of polymerisation is from 30 to 40 and the
hydrolysis ratlo is 1.4 8 6,

() msfrom 6 to 16, R® is selected from dunethylamino and hydroxy groups, the
composition mtio 18 1 1, the average degree of polymerisation i from 30 to 40, the
hydrolyms ratio is 2 9-7 1 and the copolymer 1 a sodmum salt,

(xil) m is from 6 to 16, R’ 15 an amino group, the composition ratio 1 1 2.4 and the
average degrec of polymerisation is from 20 to 30;

(xu1) 1m s from 6 to 16, R? i3 sclected from amino and hydroxy groups, the
composition ratio 15 1 2.4, the average degree of polymensation is from 20 to 30 and
the hydrolyss ratio 15 0 4-9 6,

(ov) m is from 6 to 16, R® i5 selected from amimo and hydroxy groups, the
composthon ratio 18 1 2.4, the average degree of polymensation 18 from 20 to 30 and
the hydrolysis ratio s 29 7 1,
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(xv) mis from 6 to 16, R’ 15 selected from ammo and hydroxy groups, the
composition ratio 18 1 2.4, the average degree of polymerisation 38 from 20 to 30 and
the hydrolyms ratio 8 09 9 1,

(xv) m is from 6 to 16, R? is selected from amino and hydroxy groups, the
composiion ratio 18 1 2 4, the average degroe of polymerisation 18 from 20 to 30 and
the hydrolysis ratio 18 0.5 9 5,

(xvii) m is from 6 to 16, R® is selected from amino and hydroxy groups, the
composition ratio is 1 2.4, the average degres of polymensation 1s from 20 to 30 and
the hydrolysis ratio i3 1.3 8 7,

(xviil) m is from 6 to 16, R’ is selected from amno and hydroxy groups, the

composition ratio is 1 2.4, the averagp degree of polymensation 1s from 20 to 30 and
the hydrolysis rabo1s 1 9-8 1,

(xix) m s from 6 to 16, R® is selected from amino and hydroxy groups, the
composition ratio is 1 2.4, the average degree of polymensation 15 from 20 to 30 and
the hydrolysts ratio 1510 90,

(xx) msfrom & to 16, R? 18 selected from amino and hydroxy groups, the

composition ratio is 1 2.4, the average degree of polymerisstion 18 from 20 to 30 and
the hydrolysis ratic 1s08 9 2,

(xxi) m is from 6 to 16, R* 18 selecied from amino and hydroxy groups, the

composibon ratio 18 1 2 4, the average degree of polymerisation is from 20 to 30 and
the hydrolysis ratio 12 4 6 5.4,

(=u) m s from 6 to 16, R® is selected from amuno and hydroxy groups, the

composition matio is 1 2 4, the average degree of polymerisation is from 20 to 30 and
the hydrolysis rato 181 2 8 8,

(xxui) m 18 from 6 to 16, R? 13 selected from amuno and hydroxy groups, the

composition mtio is 1 2.4, the average degree of polymerisation 18 from 20 to 30 and
the hydrolysis ratio 18 2.0 8 0;

(xxiv) m is from 6 to 16, R? is selected from amino and hydraxy groups, the

composition ratio is 1 2.4, the average degree of polymensation 18 from 20 to 30 and
the hydrolysis ratio1s 11 89,

(xxv) ms from 6 to 16, R 18 selected from amino and hydroxy groups, the

composition ratio 15 1 2 4, the average degree of polymensation is from 20 to 30 and
the hydrolymis ratio 182 4 7 6,
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(xxv1) m 1 from 6 to 16, R® is selected from smino and hydroxy groupe, the
composttion rato 18 1 2.4, the average degree of polymensation is from 20 to 30 and
the kydrolysis rabo 1809 9 1,

(xxvai) m is from 6 to 16, R? is sclected from amino and hydraxy groups, the
compomihon 1ati0 18 1 2 4, the average degroe of polymerisation is from 20 to 30 and
the hydrolysis rabio is 1.5 8.5,

(xxvhi) m is from 6 to 16, R i3 selected from ammo and hydroxy groups, the

composition ratio is 1 2.4, the average degree of polymensation 18 from 20 to 30 end
the hydrolysis atio 180 7 9 3,

(xx1x) m 15 from 6 to 16, R* 18 selected from amuno and hydroxy groups, the

composition ratio is 1 2 4, the average degree of polymensation 1s from 20 to 30 and
the hydrolysis ratio is 4.5 5.5,

(xx) m s from 6 to 16, R is selected from ammo and hydroxy groups, the
composition ratio 18 1:2.4, the average degree of polymerisation 15 from 20 to 30 and
the hydrolysis mtio 15 1 4.8 6,

(v=xi) m1s from 6 to 16, R* 18 selected from ammo and hydroxy groups, the

compombon ratio 16 1 2.4, the average degree of polymensation s from 20 to 30 and
the hydrolyzis ratio 18 0 7 9.3,

{>ocai) m is from 6 to 16, R? is selected from amino and hydroxy groups, the

composthon ratio 15 1 2.4, the average degree of polymerisation is from 20 to 30 and

the hydrolyss raho is 0 8.9 2, .
(=xui) m is from 6 to 16, R’ 15 sclected from amino and hydroxy groups, the

compogrtion ratio is 1 2 4, the average degree of polymensation is from 20 to 30 and
the hydrolysis ratio 3 1 4 8 6,

(xoxiv) m s from 6 to 16, R® is selected from amino and hydroxy groups, the

composition ratio is 1 3 1, the average degree of polymensation is from 20 to 30 and
the hydrolysis ratio 1807 9 3,

(xxxv) m 1 from 6 to 16, R? is selected from ammo and hydroxy groups, the

composition ratio 18 1 2 4, the average degree of polymensation is from 20 to 30 and
the hydrolyms rabo is 09 9 1,

(socxvi) m s from 6 to 16, R® Is selected from amino and hydroxy groups, the

composition ratio 18 1 2.4, the average degree of polymerisation 18 from 20 to 30 and
the hydrolymsratio 181 981,
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(xxxvif) m 1 from 6 to 16, R? 15 selected from ethoxy and hydroxy groups, the
composition rati0 18 about 1 3, the average degzes of polymensation 1 from 20 to 30
and the hydrolysis ratio 1831 69,

(ocxvul) m s from 6 to 16, R? i selected from amino and hydroxy groups, the
composttion ratio 15 1 1, the hydrolysis ratio 15 1 4 8 6 and the Stokes mdius 189 3 nm
or less,

(xxxix) m 15 from 6 to 16, R® 1 selected from amino and hydroxy groups, the
composrtion rat10 18 1 1, the hydrolyms ratio 19 1 4 8.6 and the Stokes rading 13 in the
range of from 3 1 to 6 2 om,

(xI) m 18 from 6 to 16, R® 15 selected from amino and hydroxy groups, the

composition rati0 15 1 1, the hydrolysis ratio is 1 4 8.6 and the Stokes radiug 13 mn the
runge of from 1 5 to 4 7 nm,

(xl) m 15 from 6 to 16, R* 18 selected from ammo snd hydroxy groups, the
composition ratio 18 1 1, the hydrolysis ratio 15 1 4 8 6 and the Stokes radius 15 3 1 nm
or less;

(=) m 18 from 6 to 16, R is selected from amno and hydroxy groups, the
composition rato is 1 1, the hydrolysis ratio 15 1 4 8 6 and the Stokes radius is 7 8 nm
or lesa,

(xluf) m is from 6 to 16, R® s selected from amino and hydroxy groups, the
composition ratio 13 1 1, the hydrolysis ratio is 1.4 8 6 and the Stokes racius is 6 2 nm
or less, and

(sliv) m s from 6 to 16, R? 18 selected from amino and hydroxy groups, the

compostton rato 18 1 1, the hydrolys:s ratio is 1 4 8 6 and the Stokes radius 184 7 nm
or less

46 A copolymer or a pharmacologrcally acceptable salt thereof obtamable by
subjecting one or more carbaxylic anhydnde moseties of formula (TI) m a copolymer
which contains, as constitutional unats,

(3)  one or more structural umts which may be the same or different from each
other and which are represented by the formula (I) below
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——cﬂa—f—— 0]
CHy M
-(Alk—o Re
m L ]
wheremm
m 18 an integer of from 3 to 100, *

Alk reprosonts an alkylene group having from 1 to 6 carbon atoms, and

R! end R? are tho ssme or different and each ropresents a hydrogen atom or an
alky! group having from 1 to 6 carbon atoms that msy ophionally be substituted with
at least one substituent selected from the group conaisting of hydroxy groups, halogen
atoms and ary] groups having from 6 to 14 carbon atoms that may optionally be
substituted with from 1 to 5 substituents selected from Substituents A defined below,
and

(®  sald structursl unit comprismg a carboxylic anhydnds motety of formula (T1I)

CH—CH

//\)\ a
to one or more reactions selected from the group consisting of (i) hydrolyss, (i)
ammonolys:s, (Iif) aminolysis and (1v) alcoholysis,
Substituents A are selected from alkyl groups having from 1 to 6 carbon atoms,
alkoxy groups having from 1 to 6 carbon atoms, halogen atoms, hydroxy groups, mtro
groups and carboxy groups

47 A copolymer or a pharmacologcally acceptable salt thereof accordmg to clam
46, wherem the structural umt represented by the formula (I) and the structoral umt
represeated by the formula (I1X) in the copolymer are arranged in an alternating head-
to-head sequence, an alternating head-to-tmil sequence or an aliernating mixed
sequence of head-to-head and head-to-tail
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48 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof accordmg to
according to claxm 46, wherein the structural unit represented by the formula (T) and

the structural unit represented by the formula (1) in the copolymer are armanged m
random sequence,

49 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of clmums 46 to 48, wherem Alk s an ethylene or tnmethylene group.

50 A copolymer or a pharmacoiogically acceptable salt thereof according to claim
49, wherein Alk 15 an cthylenc group

51 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of claums 46 to 50, wherein m is an integer of from 3 to 50

52 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thercof accordmg to claim
51, wherem m is an integer of from 3 to 40

53 A copolymer or a pharmacologically acceptable zalt thereof acoording (o claim
52, wherein m 13 an integer of from 6 to 16 or 28 t0 38

54 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to claim
53, wherem m 13 an mteger of from 6 to 16

55 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof recording to any
one of claums 46 to 54, wherein R* is a hydrogen atom or a methyl group

56 A copolymer or a pharmacologically scceptable salt thersof according to claim
55, wherem R’ is a hydrogen atom

57 A copolymer or a pharmacologzcally scceptable salt thereof according to any
one of clams 46 to 56, wheremn R* i5 a hydrogen atom or a methyl group

58 A copolymer or 8 pharmacologically acceptabie salt thereof according to claim
57, wherein R? 1s 2 methyl group

Ir
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59 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt theroof according to any
one of claims 46 to 58, wherein the ratio between the structural unit represeated by
the formula (I) and the structural umt obtained by subjecting ane or more structural
units of formula (1II) to one ar more reactions selected from the group consistmg of
() hydrolysis, (if) ammonolyms, (iif) aminolys:s and (Iv) alcoholysis is in the range of
from 10-1to 1 10

60 A copolymer or a pharmacologically acceptable galt thereof according to claxm
59, wherein the ratio between the structural unit represented by the formula (I) and the
structural unit obtamed by subjecting one or more structural umts of formula {II) to
one or more reactions selocted from the group consstmg of (1) hydrolyms, (1)
ammonolysis, (itf) aminolyms and (1v) alcoholysis 18 m the range of from 3 1t01 8

61, A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to claum
59, wherein the ratio between the structural unit represented by the formula (I) and the

structural unit obtamed by subjecting one or more structural umts of formula (1IT) to
one or more reachons selected from the group consisting of (1) hydrolyzis, (i)
ammonolysis, (1) aminolysis and (iv) alcoholys:s 1 in the range of from 2 1t0 1 2 or
121016

62. A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof accordmg to claim
59, wherein the ratio between the structural umt represented by the formula (I) and the
structural unit obtained by subjecting one or more structural units of formula (I1T) to
one or more reactions selected from the group conmsting of (1) hydrolysis, (1)
emmonolys:s, (iii) aminolysis and (1v) slcoholyms is 1 1 or m the range of from 1 2 to
14,

63 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of clarms 46 to 62, wherain the average dogres of polymerization is m the range
of fram 5 to 200

64 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to clam
63, wherein the average degree of polymerization is in the range of from 5 to 50
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65 A copolymer or a phermacologically acceptable salt thereof according to claim
64, wherein the average degres of polymerization is m the rangs of from 5 to 20

66 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof accarding to claim
63, wherein the average degree of polymerization 18 in the range of from 20 to 30

67 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to clmm
63, wheremn the average degree of polymerization 18 in the range of from 30 to 40

68 A copolymer according or a pharmacologically acceptable salt thereof to claim
46 wherein

m is an mteger of from 3 to 100,

Alk represents an alkylene group having from 1 o 6 carbon atoms, and

R' and R? are the ssme or different and each represents s hydrogen atom or an
alkyl group having from 1 to 6 carbon atoms

69 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof accordmg to any
on¢ of claims 46 to 63, winch is obtamable by subjecting a carbocyhic anhydride
moiety of formula (IIT) in the copolymer to ammonolysis

70 A copolymer or a pharmacologically acceptable galt theseof according to claim
69, whuch is obtainable by carrymg out the ammonolysis with ammonia water

il A copolymer or & pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of claums 46 to 68, winch 18 obtamable by subjecting a carboxyhc snhydnde
mozety of formula (1) 1o the copolymer to aminolysis

72 A copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof accordng to claim

71, which 1s obtamable by carrymg out the amimolysis using an aqueous
dimethylanune solution.

73 Acopolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof according to any
one of claim 46 to 68, which is obtamable by subjecting a carboxylic anhydnds
moiety of formula (IIT) 1n the copolymer to alcoholysis

2K
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74. A copolymer or a pharmacologscally acceptable salt thereof according to clum
73, wiich 18 obtanable by carrymng out the alcoholya:s using ethanol

75  Apharmaceutical composition comprising a pharmaceutically acceptablo
diluent or carner and at least one copolymer or a pharmacologically acceptable salt
thereof of the present invention according to any one of claims 1 to 74

76 A pharmaceutical composition according to claim 75, wherein gaxd
composition further comprises at lsast one proteim or an analogue or vanant thereof.

77 A pharmaceutical composstion according to claim 76, wherein the protein or
an enslogue or varimt thereof is a basic proten.

78 A pharmaceutical composition according to claim 77, wherem the basic
protein 18 a basic fibroblast growth factor (bFGF), an epidermal growth factor (EGF),
an osteoclastogeness mhibitory factor (OCIF), a platelet-derived growth factor
(FD'GF), & brain-derived neurotrophic factor (BDITF), a nerve growth factor (11GF), a
buman growth hormone (HGH), a hepatocyte growth factor (HGF), or s vascular
endothelial growth factor (VEGF), or an analogue or a variant thereof

79  Aphamaceutical compomtion according to claim 77, wherein the basic

protein 18 an osteoclastogeness inhibitory factor (OCIF) or an anslogue or a variant
thereof

80 A pharmaceutical composition according to claum 79, wherein saad OCIF or an
mﬂogueorvmmmueofhmmnltypemmoﬁbmmttypeom

81 A pharmaceutical camposition according to 79, wherein saxd OCIF or an
snalogue or vanant thereof is a monomer ar a dimer

82 A pharmaceutical composition according to clamm 79, wherein said OCIF 18 a
monomer of human OCIF having a molecular weight as measured by SDS-PAGE
under non-reducang condibons of about 60000 or a dimer of human OCIF having a
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molecular weight of about 120000 as measured by SDS-PAGE under non-reducing
conditions

83 A pharmaceutical composition according to claim 79, wherein said OCIF
compnses aming acids —21 to +380 of SEQ ID NO 1 of the sequence listing,

84 A pharmaceutical composition accordmg to claim 79, wherem smd OCIF
comprises anuno acads +1 to +380 of SEQ ID NO 1 of the sequence listing.

85 A modifier capable of modifying 8 protein or an analogue or variant thereof,

said modufier compnimng the copolymer or & pharmacologscally acceptable salt
thareof accordmg to any one of ciaims 1 to 74.

86 A modifier capable of modifymg a protein or an analogue or vanant thereof
accordmg to claim 85, wherein the protein is a bamic protem.

87 A modifier capable of modifymg a protem or an analogue or vanant thereof
according to clawm 86, wherein the basic proten 15 a basic fibroblast growth factor
(bFGF), an epidermal growth factor (EGF), an osteoclastogenems inhibitary factor
(OCIP), a platelet-denved growth factor (PDGF), & bram-derived neurotrophuc factor
(BDITP), a nerve growth factor (11GF), a human growth hormone (HGH), 8
hepatocyte growth factor (HGF), or a vascular endothehal growth factor (VEGF), or
an analogue or a variant thereof,

88 A modifier capable of modifymg a protein or an analogue or vanant thereof
accordmg to claim 86, wherein the basic protein 15 an osteoclastogenesis inhibitory
factor(OClF)ormmnlogneonvnrhntﬂtereof.-

89  Amodifier capable of modifymg a protein or an analogue or vanant thereof
according to claim 88, wherein said OCIF or an analogue or variant thereof 18 natural
type or recombimant type OCIF
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90. A mocdhfier capable of modifying & protein or an analogue or vanant thereof
eccording to claim 88, wherem sald OCIF or an analogue or vanant thereof 15 a
monomer or & dimer

91 A modifier capable of modifying a protein or an analogne or variant thereof
according to claim 88, wherei said OCIF 18 a monomer of human OCIF having a
molecular weight as moagured by SDS-PAGE under noa-reducmg conditions of about
60000 or a dimey of buman OCIF having a molecular weight of about 120000 as
measured by SDS-PAGE under non-reducmg conditions

92. A modifier capable of modifying a protain or an analogue or vanant thereof
accordmg to claim 88, wheremn said OCIF comprises amino acids -21 to +380 of SEQ

ID NO 1 of the sequence listing.

93 A modifier capable of modifymg a protein or an analogue or vanant thercof
according to claym 88, wheremn said OCIF compnses amino acids +1 to +380 of SEQ

ID NO 1 of the sequence lsting.

94. A complex comprising at least one protemn or an anslogue or varlant thereof

which 18 bound to at Jeast one copolymer or a pharmacologically acceptable salt
thereof accordmy to any one of claims 1 to 74.

95 A complex accordmg to cimmm 94, wherein the proten 18 & basic profein

96. A complex according to claim 95, wherejn the bagc protein 15 a bamic
fibroblast growth factor (YFGF), mn epadermal growth factor (BGF), an
osteoclastogeneals mhibitory factor (OCIF), a platelet-derived growth factor (PDGF),
a brain-dertved neurotrophic factor (BDNF), a nerve growth factor (NGF), & humnan
growth hormone (HGH), a hepatocyte growth fector (HGF), or a vascular endothelial
growth factor (VEGF), or an analogue or a variant thercof.

97 A complex according to clamm 95, wherein the basic protein is an
osteoclsstogenesis inhibitory factor (OCIF) or an analogue or a vanant thereof.
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98 A complex according to claim 97, wherem said OCIF or an analogue or
vanant thereof i8 natural type or recombmant type OCIF

99 A camplex according to clamn 97, wherem said OCIF or an analogue or
varant thereof 18 a monomer or a dimer

100 A complex according to clam 97, wherein saxd OCIF 15 & monomer of human
OCIF having a molecular weight as measured by SDS-PAGE under non-reducing
conditions of about 60000 or a dumer of hunan OCIF having a molscular weight of
about 120000 as measured by SDS-PAGE under non-reducing conditions

101 A complex accordmg to clam 97, wherein saad OCIF comprises amino acids —
21 to +380 of SEQ ID NO 1 of the sequenco bisting.

102, A complex accordmg to claim 97, wherein said OCIF comprises amino acids
+1 to 4380 of SEQ ID NO 1 of the zequences lishing.

103 A phamaceutical composition comprizing an effective amount of a
pharmacologically active agent together with a carner or diluent therefor, wharemn
said pharmacologically active agont 18 in the form of a complex according to any one
of clanns 94 to 102,

104 A method for prolonging the time that a protein or an analogue or vanant
thereof is retamned m the bloodstream after admimstration to a patient by complexing

said protemn or an amalogue or vanant thereof with at least ome copolymer or a
pharmacologically acceptable salt thereof accordmg to any one of claims 1 to 74

105 A method according to clamm 104, wherein the protein 1s a basic protem

106 A method according to clawm 105, whercin the basic protem is a bamc
fibroblast growth factor (bFGF), an epidermal growth factor (EGF), an
osteoclastogenesis inhibitory factor (OCIF), a platelet-derived growth factor (PDGF),
a bram-derived neurotrophic factor (BDNF), a nerve growth factor (NGF), & human
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growth hormone (HGH), a hepatocyte growth factor (HGF), ar a vascular endothelial
growth factor (VEGF), or an anslogue or a variant thareof

107 A method according to clamm 105, wherein the basic protein is an
osteoclastogenesis inhibitory factor (OCIF) or an analogue or a vanant thereof

108. A method according to clamm 107, wherein smd OCIF or an analogue or
vanant thereof is natural type or recombinant type OCIF

109 A method according to claim 107, wherein saxd QCIF or an analogue or
vanant thereof is a monomer or a dimer

110 A method according to claim 107, wherein szid OCIF is a monomer of human
OCIF having a molecular weight as measured by SDS-PAGE under non-reducing
conditions of about 50000 or & dimer of human OCIF having a molecular weight of
about 120000 as measured by SDS-PAGE under non-reducing conditions

111 A method according to clamm 107, wherein sa1d OCIF compnises smino acds
~21 to 4380 of SEQ ID NO 1 of the sequence Listing.

112 A method according to claim 107, wherein sard OCIF comprises amino acids
+1 to +380 of SEQ ID NO 1 of the sequence lishog.

2113 A method for the treatment or prophylaxis of a discase in a patient that 18
susceptible to a protemn or an analogue or vanant thereof compnaing admunistenng to
said patient an effective amount of a complex comprising said protemn or an analogue
or vanant thereof which is bound to at least one copolymer or a pharmacologically
scceptable salt thereof according to any one of claims 1 to 74

114, A method according to claim 113, wheren the protomn is a bamic protein
115 A method according to claum 114, wheren the basic protein 18 a basic

fibroblast growth factor (bFGF), an epidermal growth factor (EGF), an
osteoclastogenesis mibitory factor (OCTF), a platelet-derzved growth factor (PDGF),

- N
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a braxn-derived neurotrophic facior (BDNF), a nerve growth factor (NGF), & human
growth hormone (HGH), a hepatocyts growth factor (HGF), or a vescular endothelal
growth factor (VEGF), or an analogue or a variant thereof.

116 A method according to clum 114, wherem the basic protein 18 en
osteoclastogenests mhibitory factor (OCIF) or an analogue or s vanant thereof,

117 A phammaceutical compomtion according to ciaym 116, wherein said OCIF or
an analoguc or vanant thercof 1s natural type or recombinant type OCIF

118 A method according to claim 116, wherem said OCIF or an enalogue or
variant thereof is 8 monomer or a dimer

119 A method according to claim 116, wheremn said OCIF 18  monomer of human
OCIF having a molecular weight as measured by SDS-PAGE under non-reducing
conditions of about 60000 or a dimer of human OCIF having a molecular weight of
about 120000 as measared by SDS-PAGE under non-reducing conditons

120 A method according to clarm 116, wherein said OCIF compnses amino acads
~21 to +380 of SEQ ID NO 1 of the sequence Listing.

121 A method eccording to clarm 116, wherein said QCIF compnises amuno acids
+1 to +380 of SEQ ID NO 1 of the sequence histing,

~122 A method according to any one of claams 116 to 121, wherein smd disease is a
bone metabohic disease.

123 Use of complex compnsmg  protem or an analogue or vanant thereof which

Is bound to at least one copolymer or a pharmacologically acceptable salt thereof
according to any one of claims 1 to 74 m the manufacture of a medicament for the

prophylaxis or treatment of a disease susceptible to said protein or an analogue or
variant thercof.

124  Use according to clamm 122, wherein the protein is a basic protemn,

g\
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125  Use according to claxm 123, wherein the basic protein is a base fibroblast
growth factor (bFGF), an epidermal growth factor (BGF), an osteoclastogenes:s
mhibstory factor (OCIF), & platelst-derived growth factor (PDGF), a brain-derved
neurotrophic factor (BDNF), a nerve growth factor (NGF), a human growth harmone
(HGH), a hepatocyte growth factor (HGF), or a vascular endothelial growth factor
(VEGF), or an analogue or a variant thereof,

126  Use accordmg fo claim 123, wherein the basic protein 18 an osteoclastogenens
inhibitory factor (OCIF) or an analogue or a variant thereof

127  Use acconding to claim 126, wherem said OCIF or an anslogue or variant
thereof is natnral type or recombinant type OCIF

128  Use according to clalm 126, wherein saxd OCIF or an analogue or variant
thereof 18 a monomer or a dimer

129 Use accordmg to claim 126, wheremn said OCIF 15 & monomer of human OCIF
having a molecular weight as measured by SDS-PAGE under non-reducing condihions
of about 60000 or a dimer of human OCIF having & molecular welght of about
120000 as measured by. SDS-PAGE under non-reducing conditions.

130  Use according to claim 116, wherein s;xd OCIF compnses amno acads ~21 to
+380 of SEQ ID NO 1 of the sequence Listing.

131 Use accordng to claim 116, wherein saxd OCIF comprises amino acids +1 to
+380 of SEQ ID NO 1 of the sequence Listing.

132  Use according to any one of clarms 126 to 131, wheremn sad disease is a bone
metabolic digease
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M DIFICAD RESP LIMERIC SY COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

CAMPO TECNICO

La presente invencién se refiere a un copolimero novedoso, una
composicidn farmacéutica que comprende dicho copolimero, un modificador
de protelnas que comprende dicho copolimero, un complejo de dicho
copolimero con una protelna, un método para prevenir o tratar enfermedades
usando dicho complejo, el uso de dicho complejo en la fabncacidn de un
medicamento para prevenir o tratar enfermedades, y métodos para la sintesis

de dichos copolimeros y dichos complejos

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La modificacion de protelnas con agentes adicionales tales como
polimeros, se han usado comunmente con el propésito de proveer
propiedades farmacéuticas mejoradas, por ejemplo, estabiidad y retencion
mejoradas en la sangre, y antigenicidad reducida [véase, por ejemplo, F M
Veronese y J M Hams, “Peptide and Protein Pegylation®, Advanced Drug
Delivery Reviews 54(4), 2002]

Cuando se pretendla modificar proteinas con un polimero, una
técnica usada en el pasado comprendia unir la protelna y el modificador

poliménco, mediante un enlace covalente (véase, por ejemplo, el documento
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WO-A-97/23614) En otros ejlemplos de la modificacidn de una proteina con
un polimero, tal como en la modfficacién de un famaco con un polimero, el
farmaco habla sido modificado mediante un enlace no covalente Uno de
dichos ejemplos se provee en la solicitud de patente japonesa (Kokai) No Hei
11-302199, que descnbe que un copolimero de injerto, que comprende una
cadena de mjerto de un polimero no 16nico y una cadena pnncipal de un
polimero cargado negativamente, forrma un complejo de inclusibn con una
sustancia capaz de ser cargada positivamente bajo condiciones fisiol6gicas,
por ejemplo, un lhposoma o poli-L-lisina que posee carga positva, para
mejorar la retencién en la sangre Otra altemativa se sugiere en el documento
WO-A-99/02131, que descnbe que una proteina y un pollmero soluble en
agua pueden mezclarse bajo condiciones especificas en presencia de un
solvente organico, para proveer microparticulas de liberacion controlada
Infortunadamente, pocos de estos modificadores de proteinas
poliméncos han sido particularmente Gtiles por una varnedad de razones Un
ejemplo reciente de un modificador de proteinas polménco que muestra
algunas propiedades mejoradas, comprende un copolimero basado en un
compuesto de 4cido polimaleico que contiene un compuesto de alquil éter de
polioxialquileno como unidad consttuyente [véase, por ejemplo, las patentes
japonesas Nos 3035675 y 3271285) Estos modificadores poliméncos
muestran ciertamente unién mejorada a las proteinas objetivo Sin embargo,
existen aun problemas significativos con dichos copolimeros Se encuentra

que la porcidn de anhidndo maleico de los mismos se une a proteinas en

€
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forma no especifica Esto produce los complejos obtenidos del copolimero y la
protelna que muestran propiedades no uniformes, dependiendo de las
condiciones En particular, se encuentra que estos modificadores poliméncos
tienden a formar faciimente estructuras entrelazadas desorganizadas con las
proteinas, formando de esta manera complejos voluminocsos que causan
modificacién excesiva de la estructura de la protelna, y por ende reduccién de
la actvidad deseada de la proteina Ademés, se ha encontrado que los
complejos de estos modificadores de protelnas poliméncos y una proteina,
muestran retencion insatisfactona en la sangre después de la administracién
Por lo tanto, existe la necesidad de un modificador poliménco
capaz de proveer un complejo que tenga propiedades uniformes,
especiailmente produccidn reducida de estructuras entrelazadas
desorganizadas con la proteina, mejor mantenimiento de la actvidad de la
proteina, y retencién excelente de la protelna en la sangre después de Ila

administracién de dicho complejo

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Por lo tanto, un objetivo de la presente invencibn es proveer un
modificador poliménco capaz de proveer un complejo que tenga propiedades
uniformes, especiaimente produccién reducida de estructuras entrelazadas
desorganizadas con la proteina, mejor mantenimiento de la actividad de la

proteina, y retencidn excelente de la proteina en la sangre después de la
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administracién de dicho complejo

Los presentes inventores han hecho un estudio extensivo de
vanos modificadores de proteinas y, como resultado, han logrado obtener
copolimeros novedosos que son capaces de formar complejos con protelnas
que tienen propiedades uniformes, y mejorar notablemente la retencion de las
protelnas de dichos complejos en la sangre, llevando de esta manera a la
culminacion de la presente invencién

Otros objetivos y ventajas de la presente invencién, seran
evidentes conforme proceda la descnpcidn

De esta manera, la presente invencién provee un copolimero o
una sal faémacolégicamente aceptable del mismo que contiene, como
unidades constiiuyentes,

(a) una 0 mas unidades estructurales que pueden ser iguales o
diferentes entre sl, y que se representan mediante la férmula () siguiente

|$1
—CH,—C—— (1)

CH,
O{Alk-—o)'Rz
m

m es un entero de 3 a 100,

en donde



Alk representa un grupo alquileno que tiene de 1 a 6 atomos de
carbono, y

R'! y R? son iguales o diferentes, y cada uno representa un atomo
de hidrégeno o un grupo alquilo que tene de 1 a 6 4tomos de carbono que
5 puede ser sustituido opcionalmente con por lo menos un susttuyente
seleccionado del grupo que consiste de grupos hidroxi, atomos de halégeno y
grupos arnlo que tenen de 8 a 14 4tomos de carbono que pueden ser
sustituidos opcionalmente con 1 a 5 sustituyentes seleccionados de los

sustituyentes A definidos mas adelante, y
10 (b) una o méas unidades estructurales que pueden ser iguales o

drferentes entre sl, y que se representan mediante la férmula (ll)

CH C{I
O—C C=—0 (II)
15
R? OH

en donde

R3 representa

un grupo hidroxilo,
20 un grupo alcoxi que tiene de 1 a 6 atomos de carbono que puede

ser sustiuido opcionalmente con por lo menos un sustituyente seleccionado
del grupo que consiste de grupos hidroxi, &tomos de halégeno y grupos anlo

que tienen de 6 a 14 atomos de carbono que pueden ser sustituidos
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opcionalmente con 1 a 5§ sustituyentes seleccionados de los sustituyentes A
definidos mas adelantse,

un grupo anloxi que tiene de 6 a 14 4tomos de carbono que
puede ser sustituido opcionalmente con 1 a 5 sustituyentes seleccionados de
los sustituyentes A definidos mas adelants, o

un grupo representado por la férmula -NR*R®, en donde R* y R®
son Iguales o diferentes entre sl, y cada uno representa un atomo de
hidrégeno o un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono que puede
ser sustituido opcionalmente con por lo menos un sustituyente seleccionado
del grupo que consiste de grupos hidroxi, &omos de halégeno y grupos anlo
que tienen de 6 a 14 atomos de carbono que pueden ser sustituidos
opcionalmente con 1 a 5 sustituyentes seleccionados de los sustituyentes A
definidos més adelante,

los sustituyentes A se seleccionan de grupos alquilo que tienen
de 1 a 6 4&tomos de carbono, grupos alcoxi que tienen de 1 a 6 atomos de
carbono, 4tomos de halégeno, grupos hidroxi, grupos nitro y grupos carboxi

La presente invencién provee ademas un copolimero ¢ una sal
farmacolégicamente aceptable del mismo que se obtiene sometiendo una o
més porciones de anhidndo carboxllico de férmula (lil) en un copolimero que
contiene, como unidades constituyentes,

(a) una o més unidades estructurales que pueden ser iguales o

diferentes entre si, y que se representan mediante la férmula {l) siguiente

A\
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R1
|
—CH,—C—— ()

CH,

| :
O‘{Alk—O R
m

m es un entero de 3 a 100,

en donde

Alk representa un grupo alquileno que tiene de 1 a 6 atomos de
carbono, y

R'y R? son iguales o diferentes, y cada uno representa un dtomo
de hidrégeno o un grupo alquilo que tiene de 1 a 8 Atomos de carbono que
puede ser sustiuido opcionalmente con por lo menos un sustiuyente
seleccionado del grupo que consiste de grupos hidroxi, &tomos de halégeno y
grupos anlo que tienen de 6 a 14 atomos de carbono que pueden ser
sustituidos opcionaimente con 1 a 5 sustituyentes seleccionados de los
sustituyentes A definidos més adelante, y

{b) dichas una o mas porciones de anhidndo carboxilico de

formula (1)
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a una o més reacciones seleccionadas del grupo que consiste de
(1) hidrélisis, () amonidlisis, (1) amindlisis y (v) alcohdlisis,

los sustituyentes A se seleccionan de grupos alquilo que tienen
de 1 a 8 4&tomos de carbono, grupos alcoxi que tienen de 1 a 6 atomos de
carbono, 4tomos de halégeno, grupos hidroxi, grupos nitro y grupos carboxi

La presente invencibn provee también una composicion
farmacéutica que comprende por lo menos un copolimero o una sal
farmacolégicamente aceptable del mismo de la presente invencidbn como se
descnbié antenormente, en particular dicha composicibn que comprende
también por lo menos una proteina o un andlogo o vanante de la misma

La presente invencién provee también un modificador capaz de
modificar una proteina o un anélogo o vanante de la misma, dicho modificador
comprendiendo un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de la presente invencién como se descnbié antenormente

La presente invencidn provee también un complejo que
comprende por lo menos una protelna o un analogo o vanante de la misma
que se une a por lo menos un copolimero o una sal farmacolégicamente
aceptable del mismo de la presente invencibn, como se descnbid

antenomente

Aa>
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La presente Invencidn provee también una composicion
farmacéubca que comprende una cantdad efectva de un agente
farmacolégicamente activo junto con un vehiculo o diluyente para el mismo,
en donde dicho agente faqmacol6gicamente activo es un complejo que
comprende por lo menos una protelna o un anélogo o vanante de la misma
que se une a por lo menos un copolimero 0 una sal farmacolégicamente
aceptable del mismo de la presente invencidn, como se descnbid
antenormente

La presente invencién provee también un método para prolongar
el iempo que una protelna o un analogo o vanante de la misma es retentda en
la comente sanguinea después de administracidn a un paciente, combinando
dicha protelna o un anélogo o vanante de la misma con por lo menos un
copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del mismo de la presente
invencién, como se descnbié antenormente

La presente invencidn provee también un método para el
tratamiento o profilaxis de una enfermedad en un paciente que es susceptible
a una protelna o un andlogo o vanante de la misma, el cual comprende
administrar a dicho paciente una canhdad efectva de un complejo que
comprende dicha proteina o un analogo o vanante de la misma que se une a
por lo menos un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de |a presente invencién, como se descnbid antenormente

La presente invencién provee también el uso de un complejo que

comprende una proteina o un anélogo o vanante de la misma que se une a

4
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por lo menos un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de la presente invencibn como se descnbié antenommente, en la
fabncacién de un medicamento para la profilaxis o el fratamiento de una
enfermedad susceptible a dicha protelna o un anélogo o variante de la misma

La presente invencidn provee también un método para la
preparacién de un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo que contiene, como unidades constituyentes,

(a) una 0 més unidades estructurales que pueden ser iguales o
diferentes entre sl, y que se representan mediante la formuia (i) siguwente

R!
— CH,—C—— )

CH,

o)
O1Ak—OrR
m

en donde
m, Alk, R' y R? son como se definieron anteriormente, y
(b) una o mas umidades estructurales que pueden ser iguales o

diferentes entre sl, y que se representan mediante la férmula (lI)

CH C{l
O— l C=—0 (]_I)
R3 OH
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en donde

R? es como se definid anteriorments,

dicho método comprendiendo someter una o més porciones de
anhidndo carboxilico de férmula (lil) en un copolimero que contiene, como
unidades constituyentes,

(c) una o mas unidades estructurales que pueden ser iguales o
diferentes entre sl, y que se representan mediante la férmula (I) como se
definié antenormente, y

(d) dichas una o mas porciones de anhidndo carboxllico de

férmula (11I)

CH—CH

I\ w
PN N

a una o mas reacciones seleccionadas del grupo que consiste de
(1) idrdhisis, (1) amoniblisis, () aminélisis y (iv) alcohdlisis

La presente invencidn provee también un método para la
preparaciébn de un complejo que comprende por lo menos una proteina o un
analogo o vanante de la misma que se une a por lo menos un copolimero o
una sal farmacologicamente aceptable del mismo como se definié
antenormente, dicho método comprendiendo hacer reaccionar dicho
copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del mismo, con dicha

proteina o un andlogo o varante de la misma bajo condiciones que favorezcan
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la formacion de dicho complejo

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra los resultados de electroforesis en ge! de
SDS poliacnlamida sobre complejos de la presente invencién de poli{PEGsoo-
MA)a-OCIF, bajo condiciones no reductoras llevadas a cabo en el ejemplo de
prueba 6 mas adelante

(1) Marcadores de peso molecular

(2) Complejo de pol{(PEGsex-MA)a-Na (compuesto No 9)-OCIF
[OCIF modificador poliménco = 1 1 (relacién en peso)]

(3) Complejo de poli(PEGse-MA)a-Na (compuesto No 9)-OCIF
[OCIF modificador poliménco = 1 2 (relacidn en peso)]

(4) Complejo de poli(PEGse-MA)a-Na (compuesto No 9)-OCIF
[OCIF modificador poliménco = 1 3 (relacién en peso)]

(5) Complejo de poli(PEGs0-MA)a-Na (compuesto No 9)-OCIF
[OCIF modificador poliménco = 1 4 (relacién en peso)]

(6) Complejo de poli{PEGsg-MA)a-Na (compuesto No 9)-OCIF
[OCIF modificador poliménco = 1 5 (relacién en peso)]

(7) OCIF no modificado

La figura 2 muestra otros resultados de electroforesis en gel de
SDS poliacniamida sobre complejos de la presente invencion de poli(PEGsgo-

MA)a-OCIF, bajo condiciones no reductoras llevadas a cabo en el ejemplo de

Iv
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(1) Marcador de peso molecular

prueba 6 mas adelante

(2) Complejo de poli{PEGse-MA)a-Na (compuesto No 9)-OCIF
[OCIF modificador poliménco = 1 1 (relacidn en peso), concentracién de OCIF
durante la incubacién 3 5 mg/mil]

(3) Complejo de poli(PEGsy-MA)a-Na (compuesto No 9)-OCIF
[OCIF modificador poliménco = 1 1 (relacién en peso), concentracién de OCIF
durants la incubacién 1 75 mg/mi]

(4) Complejo de poli(PEGse-MA)a-Na {(compuesto No 9)-OCIF
[OCIF modfficador poliménco = 1 1 (relacién en peso), concentracién de OCIF
durante la incubacién 0 875 mg/mi]

(5) Complejo de pol(PEGsx-MA)a-Na (compuesto No 9)-OCIF
[OCIF modificador poliménco = 1 2 (relacién en peso), concentracion de OCIF
durante la incubacién 1 75 mg/mil]

(6) Complejo de poli(PEGse-MA)a-Na (compuesto No 9)-OCIF
[OCIF modificador poliménco = 1 4 (relacién en peso), concentracién de OCIF
durante la incubacién 0 875 mg/ml]

(7) OCIF no modfficado

La figura 3 muestra los resultados de electroforesis en gel de
SDS pohacnlamida de complejos de poli(PEGsx-MA)Y-OCIF de la técnica
antenor, bajo condiciones no reductoras llevadas a cabo en el ejemplo de
prueba 6 mas adelante

(1) Marcador de peso molecular
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(2) Complejo de poli(PEGsyw-MA) (AM-0530K)-OCIF [OCIF
modificador poliménco = 1 10 (relacién en peso)]

(3) Complejo de pol{PEGse-MA) (AM-0530K)-OCIF [OCIF
modrificador poliménco = 1 2 5 (relacién en peso)]

(4) Complejo de pol{PEGsee-MA) (AM-0530K)-OCIF [OCIF
modificador poliménco = 1 1 (relacién en peso)]

(10) OCIF no modificado
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

(1) Como se indicé antenormente, un aspecto de la presente
invencidn provee un copollmero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo que contiene, como unidades constituyentes,

(a) una o mas unidades estructurales que pueden ser iguales o

diferentes entre sl, y que se representan mediante la féormula (I) siguiente

R1
{
—CH,—C—— (1)

CH,
o{mk—o)—n2
m

m, Alk, R y R? son como se definieron antenorments, y

en donde
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(b) una o més unidades estructurales que pueden ser iguales o

diferentes entre sl, y que se representan mediante la fdrmula (l1)

CH—CH
O0=—C C=0 {n
R3 OH

en donde R® es como se definid antenormente De estos
copolimeros y sales farmacolégicamente aceptables de los mismos, se
prefieren los que incluyen

(2) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (1), en donde las unidades estructurales representadas
por la férmula (1), y las unidades estructurales representadas por la formula
(), estdn dispuestas en una secuencia altema de cabeza a cabeza, una
secuencia altema de cabeza a cola, o una secuencia mixta alterna de cabeza
a cabeza y cabeza a cola,

(3) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (1), en donde las unidades estructurales representadas
por la formula (1), y las unidades estructurales representadas por la formula
(II), estdn dispuestas en una secuencia aleatona,

(4) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de (1) a (3), en donde Alk es un grupo
etileno o tnmetileno,

(5) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del

/

po
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mismo de acuerdo con {4), en donde Alk s un grupo etileno,

(6) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de (1) a (5), en donde m es un entero de 3
a 50,

(7) un copolimero o una sal farmacol6gicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (6), en donde m es un entero de 3 a 40,

(8) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (7), en donde m es un entero de 6 a 16 6 28 a 38,

(9) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (8), en donde m es un entero de 6 a 16,

(10) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de (1) a (9), en donde R! es un 4tomo de
hidrégeno o un grupo metilo,

(11) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (10), en donde R es un 4tomo de hidrégeno,

(12) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de (1) a (11), en donde R? es un 4tomo de
hidrégeno o un grupo metilo,

(13) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (12), en donde R? es un grupo metilo,

(14) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de (1) a (13), en donde R?® es un grupo

hidroxilo, un grupo alcoxs que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, o un grupo
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representado por la formula —-NR*R®, en donde R* y R® son iguales o
diferentes, y cada uno representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo
que tiene de 1 a 6 4&tomos de carbono,

(15) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (14), en donde R? es un grupo hidroxilo o un grupo
alcoxi que tiene de 1 a 6 atomos de carbono,

(16) un copolimero o0 una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (15), que comprende por lo menos una unidad
estructural representada por la férmula (ll), en donde R® es un grupo alcoxs
que tene de 1 a 6 4lomos de carbono, y opcionalmente por lo menos una
unidad estructural representada por la férmula (l1), en donde R® es un grupo
hidroxilo, en donde la relacion entre las unidades estructurales representadas
por la férmula (il), en donde R® es un grupo hidroxi, y las unidades
estructurales representadas por la férmula (l1), en donde R® es un grupo alcox
que tiene de 1 a 6 4tomos de carbono, esté en la escalade 46 a 0 10,

(17) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (15) o (16), en donde R? es un grupo alcoxi que tiene
de 1 a 6 atomos de carbono,

(18) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de (15) a (17), en donde dicho grupo alcoxi
que tiene de 1 a 6 4tomos de carbono, es un grupo etoxi,

(19) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del

mismo de acuerdo con (14), en donde R? es un grupo hidroxilo o un grupo
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representado por la férmula -NR‘R®, en donde R* y R® son iguales o
diferentes, y cada uno representa un dtomo de hidnégeno o un grupo alquilo
que tiene de 1 a 6 4tomos de carbono,

(20) un copolimero o una sal famacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (19), que comprende por lo menos una unidad
estructural representada por la formula (ll), en donde R® es un grupo
representado por la formula -NR*R® en donde R* y R® son iguales o
diferentes, y cada uno representa un dtomo de hidrégeno o un grupo alquilo
que tiene de 1 a 6 tomos de carbono, y opcionaimente por io menos una
unidad estructural representada por la formula (i1), en donde R® es un grupo
hidroxilo, en donde la relacién entre las unidades estructurales representadas
por la formula (I) en donde R? es un grupo hidrox, y las unidades
estructurales representadas por la formula (ll) en donde R® es un grupo
representado por la formula -NR*R5, est4 en la escalade 55a 0 10,

(21) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (20), en donde la relacion entre las unidades
estructurales representadas por la férmula (l1), en donde R?® es un grupo
hidroxi, y las unidades estructurales representadas por la férmula (ll), en
donde R? es un grupo representado por la férmula -NR*R5, est4 en la escala
de46a010,

(22) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de (19) a (21), en donde R® es un grupo

representado por la férmula —-NR*R%, en donde R* y R® son iguales o

|02
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diferentes, y cada uno representa un 4tomo de hidrégeno o un grupo alquilo
que tiene de 1 a 6 atomos de carbono,

(23) un copolimero o una sal farmacol6gicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de (19) a (22), en donde el grupo
representado por la fdrmula -NR*R® es un grupo amino, un grupo metilamino
0 un grupo dimetilamino,

(24) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (23), en donde el grupo representado por la formula -
NR*R5 es un grupo amino,

(25) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (23), en donde el grupo representado por la formula —
NR*R® es un grupo dimetilamino,

(26) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (14), en donde R? es un grupo hidroxilo,

(27) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (14), en donde R? es un grupo 1-amino-2-propanol,

(28) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de (1) a (27), en donde |a relacién entre la
unidad estructural representada por la férmula (l), y la unidad estructural
representada por la formula (ll), estd en la escalade 101 a 1 10,

(29) un copolimero o una sal famacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (28), en donde la relacidn entre la unidad estructural

representada por la férmula (1), y la unidad estructural representada por la

[o4
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férmula (Il), estd en la escalade 31 a 1 8,

(30) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (28), en donde la relacién entre la unidad estructural
representada por la formula (1), y la unidad estructural representada por la
férmula (1), estd en laescalade21a12612a16,

{31) un copolimero o una sal farmacol6gicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (28), en donde la relacién entre la unidad estructural
representada por la formula (1), y la unidad estructural representada por la
formula (ll), esde 1 1,0 estd enlaescalade 12 a 1 4,

(32) un copolimero o una sal farmacoldgicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de (1) a (31), en donde el grado de
polimenzacién promedio esta en la escala de 5 a 200,

(33) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (32), en donde el grado de polimenzaci6n promedio
esta en la escala de 5 a 50,

(34) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (33), en donde el grado de polimenzacidn promedio
osta en la escala de 5 a 20,

(35) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (32), en donde el grado de polimenzacién promedio
esta en la escala de 20 a 30,

(36) un copolimero o una sal farmacoldgicamente aceptable del

mismo de acuerdo con (32), en donde el grado de polimenzacién promedio
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osta en la escala de 30 a 40,

(37) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de (1) a (31), en donde el radio de Stokes
del mismo es de 89 3 nm o menos,

(38) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (37), en donde el radio de Stokes del mismo es de 7 3
nm o menos,

(39) un copolimero o una sal famacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (38), en donde el radio de Stokes del mismo es de 6 2
nm o menos,

(40) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (39), en donde el radio de Stokes del mismo es de 4 7
nm 0 menos,

(41) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (40), en donde el radio de Stokes del mismo es de 3 1
nm o menos,

(42) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (37), en donde el radio de Stokes del mismo estd en la
escalade15nma47nm,

(43) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (37), en donde el radio de Stokes del mismo esta en la
escalade31nma62nm,y

(44) un copolimero o una sal farmacoldgicamente aceptable del

e
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mismo de acuerdo con (1), en donde

m es un entero de 3 a 100,

Alk representa un grupo alquileno que tiene de 1 a 6 atomos de
carbono,

R! y R? son iguales o diferentes, y cada uno representa un dtomo
de hidrégeno o un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, y

R? representa un grupo hidroxilo, un grupo alcoxi que tiene de 1
a 6 4tomos de carbono que puede ser sustriiuido opcionalmente con un grupo
hidroxi, 0 un grupo representado por la formula —-NR*R5, en donde R* y R® son
iguales o diferentes entre si, y cada uno representa un atomo de hidrégeno o
un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 4tomos de carbono que puede ser
sustituido opcionalmente con un grupo hidroxi,

(45) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (1), en donde Alk representa un grupo etileno, R!
representa un 4tomo de hidrégeno, R? representa un grupo metilo, ym R?la
relacidn de las unidades estructurales de formulas (1) y () (la relacién de la
composicidn) y, cuando sea relevante, la relacidn entre las unidades de
férmula (ll), en donde R® representa un grupo hidroxi, y las unidades de
férmula (I1), en donde R® representa un grupo diferente de hidrox (la relacién
de hidrdlisis), se seleccionan de los siguientes

() m es de 6 a 16, R® es un grupo hidroxi, la relacion de la
composicién es de 1 1, y el grado de polimenzacién promedio es de 30 a 40,

(1) m es de 28 a 38, R? es un grupo hidrox, la relacién de la

YoX &
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composicion es de 1 1, y el grado de polimenzacién promedio es de 10 a 15,

(m) m es de 6 a 16, R® es un grupo amino, la relacién de la
composicién es de 1 1, y el grado de polimenzacién promedio es de 30 a 40,

(v) m es de 6 a 16, R? es un grupo dimetilamino, la relacién de la
composicidn es de 1 1, y el grado de polimenzacién promedio es de 30 a 40,

(v) m es de 6 a 16, R® es un grupo 1-amino-2-propanol, la
relacion de la composicion es de 1 1, y el grado de polimenzacion promedio
es de 30 a 40,

(w) m es de 6 a 16, R? se selecciona de grupos etoxi e hidroxi, fa
relacién de la composicidn es de 1 1, el grado de polimenzacién promedio es
de 30 a 40, y la relacién de hidrdlisis es de 4 6,

(vi) m es de 28 a 16, R® se selecciona de grupos amino e
hidroxi, la relacién de la composiciébn es de 1 1, el grado de polimenzacién
promedio es de 10 a 15, y la relacién de hidrélisis es de 4 6,

(vin) m es de 28 a 38, R® es un grupo dimetilamino, la relacién de
la composicion es de 1 1, y el grado de polimenzacién promedio es de 10 a
15,

(x) m es de 6 a 16, R? se selecciona de grupos amino e hidroxi,
la relacién de la composicion es de 1 1, el grado de polimenzacién promedio
es de 30 a 40, la relacion de hidrohsis es de 3 16 9, y el copolimero es una
sal de sodio,

(x) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e hidroxi,

la relacion de la composicién es de 1 1, el grado de polimenzacién promedio

|05
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es de 30 a 40, y la relacién de hidrélisis es de 1 4 8 6,

(x1) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos dimetiamino e
hidroxi, la relacién de la composicién es de 1 1, el grado de polimenzacién
promedio es de 30 a 40, la relacién de hidrdlisis es de 2 9 7 1, y el copolimero
es una sal de sodio,

(x1) m es de 6 a 16, R? es un grupo ammno, la relacién de la
composicién es de 1 2 4, y el grado de polimenzacién promedio es de 20 a 30,

() m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e hidroxi,
la relacién de la composicién es de 1 2 4, el grado de polimenzacién promedio
es de 20 a 30, y la relacioén de hidrélisis es de 0 4 9 6,

(xv) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e hidrox,
la relacién de la composicién es de 1 2 4, el grado de polimenzacién promedio
es de 20 a 30, y la relacién de hidrélisis es de 29 7 1,

(xv) m es de 6 a 16, R? se selecciona de grupos amino e hidrox,
la relacion de la composicion es de 1 2 4, el grado de polimenzacidon promedio
es de 20 a 30, y la relacién de hidrolisis es de 099 1,

(xvi) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e hidroxi,
la relacidn de la composicidn es de 1 2 4, el grado de polimenzacién promedio
es de 20 a 30, y la relacién de hidrélisis es de 059 5,

(xvi) m es de 6 a 16, R? se selacciona de grupos amino e
hidroxi, la relacién de la composicion es de 1 2 4, el grado de polimenzacién
promedio es de 20 a 30, y la relacién de hidrélisis esde 138 7,

(xvi) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e
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hidroxi, 1a relacién de la composicién es de 1 2 4, el grado de polimenzacién
promedio es de 20 a 30, y la relacién de hidrélisisesde 1 98 1,

(xx) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e hidrox,
la relacion de la composicién es de 1 2 4, el grado de polimenzacién promedio
os de 20 a 30, y la relacion de hidrolisis esde 1 09 0,

(xx) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e hidrox,
la relacién de la composicién es de 1 2 4, el grado de polimenzacién promedio
as de 20 a 30, y la relacién de hidrdlisis es de 08 9 2,

(ou) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e hidrox,
la relacién de la composicion es de 1 2 4, el grado de polimenzacién promedio
es de 20 a 30, y la relacién de hidrdlisis es de 4 6 5 4,

(o) m es de 6 a 16, R} se selecciona de grupos amino e
hidroxi, la relacién de la composicion es de 1 2 4, el grado de polimenzacidon
promedio es de 20 a 30, y la relacién de hidrélisis esde 1 2 8 8,

(ocn) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e
hidroxi, la relacidn de la composicion es de 1 2 4, el grado de polimenzacion
promedio es de 20 a 30, y la relacién de hidrolisis es de2 0 8 0,

(xxiv) m es de 6 a 16, R? se selecciona de grupos amino e
hidroxi, la relacidn de la composicién es de 1 2 4, el grado de polimenzacién
promedio es de 20 a 30, y la relacién de hidrélisisesde 1 18 9,

(xxv) m es de 6 a 16, R’ se selecciona de grupos amino e
hidroxi, la relacion de la composicién es de 1 2 4, el grado de polimenzacién

promedio es de 20 a 30, y la relacidon de hidrolisis es de 24 7 6,
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(xvi) m es de 6 a 16, R? se selecciona de grupos amino e
hidroxi, la relacién de la composicién es de 1 2 4, el grado de polimenzacién
promedio es de 20 a 30, y la relacién de hidrélisis es de 099 1,

(xvi) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e
hidroxi, la relacién de la composicién es de 1 2 4, el grado de polimenzacion
promedio es de 20 a 30, y la relacién de hidrélisis esde 1 58 5,

(oovin) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e
hidroxi, la relacidn de la composicion es de 1 2 4, el grado de polimernzacion
promedio es de 20 a 30, y la relacion de hidrélisises de 0 7 9 3,

(xix) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e
hidroxi, la relacién de la composicidn es de 1 2 4, el grado de polimenzacion
promedio es de 20 a 30, y la relacién de hidrolisis es de4 55 5,

(ox) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e
hidrox, la relacidn de la composicidn es de 1 2 4, el grado de polimernzacién
promedio es de 20 a 30, y la relacién de hidrélisis es de 14 8 6,

(o) m es de 8 a 16, R? se selecciona de grupos amino e
hidroxi, la relacién de la composicién es de 1 2 4, el grado de polimenzacién
promedio es de 20 a 30, y la relacién de hidrolisis es de 0 7 9 3,

(ooa) m es de 6 a 16, R? se selecciona de grupos amino e
hidroxi, la relacibn de la composiciéon es de 1 2 4, el grado de polimenizacién
promedio es de 20 a 30, y la relacidn de hidrélisis es de 0 8 9 2,

(ooan) m es de 6 a 16, R se selecciona de grupos amino e

hidroxa, la relacién de la composicion es de 1 2 4, el grado de polimenzacion
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promedio es de 20 a 30, y la relacién de hidr6lisis es de 1 4 8 6,

(ooav) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e
hidroxs, la relacién de la composicion es de 1 2 4, el grado de polimerizacién
promedio es de 20 a 30, y la relacién de hidrélisis es de 0 7 9 3,

(oxv) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e
hidrox, la relacién de la composicion es de 1 2 4, el grado de polimenzacién
promedio es de 20 a 30, y la relacién de hidrolisis es de 09 9 1,

(oovi) m es de 6 a 16, R? se selecciona de grupos amino e
hidroxi, la relacién de la composicidon es de 1 2 4, el grado de polimenzacidn
promedio es de 20 a 30, y la relacion de hidrolisis esde 1 88 1,

{oocvi) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e
hidroxi, la relacién de la composicion es de 1 3, el grado de polimenzacién
promedio es de 20 a 30, y la relacién de hidrolisis es de 3 16 9,

(oovii) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e
hidroxi, la relacién de la composicién es de 1 1, la relacion de hidrdlisis es de
14 8 8, y el radio de Stokes es de 9 3 nm o0 menos,

(ooux) m es de 6 a 16, R? se selecciona de grupos amino e
hidroxi, la relacién de la composicion es de 1 1, la relacidn de hidrélisis es de
14 8 6, y el radio de Stokes estaenla escalade 3 1a 62 nm,

(xI) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e hidrox,
la relacion de la composicidon es de 1 1, la relacion de hidrdlisis es de 1 4 8 6,
y el radio de Stokes estd en laescalade 1 5a4 7 nm,

(xh) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e hidroxi,
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la relacién de la composicidn es de 1 1, la relacidn de hidrélisis es de 1 4 8 6,
y el radio de Stokes es de 3 1 nm o menos,

(xin) m es de 6 a 16, R* se selecciona de grupos aminc e hidroxi,
la relacién de la composicion es de 1 1, la relacién de hidrélisis es de 14 8 8,
y el radio de Stokes es de 7 8 nm o menos,

(xim) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e hidrox,
la relacidn de la composicién es de 1 1, la relacidon de hidrélisis es de 1 4 8 8,
y el radio de Stokes es de 6 2 nm o menos, y

(xiv) m es de 6 a 18, R® se selecciona de grupos amino e
hidroxi, la relacidn de la composicién es de 1 1, la relacién de hidrélisis es de
14 8 6, y el radio de Stokes es de 4 7 nm ¢ menos,

(48) Como se indicé antenormente, otro aspecto de la presente
invencién provee un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo que se obtiene sometiendo una o méas porciones de anhidndo
carboxllico de férmula (lll) en un copolimero que contiene, como unidades
consttuyentes,

(a) una o mas unidades estructurales que pueden ser iguales o

diferentes entre sl, y que se representan mediante la formula (l) siguiente

—CHy—C—— ()
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m, Alk, R' y RZ son como se definieron antenormente, y

en donde

(b) dicha umidad estructural comprendiendo una porcién de

anhidndo carboxilico de féormula (l11)

CH—CH

/C/ \C ()
Z N Xo

a una 0 mds reacciones seleccionadas del grupo que consiste de
(1) hidrélisis, (1) amonidlisis, (n) amindlisis y (v} alcohélisis

De estos copolimeros y sales farmacolégicamente aceptables de
los mismos, se prefieren los siguientes

(47) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (46), en donde la unidad estructural representada por
la féormula (1), y la unidad estructural representada por la férmula (lll) en el
copolimero, estdn dispuestas en una secuencia altemna de cabeza a cabeza,
una secuencia altemna de cabeza a cola, o una secuencia mixta altemna de
cabeza a cabeza y cabeza a cola,

(48) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (48), en donde la unidad estructural representada por
la formula (1), y la unidad estructural representada por la féormula (fll) en el
copolimero, estan dispuestas en secuencia aleatona,

(49) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
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mismo de acuerdo con (46) a (48), en donde Alk es un grupo etileno o
tnmetileno,

(50) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (48), en donde Alk es un grupo etileno,

(51) un copolimero o una sal fac€macoldégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de (46) a (50), en donde m es un entero de
3 a b0,

(52) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (51), en donde m es un entero de 3 a 40,

(53) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con {52), en donde m es un entero de 6 a 16 6 28 a 38,

(54) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (53), en donde m es un entero de 8 a 16,

(55) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de (46) a (54), en donde R! es un atomo de
hidrégeno o un grupo metilo,

(56) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (55), en donde R es un atomo de hidrégeno,

(57) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de (48) a (56), en donde R? es un atomo de
hidrégeno o un grupo metlo,

(58) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del

mismo de acuerdo con (57), en donde R? es un grupo metilo,
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(59) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de {46) a (58), en donde la relacién entre la
unidad estructural representada por la fdrmula (1), y la umidad estructural que
se obtiene sometiendo una o mas unidades estructurales de férmula (lll) a una
o mas reacciones seleccionadas del grupo que consiste de (1) hidr6lisis, (i)
amonidlisis, (m) amindlisis y (iv) alcohdlisis, esta en la escalade 101 a 1 10,

(60) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (59), en donde la relaci6n entre la unidad estructural
representada por la férmula (I), y la unidad estructural que se obtiene
sometiendo una o més unidades estructurales de formula (lll) a una o mas
reacciones seleccionadas del grupo que consiste de (1) hidréhsis, (u)
amoniélisis, (i) aminélisis y (iv) alcohdlisis, esta en la escalade3 1a1 8,

(61) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (59), en donde la relacién entre la unidad estructural
representada por la férmula (1), y la umidad estructural que se obtiene
somehiendo una o mas unidades estructurales de férmula (lll) a una o mas
reacciones seleccionadas del grupo que consiste de (1) hidrélisis, (n)
amonibhisis, (i) amindlisis y (iv) alcohdlisis, estd en la escalade 21a 126
12a18,

(62) un copolimero o una sal fammacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (59), en donde la relacién entre la unidad estructural
representada por la formula (l), y la unidad estructural que se obtiene

sometiendo una o mas unidades estructurales de formula (lll) a una o mas
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reacciones seleccionadas del grupo que consiste de (1) hidrdlisis, (n)
amonidhsis, (m) aminéhsis y (iv) alcohdlisis es de 1 1, o esta en la escala de
12a14,

(63) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de (46) a (62), en donde el grado de
polimenzacién promedio esta en la escala de 5 a 200,

(64) un copolimero o una sal farmacol6gicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (63), en donde el grado de polimenzacién promedio
esta en la escala de 5 a 50,

(65) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (64), en donde el grado de polimenzacién promedio
esta en la escala de 5 a 20,

(66) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con {63), en donde el grado de polimenzacién promedio
esta en la escala de 20 a 30,

(67) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (63), en donde el grado de polimenzaciébn promedio
esta en la escala de 30 a 40,

(68) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (46), en donde

m es un entero de 3 a 100,

Alk representa un grupo alquileno que tiene de 1 a 6 atomos de

carbono, y
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R! y R? son iguales o diferentes, y cada uno representa un &tomo
de hidrégeno o un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono,

(69) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de (46) a (68), que se obtiene sometendo
una porcion de anhidndo carboxilico de férmula (lll) en el copolimero, a
amoni6lisis,

(70) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (69), que se obtiene llevando a cabo la amonidlisis con
amoniaco acuoso,

(71) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de (46) a (68), que se obtiene sometiendo
una porcidon de anhidndo carboxilico de formula (Jll) en el copolimero, a
amindlisis,

(72) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (71), que se obtene llevando a cabo la amindlisis
usando una solucién de dmetilamina acuosa,

(73) un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de acuerdo con cualquiera de (46) a (68), que se obtiene sometiendo
una porcidn de anhldndo carboxilico de férmula (lll) en el copolimero, a
alcoholisis,

(74) un copolimero o una sal farmacoldgicamente aceptable del
mismo de acuerdo con (73), que se obtiene llevando a cabo la alcohdlisis

usando etanol

118
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(75) una composicibn farmacéutica que comprende un diluyente
o vehiculo farmacéuticamente aceptable, y por [0 menos un copolimero o una
sal farmacoldgicamente aceptable del mismo de la presente invencién, de
acuerdo con cualquiera de (1) a (74),

(76) una composicidn farmacéutica de acuerdo con (75), en
donde dicha composicidén comprende ademas por lo menos una protelna o un
andlogo o vanante de la misma,

(77) una composicidon farmacéutica de acuerdo con (76), en
donde Ia protelna o un andiogo o vanante de la misma es una proteina basica,

(78) una composicibn farmacéutica de acuerdo con (77), en
donde la protelna basica es un factor basico de crecimiento de fibroblastos
(bFGF), un factor de crecimiento epidérmico (EGF), un factor inhibidor de
osteoclastogénesis (OCIF), un factor de crecimiento denvado de plaquetas
(PDGF), un factor neurotréfico denvado de cerebro (BDNF), un factor de
crecimiento nervioso (NGF), una hormona de crecimiento humano (HGH), un
factor de crecmiento de hepatocitos (HGF), o un factor de crecimiento
endotehal vascular (VEGF), o un andlogo o una vanante de los mismos,

(79) una composicibn farmacéutica de acuerdo con (77), en
donde la protelna basica es un factor inhibidor de osteoclastogénesis (OCIF),
o un anélogo o una vanante de la misma,

(80) una composicion farmacéutica de acuerdo con (78), en
donde dicho OCIF o un anélogo o vanante del mismo es OCIF de tipo natural

0 de tipo recombinante,
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(81) una composicibn farmacéutca de acuerdo con (79), en
donde dicho OCIF o un anélogo o vanante del mismo es un monémero o un
dimero,

(82) una composicibn farmacéutica de acuerdo con (79), en
donde dicho OCIF es un mondémero de OCIF de humano que tiene un peso
molecular medido mediante SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras, de
alrededor de 60,000, o un dimero de OCIF de humano que tiene un peso
molecular de aproximadamente 120,000 medido mediante SDS-PAGE bajo
condiciones no reductoras,

(83) una composicion farmacéutica de acuerdo con (79), en
donde dicho OCIF comprende los aminoécidos —21 a +380 de SEQ ID NO 1
del listado de secuencias,

(84) una composicion farmacéutica de acuerdo con (79), en
donde dicho OCIF comprende los aminoécidos +1 a +380 de SEQ ID NO 1
del hstado de secuencias,

(85) un modificador capaz de modifficar una protelna o un
andlogo o vanante de la misma, dicho modificador comprendiendo el
copolimero o0 una sal farmacolégicamente aceptable del mismo, de acuerdo
con cualquiera de (1) a (74),

(86) un modificador capaz de modificar una protelna o un
analogo o vanante de la misma de acuerdo con (85), en donde la proteina es
una protelna basica,

(87) un modfficador capaz de modifficar una protelna o un
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andlogo o vanante de la misma de acuerdo con (86), en donde ia proteina
basica es un factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF), un factor de
crecimiento epidérmico (EGF), un factor inhibidor de osteoclastogénesis
(OCIF), un factor de crecimiento denvado de plaquetas (PDGF), un factor
neurotréfico denvado de cerebro (BDNF), un factor de crecimiento nervioso
(NGF), una hormona de crecimiento humano (HGH), un factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF), o un factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
0 un anélogo o una vanante de los mismos,

(88) un modfficador capaz de modificar una proteina o un
andlogo o vanante de la misma de acuerdo con (86), en donde la protelna
basica es un factor inhibidor de osteoclastogénesis (OCIF), o un andlogo o
una vanante de la misma,

(89) un modfficador capaz de modificar una protelna o un
anélogo o vanante de la misma de acuerdo con (88), en donde dicho OCIF o
un andlogo o vanante del mismo es OCIF de tipo natural o de tpo
recombinante,

(90) un modificador capaz de modificar una protelna o un
analogo o vanante de la misma de acuerdo con (88), en donde dicho OCIF o
un analogo o vanante del mismo es un monémero o un dimero,

(91) un modificador capaz de modificar una proteina o un
analogo o vanante de la misma de acuerdo con (88), en donde dicho OCIF es
un monémero de OCIF de humano que tiene un peso molecular medido

mediante SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras, de alrededor de 60,000,
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o un dimero de OCIF de humano que tiene un peso molecular de
aproximadamente 120,000 medido mediante SDS-PAGE bajo condicionas no
reductoras,

(92) un modificador capaz de modificar una proteina o un
andlogo o vanante de la misma de acuerdo con (88), en donde dicho OCIF
comprende los aminoacidos —21 a +380 de SEQ ID NO 1 del listado de
secuencias,

(93) un modfficador capaz de modificar una protelna o un
anédlogo o vanante de {a misma de acuerdo con (88), en donde dicho OCIF
comprende los aminoacidos +1 a +380 de SEQ ID NO 1 del listado de
secuencias,

(94) un complejo que comprende por lo menos una proteina o un
analogo o vanante de la misma que se une a por lo menos un copollmero o
una sal farmacoldgicamente aceptable del mismo, de acuerdo con cualquiera
de (1) a (74),

(95) un complejo de acuerdo con (94), en donde Ia proteina es
una proteina basica,

(96) un complejo de acuerdo con (95), en donde la proteina
bésica es un factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF), un factor de
crecimiento epidérmico (EGF), un factor inhibidor de osteoclastogénesis
(OCIF), un factor de crecimiento denvado de plaquetas (PDGF), un factor
neurotréfico denvado de cerebro (BDNF), un factor de crecimiento nervioso

(NGF), una hormona de crecimiento humano (HGH), un factor de crecimento
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de hepatocitos (HGF), o un factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
0 un anélogo o una vanante de los mismos,

(97) un complejo de acuerdo con (95), en donde la proteina
béasica es un factor inhibidor de osteoclastogénesis (OCIF), o un analogo o
una vanante de la misma,

(98) un complejo de acuerdo con (97), en donde dicho OCIF o un
anélogo o vanante del mismo es OCIF de tipo natural o de tipo recombinante,

(99) un complejo de acuerdo con (97), en donde dicho OCIF o un
analogo o vanante del mismo es un monémero o un dimero,

(100) un complejo de acuerdo con (97), en donde dicho OCIF es
un monémero de OCIF de humano que tiene un peso molecular medido
mediante SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras, de alrededor de 60,000,
o un dimero de OCIF de humano que tiene un peso molecular de
aproximadamente 120,000 medido mediante SDS-PAGE bajo condiciones no
reductoras,

(101) un complejo de acuerdo con (97), en donde dicho OCIF
comprende los aminoécidos —21 a +380 de SEQ ID NO 1 del hstado de
secuencias,

(102) un complejo de acuerdo con (97), en donde dicho OCIF
comprende los aminoécidos +1 a +380 de SEQ ID NO 1 del listado de
secuencias,

(103) una composicion farmacéutica que comprende una

cantidad efectiva de un agente farmacolégicamente activo junto con un

127
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vehiculo o diuyente para el mismo, en donde dicho agente
farmacoldgicamente activo estd en forma de un complejo de acuerdo con
cualquiera de (94) a (102),

(104) un método para prolongar el iempo que una protelna o un
anélogo o vanante de la misma es retenida en la cormente sanguinea después
de administracién a un paciente, combinando dicha proteina o un analogo o
vanante de la misma con por lo menos un copollmero o una sal
farmacolégicamente aceptable del mismo, de acuerdo con cualquiera de (1) a
(74),

(105) un método de acuerdo con (104), en donde la proteina es
una proteina bésica,

(106) un método de acuerdo con (105), en donde la protelna
basica es un factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF), un factor de
crecimiento epidérmico (EGF), un factor inhibidor de osteoclastogénesis
(OCIF), un factor de crecimiento denvado de plaquetas (PDGF), un factor
neurotréfico denvado de cerebro (BDNF), un factor de crecimiento nervioso
(NGF), una hormona de crecimiento humano (HGH), un factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF), o un factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
o un andlogo o una vanante de los mismos,

(107) un método de acuerdo con (105), en donde la proteina
basica es un factor inhibidor de osteoclastogénesis (OCIF), o un analogo o
una vanante de la misma,

(108) un método de acuerdo con (107), en donde dicho OCIF o
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un andlogo o vanante del mismo es OCIF de tipo natural o de tipo
recombinante,

(109) un método de acuerdo con (107), en donde dicho OCIF o
un anélogo o vanante del mismo es un monémero o un dimero,

(110) un método de acuerdo con (107), en donde dicho OCIF es
un mondmero de OCIF de humano que tiene un peso molecular medido
mediante SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras, de alrededor de 60,000,
o un dimero de OCIF de humano que tene un peso molecular de
aproximadamente 120,000 medido mediante SDS-PAGE bajo condiciones no
reductoras,

(111) un método de acuerdo con (107), en donde dicho OCIF
comprende los aminoacidos —21 a +380 de SEQ ID NO 1 del listado de
secuencias,

(112) un método de acuerdo con (107). en donde dicho OCIF
comprende los aminoacidos +1 a +380 de SEQ ID NO 1 del listado de
secuencias,

(113) un método para el tratamiento o profilaxis de una
enfermedad en un paciente que es susceptible a una proteina o un analogo o
vanante de la misma, el cual comprende administrar a dicho paciente una
cantidad efectiva de un complejo que comprende dicha proteina o un anélogo
o vanante de la misma que se une a por lo menos un copolimero o una sal
farmacol6gicamente aceptable del mismo, de acuerdo con cualquiera de (1) a

(74).

128
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(114) un método de acuerdo con (113), en donde la proteina es
una proteina basica,

(115) un método de acuerdo con (114), en donde la proteina
bésica es un factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF), un factor de
crecimiento epidérmmico (EGF), un factor inhibidor de osteoclastogénesis
(OCIF), un factor de crecimiento denvado de plaquetas (PDGF), un factor
neurotréfico denvado de cerebro (BDNF), un factor de crecimiento nervioso
(NGF), una hormona de crecimiento humano (HGH), un factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF), o un factor de crecimiento endotehal vascular (VEGF),
o un analogo o una vanante de los mismos,

(116) un método de acuerdo con (114), en donde la proteina
basica es un factor inhibidor de osteoclastogénesis (OCIF), o un anélogo o
una vanante de la misma,

(117) una composicion farmacéutica de acuerdo con (116), en
donde dicho OCIF o un anélogo o vanante del mismo es OCIF de tpo natural
o de tipo recombinants,

(118) un método de acuerdo con (116), en donde dicho OCIF o
un analogo o vanante del mismo es un monémero o un dimero,

(119) un método de acuerdo con (116), en donde dicho OCIF es
un monémero de OCIF de humano que tiene un peso molecular medido
mediante SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras, de alrededor de 60,000,
o un dimero de OCIF de humanc que tiene un peso molecular de

aproximadamente 120,000 medido mediante SDS-PAGE bajo condiciones no

(26
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reductoras,

(120) un método de acuerdo con (116), en donde dicho OCIF
comprende los aminoécidos —21 a +380 de SEQ ID NO 1 del hstado de
secuencias,

(121) un método de acuerdo con (116), en donde dicho OCIF
comprende los aminodcidos +1 a +380 de SEQ ID NO 1 del listado de
secuencias,

(122) un método de acuerdo con cualquiera de (116) a (121), en
donde dicha enfermedad es una enfermedad metabdlica 6sea,

(123) el uso del complejo que comprende una proteina o un
anédlogo o vanante de la misma, que se une a por lo menos un copolimero o
una sal farmacolégicamente aceptable del mismo de acuerdo con cualquiera
de (1) a (74), en la fabncacién de un medicamento para la profilaxis o el
tratamiento de una enfermedad susceptible a dicha protelna 0 un analogo o
vanante de la misma,

(124) el uso de acuerdo con (122), en donde la proteina es una
proteina basica,

(125) el uso de acuerdo con (123), en donde la proteina basica
es un factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF), un factor de
crecimienio epidérmico (EGF), un factor inhibidor de osteoclastogénesis
(OCIF), un factor de crecimiento denvado de plaquetas (PDGF), un factor
neurotréfico denvado de cerebro (BDNF), un factor de crecimiento nervioso

(NGF), una hormona de crecimiento humano (HGH), un factor de crecimiento
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de hepatocitos (HGF), o un factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
0 un analogo o una vanante de los mismos,

(126) el uso de acuerdo con (123), en donde la proteina basica
es un factor inhibidor de osteoclastogénesis (OCIF), o un anélogo o una
vanante de la misma,

(127) el uso de acuerdo con (126), en donde dicho OCIF o un
anéalogo o vanante del mismo es OCIF de tipo natural o de tipo recombinante,

(128) el uso de acuerdo con {126), en donde dicho OCIF o un
anélogo o vanante del mismo es un monémero o un dimero,

(129) el uso de acuerdo con (126), en donde dicho OCIF es un
monémero de OCIF de humano que tiene un peso molecular medido mediante
SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras, de alrededor de 60,000, o un
dimero de OCIF de humano que tiene un peso molecular de
aproximadamente 120,000 medido mediante SDS-PAGE bajo condiciones no
reductoras,

(130) el uso de acuerdo con (126). en donde dicho OCIF
comprende los aminoacidos —21 a +380 de SEQ ID NO 1 del listado de
secuencias,

(131) el uso de acuerdo con (126), en donde dicho OCIF
comprende los aminodcidos +1 a +380 de SEQ ID NO 1 del listado de
secuencias, y

(132) el uso de acuerdo con cualquiera de (126) a (131), en

donde dicha enfermedad es una enfermedad metabdlica 6sea
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El “grupo alquileno que tiene de 1 a 6 4&tomos de carbono® en la
definicidn del sustrtuyente Alk en la férmula (I} antenor, es un grupo alquileno
de cadena recta 0o ramificada que tiene de 1 a 6 4tomos de carbono, tales
como un grupo metileno, metimetleno, etileno, propileno, tnmetileno,
tetrametileno,  1-metitnmetieno, 2-metitnmetleno, 3-metitnmetieno,
pentametileno o hexametileno Entre estos grupos alquileno, se prefieren los
grupos alquileno de cadena recta o ramificada que tienen de 1 a 4 atomos de
carbono, se prefieren mas los grupos etileno o tnmetileno, y un grupo stileno
s muy prefendo

El grupo alquilo en el “grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de
carbono que puede ser sustituido opcionalmente con por lo menos un
sustituyente seleccionado del grupo que consiste de grupos hidroxi, &tomos
de haldgeno y grupos anlo que tienen de 6 a 14 étomos de carbono que
pueden ser sustrtuidos opcionalmente con 1 a 5 sustituyentes seleccionados
de los sustituyentes A defindos mas adelante”, en la definicion de los
susttuyentes R', R, R*, R® y los susttuyentes A en las formulas (1) y (Il)
antenores, es un grupo alquilo de cadena recta o ramificada que tienede 1 a 6
4tomos de carbono, tales como un grupo metilo, etilo, n-propiio, isopropilo, n-
butilo, isobutilo, s-butio, ter-butilo, n-pentido, isopentiio, 2-metibutilo,
neopentilo, 1-etilpropilo, n-hexilo, isohexilo, 4-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-
metilpentilo, 1-metiipentilo, 3,3-dimetibutilo, 2,2-dimetilbutilo, 1,1-dimetilbutilo,
1,2-dmetilbutilo, 1,3-dimetilbutilo, 2,3-dimetilbutiic o 2-etiibutiio Entre estos

grupos alquio, se prefieren los grupos alquilo de cadena recta o ramificada
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que tenen de 1 a 4 4tomos de carbono, se prefieren méas los grupos metilo y
etilo, y un grupo metilo es muy prefendo

El grupo alcoxi en el “grupo alcoxi que tiene de 1 a 6 atomos de
carbono que puede ser sustituido opcionalmente con por lo menos un
sustituyente seleccionado del grupo que consiste de grupos hidroxi, &tomos
de halégeno y grupos anlo que tenen de 6 a 14 atomos de carbono que
pueden ser sustitwidos opcionalmente con 1 a 5 sustituyentes seleccionados
de los sustiiuyentes A defindos més adelante®, en la definicion del
sustituyente R? y los sustituyentes A en las férmulas (1) y (ll) antenores, es un
sustituyente en el cual el grupo alquilo mencionado antenormente que tiene de
1 a 6 4tomos de carbono, se une a un atomo de oxigeno Ejemplos de dicho
grupo alcoxi, incluyen grupos alcoxi de cadena recta o ramificada que tienen
de 1 a 6 dtomos de carbono, tales como un grupo metoxi, etoxi, n-propox,
iIsopropoxi, n-butoxi, 1Isobutoxi, s-butoxi, ter-butoxi, n-pentiloxi, 1Isopentiloxi, 2-
metilbutoxi, neopentiloxi, n-hexiloxi, 4-metilpentiloxi, 3-metilpentilox, 2-metil-
pentiloxi, 3,3-dimetibutoxa, 2,2-dmetilbutoxi,  1,1-dimetlbutoxi,  1,2-
dimetilbutoxs, 1,3-dimetilbutoxi y 2,3-dimetilbutoxi Entre estos grupos alcox,
se prefieren més los grupos alcoxi de cadena recta o ramificada que tienen de
1 a 4 4tomos de carbono, y un grupo etoxi es muy prefendo

El “4tomo de halégeno” que es uno de los "sustituyentes A°
antenores, es un sustituyente opcional en el “grupo alquilo que tene de 1 a 6
atomos de carbono que puede ser sustituido opcionalmente con por lo menos

un sustituyente seleccionado del grupo que consiste de grupos hidrox,
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adtomos de hal6geno y grupos anlo que tienen de 6 a 14 4tomos de carbono
que pueden ser sustituidos opcionalmente con 1 a 5 sustiuyentes
seleccionados de los sustituyentes A definidos mas adelante” en la definicion
de los sustituyentes R', R%, R* y R® en las formulas (1) y (Il) antenores, y es un
sustituyente opcional en el “grupo alcoxi que tiene de 1 a 6 4tomos de carbono
que puede ser sustituido opcionalmente con por lo menos un sustiuyente
seleccionado del grupo que consiste de grupos hidroxi, atomos de halégeno y
grupos anlo que tenen de 6 a 14 atomos de carbono que pueden ser
sustituidos opcionalmente con 1 a 5 sustituyentes seleccionados de los
sustituyentes A definidos mas adelante” en la definicién del sustituyente R en
la férmula (l1) antenor, y es un atomo de fldor, un 4tomo de cloro, un atomo de
bromo ¢ un atomo de yodo, y de preferencia es un dtomo de fluor o un atomo
de cloro

El “grupo anlo que tiene de 6 a 14 atomos de carbono” que es un
sustituyente opcional en el “grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de
carbono que puede ser sustiuido opcionalmente con por lo menos un
sustituyente seleccionado del grupo que consiste de grupos hidroxi, atomos
de halégeno y grupos anlo que tienen de 6 a 14 &tomos de carbono que
pueden ser sustituidos opcionalmente con 1 a 5 sustituyentes seleccionados
de los sustituyentes A definildos mas adelante” en la definicibn de los
sustituyentes R, R2, R* y R® y un susttuyente opcional en el “grupo alcoxi que
tiene de 1 a 6 atomos de carbono que puede ser sustituido opcionalmente con

por lo menos un sustituyente seleccionado del grupo que consiste de grupos
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hidroxi, &tomos de halégeno y grupos anlo que tienen de 6 a 14 atomos de
carbono” en la definicidn del sustituyente R? en la férmula (I1) antenor, es un
grupo hidrocarburo aromético que tiene de 6 a 14 atomos de carbono y puede
ser, por ejemplo, un grupo fenilo, indenilo, naftilo, fenantnlo o antnlo De
preferencia, es un grupo fenilo

El “grupo anloxi que tiene de 6 a 14 &4tomos de carbono que
puede ser sustituido opclionalmente con 1 a 5 sustituyentes seleccionados de
los susttuyentes A" en la definicidn del sustituyente R? en la férmula (ll)
antenor, @s un grupo anio como se definild antenormente que se une a un
atomo de oxigeno y puede ser, por ejemplo, un grupo fenoxi, indenilox,
naftilox, fenantnloxi o antriloxi De preferencia, ©s un grupo fenoxi

El “grupo alquilo que tene de 1 a 8 atomos de carbono que es
sustituido opcionalmente con por lo menos un a4tomo de halégeno® en la
definicibn de los sustituyentes R', R%, R* y R? en las férmulas () y (Il)
anterores, es un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 4tomos de carbono como se
descnbid antenormente, que es sustituido con por lo menos un atomo de
halégeno como se descnbié antenormente y puede ser, por ejemplo, un grupo
tnfluorometio, un grupo tnclorometilo, un grupo diflucrometio, un grupo
diclorometilo, un grupo dibromometilo, un grupo fluorometilo, un grupo 2,2,2-
tnfluoroetilo, un grupo 2,2,2-tncloroetilo, un grupo 2-bromoetilo, un grupo 2-
clorostilo, un grupo 2-fluoroetilo, un grupo 2-yodostio, un grupo 3-cloropropilo,
un grupo 4-fluorobutilo, un grupo 6-yodohexilo, un grupo 2,2-dibromometilo, o
un grupo pentafiuoroetiio De preferencia, es un grupo tnfluoromstilo, un grupo

(3¢
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tnclorometilo, un grupo difluorometio o un grupo pentafluoroetilo, y es mas
prefenblemente un grupo trnfluorometilo

Ejemplos del “grupo alquilo que tene de 1 a 6 atomos de
carbono que es sustituido opcionaimente con por lo menos un grupo hidrox”®
en la definicibn de los sustituyentes R', R* y R® en las férmulas (1) y (Il)
antenores, incluyen un grupo hidroximetilo, un grupo 1-hidroxietilo, un grupo 1-
hidroxipropilo y un grupo 2-hidroxipropilo

El “grupo alcoxi que tiene de 1 a 6 atomos de carbono que es
sustituido opcionalmente con por lo menos un atomo de halégeno® en las
definiciones del sustituyente R® en la férmula (ll) anterior, es un grupo alcox
que tiene de 1 a 6 4tomos de carbono como se descnbid antenormente, que
es sustituido con por lo menos un atomo de halégeno como se descnbi
antenormente y puede ser, por ejemplo, un grupo trnfluorometoxi, un grupo
tnclorometoxi, un grupo difluorometoxi, un grupo diclorometoxi, un grupo
dibromometoxi, un grupo fluorometoxi, un grupo 2,2,2-tnfluoroetoxi, un grupo
2.2,2-tncloroetoxi, un grupo 2-bromoetoxi, un grupo 2-cloroetoxi, un grupo 2-
fluoroetoxi, un grupo 2-yodoetoxi, un grupo 3-cloropropoxi, un grupo 4-
fluorobutoxi, un grupo 6-yodohexiloxi, un grupo 2,2-dibromoetoxi, © un grupo
pentafluoroetoxi, de preferencia, es un grupo alcoxi de C4-C4 sustituido con
atomos de filior o cloro, tales como un grupo tnfluorometoxi, un grupo
tnclorometoxi, un grupo difluorometoxi o un grupo pentafluoroetoxi Mas
prefenblemente, es un grupo tnfluorometoxi

Ejemplos del “grupo alcoxi que tiene de 1 a 6 atomos de carbono

|33
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que es sustituido opcionalmente con por lo menos un grupo hidrox® en la
definicion del susttuyente R® en la fdrmula (l1) antenor, incluyen un grupo
hidroximetoxi, un grupo 1-hidroxietoxi, un grupo 1-hidroxipropoxi y un grupo 2-
hidroxipropoxi

El “grupo alquilo que ttene de 1 a 6 4tomos de carbono que es
sustituido opcionalmente con por lo menos un grupo anlo que tiene de 6 a 14
adtomos de carbono que puede ser sustituido opcionalmente con 1 a 5
sustrtuyentes seleccionados de los sustituyentes A® en la definicibn de los
sustituyentes R!, R2, R* y R en las formulas (1) y (1l) antenores puede ser, por
ejemplo, un grupo bencilo, un grupo 1-naftimetilo, un grupo 2-naftiimetilo, un
grupo indeniimetilo, un grupo 1-fenetilo, un grupo 2-fenetilo, un grupo 1-
naftiletilo, un grupo 2-naftiletilo, un grupo 1-fenilpropilo, un grupo 2-fenilpropilo,
un grupo 3-fenilpropilo, un grupo 1-naftipropilo, un grupo 2-nafhlpropilo, un
grupo 3-naftilpropilo, un grupo 1-fenilbutilo, un grupo 2-fenilbutilo, un grupo 3-
fenilbutilo, un grupo 4-fenilbutilo, un grupo 1-naftilbutilo, un grupo 2-naftilbutilo,
un grupo 3-naftilbutilo, un grupo 4-naftilbutilo, un grupo 1-fenilpentilo, un grupo
2-fenilpentilo, un grupo 3-fenilpentilo, un grupo 4-fenilpentilo, un grupo 5
fenipentilo, un grupo 1-fenilhexilo, un grupo 2-fenilhexio, un grupo 3-
fenilhexilo, un grupo 4-fenilhexilo, un grupo 5-fenilhexilo, o un grupo 6-
fenilhexilo, de preferencia, es un grupo alquilo sustituido con un grupo anlo
que tiene de 6 a 10 4tomos de carbono, tales como un grupo bencio, un
grupo 1-naftimetilo, un grupo 2-naftiimetilo, un grupo 1-fenetilo, un grupo 2-
fenetilo, un grupo 1-naftiletilo, un grupo 2-naftiletio, un grupo 1-fenilpropilo, un
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grupo 2-fenilpropilo, un grupo 3-fenipropilo, o un grupo 1-naftipropilo, y méas
prefenblemente, es un grupo bencilo

El “grupo alcoxi que tiene de 1 a 6 atomos de carbono que es
sustituido opcionalmente con por lo menos un grupo anlo que tiene de 6 a 14
dtomos de carbono que puede ser sustituido opcionalmente con 1 a 5
sustituyentes seleccionados de los sustiuyentes A" en la definicion del
sustituyente R® en la férmula (ll) antenor puede ser, por ejemplo, un grupo
benzoxi, un grupo 1-naftimetoxi, un grupo 2-nafiimetoxi, un grupo
indeniimetoxi, un grupo 1-fenetoxi, un grupo 2-fenetoxi, un grupo 1-naftiletox,
un grupo 2-naftietoxi, un grupo 1-fenilpropoxi, un grupo 2-fenilpropoxi, un
grupo 3-fenipropoxi, un grupo 1-naftilpropoxi, un grupo 2-naftlpropoxi, un
grupo 3-naftilpropoxi, un grupo 1-fenilbutoxi, un grupo 2-fenilbutoxi, un grupo
3-fenilbutoxs, un grupo 4-fenilbutoxi, un grupo 1-naftilbutoxi, un grupo 2-
naftlbutoxi, un grupo 3-naftiibutoxi, un grupo 4-naftilbutoxi, un grupo 1-
fenilpentoxi, un grupo 2-fenilpentoxs, un grupo 3-fenilpentoxi, un grupo 4-
fenilpentoxi, un grupo 5-fenilpentoxi, un grupo 1-fenihexiloxi, un grupo 2-
fenilhexiloxi, un grupo 3-fenilhexitoxt, un grupo 4-fenilhexiloxi, un grupo 5-
fenilhexiloxi o un grupo 6-fenilhexiloxi, de preferencia, es un grupo alquilo
sustituido con un grupo anlo que tiene de 68 a 10 4tomos de carbono, tales
como un grupo benzoxi, un grupo 1-naftimetoxi, un grupo 2-nafiimetoxi, un
grupo 1-fenetoxi, un grupo 2-fenetoxi, un grupo 1-naftiletoxi, un grupo 2-
naftletoxi, un grupo 1-fenilpropoxi, un grupo 2-fenipropoxi, un grupo 3-

fenilpropoxi 0 un grupo 1-naftlpropoxi, y mas prefenblements, es un grupo



10

15

20

51

benzoxi

Cuando R? es un “grupo anloxi que tiene de 6 a 14 atomos de
carbono que puede ser sustituido opcionalmente con 1 a 5 sustituyentes
seleccionados de los sustiiuyentes A", se prefiere un grupo anloxi que tiene de
6 a 10 a4tomos de carbono que es susttuirdo opcionalmente con 1 a 3
sustituyentes seleccionados del grupo de susttuyentes A, mas
prefenblemente, es un grupo fenoxi que es sustrtuido opcionaimente con 1 a3
sustituyentes seleccionados del grupo de sustituyentes A, ain mas
prefenblemente, es un grupo fenoxi susttuido opcionalmente con 1 a 3
atomos de halégeno, grupos alquilo que tienen de 1 a 6 atomos de carhono,
grupos hidroxi 0 grupos nitro, y mas prefenblemente, es un grupo fenoxi o un
grupo p-nitrofenox

Cuando el copolimero de la presente invencién tiene un grupo
basico, el compuesto puede ser converhdo a una sal farmacolégicamente
aceptable del mismo, haciendo reaccionar todos estos grupos basicos, o
algunos de los mismos, con un acido Ademés, los copolimeros de la presente
invencién tienen grupos carboxilo acidos, y el copolimero puede ser
converhdo a una sal farmacolégicamente aceptable del mismo, haciendo
reaccionar todos estos grupos carboxilo, o algunos de los mismos, con una
base

Ejemplos preferidos de las sales farmacoldgicamente aceptables
formadas con un grupo basico presente en los copolimeros de la presente

invencién, incluyen sales de acidos inorgdnicos tales como sales de acidos

| 3£
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hidrohalogenados (por ejemplo, clorhidratos, bromhidratos y yodhidratos),
nitratos, percloratos, sulfatos y fosfatos, sales de 4cidos organicos tales como
alcansulfonatos infenores, en donde la porcidn de alquio infenor de los
mismos es como se definid antenormente (por ejemplo, metansulfonatos,
tnfluorometansulfonatos y etansulfonatos), anlsulfonatos, en donde la porcién
anlo de los mismos es como se defimd anteriormente (por ejemplo,
bencensulfonatoc o p-toluensulfonato), acetatos, malatos, fumaratos,
succinatos, citratos, ascorbatos, tartratos, oxalatos y maleatos, y sales de
aminoacido tales como sales de glicina, sales de lisina, sales de arginina,
sales de omiina, glutamatos y aspartatos Se prefieren particularmente las
sales de acidos hidrohalogenados

Ejemplos prefendos de las sales farmacolégicamente aceptables
formadas con un grupo carboxilo acido presente en los copolimeros de la
presente invencién, incluyen sales de metales, tales como sales de metal
alcalino (por ejemplo, sales de sodio, sales de potasio y sales de Iitio), sales
de metal alcalinotérreo (por ejemplo, sales de calcio y sales de magnesio),
sales de metales tales como sales de aluminio, sales de hierro, sales de zinc,
sales de cobre, sales de niquel y sales de cobalto, sales de amina tales como
sales de aminas inorganicas (por e)jemplo, sales de amonio) y sales de aminas
organicas (por ejlemplo, sales de t-octlamina, sales de dibencilamina, sales de
morfolina, sales de glucosamina, sales de éster de fenilglicinalquilo, sales de
etlendiamina, sales de N-metilglucamina, sales de guanidina, sales de

dietlamina, sales de tnetlamina, sales de diciclohexilamina, sales de N,N'-
[
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dibenciletiendiamina, sales de cloroprocalna, sales de procaina, sales de
dietanolamina, sales de N-bencilfenetiamina, sales de piperazina, sales de
tetrametlamonio y sales de tns(hidroxametilaminometano, y sales de
aminoacidos tales como sales de glicina, sales de lisina, sales de arginina,
sales de omitina, glutamatos y aspartatos Se prefieren particularmente [as
sales de metal alcalino y las sales de metal alcalinotérreo

En la presente invencién, la "unidad estructural® se define como
una unidad constituyente minima del copolimero de la invencién, y se ilustra
en la definicién del copolimero antenor como una unidad de férmuia (), o una
unidad de fébrmula {lI) La “unidad estructural® no es la estructura de un
matenal de partida monoménco usado en una reaccién de polimenzacién en
la sintesis de un copolimero de la presente invencién, mas bien, es la unidad
que se denva de dicho matenal de partida monomérnco, y estd presente en
dicho copolimero de la presente iInvencion

En la presente invencion, la frase “secuencia de cabeza a
cabeza” significa que las unidades estructurales representadas por las
formulas (I) y (ll), estan dispuestas como se muestra mediante la férmula

siguiente
R1
|
CH,—C CHCH
=C C=
s |
R OH

N

_ 2
0-(Alk 0)-R (II)
(1) m
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En la presente invencién, la frase “secuencia de cabeza a cola”
significa que las unidades estructurales representadas por las formulas (I) y
(11}, estdn dispuestas como se muestra mediante la férmula siguiente
R!
I
CH,—C FHC\H
O=(i': (|3=0
OH R?

I

_ 2
O{Alk O)-R (II)
0 m

En la presente invencidn, los copolimeros y sales
farmacolégicamente aceptables de los mismos pueden ser copolimeros
alternos o copolimeros aleatonos Los copolimeros alternos son aquellos en
donde la relacién de las unidades estructurales de formula (I) las unidades
estructurales de férmula (ll) es de 11, y las umidades estructurales
representadas por la férmula () y las unidades estructurales representadas
por la féormula (ll), estdn dispuestas en una secuencia alterna de cabeza a
cabeza, una secuencia alterna de cabeza a cola, 0 una secuencia mixta
alterna de cabeza a cabeza y cabeza a cola Los copolimeros aleatonos son
aquellos en donde las umdades estructurales representadas por la férmula (1),
y las unidades estructurales representadas por la férmula (ll), estan
dispuestas en una secuencia aleatona

En la presente invencién, la “relacibn de la composicion® es la

relacion promedio del nimero de unidades estructurales representadas por la
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formula (1) el nimero de unidades estructurales representadas por la férmula
(I1) en un copolimero de la presente invencibn Cuando un copolimero es
sustancialmente un copolimero altemno, la relacién de la composicién sera de
11 Sin embargo, cuando un copolimero es un copolimero aleatono, dicha
relacién se puede hacer vanar En los copolimeros de la presente invencion,
dicha relacidén no es particularmente imitada, y tipicamente podria estar en la
escala de 10 1 a 1 10, de preferencia de 3 1 a 1 8, méas prefenblemente de 2 1
a12612a 16, y muy prefenblemente es de 11 o de 12 a 14 Debe
notarse que los valores de la relacidn de [a composicibn varian
nevitablemente un poco, dependiendo de cambios ligeros en los matenales
de partida, las condiciones de polimenzacién, y similares Como resultado, las
relaciones de la composicidn dadas son valores aproximados, se considera
aun que las vanaciones de hasta + 30% sobre los valores para las relaciones
de la composicion dadas anteriommente, estan dentro del alcance de dichas
relaciones

La relacidn de la composicion de los copollmeros de la presente
invencién, puede determinarse usando técnicas anallticas conocidas
Mediante la determinacién del contenido de grupos carboxilo del copolimero
(mmoles/g) por ttulaci6n conductimétrnica [la determinacién requinendo la
preparacién del copolimero completamente hidrolizado comespondiente (es
decr, R? es OH), hidrolizando el copolimero que se estd analizando, o
sintetizando el copolimero hidrolizado correspondiente por separado), y

conociendo los pesos de cada una de las unidades estructurales de dicho



10

15

20

56

copolimero en la férmula, es posible determinar la relacidn de la composicién
usando la siguiente fdrmula
Ri/Ri=(C x FW1)/(2000 — C x FWn)

en donde Ri es el nimero promedio de unidades estructurales
(1), Ru es el nimero promedio de unidades estructurales (ll), C es el contenido
de grupos carboxilo del copolimero (mmoles/g), FWI es el peso de la unidad
estructural (1) en la formula, y FWn es el peso de la unidad estructural (ll) en la
férmula

En general, el peso molecular de un polimero se determina como
un peso molecular relativo contra el de un compuesto patrdén que contiene una
estructura similar al de dicho polimero, y tiene un valor de peso molecular
absoluto conocido Dicho método de evaluacidn se usa con frecuencia en la
determinacién del peso molecular de los copolimeros novedosos, tales como
los de la presente invencion

El peso molecular promedio del copolimero de la presente
invencidn, es el valor medidoc mediante cromatografia de filtracibn en gel
usando un polimero que tiene un peso molecular absoluto conocido como
compuesto patrdn La naturaleza del gel, las condiciones de elucidn y el
polimero de peso molecular absoluto conocido usados en la comparacion,
pueden ser seleccionados adecuadamente por los expertos en la técnica
usando técnicas conocidas y conocimiento general, véase, por ejemplo,
“Comprehensive Polymer Science®, publicado por Pergamon Prass (Oxford)

1989 El compuesto patrdn usado con fines comparativos, es de preferencia

&
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un polimero que tenga estructura y propiedades similares Para los
copolimeros de la presente invencién, se considera que la porcién de cadena
lateral es un rasgo caracterishico Por lo tanto, el compuesto patrén usado
para hacer la comparacién es de preferencia un polimero que contenga una
estructura similar a la de la porcién de cadena lateral del copolimero de la
presente Iinvencidn, cuyo peso molecular promedic se medra Mas
prefenblemente, el compuesto patrén usado es un poli(etilenglicol)

En la presente invencidn, el “grado de polimenzacién promedio®
es un valor promedio del grado de polmenzacion de las unidades
estructurales en el copolimero de la presente invencion, es decrr, es el nimero
promedio de unidades estructurales en dicho copolimero Se determina con
base en el peso molecular promedio del copolimero, los pesos de cada una de
las unidades estructurales en la férmula de dicho copolimero, y la relacién de
la composicidn de las unidades estructurales de dicho copolimero El “grado
de polimenzacién promedio™ de un copolimero de la presente invencién que
tenga unidades estructurales | y [, puede calcularse usando la fédrmula
siguiente

Grado de polimenzacién promedio = Mc/(FW1 x Ri + FWit x Ru)

en donde Mc es el peso molecular promedio del copolimero, FWi
y FWu son, respectivamente, los pesos para cada una de las unidades
estructurales | y Il en la formula, y Ri y Ri representan las proporciones de las
unidades estructurales | y Il en el copolimero calculadas a partir de la relacidn

de la composicidn (relacidn de la composicién = Ri Ru, R + Ru=1)

4
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En la férmula antenor para determinar el grado de polimenzacién
promedio de un copolimero de la presente invencién, el valor de la relacién de
la composicion de las unidades estructurales, el peso molecular promedio del
copolimero, y los pesos de las unidades estructurales en la formula, pueden
determinarse como se descnbid antenormente Para hacerlo, es necesano
preparar el copolimero completamente hidrolizado, amoniolizado, aminolizado
o alcoholizado correspondiente (de preferencia, el copolimero completamente
hidrolizado comrespondiente) En forma altemativa, st el copolimero de partida
usado en la preparacidon del copolimero de la presente invencién es de
composicidn conocida, estos valores pueden determinarse sin la necesidad de
anahsis El grado de polimenzacidn promedio en los copolimeros de la
presente invencidn, no es particularmente imitado Tipicamente, esta en la
escala de 5 a 200, de preferencia, es de 5 a 50, mas prefenblemente, de 5 a
206020a30630a40

En los copolimeros de la presente invencion, las unidades
estructurales de férmula () pueden comprender por lo menos una unidad
estructural de formula (ll), en donde R® es un grupo alcoxi sustituido
opcionalmente que tiene de 1 a 6 adtomos de carbono, un grupo anloxi
sustituido opcionalmente, o un grupo representado por la férmula -NR*R®, y
opcionalmente por lo menos una unidad estructural representada por la
férmula (I1), en donde R® es un grupo hidroxilo La relacién entre las unidades
estructurales representadas por la formula (lI), en donde R® es un grupo

hidroxi y las unidades estructurales representadas por ia férmula (l1), en donde

143
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R® es un grupo alcoxi susttuido opcionalmente, un grupo anloxi sustiuido
opcionalmente, o un grupo representado por la formula ~NR*R®, es refenda
como la relacidn de hidrolisis Mediante la determinacién del contenido de
grupos carboxilo del copolimero (mmoles/g) mediante titulacion
conductimétnca, y conociendo los pesos de cada una de las unidades
estructurales en la féormula de dicho copolimero y la relacibn de la
composicién (véase antenormente), es posible determinar la relacidn de

hidrélisis H A usando la formula siguiente

A 200x (RwRi)-C x [FW1+FWu x (Ri/Ri)]
H+A  (RwRi)x[Cx (FW(A)-FWu)+1000]

en donde H A es la relacién de hidrélisis, R Ru es la relacidn de
la composicion, C es el contendo de grupos carboxio del copolimero
(mmoles/g), FWi es el peso de la unidad estructural (1) en la férmula, FWii es
el peso de la unidad estructural {ll) en la férmula, en donde R® es OH, y
FW(A)I es el peso de la unidad estructural (Il) en la férmula, en donde R® es
un grupo alcoxi sustituido opcionaimente, un grupo anioxi sustituido
opcionalmente, ¢ un grupo representado por la férmula —-NR*R®

Escalas prefendas para la relacibn de hidrélisis son 55 a 0 10,
46a010,37a010,28a010y19a0 10 Debe notarse que los valores de
la relacibn de hidrélisis varian inevitablemente un poco, dependiendo de
cambios ligeros en los matenales de partida, las condiciones de reaccion, y
similares Como resultado, las relaciones de hidrolisis establecidas en la

presente solicitud son valores aproximados, se considera aln que las
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vanaciones de hasta + 30% sobre los valores para las relaciones de hidrolisis
establecidas en la presente soliciud, estdn dentro del alcance de dichas
relaciones

El tamafio molecular de los copolimeros de la presente invencién
puede medirse usando técnicas anallicas conocidas, tales como
cromatografia de exclusibn por tamafo, usando proteinas de tamafio
molecular conocido como patrén (los ejemplos 15 y 16 mas adelante proveen
ejemplos del uso de dicha técnica) Mediante el uso de la técnica de
cromatografia de exclusion por tamafio, el tamafio molecular de un copolimero
se da como su radio de Stokes En la presente invencién, el tamafio molecular
de los copolimeros no es particularmente imitado Tipicamente, el radio de
Stokes de los copolimeros de la presente invencién es de 9 3 nm o menos, de
preferencia de 7 3 nm 0 menos, méas prefenblemente de 6 2 nm o menos, 4 7
nm o menos 03 1 nmo menos, o estaen laescalade31a62nmoi15a47
nm

Los copolimeros y sales farmacolégicamente aceptables de los
mismos de la presente invencidon, pueden obtenerse mediante una reaccion
de copolimenzacién adecuada conocida por los expertos en la técnica [véase,
por ejemplo, “Comprehensive Polymer Science”, publicado por Pergamon
Press (Oxford) en 1989], usando monémeros de partida representados por las

férmulas (IV) y (V) siguientes
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éHz 0o=C C=0
(|)-(A|k— )—R’ R OH
m
(V) V)

(en donde m, Ak y R', R? y R® son como se definieron
antenormente) Para obtener un copolimero que tenga un grado de
polimenzacién promedio o peso molecular deseado particular, el copolimero
obtenido puede fraccionarse usando cromatografta de filtracidn en gel

Los mon6émeros se conocen en la técnica, o pueden obtenerse
facimente de acuerdo a un método bien conocido por los expertos en la
matena (véase, por ejemplo, J M Hams, “Laboratory synthesis of
polyethylene glycol denvatives”, Rev Macromol Chem Phys C25, 326-373
(1985), y la patente jJaponesa No 2621308] Monémeros representados por la
férmula (V) pueden obtenerse faciimente, sometiendo anhidndo maleico a una
0 mas reacciones seleccionadas del grupo que consiste de (a) hidrélisis, (b)
amonidlisis, {(c¢) aminélisis y (d) alcohdlisis

En forma altemativa, un copolilmero o wuna sal
farmacolégicamente aceptable del mismo puede obtenerse sometiendo una o
mas porciones de anhidndo carboxilico de férmula (lll) en un copolimero que
contiene, como unidades constituyentes,

(a) una o més unidades estructurales que pueden ser iguales o

14<
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diferentes entre sl, y que se representan mediante la férmula () siguiente

R1
—CH,—C—— 0

CH,

| 2

O-+Ak—O}R
m

m, Alk, R' y RZ son como se definieron antenormente, y

en donde

(b) dicha unidad estructural comprendiendo una porcibn de

anhidndo carboxilico de férmula (llI)

CH—CH
/

c c (1)

a una o mas reacciones seleccionadas del grupo que consiste de
() hidrélisis, () amonidlisis, (i) amindlisis y (v) alcohdlisis Los copolimeros
de partida que tienen unidades de formulas (1) y (11l), son bien conocidos en la
técnica (por ejemplo, copolimeros tales como AM-0530K y AM-1510K, pueden
adquinrse de NOF Corporation), o pueden prepararse faciimente de acuerdo a
un método bien conocido por los expertos en la técnica [véase, por ¢jemplo,
Yoshimoto et al , “Polyethylene glycol denvative- modified cholesterol oxidase
soluble and active in benzene®, Biochem Biophys Res Comm 148, 876-882
(1987), patente japonesa No 2621308, publicacién de solictud de patente

\47
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japonesa No 2003-105040 y publicacién de soliciiud de patente japonesa No
2003-105003]

Para obtener un copolimero que tenga un grado de
polimenzacién promedio deseado o peso molecular deseado, el copolimero
obtenido puede fraccionarse mediante cromatografia de filtracién en gel

En la presente invencién, pueden obtenerse copolimeros de la
presente invencién sometiendo una o més porciones de anhidndo carboxflico
de formula (Il), a una 0 mas reacciones seleccionadas del grupo que consiste
de (1) hidrolisis, (1) amonidlisis, (in) amindhsis y (iv) alcohdlisis

En la presente invencidn, el término “hidrolisis® significa una
reaccidn de apertura de anillo de una porcién de anhidndo carboxilico de
formula (fll) con agua, para dar una unidad estructural de férmula (I}, en
donde R? es un grupo hidroxi La naturaleza de la reaccién de hidrélisis real
no es particularmente imitada, en tanto sea un método usado cominmente
por los expertos en la técnica

Ejemplos de un solvente adecuado que se usaran en la reaccion
de hidrolisis, incluyen agua, éteres tales como éter dietllico, éter
dusopropllico, tetrahidrofurano, dioxano, dimetoxietano y éter dimetflico de
dietilenglicol, y amidas tales como formamida, N,N-dimetiformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona, N-metilpirrolidinona y
hexametilfosforotnamida De estos solventes, se prefieren agua o dioxano

El reactivo que se usari es convenientemente agua Si se usa

agua como el solvents, entonces no es necesano afiadir mas agua
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Adicionaimente, puede afladirse una base con el propdsio de acelerar |a
reaccibn Ejemplos de dicha base incluyen bases inorganicas tales como
carbonatos de metal alcalino {por ejlemplo, carbonato de sodio, carbonato de
potasio y carbonato de litio), carbonatos dcidos de metal alcalino (por ejemplo,
carbonato acido de sodio, carbonato 4cido de potasio y carbonato acido de
Itio), hidruros de metal alcalino (por ejemplo, hidruro de Iitio, hidruro de sodio
e hidruro de potasio), hidréxidos de metal alcalino (por ejemplo, hidr&ado de
sodio, hidrdxido de potasio, hidréxido de bano e hidréxido de Iitio), fluoruros de
metal alcalino (por ejemplo, fluoruro de sodw y fluoruro de potasio), y bases
orgdnicas tales como alcéxidos de metal alcalino (por ejemplo, metdxido de
sodio, etéxido de sodio, metdxido de potasio, etdxudo de potasio, t-butdxido de
potasio y metdado de Itio), N-metimorfolina, tnetlamina, tnpropilamina,
tnbutlamina, dusopropiletiiamina, diciclohexilamina, N-metiipipendina, pindina,
4-pimolidinopindina, picolina, 4-«(N,N-dmetilamino)pindina, 2,8-di(f-butil}-4-
metilpindina, quinoling, N,N-dimetilanilina, N,N-dietilanilina, 1.5
diazabiciclo[4 3 O]non-5-eno (DBN), 1,4-diazabiciclo[2 2 2Joctano (DABCO) y
1,8-diazabiciclo[5 4 OJjundec-7-eno (DBU) De estas bases, se prefieren las
bases organicas, y se prefiere mas la pindina A este respecto, se observara
que en donde la reaccién de hidrélisis procede satisfactonamente en ausencia
de una base, no es necesano afladir una base

La temperatura de reaccién varia, dependiendo del compuesto
de partida y el reactivo, pero esta usualmente en la escala de 0 a 100°C, y de

preferencia en la escala de 20 a 60°C
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El tempo de reaccién varia, dependiendo de la temperatura de
reaccidn, el compuesto de partida, el reactivo y el tipo de solvente usado, pero
estd usualmente en la escala de 10 minutos a 3 dias, y de preferencia en la
escala de 6 horas a 24 horas

Después de conclurr la reaccién, el compuesto deseado de la
reaccidon de hidrélisis puede aislarse de la mezcla de reaccibn mediante un
método convencional conocido por los expertos en la técnica Por ejemplo, la
mezcla de reaccidn resultante puede condensarse usando una membrana de
uitrafiitracién, y entonces puede deshidratarse por congelacion para obtener el
compuesto objetivo de la reaccibn En forma altemativa, el compuesto
deseado puede usarse como una solucién sin aislamiento de la misma, en
donde se usara para modificacion de proteinas

El compuesto deseado obtenido de esta manera, si es necesano,
puede punficarse adicionaimente mediante una técnica convencional tal como,
por ejemplo, cromatografia de filtracion en gel Para obtener un compuesto
que tenga un grado de polimenzacibn promedio deseado particular o peso
molecular deseado, el compuesto punficado puede fraccionarse
adicionalmente usando cromatografla de filtracion en gel

En la presente invencién, el término "amoniGlisis® significa una
reaccidn de apertura de anillo de una porcidn de anhidndo carboxilico de
férmula (l1l) con amoniaco, para dar una porcién de férmula (ll), en donde R®
es un grupo amino La naturaleza de la reaccidn de amonilisis real no es

particularmente imntada, en tanto sea un método usado cominmente por los



10

15

20

expertos en la técnica

Ejemplos de un solvente adecuado que se usara incluyen agua,
éteres tales como éter dietflico, éter dusopropilico, tetrahidrofurano, dioxano,
dimetoxietano y éter dimetilico de dietienglicol, y amidas tales como
formamida,  N,N-dmetiformamida,  N,N-dimetilacetamida, = N-metil-2-
pirolidona, N-metipirolidinona y hexametilfosforotnamida De estos
solventes, se prefieren agua o dioxano Se observard que el reactivo que se
usara puede usarse también como el solvente

Ejemplos de reactivos adecuados que se usaran, incluyen
amoniaco gaseoso Y amoniaco acuoso, y se prefiere el amonlfaco

La temperatura de reaccion varla, dependiendo del compuesto
de partida y el reactivo, pero esta usualmente en la escala de 0 a 100°C, y de
preferencia en la escala de 10 a 40°C

El tempo de reaccion varia, dependiendo de la temperatura de
reaccién, el compuesto de partida, el reactivo y el tipo de solvente usado, pero
esta usualmente en la escala de 10 minutos a 3 dlas, y de preferencia en la
escala de 6 horas a 24 horas

Después de concluir la reacciéon, el compuesto deseado de la
reaccion de amonidlisis puede aislarse de la mezcla de reaccidn mediante un
método convencional conocido por los expertos en la técrica La mezcla de
reaccion resultante puede prepararse, por ejemplo, de la manera siguiente
para aislar el compuesio objetivo (1) didlisis a través de una membrana

semipermeable mediante el uso de un acido tal como una solucién acuosa de

L S(
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&cido acético para remover el exceso de amonlaco (la didlisis se lleva a cabo
bajo condiciones tales que la solucién de la mezcla de reaccién no se vuelva
écida, afiadiendo agua, seglin sea necesanco), seguido de condensacibon
usando una membrana de ultrafiitracibn, y entonces deshidratando por
congelacién el condensado obtenido de esta manera, o (2) adicion de una
solucidn acuosa de hidréxido de sodio y un solvente organico inmiscible tal
como éter dietllico, agitando la mezcla de reaccidn (la agitacidn puede llevarse
a cabo dos 0 més veces, segln sea necesanoc), y entonces la capa acuosa
separada que contiene al compuesto objetivo se deshidrata por congelacidn
para obtener el compuesto objetvo En forma altemativa, el compuesto
deseado puede usarse como una solucidn sin aislamiento de la misma, en
donde se usara para modificacién de proteinas

El compuesto deseado obtenido de esta manera, si es necesano,
puede purficarse adicionalmente mediante una técnica convencional tal como,
por ejemplo, cromatografia de filtracibn en gel Para obtener un compuesto
que tenga un grado de polimenzacidn promedio deseado particular 0 peso
molecular deseado, el compuesto punficado puede fraccionarse
adicionalmente usando cromatografia de filtracion en gel

Debe observarse que el compuesto objetivo de la reaccidbn de
amonidlisis puede contener unidades estructurales de férmula (l1), en donde
R? es un grupo hidroxi como resultado de la hidrélisis de algunas unidades de
formula (1ll) en el matenal de partida por agua presente en el solvente o el

reactvo Debe observarse también que puede afiadirse una base al
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compuesto objetivo para aimacenamiento mejorado

En la presents invencin, el término “aminélisis® significa una
reaccién de apertura de anillo de una porcién de anhidndo carboxilico de
formula (1ll) con una amina, para dar una porcién de férmula (l1), en donde R®
es un grupo de formula -NR*R5, en donde R* y R® son como se definieron
antenormente La naturaleza de la reaccibn de amindlisis real no es
particularmente imitada, en tanto sea un método usado cominmente por los
expertos en la técnica

Ejemplos de un solvente adecuado que se usara incluyen agua,
éteres tales como éter dietilico, éter dusopropilico, tetrahidrofurano, dioxano,
dimetoxietano y éter dimetlico de dietilenglicol, y amidas tales como
formamida,  N,N-dmetiformamida,  N,N-dmetlacetamida, = N-meti-2-
pirolidona, N-metilpirolidinona y hexametilfosforotnamida De estos
solventes, se prefieren agua o dioxano Se observara que el reactivo que se
usara puede usarse también como el solvente

El reactivo que se usara depende obviamente de la naturaleza
del grupo objetivo de formula -NR*R® Las aminas usadas tipicamente
incluyen metilamina, dimetilamina, ehlamina, dieblamina, 2-hidroxietilamina, di-
2-hidroxietiiamina, n-propilamina, di-n-propilamina, isopropilamina,
dusopropilamina, 1-amino-2-propanol y 2-hidroxiisopropilamina, y soluciones
acuosas de las mismas De estos reactivos, reactivos prefendos incluyen una
solucién acuosa de dimetilamina y 1-amino-2-propanol, se prefiere mas una

solucién acuosa de dimetilamina
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La temperatura de reaccitn varia, dependiendo del compuesto
de partida y el reactivo, pero esta usualmente en la escala de 0 a 100°C, y de
preferencia en la escala de 10 a 40°C

El tempo de reaccién varia, dependiendo de la temperatura de
reaccién, el compuesto de partida, el reactivo y el tipo de solvente usado, pero
estd usualmente en la escala de 10 minutos a 3 dlas, y de preferencia en la
escala de 6 horas a 36 horas

Después de concluir la reaccion, el compuesto deseado de la
reaccién de amindlisis puede aislarse de la mezcla de reaccion mediante un
método convencional conocido por los expertos en la técnica La mezcla de
reaccion resultante puede prepararse, por ejemplo, de la manera siguiente
para aislar el compuesto objetivo (1) didlisis a través de una membrana
semipermeable mediante el uso de un acido tal como una solucién acuosa de
acido acético para remover el exceso de amonfaco (la didlisis se lleva a cabo
bajo condiciones tales que la solucidn de la mezcla de reaccién no se vuelva
écida, afiadiendo agua, segin sea necesano), seguido de condensacion
usando una membrana de ultrafiltracién, y entonces deshidratando por
congelacién el condensado obtenido de esta manera, o (2) adicién de una
solucién acuosa de hxréxido de sodio y un solvente orgdnico inmiscible tal
como éter dietilico, agitando la mezcla de reaccion (la agtacion puede llevarse
a cabo dos 0 mas veces, segin sea necesano), y entonces la capa acuosa
separada que contiene al compuesto objetivo se deshidrata por congelacién

para obtener el compuesto objetvo En forma altemativa, el compuesto
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deseado puede usarse como una solucidn sin aislamiento de la misma, en
donde se usara para modfficacién de proteinas

El compuesto deseado obterdo de esta manera, si es necesaro,
puede punrficarse adicionaimente mediante una técnica convencional tal como,
por ejemplo, cromatografia de filtracion en gel Para obtener un compuesto
que tenga un grado de polimenzacion promedio deseado particular o peso
molecular deseado, el compuesto punficado puede fraccionarse
adicionalmente usando cromatografia de filtracion en gel

Debe observarse que el compuesto objetivo de la reaccion de
amindlisis puede contener unidades estructurales de férmula (il), en donde R®
es un grupo hidroxi como resultado de la hidrélisis de algunas unidades de
férmula (lll) en el matenal de partida por agua presente en el solvente o el
reactivo Debe observarse también que puede afiadrse una base al
compuesto objetivo para almacenamiento mejorado

En la presente invencidn, el término “alcohélisis™ significa una
reaccidn de apertura de anillo de una porcién de anhidndo carboxilico de
formula (l}l) con un alcohol 0 un alcohol arilico, para dar una porcion de
formula (1), en donde R? es un grupo alcox: o anloxi como se defind
antenormente La naturaleza de la reaccidn de alcohOhisis real no es
particularmente imitada, en tanto sea un método usado cominmente por los
expertos en la técnica

Ejemplos del solvente que se usara la reaccidn de alcohdlisis

incluyen agua, y amidas tales como formamida, N,N-dimetifformamida, N,N-
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dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona, N-metilpirrolidinona Yy
hexametilfosforotnamida De estos solventes, se prefieren el agua Se
observara que el reactivo que se usard puede usarse también como el
solvente

El reactivo que se usard depende obviamente de la naturaleza
del grupo alcoxi o anloxi objetivo Ejemplos tipicos del alcohol usado para
obtener el grupo alcoxi deseado, incluyen metanol, etanol, etlenglicol, n-
propanol, propilenglicol, 2-hidroxi-n-propanol e iso-propanol, y soluciones
acuosas de los mismos, mientras que ejemplos tipicos del alcohol usado para
obtener el grupo anloxi deseado, incluyen fenol y p-nitrofenol De estos
reactivos, se prefiere el etanol

La temperatura de reacciéon varia, dependiendo del compuesto
de partida y el reactivo, pero esta usuaimente en la escala de 0 a 100°C, y de
preferencia en la escala de 10 a 40°C

El tempo de reaccidn varia, dependiendo de la temperatura de
reaccion, el compuesto de partida, el reactivo y el tipo de solvente usado, pero
esta usualmente en la escala de 10 minutos a 3 dias, y de preferencia en la
escala de 6 horas a 36 horas

Después de concluir la reaccién, el compuesto deseado de la
reaccion de alcohdhisis puede aislarse de la mezcla de reaccidn mediante un
método convencional conocido por los expertos en la técnica Por ejemplo, la
mezcla de reaccidn puede condensarse usando una membrana de

ultrafiltracién, puede afiadirse agua, y entonces la mezcla puede condensarse

\5%&
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adicionaimente dos o mas veces adicionales usando una membrana de
ultrafiltracién para remover el exceso de alcohol, y entonces el condensado
obtenido se deshidrata por congelacion para obtener el compuesto deseado
En forma altemativa, el compuesto deseado puede usarse como una solucion
sin aislamiento de la misma, en donde se usara para modificacion de
proteinas

El compuesto deseado obtenido de esta manera, si es necasarno,
puede punficarse adicionalmente mediante una técnica convencional tal como,
por ejemplo, cromatografla de filtracidn en gel Para obtener un compuesto
que tenga un grado de polimenzacibn promedio deseado particular o peso
molecular deseado, el compuesto purficado puede fraccionarse
adicionalmente usando cromatografla de filtracion en gel

Debe observarse que el compuesto objetivo de la reaccion de
alcohélisis puede contener unidades estructurales de formula (1), en donde R®
es un grupo hidroxi como resultado de la hidrélisis de algunas unidades de
férmula (1) en el matenal de partida por agua presente en el solvente o el
reactvo Debe observarse también que puede aftadirse una base al
compuesto objetivo para aimacenamiento mejorado

Cuando el copolimero deseado de la presente invencibn es una
sal farmacoldgicamente aceptable, el método para preparar dicha sal no es
particularmente imitado, en tanto sea un método usado cominmente en el
campo Por ejemplo, puede obtenerse una sal farmacoldgicamente aceptable

disolviendo el copolimero de la invencién en un solvente organico, afadiendo
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una base a la solucién obtenida de esta manera, y recogiendo entonces la sal
resultante precipitada

Puede usarse una vanedad de tacticas para controlar el peso
molecular promedio, el grado de la disposicion altema y la relacion de la
composicién de los copolimeros de |la presente invencién

Es bien sabido que los monémeros de anhidndo maleico tienden
a polmenzarse altemativamente con comondmeros, incluyendo diéter
ahimetilico de polioxietieno [véase, por ejemplo, Comprehensive Polymer
Science Vol 4, Chain polymenzation parte I, editado por G C Eastmond et
al, pp 377-422, Pergamon Press (1989), y T Yoshimoto et al , Biochemical
Biophysical Research Communication Vol 148, 876-882 (1987)] El peso
molecular promedio y la disposicién de los polimeros pueden ser controlados
por los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, T Ohtsu y M Kinoshita,
Koubunshi Gousel no Jikkenhou pp 125-154, Kagaku-Dojin 1972) Ademas,
aunque el anhidndo maleico tiende a polimenzarse en forma altemativa con
comondmeros, la posibilidad de que mas de 50% en moles de la relacion de la
composicidon comprenda unidades de anhidrido maleico en el copolimero, es
bien conocida por los expertos en la técnica (véase las patentes japonesas
No 2621308, No 2701295, No 2803265, No 3271265, No 3035675 y No
3106265, y las publicaciones de solictud de patente japonesa No 2003-
105003 y No 2003-105040)

En general, para obtener polimeros con un peso molecular

mayor y un mayor grado de disposicion alterna, la polimenzacién debe
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llevarse a cabo bajo condiciones moderadas, tales como menor temperatura y
menor concentracién de iniciador Una mayor concentracibn de monémeros y
una menor concentracidn de solvente que reducen la concentracidn relativa
del miciador, producen también mayor peso molecular y mayor grado de
disposicion alterna

En forma altemativa, para obtener polimeros con un menor peso
molecular y un menor grado de disposicién alterna, son favorables mayor
temperatura, mayor concentracibn de iniciador, menor concentracion de
monémeros y mayor concentracion de solvente Asimismo, bajo dichas
condiciones de polimenzacidon relativamente severas y/o siendo anhidndo
maleico més de 50% en moles de los mondémeros totales de la mezcla de
mondémeros, la relacibn de la composicidn de las unidades de anhidndo
maleico en el copolimero resultante, puede ser mayor de 50% en moles

Algunos ejemplos de condiciones de polimenzacién para diéter
alimetilico de polioxietileno y anhidndo maleico, se descnben en T Yoshimoto
et al, Biochemical Biophysical Research Communication Vol 148, 876-882
(1987) De acuerdo con esta referencia, se mezclaron diéter alimetilico de
polioxietileno, anhidndo maleico, tolueno y peréxido de benzoilo (iniciador), y
la polimenzacién se llevé a cabo mediante reflujo a 80°C durante 7 horas El
polimero resultante tuvo un peso molecular de 13 kD, y poseyd 8 cadenas de
PEG y 8 unidades de anhidndo maleico Se suginé una disposicion alterna del
copolimero, a partir del hecho de que tiene una relacién de la composicion de

11, y que los monémeros de anhidndo maleico tienden a copolimenzarse
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alternativamente con los comonémeros Si se requiere un copolimero que
tenga un peso molecular menor y menor grado de disposicién altema,
entonces debe aplicarse una mayor concentracibn de niciador, menor
concentracidn de mondémeros y/o mayor concentracibn de solvente Por
ejemplo, cuando se usa tolueno como el solvente en la polimenzacion, y la
polimenzacién se lleva a cabo a 1 atmésfera, la polimenzacidn puede llevarse
a cabo hasta su punto de ebulicién de 110°C Asimismo, se prefiere una
mayor temperatura con un diferente solvente cuya temperatura de ebullicién
sea mayor que la del tolueno En dichos casos, serd necesano seleccionar
adecuadamente el tipo de niciador, debido a que cada niciador tiene una
constante de velocidad de descomposicién especlfica diferente, y algunos
iniciadores se descompondrian a estas mayores temperaturas Numerosos
iniciadores con diferentes velocidades de descomposicion se conocen ya en la
técnica [véase, por ejemplo, Polymer Handbook, tercera ediciéon, pp 11/1-11/65,
editado por Brandrup y E Immenrgut, John Wiley & Sons (1989)]

Solventes, iniciadores y condiciones de reaccidn altemativos que
se usan para hacer vanar la relacion de la composicién, el peso molecular y el
grado de disposicion alterna en las reacciones de copolimenzacion de diéter
alimetiico de polioxietieno y anhidndo maleico, se descnben también en
otros documentos de la técnica antenor, tales como la publicacién de la
solicitud de patente japonesa No 2003-105003 El xleno, por ejemplo, tiene
un mayor punto de ebullicién a 1 atmdsfera (140°C) que el tolueno Se sabe

también que las reacciones de copolimenzacidon pueden llevarse a cabo sin
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solvente alguno en algunos casos que remueven la imitaciébn del punto de
ebullicién del solvents sobre la temperatura de polimenzacidon Se descnben
también vanos Iniciadores altemativos tales como peréxido de benzoilo,
peréxido de di-ter-butilo y peroxisobutirato de ter-butilo, y también iniciadores
azo tales como azobisisobutironitnio También es posible disminuir el peso
molecular promedio del copolimero mediante e! uso de reactivos de
transferencia de cadena

Si se requiere una relacion de la composiciin de unidades de
anhidndo maieico el total de unidades monoméncas en el copolimero mayor
de 50%, debe aplicarse un porcentaje incrementado de monémeros de
anhidndo maleico en la mezcla de mondmeros con o sin dichas condiciones
de polimenzacién relativamente severas

Cuando se esté preparando un ingrediente farmacéuticamente
activo usando un copolimero de la presente nvencibn o una sal
farmacolégicamente aceptable del mismo y una protelna o un analogo o
vanante de la misma, la relacién del copolimero la proteina o un analogo o
vanante de la misma no es limitada especificamente, en tanto el complejo
resultante tenga la actividad farmacéutica deseada Tipicamente, la relacion
en peso del copolimero de la presente invencibn o una sal
farmacolégicamente aceptable del mismo la protelna o un anédlogo o vanante
de la misma, es de 001 a 100 1, de preferencia, es de 0 1 a 50 1, alin méas
prefenblemente es de 1 a 10 1, y muy prefenblementeesde1a 151

En uso priachco, un ingrediente farmacéuticamente activo que
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comprende el copolimero de Ila presente invencibn o una sal
farmacolégicamente aceptable del mismo, y una proteina o un analogo o
vanante de la misma, se prepara tipicamente en forma de una solucién de
protelna que contenga al copolimero, o uno deshidratado por congelacidn que
contenga al copolimero de la presente invencibn o wuna sal
farmacolégicamente aceptable del mismo y la proteina o un anélogo o
vanante de la misma En el Gihmo caso, la forma del ingrediente activo
deshidratada por congelacién se disuelve poco antes de su uso En forma
altemativa, el ingrediente famrmacéuticamente activo puede prepararse en
forma de un equipo En este caso, el copolimero de la presente invencién o
una sal farmacolégicamente aceptable del mismo y una proteina o un analogo
o vanante de la misma, se almacenan en contenedores diferentes, y se
mezclan entonces para preparar el ingrediente farmacéuticamente activo
deseado poco antes del uso De estas formas diferentes, se prefiere mas la
forma deshidratada por congelacion

Cuando el copolimero de la presente invencidn o una sal
farmacolégicamente aceptable del mismo se usa como un modfficador de
proteinas, la relacion del copolimero o sal farmacolégicamente aceptable del
mismo con respecto a la proteina o un anélogo o vanante de la misma, no se
hmita particulanmente a algin valor especlfico, en tanto se logre la
modificacibn deseada de la proteina Tipicamente, la relacidn en peso del
copolimero de la presente invencidn o una sal farmacolégicamente aceptable

del mismo la protelna o un analogo o vanante de la misma, es de 001 a
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100 1, de preferencia, es de 0 1 a 50 1, alin mas prefenblemente es de 1 a
10 1, y muy prefenblementeesde 1a 151

Cuando el copolimero de la presente invencién se usa como un
modificador de proteinas, el método para modificar la proteina no es
particularmente Imitado, en tanto sea un método usado cominmente para
modificar una proteina Por ejemplo, una proteina o un anélogo o vanante de
la misma, puede modificarse de la manera siguiente

El solvente que se usaré en el procedimiento de modificacion, es
una solucibn acuosa que contiene un electrélito, el cual se usa cominmente
para disolver una protelna, y el pH del mismo no se Iimita a algun valor
especifico, en tanto esté a una escala en donde el modificador de proteinas
pueda ser cargado negativamente como resultado de la disociaciéon de por lo
menos algunos de los grupos carboxilo en el modificador de protelnas de la
presente invencién, y la proteina o un analogo o vanante de la misma pueda
ser cargada positivamente Por ejemplo, el pH puede ajustarse a un valor en
la escala de 3, hasta el punto 1soeléctnco de la proteina o un anélogo o
vanante de la misma, y de preferencia se ajusta a un valor en la escala de 4 a
8 A este respecto, debe observarse que el punto isoeléctnco de la protelna o
un andlogo o vanante de la misma puede determinarse mediante
electroforesis

El modificador de proteinas se disuelve en el solvente descnto
antenormente, y entonces la solucién obtenida de esta manera se afiade a

una solucidn acuosa de dicha proteina o un analogo o vanante de la misma
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La solucién obtenida puede agitarse para faciitar la reaccidn, s1 s necesano
El pH de la mezcla resultante puade ajustarse, si se desea, mediante la
adicion de un acido y/o una base La relacion del modificador de protelna de la
presents invencidn que se usara con respecto a dicha proteina o un analogo o
vanante de la misma, no se Iimita a algiin valor especifico, en tanto dé la
modificacién deseada a la protefna TIpicamente, la relacién esta en la escala
de 0 01 a 100 por ciento en peso, de preferencia en la escala de 0 1 a 50, mas
prefenblemente en la escala de 1 a 10, y muy prefenblementeesde1a151

La temperatura de reaccibn parma el procedmiento de
modificacidn varla, dependiendo del compuesto usado y el reactivo, pero esta
usuaimente en la escala de 0 a 100°C, de preferencia en la escala de 4 a
40°C, y més prefenblemente en la escala de 30 a 40°C

El ttempo de reaccién varia, dependiendo de la temperatura de
reaccion, el compuesto usado, el reactivo y el tipo de solvente usado, pero
estad usualmente en la escala de 5 minutos a 14 dias, de preferencia en la
escala de 1 hora a 12 dlas, y més prefenblemente en la escala de 5 dlas a 10
dias

A veces, durante el procedimiento de modificacion de la proteina,
las condiciones usadas son tales, que algunas de las unidades estructurales
de férmula (1) en el copolimero se convierten en unidades de férmula (Il) que
tienen una identidad diferente Por ejemplo, cuando R® en las unidades
estructurales de férmula (l1) es un grupo diferente de un grupo hidroxi, las

condiciones usadas para el procedmiento de modificacibn son tales, que
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algunos de dichos grupos R® son hidrolizados para dar unidades estructurales
de férmula (l1), en donde R® es un grupo hidroxi

Como se indicd antenormente, los complejos de la presente
invencién comprenden por lo menos una protelna o un analogo o vanante de
la misma que se une a por lo menos un copolimero de la presente invencién o
una sal farmacoldégicamente aceptable del mismo En dicho complejo, la
protelna o un analogo o vanante de la misma, y el copolimero o una sal
farmacoloégicamente aceptable del mismo, se unen entre si mediante un
enlace quimico tal como un enlace covalente (por ejlemplo, formacién de
bases de Schiff, formacién de enlaces de amida y formacion de enlaces de
éster), un enlace 16nico o un enlace coordinado, o mediante un enlace no
quimico, tal como una interaccidon hidrofdbica, un enlace de hidrégeno, una
interaccidn electrostatica o unién por afimidad

De preferencia, los complejos de la presente invencidn no se
detectan en forma disociada a algin grado significativo cuando se someten a
cromatografla de exclusién por tamafio o SDS-PAGE bajo condiciones no
reductoras Mas prefenblemente, los complejos de la presente invencibn no se
detectan en forma disociada a algin grado significativo, cuando se someten a
cromatografla de exclusién por tamafio y SDS-PAGE bajo condiciones no
reductoras Aln mas preferiblemente, ademas, el indice de falla para detectar
la protelna del complejo mediante ELISA de los complejos de la presente
invencidn como resultado de modificacion de la estructura de la protelna por

los copolimeros y sales farmacoldgicamente aceptables de los mismos, es

16>
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muy bajo (de preferencia, el Indice de falla es de 20% o menos, mas
prefenblemente de 15% o menos, y muy preferiblemente de 10% o menos)

En la presente invencidn, un andlogo de protaina se define como
una proteina codificada por ADNc clonado de una coleccidn de ADNc
denvada de células animales, fludos corporales o tejdos mediante
hibndacién, usando ADNc de la proteina bajo condiciones severas (60 a 70°C,
6xSSC)

En la presente invencién, una vanante de protelna se define
como una proteina que se obtiene sustituyendo, eliminando, afiadiendo o
insertando uno o méas aminoacidos en la protelna onginal, y tiene aun por lo
menos parte de la actividad de la proteina onginal, a un nivel detectable

De preferencia, la proteina 0 un andlogo o vanante de la misma
es una proteina basica Mds prefenblemente, la protelna basica es un factor
bésico de crecmiento de fibroblastos (bFGF), un factor de crecimiento
epidémico (EGF), un factor inhibidor de osteoclastogénesis (OCIF), un factor
de crecimiento denvado de plaquetas (PDGF), un factor neurotrdfico denvado
de cerebro (BDNF), un factor de crecimiento nervioso (NGF), una hormona de
crecimiento humano (HGH), un factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), o
un factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), o un anélogo o una
vanante de los mismos Muy prefenblemente, la proteina basica es un factor
inhibidor de osteoclastogénesis (OCIF), o un anilogo o una vanante del
mismo

El OCIF, un analogo del mismo ¢ una vanante del mismo usado
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en la presente invencién puede ser de tipo natural, o puede ser de tipo
recombinante, y su ongen no es particularmente hmitado OCIF de tipo
natural, significa OCIF que se obtiane como una proteina producida en forma
natural mediante extraccidn, punficacibn y/o aislamiento de un érgano, un
fludo corporal, un cultivo de células, o un medio de cultivo denvado de un
animal humano o no humano OCIF de tipo recombinants, un analogo del
mismo o una vanante del mismo, es una proteina recombinante que se
obtiene mediante extraccién, punficacion y/o aislamiento de dicha proteina de
un hospedero usado convencionaimente en dichas técnicas, tales como una
célula hospedera procanética (por ejemplo, Eschenchia coli), o una célula
eucanética tal como una linea de células humanas o no humanas, que ha sido
transformada con un vector que comprende un polinucleétido que codifica
para un OCIF, un andlogo del mismo o una vanante del mismo [véase, por
ejemplo, los métodos recombinantes que se descnben en los documentos EP-
A-08168380 (WO-A-06/26217) y WO-A-97/23614]

El ongen del OCIF, analogos del mismo y vanantes del mismo
usados en la presente invencibn no es particularmente limitado, y puede
denvarse de un animal humano o no humano De preferencia, pueden
denvarse de un mamifero tal como un humano, rata, ratén, conejo, perro,
gato, vaca, cerdo, oveja o cabra, 0 un ave tal como un ave doméstica, ganso,
pollo o pavo Més prefenblemente, se derivan de mamiferos, y muy
prefenblemente se denivan de un humano

El OCIF o anédlogo del mismo usado en la presenta invencién,

67
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puede ser un OCIF de tipo monoménco (por ejempio, en humanos, un
monémero que tenga un peso molecular medido mediante SDS-PAGE bajo
condiciones no reductoras, de alrededor de 60000), o un OCIF de tipo
diménco (por ejemplo, en humanos, un dimero que tenga un peso molecular
de aproximadamente 120000 medido mediante SDS-PAGE bajo condiciones
no reductoras) [véase documento EP-A-0816380 (WO-A-96/26217)] Es de
preferencia un monémero de OCIF de humano que tenga un peso molecular
de alrededor de 60,000 medido mediante SDS-PAGE bajo condiciones no
reductoras, o un dimero de OCIF de humano que tenga un peso molecular de
aproximadamente 120,000 medido mediante SDS-PAGE bajo condiciones no
reductoras, y es mas prefenblemente un dimero de OCIF de humano que
tenga un peso molecular de alrededor de 120,000 medido mediante SDS-
PAGE bajo condiciones no reductoras

Se sabe que el OCIF se traduce en las células como un
polipéptido que contiene un péptido de sefial en el extremo amino del mismo,
y que es madurado entonces mediante procesamiento que implica la remocién
de dicho péptido de sefial [véase, por ejemplo, los métodos recombinantes
descntos en los documentos EP-A-0816380 (WO-A-96/26217) y WO-A-
97/23614] El! OCIF, analogo del mismo o vanante del mismo usado en la
presente invencion, incluye el polipéptido que contiene un péptido de sefial y
la foma madurada del mismo Ejemplos prefendos incluyen el OCIF de
humano con el péptdo de sefial que tiene los aminoacidos —21 a +380 de

SEQ ID NO 1 del istado de secuencias, y el OCIF maduro de humano sin el

16%
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péptido de sefial que tiene los aminodcidos +1 a +380 de SEQ ID NO 1 del
hstado de secuencias De éstos, se prefiere particularmente el OCIF maduro
de humano

Se sabe también que puede afiadirse metionina a dicha forma
madurada del OCIF, un andlogo del mismo o una vanante del mismo, cuando
se expresa como una protelna recombinante en una célula hospedera,
especiaimente en una célula hospedera procanética tal como Eschernchia col
Esto se logra affadiendo un tnplete de nucleétidos que tenga la secuencia
ATG (AUG) al extremo 5' de un polinucledtido que codifique para una forma
madurada de OCIF, un analogo del mismo o una vanante del mismo, e
insertando el polinucledtido resultante en un vector de expresién adecuado La
protelna madurada deseada que tenga metionina en el extremo amino de la
misma, puede ser expresada entonces por una célula hospedera adecuada
que haya sido transformada por dicho vector de expresidon recombinante
Ademas, un aminoacido o mas de un aminoacido puede afiadirse a dicha
proteina en una posicidn cerca de la metionina del extremo amino mediante la
adicién de otros tnpletes de nucledtidos cerca del tnplete de ATG afiadido en
el extremo 5' del polinucleétido que codifica para una forma madurada del
OCIF, un anélogo del mismo o una vanante del mismo La forma madurada
objetivo del OCIF, un anéalogo del mismo, o una varniante del mismo que tene
metionina en el extremo amino, puede purtficarse y aislarse de un cultivo de la
célula hospedera transformada de acuerdo con un método convencional

Ademas, un aminoacido o mas de un aminoécido puede insertarse en la forma
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madurada del OCIF que tiene mehonina en el extremo amino, un analogo del
mismo o una vanante del mismo en una posicion adyacente a la metionina, y
mas cerca del extremo carboxi que la metionina

En la presente invencidn, un anélogo de OCIF significa una
proteina codificada por un polinucle6tdo que existe naturalmente en las
células, fluido corporal y/u 6rganos de un animal humano o no humano, tales
como los ejemplificados antenormente Ejemplos prefendos especificos de
dichos anélogos incluyen OCIF2, OCIF3, OCIF4 y OCIF5 [véase documento
EP-A-0816380 (WO096/26217)] Dichos andlogos de OCIF o fragmentos
activos de los mismos, pueden obtenerse mediante un método tal como el
siguiente se extrae ARN de una célula, érgano, tejdo o fluido corporal de un
animal humano o no humano, se sintetiza una pnmera cadena de ADNc que
sea complementana a dicho ARN usando una transcnptasa inversa, y
enfonces se sintetiza una segunda cadena de dicho ADNc usando la pnmera
cadena como molde usando una ADN polimerasa, el ADNc de doble cadena
obtenido de esta manera, se inserta en un vector de expresién adecuado
usado convencionalmente, una célula hospedera adecuada usada
convencionalmente es transformada entonces por el vector obtenido de esta
manera, el hospedero que produce el péptdo deseado se selecciona
entonces para su uso en una técnica de hibndacion tal como hibndacidn en
placas o hibndacién de fagos usando ADNc de OCIF, o un fragmento del
mismo como sonda, bajo condiciones severas [véase documento EP-A-

0816380 (WO-A-96/26217), y entonces finaimente el analogo de OCIF

/7(0
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deseado es expresado mediante una técnica convencional por la célula
hospedera obtenida de esta manera

En la presente invencidn, una vanante de OCIF significa una
protelna que tiene una secuencia de aminoacidos en donde uno o més de un
residuoc de aminoacido ha sido sustituido en, eiminado de, afiadido a, o
insertado en, la secuencia de aminoacxos de un OCIF o un andlogo del
mismo, y tiene adn por lo menos cierta actividad de OCIF Dichas vanantes de
OCIF pueden obtenerse, por ejemplo, mediante el siguiente método
sustituyendo, eliminando, afiadiendo y/o insertando un nucledtido o mas de un
nucleétido en una secuencia de nucleétidos que codifique para OCIF o un
andlogo del mismo, usando un método de reaccién en cadena de polimerasa
(refendo en lo sucesivo como PCR), un método de recombinacién genética o
un método de digestibn con nucleasa usando una exonucleasa o
endonucleasa tal como una enzima de restnccidn, trasformando una célula
hospedera eucanética tal como una célula animal, o una célula hospedera
procandética tal como Eschenchia coll con un vector de expresion, en donde el
nucledtido obtenido que codifica para la vanante de OCIF deseada ha sido
insertado, y entonces extrayendo, punficando y/o aislando el péptido deseado
de la fracci6n que contiene a la proteina producida por un cultivo de células de
dicho hospedero transformado, de acuerdo a un método bien conocido por los
expertos en la técnica

Se sabe también que formas truncadas de OCIF, en donde una

parte considerable de la secuencia de aminodcidos ha sido eliminada del
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extremo carboxi de un polipéptido de OCIF, mantienen por lo menos cierta
actividad de OCIF [véase, por ejemplo, los documentos EP-A-0816380 (WO-
A-96/26217) y WO-A-87/23614] Dichos tipos truncados de OCIF que retienen
por lo menos parte de la actividad del polipéptido de OCIF completo, se
incluyen también en las vanantes de OCIF de la presente invencion

Ademas, se conoce un OCIF o una forma truncada del mismo
que se fusiona con un dominio de iInmunogilobulina tal como el dominio Fc (por
ejemplo, un polipéptido de fusién en el cual el dominio Fc de IgG de humano
se une al extremo carboxi del OCIF), y que retiene por lo menos parte de la
actvidad del polipéptdo de OCIF completo (véase documento WO-A-
97/23614), y dichas proteinas de fusién se incluyen también en las vanantes
de OCIF de la presente invencién

Cualquier OCIF producido en forma natural, o un analogo del
mismo, u OCIF recombinante o anélogo o vanante del mismo, puede contener
una cadena de azicar que se une al OCIF o analogo o vanante del mismo
después de la traduccién Puede obtenerse OCIF producido en forma natural,
o un anélogo del mismo que contiene una cadena de aziicar, de cultivos de
células, tejidos, érganos, fluidos corporales, o lineas de células denvadas de
animales humanos o no humanos, usando técnicas convencionales Puede
obtenerse OCIF recombinante o un andlogo o vanante del mismo que
contiene una cadena de azlcar, de un cultvo de una célula hospedera
eucanética transformada usando un vector que comprende una secuencia de

nucleétidos que codifica para cualquier OCIF o un analogo o vanante del
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mismo, tales como los que se descnbieron y ejemplificaron antenormente
Ejemplos de células hospederas adecuadas que pueden usarse y que son
capaces de la modificacion del OCIF o un analogo o vanante del mismo
después de la traduccidn, para unir una cadena de az(car, incluyen células de
ovano de hamster chino y células COS [Yasuda, H et al Endocnnology, 139,
1329-1337 (1898)]) El OCIF o un analogo o vanante del mismo que contiene
dicha cadena de azicar, es adecuado para su uso en la formacién de los
complejos de la presente invencién La cadena de azlicar en el OCIF o un
andlogo o vanante del mismo que contiene una cadena de azucar, puede
modificarse artificiaimente (en particular, enzimaticamente} con polimeros,
polisacandos o polisacandos modificados

La composicion farmacéutica de la presente invencion que
contene un copolimero de la presente Invencibn, o una sal
farmacolégicamente aceptable del mismo y una proteina o un analogo del
mismo, puede ser una solucién preparada de acuerdo a un método descnio
antenormente, 0 una obtenida deshidratando por congelaciéon la solucidbn En
forma altemativa, dicha composicibn fammacéutica puede formularse de
acuerdo a un método altemativo, o puede estar en forma de un equipo En el
ultmo caso, el copolimero de la presente invencidn o una sal
farmacolégicamente aceptable del mismo, y una protefna o un analogo o
vanante de la misma, se almacenan en contenedores diferentes, y se mezclan
entonces para preparar la composicion famacéutica deseada poco antes de
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Las composiciones farmacéuticas de la presente Invencion
pueden comprender ademéas adicionalmente una base La base no se imita a
alguna base especifica, en tanto sea una base usada cominmente en
composiciones farmacéuticas Ejemplos de dicha base Incluyen bases
Inorganicas tales como carbonatos de metal alcalino (por ejemplo, carbonato
de sodio, carbonato de potasio y carbonato de htio), carbonatos acidos de
metal alcalino (por ejemplo, carbonato adcido de sodio, carbonato 4cido de
potasio y carbonato &acido de litio), hidruros de metal alcalino (por ejemplo,
hidruro de iitio, hidruro de sodio e hidruro de potasio), hidréxidos de metal
alcalino (por ejemplo, hidréxido de sodio, hidréxido de potasio, hidréxido de
bano e hidréxido de Iitio), fluoruros de metal alcalino (por ejemplo, fluoruro de
sodio y fluoruro de potasio), y bases organicas tales como alcéxidos de metal
alcalino (por ejemplo, metéxido de sodio, etéxido de sodio, metéxido de
potasio, etdxido de potasio, t-butdxido de potasio y metdxido de htio),
mercaptanos de metal alcalino (por ejemplo, mercaptano sédico de metilo y
mercaptano sédico de etio), N-metimorfolina, tnetlamina, tnpropilamina,
tnbutlamina, dusopropiletilamina, diciclohexilamina, N-metiipipendina, pindina,
4-pirolidinopindina, picolina, 4-(N,N-dimetilamino)pindina, 2,6-di(t-butil)-4-
metipindina, quinolina, N,N-dimetilanilina, N,N-dietilanilina, 1.5-
diazabiciclo[4 3 OJnon-5-eno (DBN), 1.4-diazabiciclo[2 2 2]octano (DABCO) y
1.8-diazabiciclo[5 4 OJundec-7-eno (DBU) De estas bases, se prefieren los
hidréxidos de metal alcalino, y se prefiere particularmente el hidréxido de

sodio A este respecto, se observara que todas las bases o algunas de las
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mismas pueden formar sales con el copolimero de la presente invencién

Ejemplos de la composicidn farmacéutica de conformidad con la
presente invencién, comprenden un complejo de por lo menos una sustancia
seleccionada de un copolimero de la presente Invencibn o una sal
fammacolégicamente aceptable del mismo y una protelna o un andlogo o
vanante de la misma seleccionada de bFGF (usado para el tratamiento o
prevencibn de enfermedad artenopatica isquémica y Ulceras de piel
intratables), EGF (usado para el tratamiento o prevencién de enfermedades
ulcerosas tales como colitis ulcerativa y trastomo epitelial cbmeo prolongado),
PDGF (usado para el tratamiento de hendas), BDNF y NGF (usado para el
tratamiento o prevencién de enfermedades del sistema nervioso central tales
como enfermedad de Parkinson y enfermedad de Alzheimer), HGH (usada
para el tratamiento o0 prevencién de deficiencia de hormona del crecimiento,
sindrome de hiposecrecién de hormona del crecimiento, sindrome de Tumer y
distrofia del cartlago), HGF (usado para el tratamiento o prevencién de
diabetes melltus, artenosclerosis, infarto cerebral y fibrosis hepética) y VEGF
(usado para el tratamiento o prevencibn de enfermedad artenopatica
iIsquémica y enfermedad oclusiva artenal penfénca)

Un ejemplo particularmente prefendo de la composicién
faémacéutica de conformidad con la presente Invencién, comprende un
complejo de por lo menos una sustancia seleccionada de OCIF, un anélogo y
una vanante del mismo, y por lo menos una sustancia seleccionada de un

copolimero de la presente invencién o una sal farmacolégicamente aceptable

| 3<
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del mismo Dicha composicién farmacéutica es particularmente adecuada
para la prevencién o el tratamiento de enfermedades metabélicas 6seas En la
presente invencidén, dichas enfermedades metabdlicas ¢oseas incluyen
cualquier enfermedad que se caractence por reduccion sustancial de la masa
ésea en el paciente que sufre de la misma, y en el cual es necesano supnmir
la resorcidn Gsea o la velocidad de resorcibn Gsea para prevenir o tratar
dichas enfermedades

Las enfermedades metabdlicas 6seas que pueden tratarse o
prevenirse usando la composicion farmacéutica de la presente invencion,
incluyen osteoporosis pnmana (osteoporosis senil, osteoporosis post-
menopdusica y osteoporosis juvenil idiopatica), osteoporosis endocnna
(hipertiroidismo, hiperparatiroidismo, sindrome de Cushing y acromegalia),
osteoporosis que acompafia a hipogonadismo (hipoprtutansmo, sindrome de
Kinefelter y sindrome de Tumer), osteoporosis hereditaria y congénita
(osteogénesis imperfecta, homocistinuna, sindrome de Menkes y sindrome de
Riley-Day), osteopenia debida a mitigacién de carga por gravedad o fijacién e
inmovilizacibn de extremidades, enfermedad de Paget, osteomieliis, foco
infeccioso debido a pérdida de hueso, hipercalcemia que resulta de carcinoma
sOlido (carcinoma de mama, cancer pulmonar, cancer renal y cancer
prostatico), enfermedades malignas hematolégicas (mieloma maltiple, infoma
y leucemia), hipercalcemia idiopatica, hipercalcemia que acompafia a
hipertiroidismo o mal funcionamiento rengl, osteopenia que resulta de

medicacién de esteroles, osteopenia que resulta de administracion de otros
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medicamentos (por ejemplo, agentes Inmunosupresores tales como
metotrexato y ciclosponna A, hepanna y antiepilépticos), osteopenia que
acompafia a mal funcionamiento renal, osteopenia que acompafia a operacién
quinirgica o enfermedades de drganos digestivos (por ejemplo, obstruccién de
intestino delgado, obstruccibn de Intestno grueso, hepatris crénica,
gastrectomia, cimosis hepatica biiar pnmana y cirrosis hepatica), osteopenia
debida a vanos tipos de reumatsmo tales como arinhis reumatoide,
osteoclasia y destruccibn de articulaciones debida a vanos tipos de
reumatsmo tales como artnhs reumatoide, artris reumatoide tipo mutilante,
osteoartntis, pérdida de hueso penodontal, metastasis cancerosa de hueso
(osteblisis, metastasis), osteonecrosis 0 muerte de osteocitos que acompafia
a lesi6n traumatica, enfermedad de Gaucher, anemia de células falciformes,
lupus entematoso sistémico o lesidn no trauméhica, osteodistrofia tal como
osteodistrofia renal, osteopenia que acompafia a hipofosfatasia 0 diabetes,
osteopenia que acompafia a trastomo nutncional o trastomo de la
alimentacién, y otras osteopenias Ademaés, en la presente invencidn, la
caquexia debida al carcinoma s6lido mencionado antenormente, metastasis
cancerosa de hueso (ostedlisis, metastasis) o enfermedades malignas
hematolégicas, se incluyen también en las enfermedades metabélicas 6seas
(véase la solicitud de patente japonesa (Kokal) No 2000-178200)

La composicibn farmacéutica de conformidad con la presente
invencidbn como se descnbid antenormente, puede administrarse con

segundad oralmente o no oralmente a un humano o animales diferentes de un
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humano La forma de dosfficacién de la composicion farmacéutica puede
seleccionarse adecuadamente, dependiendo del tipo de enfermedad, el nivel
de la enfermedad y la condicién, edad, sexo y peso del paciente Por ejemplo,
la composicidn farmacéutica puede administrarse oralmente en forma de
tabletas, capsulas, polvos, granulos o jarabes, puede inyectarse en forma de
una inyeccion intravenosa sola, 0 en combinacidn con un adyuvante comdn tal
como glucosa, aminodcidos, o0 smilares, © puede Inyectarse
intramuscularments, subcutaneamente, intracutidneamente o
intrapentonealmente sola, puede administrarse transdérmicamente en forma
de cataplasma, puede administrarse transnasalmente en forma de gotas
nasales, puede administrarse transmucosamente o a la cavidad oral en forma
de una preparacién transmucosa, o puede administrarse intrarrectaimente en
forma de un supositorio Estas preparaciones pueden formularse en una forma
convencional usando agentes auxiiares bien conocidos que se usan
generalmente en el campo de medicina, tales como excipientes, agentes
aglutinantes, desintegradores, lubncantes, agentes sabonzantes,
solublizadores, agentes de suspensién, colorantes, reguladores de pH,
antisépticos, agentes de gelificacion, agentes tensioactivos y agentes de
recubnmiento

Cuando la composicion farmacéutica se prepara en forma de una
tableta, pueden usarse vanos vehiculos conocidos en la técnica Ejemplos de
dichos vehiculos incluyen excipientes tales como lactosa, sacarosa, cloruro

de sodio, glucosa, urea, almidén, carbonato de calcio, caolin, celulosa
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cristalina y acido silicico, agentes aglutinantes tales como agua, etanol,
propanol, jJarabe simple, solucion de glucosa, solucidn de almidéon, solucién de
gelatina, carboximeticelulosa, laca, meticelulosa, fosfato de potasio y
polivinilpirolidona, desintegradores tales como almidén seco, alginato de
sodio, agar en polvo, laminaran en polvo, carbonato acido de sodio, carbonato
de calcio, ésteres de acido graso de polioxietlensorbitian, launl sulfato de
sodio, monoglicéndo de acido estednco, almidén y lactosa, inhibidores de
desintegracion, tales como sacarosa, esteanna, manteca de cacao y aceite
hidrogenado, catalizadores de absorcibn tales como bases de amonio
cuatemano y launl sulfato de sodio, humectantes tales como glicenna y
almidén, absorbentes tales como almidén, lactosa, caolin, bentonita y acido
silicico coloidal, y lubncantes tales como talco punficado, estearatos, acido
bénco en polvo y polietilenglicol Ademas, dicha tableta puede cubnrse con un
recubnmiento convencional, s1 es necesanc Ejemplos de dicha tableta
recubierta incluyen tableta recubierta de azlcar, tableta recubierta de gelatina,
una tableta recublerta de capa enténca, una tableta recubierta de pelicula, una
tableta de dos capas, y una tableta de capas maltiples

Cuando la composicion farmacéutica se prepara en forma de una
plidora, pueden usarse vanos vehiculos conocidos en la técnica Ejemplos de
dichos vehiculos incluyen excipientes tales como glucosa, lactosa, manteca
de cacao, almidén, aceite vegetal hidrogenado, caolin y talco, agentes
aglutinantes tales como goma arabiga en polvo, tragacanto en polvo, gelatina

y etanol, y desintegradores tales como agar laminaran

]
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Cuando la composicién farmacéutica se prepara en forma de un
supositono, pueden usarse vanos vehliculos conocidos en la técnica Ejemplos
de dichos vehiculos incluyen polietilenglicol, manteca de cacao, alcoholes
superiores, ésteres de alcoholes supenores, gelatna y glicéndos
semisintéticos

Cuando la composicién farmacéutica se prepara en forma de una
inyeccion, se prefiere que la composicidn en forma de una solucidn o una
suspension sea estenlizada, y se haga isoténica con la sangre Cuando se
prepara dicha composicién en forma de una solucién, una emulsidn, una
suspensidn o una solucibn acuosa sustanciaimente homogeénea, pueden
usarse vanos diuyentes conocidos en la técnica Ejemplos de dichos
diluyentes incluyen agua, etanol, propilenglicol, alcohol isoestearllico
etoxilado, alcohol Isoestearilico polioxilado y ésteres de acido graso de
polioxietilensorbitdn En este caso, la composicion fammacéutica puede
contener ademas sal comdn, glucosa o glicenna en una cantidad suficiente
para mantener la isotonicidad con la sangre Ademas, la composicion
farmacéutica puede contener también solubilizadores, agentes reguladores de
pH, agentes sedantes, reguladores de pH, establizadores o agentes de
solubilizacién convencionales Dicha inyeccidon puede ser deshidratada por
congelacion

Ademas, la composicién famacéutica de la presente invencion
puede contener también colorantes, conservadores, perfumes, agentes

sabonzantes, eduicorantes u otro medicamento, st se requiere
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La cantidad del complejo de OCIF o un anélogo o vanante del
mismo y el copolimero o una sal farmacoldgicamente aceptable del mismo
contenidos en la composicién farmacéutica de la presente invencién, no se
hmita a algin valor especifico, pero estd usualmente en la escala de 01 a
70% en peso, y de preferencia en |a escala de 1 a 30% en peso

En la presente invencién, la dosis del complejo de OCIF o un
anélogo o vanante del mismo y el copolimero o una sal farmacolégicamente
aceptable del mismo contenidos en la composicibn farmacéutica de la
presente invencién, depende de vanos factores que incluyen la condiciéon y
edad del paciente, la via de administracién y la forma del farmaco En general,
la cantidad administrada a un humano adulto por administracidon, esta en una
escala en el limite supenor de 1 a 50 mg/kg, y un limite infenor de 0 001 a 0 1
mg/kg, en donde se prefiere la escala de 0 01 a mg/kg, y se prefiere mas la
escalade 0 1 a 1 mg/kg

La composicidn famacéutica de conformidad con la presente
invencidn debe administrarse una vez por vanos meses, una vez por mes, una
vez por varios dias, una vez por dla, o vanas veces por dla, dependiendo del
tipo de ingredientes contenidos en la composici6n farmacéutica, la via de
administracién, y la forma del farmaco Cuando la composicidon comprende un
complejo de OCIF, o un analogo o vanante del mismo y un copolimero o una
sal farmacolégicamente aceptable del mismo para su uso como un agente
para el tratamiento o prevencion de enfermedades metabdlicas Gseas de

conformidad con la presents invencién, debe administrarse una vez por vanos
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meses, una vez por mes, una vez por vanos dlas, una vez por dia, o vanas
veces por dla, dependiendo del tipo de ingrediente activo contentdo en el
agente para el tratamiento o prevencién de enfermedades metabdlicas 6seas,
la via de administracion y la forma del farmaco

El copolimero de 1la presente Iinvencibn vy sales
farmacolégicamente aceptables del mismo, son utiles como un modificador
poliménco capaz de proveer un complejo que tiene propiedades uniformes,
especialmente produccibn reducida de estructuras entrelazadas
desorganizadas con la protelna, mejor manteniendo de la actvidad de la
proteina y retencidn excelente de la proteina en la sangre después de la
administracidn de dicho complejo Esto lo hace particularmente (til como un
modificador para modificar las propiedades farmacéuticas de proteinas que

tienen actividad farmacéutica Gtil

EJEMPLOS

Los siguientes giemplos, ejemplos de referencia y ejemplos de
prueba, tienen el propésito de ilustrar mejor la presente invencién, y de
ninguna manera se pretende que Imiten el alcance de la misma En los
siguientes ejemplos, m y R® son como se definieron antenormente, para la
férmula (1), “relacién de la composicion® es la relacidn de la composicién [es
decr, la relacibn de las unidades estructurales (il) y (llil)], “grado de

polimenzacién promedio® es el grado de polmenzacién promedio del

|22
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copolimero preparado, y “relacién de hidrdlisis® es la relacidn de hidrélisis del
copolimero preparado [es decr, la relacibn promedio de unidades
estructurales, en donde R® es —OH las unidades estructurales, en donde R®

es diferente de —OH]

EJEMPLO 1
Preparacién de hidrolizado de poli{PEGpin-MA [I{PEGsoq=-MA)h)], en

donde m=6-186, R’=0HI relaclén de la composicién=1 1
aproximadamente, grado de polimerizacién promedio=30-40 y relacién
de hidrélisis=10 0 aproximadamente (compuesto No 1)

Se us6 como matenal de partida un copolimero de diéter
alimetflico de polioxietileno (m = 6-16, Alk = etileno, R' = hidrégeno y R? =
metilo) y anhidndo maleico, en donde la cadena lateral de polioxietiieno tiene
un peso molecular promedio de aproximadamente 500, y el grado de
polimenzacién promedio de la cadena pnncipal esta en la escala de 30 a 40
[AM-0530K, fabncado por NOF Corporation (refendo en lo sucesivo como
‘poli{PEGsp-MA)"] Se afiadieron 50 ml de agua destiada a 3 g de
poli{PEGso0-MA) para disolver dicho matenal de partids, y la solucidon obtenida
de esta manera se agitd a 40°C durante 15 horas Se condensé la solucién
resultante usando una membrana de ultrafiltraciébn hecha de poliétersulfona
(teniendo un limite de peso molecular de 10,000, fabncada por Millipore

Corporation, nimero de modelo PBGC07610), y el condensado resultante se
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deshidratdé por congelacién para obtener 13 g del compuesto del titulo
pol{PEGsqc-MA)h (compuesto No 1), como un compuesto oleoso

Se punficd pol(PEGsoe-MA)h (compuesto No 1) usando filtracién
en gel de la manera siguiente Se disolvieron 100 mg de poli{PEGsp-MA)h
(compuesto No 1) en 4 ml de solucién de hidréxido de sodio a 0001 N La
solucibn se dwidid en cuatro lotes, y cada lote de 1 ml se aplicé a una
columna de filtracién en gel (PD-10, fabncada por Amersham-Pharmacia) Se
desecho el pnmer ml de eluyente Se aplicaron entonces a cada columna 1 5
ml de solucién de hidréxido de sodio a 0 001 N, y otros 1 5 ml fueron eluxios
de la columna, y se desecharon Se aplicaron entonces a cada columna 2 5 ml
de solucidn de hidréxudo de sodio a 0 001N, y otros 2 5 ml fueron eluidos de la
columna, y es ésta fraccién que contenla al poli(PEGse-MA)h (compuesto No
1) punficado Se combinaron las fracciones punficadas de las cuatro
columnas, para dar 10 ml de una solucién purficada del compuesto del titulo
Se determind que el rendimento después del paso de punficacion
(determinado  espectrofotométncamente midiendo la absorbancia de
poli(PEGsqs-MA)h a 210 nm antes y después de la punficacion) es de 80% (80
mg de polimero), y se determiné que la concentracién en la solucion punficada
es de 8 mg/ml

El contenido de grupos carboxilo del compuesto del titulo se
determind mediante trtulac:dn conductmétnca de la manera siguiente Se
obtuvieron 7 5 ml de la solucién del compuesto del titulo punficado obtenido

antenormente (contemendo 60 mg del compuesto del titulo) para un volumen
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de 50 mi con agua destilada, y la solucidn obtenida de esta manera se ajustd
a pH 12 con solucién de hidréxido de sodio acuoso a 1 M Se afladié a la
solucién écido clorhidnco a 0 1 M en incrementos de 0 1 ml, siendo medidos
el pH y la conductwidad de la solucién después de cada adicibn de acido
clorhidnco Se calculd entonces el conterudo de grupos carboxio del
copolimero a partir de la cantidad de écido clorhidnco a 0 1 M afladida en la
regién de regulacion de pH para conductividad (es decrr, la regién de la grafica
de conductividad contra la cantidad de &cido clorhidnco afiadido, en donde los
grupos carboxiio del copolimero del compuesto del titulo actuan como un
regulador de pH, dicha regién comespondiendo a una escala de pH de
aproximadamente 10 5 a 3), la cantidad molar de acido clorhidnco usado en la
regidn de regulacién de pH para conductvidad, es igual a la cantidad molar de
grupos carboxilo en el copolimero del compuesto del titulo Como resultado,
se determind que el contenido de grupos carboxilo por 1 g del compuesto del
titulo, es de 3 22 mmoles A partir de esto, la relacién de la composicién fue
calculada para ser de 1 1 07 Esta cifra se aplicd para los siguientes ejemplos

en donde se utilizé el mismo matenal de partida

EJEMPLO 2
Preparacién de hidrolizado de poll{PEGso-MA II(PEG4s00-MA)h]], en
donde m=28-38, R*=OH, relaclén de la composicién=1 1
aproximadamente, grado de pollmerizacién promedio=10-15 y relacién
de hidrélisis=10 0 aproximadamente (compuesto No 2)

1€5
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Se usdé como matenal de partida un copolimero de diéter
alimetlilico de polioxietileno (m = 28-38, Alk = etileno, R! = hidrdgeno y R? =
metilo) y anhidndo maleico, en donde el polioxietileno tiene un peso molecular
promedio de aproximadamente 1500, y el grado de polimenzacién promedio
de la cadena pnncipal esta en la escala de 10-15 (AM-1510K, fabncado por
NOF Corporation) [refendo en lo sucesivo como “poli(PEG1s0-MA)"] Se
afiadieron 25 ml de agua destilada a 1 5 g de pol{PEG1s00-MA) para disolver
dicho matenal de partida, y la solucidn obtenida de esta manera se agitd a
temperatura ambiente durante 20 horas Al término de este periodo, la
solucidn se condensd de la misma forma como se descnbié en el ejemplo 1
antenor, usando una membrana de ultrafiltracion hecha de polétersulfona
(teniendo un limite de peso molecular de 10,000, fabncada por Millipore
Corporation, nimero de modelo PBGC07610), y el condensado resultante se
deshidraté por congelacibn para obtener 08 g del compuesto del titulo
poli{PEG1s00-MA)h (compuesto No 2), como un compuesto oleoso

Se midid el contenido de grupos carboxilo del compuesto del
titulo poli{PEGs00-MA)h (compuesto No 2) de la misma forma como se
descnbi6 en el ejemplo 1 antenor y, como resultado, se determuind que el
contenido de grupos carboxilo por 1 g del compuesto del titulo es de 1 63
mmoles A partir de esto, la relacién de la composicién fue calculada para ser
de 1 1 4 Esta cifra se aplico para los siguientes ejemplos en donde se utilizd

el mismo matenal de partda

196
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EJEMPLO 3
Preparaclén del producto de amonlélisis de poll{PEGag-MA I(PEGspo-

MA)a)], en donde m=8-16, R’=NH3, relaclén de la composiclén=1 1
aproximadaments, grado de pohmerizacién promedio=30-40 y relacién
de hidrélisis=0 10 aproximadamente (compuesto No 3)

Se afiadieron 95 g de amoniaco acuoso (concentracién de
amoniaco 28% en peso) a 1 g de pol{PEGse-MA) (AM-0530K, fabncado por
NOF Corporation) para disolver dicho matenal de parhida, y la solucidn
obtenida de esta manera se agité a temperatura ambiente durante 16 horas
Al término de este periodo, la solucién obtenida de esta manera se someti6 a
didhsis a través de una membrana de celulosa regenerada (que tenfa un limrte
de peso molecular de 12,000 a 14,000, fabncada por Sanko Junyaku Co , Ltd ,
No de modelo UC36-32-100) contra 1 | de una solucidbn de acido acético
acuoso a 0 1% en peso durante 1 dla, y se somehé entonces a dialisis contra
1 1 de agua durante 1 dla Después de que se renovd 1 | de agua, se sometié
adicionalmente a didlisis por otro dia Al llevar a cabo dicha dialisis, se eliminé
el exceso de amonlaco del producto La solucién obtenida de esta manera se
condens® usando una membrana de ultrafiltracion hecha de polétersulfona
(teriendo un limite de peso molecular de 10,000, y fabncada por Millipore
Corporation, niamero de modelo PBGC07610), y el condensado resultante se
deshidraté por congelacién para obtener 099 g del compuesto del titulo

&1
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poli{PEGsoc-MA)a (compuesto No 3), como un compuesto oleoso

Se determiné el contenido de grupos carboxilo en 1 g de
poli(PEGsoc-MA)a (compuesto No 3) mediante tritulacién conductimétrica de la
misma forma como se descnbié en el ejemplo 1 antenor y, como resultado, se
determind que el contenido de grupos carboxilo por 1 g del compuesto del
titulo es de 1 55 mmoles

Bajo las condiciones de reaccién usadas, es posible que el
residuo de anhidndo maleico pueda someterse no sb6lo a una reaccién de
apertura de anitio debido a la amoniélisis, sino también a hidrélisis por el agua
presente en el sistema de reaccibn La relacién de residuos de anhidndo
maleico sometidos a amonidlisis los residuos de anhidndo maleico sometidos
a hidrdhsis, se calculd de la manera siguiente

En el ejemplo 1, se determin el contenido de grupos carboxilo
en 1 g de poli(PEGsec-MA)h (compuesto No 1) Esto da el valor para el
contenido de grupos carboxilo cuando todos los residuos de acido maleico son
totalmente hxdrolizados (3 22 mmoles por 1 g de polimero) A partir de este
resultado, se determind mediante calculo el peso de poli(PEGsp-MA)h
(compuesto No 1) por mol de grupos carboxilo (1/3 22x10 g), y el peso de
poli(PEGso-MA)h (compuesto No 1) por mol de residuos de acido maleico
con apertura de anillo [2 x el peso de poli{PEGsog-MA)h (compuesto No 1) por
mol de residuos de acido maleico con apertura de anillo, puesto que existen
dos grupos carboxilo por residuo de acido maleico totalmente hidrolizado],

dando los resultados de 311 g y 621 g, respectivamente A partir de estos
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valores, se determind el peso de poli(PEGsx-MA) (es decir, el peso del
copolimero antes de la hidrélisis) por gramo de grupo funcional, y el peso de
pol{PEGsecMA)a (compuesto No 3) obtenido afiadiendo amonlaco a
pol{PEGso-MA) por gramo de grupo funcional Especificamente, se obtuvo el
peso de poli(PEGse-MA) (es decir, ol peso del copolimero antes de la
hidrdlisis) por mol de residuo de anhidndo maleico, restando el peso molecular
de una molécula de agua (18 g) del peso del copolimero totalmente
hidrolizado, dando una cantidad de 603 g Se obtuvo el peso de poli(PEGsgge-
MA)a (compuesto No 3) por mol de grupo carboxilo, afiadiendo el peso
molecular de una molécula de amonlaco (17 g) al peso de poli{PEGse-MA),
dando una cantidad de 620 g A partr de ese valor, se determiné mediante
célculo el contenido teénco de grupos carboxilo (1 g/620) por 1 g de
poli{PEGsee-MA)a (compuesto No 3), en donde todos los residuos de
anhidndo maleico han sido sometidos a amonidlisis (es decir, sin hidrolisis), y
se encontré que es de 1 61 mmoles A partir del contenido de grupos carboxilo
por 1 g de poli(PEGsee-MA)h (compuesto No 1), en donde todos los residuos
de anhidndo maleico fueron sometidos a hidrolisis, el contenido tednco de
grupos carboxilo por 1 g de poli{(PEGse-MA)a (compuesto No 3), en donde
todos los residuos de anhidndo maleico han sido sometidos a amoniélisis, y el
contenido real de grupos carboxilo por 1 g de pol{PEGse0-MA)a (compuesto
No 3) medido anteriormente (es decir, 1 55 mmoles), se calculé la relacién de
residuos de anhidndo maleico sometidos a amonidlisis en el compuesto del

titulo el nimero total de residuos de anhidndo maleico en el matenal de
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partida, y se determiné que es de 10 De esta manera, se confimé que
sustanciaimente todos los residuos de anhidndo maleico hablan sido

sometdos a amonidhsis, y que virtualmente ninguna hidrélisis habia ocumdo

EJEMPLO 4

Preparaclén del producto de reacclén de dimetilamina y poll{(PEGsag-MA

[Poll(PEGzoe-MA)dma)], en donde m=6-18, R*=NMe;, relacién de la
composicién=1 1 aproximadamente, grado de polimerizacién
promedio=30-40 y relacién de hidrélisis=0 10 aproximadamente
{compuesto No 4)

Se afiadieron 71 g de una solucibn de dimetilamina acuosa
(concentracion de dimetlamina 50% en peso), a 10 g de pol{PEGso-MA)
(AM-0530K, fabncado por NOF Corporation) para disolverio, y la solucion
obtenida de esta manera se agitd a temperatura ambiente durante 20 horas
Al término de este periodo, la solucién obtenida de esta manera se someti a
didhsis a través de una membrana de celulosa regenerada (teniendo un limite
de peso molecular de 12,000 a 14,000, y fabncada por Sanko Junyaku Co,
Ltd , No de modelo UC36-32-100) contra 10 Iitros de una solucién de acido
acético acuoso a 0 1% durante 1 dia, y se sometid entonces adicionalmente a
didlisis contra 10 Itros de agua durante 1 dia Después de que se renovaron
10 Itros de agua, se sometid adicionalmente a didlisis por otro dia Al llevar a

cabo dicha didlisis, se ellmind el exceso de dimetlammna del producto La

i’
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soluciéon obtenida de esta manera se condensé usando una membrana de
ultrafiltracién hecha de poliétersulfona (teniendo un limite de peso molecular
de 10,000, y fabncada por Milipore Corporation, nimero de modelo
PBGC07610), y el condensado resultante se deshidratd por congelacién para
obtener 6 3 g del compuesto del titulo poli(PEGsoe-MA)Ydma (compuesto No
4), como un compuesto oleoso

Se determiné el contenido de grupos carboxilo en 1 g de
poli{PEGso-MA)XIima (compuesto No 4) de la misma forma como se descnbié
en el ejemplo 1 antenor, y se determindé que es de 1 53 mmoles Mediante el
uso de un calculo similar al del ejemplo 3 para el producto de amonidlisis, se
determiné mediante calculo el contenido tednco de grupos carboxilo en 1 g de
pol{PEGsn-MA)dma (compuesto No 4), en donde todos los residuos de
anhidndo maleico hablan sido sometidos a amindlisis, y se determind que es
de 154 mmoles A partir de estos resultados, se calculd la relacidn de
residuos de anhidndo maleico sometdos a amindlisis en el compuesto del
titulo el nimero total de residuos de anhidndo maleico en el matenal de
partida, y se determiné que es de 10 De esta manera, se confimé que
sustancialmente todos los residuos de anhidndo maleico hablan sido
sometidos a amindlisis por dimetilamina, y que virtuaimente ninguna hidrélisis

habla ocumdo

EJEMPLO 5

Preparacién del producto de reacclén de 1-amino-2-propanol y
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poll{PEGggq-MA) [poll(PEGseo-MAl}ipa)], en donde m=6-16,
R*=NH(CH,CH(OH)CH,), relacién de la composicién=1 1

aproximadamente, grado de polimerizacién promedio=30-40 y relacién
de hidrélisis=0 10 aproximadamente {compuesto No 5)

Se afiadieron 14 g de 1-amino-2-propanol a 1 5 g de poli{PEGsoo-
MA) (AM-0530K, fabncado por NOF Corporation) para disolverlo, y la solucién
obtenida de esta manera se agité a temperatura ambiente durante 16 horas
Al término de este periodo, se afiadieron a la solucidon 300 ml de agua
destilada, y se afiadié adicionalmente 4cido acético glacial para neutralizar la
solucitén La solucién obtenida de esta manera se condensd usando una
membrana de ultrafiltracion hecha de poliétersulfona (temiendo un limite de
peso molecular de 10,000 y fabncada por Milipore Corporation, nimero de
modelo PBGC07610), para obtener 50 ml de condensado Se afiadieron al
condensado 300 ml de agua destlada, y la solucion resultante se condensé
de nuevo de la misma forma Este ciclo de dilucidn del condensado con agua
destilada, seguido de recondensacién, se repid cinco veces para eliminar el
exceso de 1-amino-2-propanol El condensado resultante se deshidratd por
congelacién para obtener 13 g del compuesto del titulo poli(PEGse-MA)ipa
(compuesto No 5), como un compuesto oleoso

Se determiné el contenido de grupos carboxilo en 1 g de
poli{PEGsos0-MA)ipa (compuesto No 5) de la misma forma como se descnbid

en el ejemplo 1 antenor, y se determind que es de 1 55 mmoles Mediante el
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uso de un céiculo similar al del ejemplo 3 para el producto de amoniblisis, se
determind mediante célculo el contenido teénco de grupos carboxilo en 1 g de
pol(PEGgsec-MA)ipa (compuesto No &), en donde todos los residuos de
anhidndo maleico hablan sido sometidos a aminélisis, y se determiné que es
5 de 147 mmoles A partr de estos resultados, se calculé la relacidon de
residuos de anhidndo maleico sometidos a amindlisis en el compuesto del
titulo el nimero total de residuos de anhidndo maleico en el matenal de
partida, y se determiné que es de 10 De esta manera, se confimé que
sustanciaimente fodos los residuos de anhidndo maleico en el matenal de
10 partda hablan sido sometidos a aminélisis por 1-amino-2-propanal, y que

virtuaimente ninguna hidrélisis habia ocumdo

EJEMPLO 6

Producto de la reacclén de alcohdlisis entre etanol y poll{(PEGsa-MA'

15 [poli{PEGsgg-MA)ea)], en donde m=8-16, R*=OCH,CH,, relacién de la
composicion=1 1 aproximadamente, grado de polimenzacién
promedio=30-40 y relacién de hidrélisis=4 8 aproximadamente
(compuesto No 8)

20 Se afiadieron 25 g de etanol absoluto a 1 5 g de poli{PEGse-MA)
(AM-0530K, fabncado por NOF Corporation) para disolverio, y la solucién
obtenida de esta manera se agitd a temperatura ambiente durante 16 horas

Al témino de este periodo, se afiadieron 300 ml de agua, y la solucién
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resultante se condensé usando una membrana de ultrafiitracion hecha de
poliétersulfona (teniendo un Iimite de peso molecular de 10,000 y fabncada
por Milipore Corporation, nimero de modelo PBGC07610), para obtener 50
ml de condensado Se afiadieron 300 ml de agua destilada al condensado, y
la solucién resultante se condensé de nuevo de la misma forma Este ciclo de
dilucién del condensado con agua destilada, seguido de recondensacion, se
reptid cinco veces para eliminar el exceso de etanol El condensado
resultante se deshidratd por congelacién para obtener 0 8 g del compuesto del
titulo poli(PEGsoc-MA)ea (compuesto No §), como un compuesto oleaso

Se determiné el contemdo de grupos carboxilo en 1 g de
poli(PEGseo-MA)ea (compuesto No 8) de la misma forma como se descnbid
en el ejemplo 1 antenor, y se determind que es de 2 16 mmoles Mediante el
uso de un célculo similar al del ejemplo 3 para el producto de amonidlisis, se
determiné mediante célculo el contenido teénco de grupos carboxio en 1 g de
pol{PEGse-MA)ea (compuesto No 6), en donde todos los residuos de
anhidndo maleico hablan sido sometidos a alcohdlisis, y se determiné que es
de 1 47 mmoles A partir del resultado, se calculd la relacibn de residuos de
anhidndo maleico en el compuesto del titulo sometidos a alcohdlisis el
nimero total de residuos de anhidndo maleico en el matenal de partida, y se
determiné que es de 0 6 De esta manera, puede observarse que 60% de los
residuos de anhidndo maleico en el matenal de parida fueron sometdos a
alcohdlisis, y que el 40% restante de los residuos de anhidndo maleico se

sometid a hidrdlisis

14
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EJEMPLO 7
Preparaclén del producto de amonlélisis de poll(PEG4sgo-MA

[pol{PEG4500-MA)a}], en donde m=28-38, R*=NH;, relacién de la

composlicién=1 1 aproximadamente, grado de polimerizacién

promedio=10-15 y relaclén de hidrélisis=4 6 aproximadamente
{compuesto No 7)

Se afiadieron 145 g de amoniaco acuoso (concentracion de
amoniaco 28% en peso) a 1 5 g de pol(PEG1s00-MA) (AM-1510K, fabncado
por NOF Corporation) para disolverio, y la solucién obtenida de esta manera
se agité a temperatura ambiente durante 20 horas Al término de este perlodo,
se afiaderon a la solucibn 300 ml de agua destlada, y se afadib
adicionalmente acido acético glacial para neutralizar dicha solucion La
solucion resultante se condensé usando una membrana de ultrafiltracién
hecha de poliétersulfona (teniendo un limite de peso molecular de 10,000 y
fabncada por Millipore Corporation, nimero de modelo PBGC07610), para
obtener 50 ml de condensado Se afiadieron al condensado 300 ml de agua
destilada, y la solucién resultante se condensd de nuevo de la misma forma
Este ciclo de dilucidn del condensado con agua destlada, seguido de
recondensacién, se repitid cinco veces para eliminar el exceso de amoniaco
El condensado resultante se deshidratd por congelacién para obtener 07 g

del compuesto del titulo poli(PEGisoc-MA)a (compuesto No 7), como un

Y
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compuesto oleoso

Se determiné el contenido de grupos carboxio en 1 g de
poli{(PEG1s00c-MA)a de {a misma forma como en el ejemplo 1, y se encontrd
que es de 1 12 mmoles Como en el caso de la amonidlisis del poli(PEGsac-
MA)a del ejemplo 3, existe la posibilidad de que los residuos de anhidndo
maleico en el matenal de partida de poli(PEG1s00-MA) puedan someterse a
amonidlisis e hidrélisis Por lo tanto, la relacién de residuos de anhidndo
maleico sometidos a amonidlisis la relacién de residuos de anhidndo maleico
sometidos a hidrdlisis, se calculé de la manera siguiente

En el ejemplo 2, se determiné el contenido de grupos carboxilo
en 1 g de poli(PEGs00-MA)h {(compuesto No 2) Esto da el valor para el
contenido de grupos carboxilo, cuando todos los residuos de dcido maleico
son totaimente hidrolizados (1 63 mmoles por 1 g de polimero) A partir de
este resultado, se calcul6 el peso de poli{PEG1s0-MA)h (compuesto No 2) por
mol de grupos carboxilo (1/1 63x10° g), y el peso de pol{PEGise0-MA)h
(compuesto No 2) por mol de residuos de acido maleico con apertura de
anillo [2 x el peso de pol{PEGisoc-MA)h (compuesto No 2) por mol de
residuos de &cido maleico con apertura de anillo, puesto que existen dos
grupos carboxilo por rasiduo de 4cido maleico totalmente hidrolizado], dando
los resultados de 613 g y 1,227 g, respecthvamente A partir del peso de
pol{PEGs00-MA)h obtenido de esta manera, y usando un procedimiento
similar al del ejemplo 3 antenor, se calculé el contenido tednco de grupos

carboxilo por 1 g de poli(PEG+sec-MA)a (compuesto No 7), en donde todos los



10

15

20

112

residuos de anhidndo maleico hablan sido sometidos a amoniblisis, y se
determind que es de 0 82 mmoles A partir de estos valores y el contenklo real
de grupos carboxilo de pol{PEGis00-MA)a (compuesto No 7) medido
antenormente (1 12 mmoles), se determiné mediante calculo la relacién de
residuos de anhidndo maleico en el compuesto del titulo sometidos a
amonidlisis el ndmero total de residuos de anhldndo maleico en el matenal de
partida, y se encontrd que es de 0 6 De esta manera, se confimé que 60%
de ios residuos de anhidndo maleico en el matenal de partida de poli{PEG4soc-
MA) fueron sometidos a amoni6lisis, y que el 40% restante de los residuos de

anhidndo maleico fueron sometidos a hidrolisis

EJEMPLO 8

Preparacién del producto de reaccién de dimetliamina I{PEGs00-MA

[poll{PEGs0-MA)dma)], en donde m=28-38, R*=NMe;, relacién de la
composicién=1 1 aproximadamente, grado de polimerizacién
promedio=10-15 y relacién de hidrélisis=0 10 aproximadamente
(compuesto No 8)

Se afiadieron 11 g de una solucibn de dimetlamina acuosa
(teniendo una concentracién de 50% en peso) a 1 g de poli(PEG1s00-MA) (AM-
1510K, fabncado por NOF Corporation) para disolverlo, y la solucién obtenida
de esta manera se agitd a temperatura ambiente durante 20 horas Al término

de este periodo, se afiadieron a la solucidn 300 ml de agua destilada, y se

\K7T
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afiadi® adicionalmente Acido acético glacial para neutralizar la solucidn La
solucidn resultante se condensé usando una membrana de ultrafiltracion
hecha de poliétersulfona (teniendo un limite de peso molecular de 10,000 y
fabncada por Milipore Corporation, nimero de modelo PBGCO07610), para
obtener 50 ml de condensado Se afiadieron al condensado 300 ml de agua
destilada, y la solucion resultante se condensd de nuevo de la misma fooma
Este ciclo de diucién del condensado con agua destiada, seguido de
recondensacidn, se repid cinco veces para elimmar el exceso de
dimetiamina El condensado resultante se deshidratd por congelacidn para
obtener el compuesto del titulo poli{PEGsco-MA)dma (compuesto No 8),
como un compuesto oleoso

Se determindé el contenido de grupos carboxilo en 1 g de
pol(PEGis0-MA)Ima (compuesto No 8) de la misma forma como en el
ejemplo 1, y se calculé que es de 0 82 mmoles Mediante el uso de un
procedimiento similar al usado en el ejemplo 3, se determiné mediante célculo
que el contenido tednco de grupos carboxilo en 1 g de pol{PEGsseo-MA)dma,
en donde todos los residuos de anhidndo maleico hablan sido sometidos a
amindlisis, es de 0 80 mmoles A partir de estos resultados, se determind
mediante calculo la relacibn de residuos de anhidndo maleico en el
compuesto del titulo sometidos a amindlisis el nimero total de residuos de
anhldndo maleico en el matenal de partida, y se encontrd que es de 10 De
esta manera, se confirmé que sustanciaimente todos los residuos de anhidndo

maleico habfan sido sometidos a aminélisis por dimetilamina
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EJEMPLO 9

Preparacién de complelos de modificadores poliméricas de los ejemplos
1 a 8 con OCIF

Cada uno de los modificadores poliméncos preparados en los
ejemplos 1 a 8, se disolvié en solucidn salina regulada en su pH con fosfato
(PBS), pH 6 0 (que es una sofucién que se cbtiene mezclando una solucion
que contiene fosfato acido disédico a 10 mM y cloruro de sodio a 150 mM y
una solucién que contiene fosfato didcido de sodio a 10 mM y cloruro de sodio
a 150 mM a una relacién adecuada, para dar un regulador de pH que tiene un
pH de 6 0), para preparar soluciones que tuvieran una concentracién de
modificador de 1 a 20 mg/ml Para cada solucion de cada modificador en
tumo, se mezclaron 0625 ml de la solucibn del modificador poliménco
preparado y 0 625 ml de una solucidn que contenla OCIF maduro punficado
de humano (OCIF preparado como se descnbe en los documentos WO
96/26217 y EP 816380) [concentracidn de proteina 2 mg/ml, medio PBS (pH
6 0)], y la mezcla obtenida de esta manera se dejé reposando a 4°C a 37°C
durante por lo menos una hora, para dar una sene de soluciones [medio PBS
(pH 6 0)] que contenian OCIF modificado con los modificadores poliméncos
de los ejemplos 1 a 8, en los cuales la relacidn de modificador OCIF en cada
solucién se determind mediante la concentracidn de la solucion de modificador

affadda y las condiciones de reaccion Las relaciones en peso de
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modificador/OCIF para algunos de los complejos preparados (y las
condiciones bajo las cuales se prepararon), se muestran en el cuadro 6 del
ejemplo de prueba 2 méas adelante Se midi6 el tamafio molecular de cada uno
de los complejos resultantes como se explica en el ejemplo de prueba 11 mas
adelante El indice de deteccién de OCIF mediante ELISA en los complejos,
se midié como se descnbe en el ejlemplo de prueba 3 mas adelante

Ademés, para cada uno de los modificadores poliméncos, se
preparé de la misma forma una solucion de OCIF modificado con el

modificador poliménco, saivo que se usd como medio PBS conun pHde 7 4

EJEMPLO 10

Preparacién de sal sédica del producto de amoniélisis de poll{PEGxgqg-
MA) [poli(PEGap-MA)a)-Nal, en donde m=86-16, R*=NH,, relacién de la
composlelén=1 1 aproximadamente, grado de polimerizacién
promedio=30-40 y relacién de hidrélisis=3 1 6 9 aproximadamente
{compuesto No 8)

Se usé como matenal de partida un copolimero de diéter
alimetilico de polioxetileno (m = 6-16, Alk = etiieno, R! = hidrégeno y R? =
metilo) y anhidndo maleico, en donde la cadena lateral de polioxietileno tiene
un peso molecular promedio de aproximadamente 500, y el grado de
polimenzacién promedio de la cadena pnncipal estd en la escala de 30 a 40

(AM-0530K, fabncado por NOF Corporation, teniendo el nimero de lote
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M34529) [refendo en lo sucesivo como “poli(PEGsee-MA)7] Se afiadieron 61
ml de una solucibn de amonlaco a 05 M/1,4-dioxano a 101 g de dicho
matenal de partida de pal{PEGso-MA), ¥ la solucién resuitante se agit6 a
25°C durante 20 horas Al término de este periodo, se afladieron a la solucién
200 ml de éter dietllico y 100 ml de una solucién acuosa de hidréxido de sodio
a 02 M, y la mezcla se agitd vigorosamente por alrededor de 3 minutos
Después de permitir la separacion de fase de las capas organica y acuosa, se
recogid la capa inferior Se afiadieron 200 ml de éter dietilico y 60 ml de 1,4-
dioxano a la capa recogida, y la solucién obtenida de esta manera se agitd de
nuevo vigorosamente Después de la separacion de fase, la capa infenor
resultante se recogié, y se deshidratd por congelacién para obtener 10 1 g del
compuesto del titulo, sal sédica de poli{PEGse-MA)a (compuesto No 9),
como un sélido de color amanilo

El contenido de grupos carboxlo y la relacién de hidrdlisis para el
polimero del titulo, se determinaron como se descnbe en el ejemplo de prueba

1 més adelante

EJEMPLO 11
Preparacién del producto de amoniélisis de poli{(PEGzgp-MA (PEGspo-
MA)a)], en donde m=6-16, R'=NH;, relacién de la composicién=1 1
aproximadamente, grado de polimerizacién promedio=30-40 y relacién
de hidrélisis=1 4 8 6 aproximadamente (compuesto No 10)
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Se afiadieron 9 5 g de amonfaco acuoso a 28% en p/pa 1 g de
poli{PEGse-MA) (AM-0530K, fabncado por NOF Corporation, teniendo el
nimero de lote M34529) para disolverio, y la solucion obtenida de esta
manera se agitdé a 25°C durante 4 horas Al término de este periodo, se
afladieron 250 ml de amonliaco acuoso a 0 28%, y la soluciébn resultante se
condensé usando una membrana de ultrafiltracién hecha de poliétersulfona
(teniendo un limite de peso molecular de 10,000 y fabncada por Millipore
Corporation, nimero de modelo PBGC07610), y el condensado obtenido de
esta manera se deshidratd por congelacion para obtener 0 8 g del compuesto
del titulo, poli(PEGsoo-MA)a (compuesto No 10), como un compuesto ocleoso

El contenido de grupos carboxilo y la relacién de hidrélisis para el
polimero del titulo, se determinaron como se descnbe en el ejemplo de prueba

1 mas adelante

EJEMPLO 12
Preparaclén del producto de reaccién de dimetilamina II{PEGggo-MA

[sal sédica de poli(PEG-MA)dma)], en donde m=6-16, R>=NMe,,
relacién de la composicién=1 1 aproximadamente, grado de
polimerizacién promedio=30-40 y relacién de hidrélisis=29 7 1
aproximadamente (compuesto No 11)

Se afiadieron 35 g de una solucion de dimetlamina acuosa a

50% en p/p a 5 g de pol{PEGse-MA) (AM-0530K, nimero de lote M34529
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obtenido de NOF Corporation) para disolverio, y la solucion resultante se agihd
a 25°C durante 3 horas, y se agitdé adicionalmente a 4°C durante 16 horas Al
término de este periodo, se afiadieron 100 ml de una solucibn acuosa de
hidréxido de sodio a 01 M, y la solucidn obtenida de esta manera se
deshidraté por congelacién para obtener 54 g del compuesto del titulo, sal
sddica de poli(PEGse-MAXima (compuesto No 11), como un sélido de color
amanllo

El contenido de grupos carboxilo y la relacién de hidrélisis para el
polimero del titulo, se determinaron como se descnbe en el ejemplo de prueba

1 mas adelante

EJEMPLO 13
Preparacién de hidrolizado de poll(PEGxzqe-MA H{PEGsoo-MA}h}], en

donde m=6-16, R’=OH. relacion de la composicién=1 1
aproximadamente, grado de polimerizacién promedio=30-40 y relaclén
de hidrélisis=10 0 aproximadamente (compuesto No 12)

Se afiadieron 17 ml de agua destilada a poli(PEGsop-MA) (AM-
0530K, fabncado por NOF Corporation, teniendo el numero de lote M34529)
para disolverio, y la solucion resultante se agité a 40°C durante 4 horas Al
término de este periodo, se afiadieron 250 ml de amonlaco acuoso a 0 28%
en p/p, y la solucidbn obtenida de esta manera se condensé usando una

membrana de ultrafiltracién hecha de poliétersulfona (teniendo un limite de
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peso molecular de 10,000 y fabncada por Millipore Corporation, numero de
modelo PBGCO07610) El condensado obtenido de esta manera se deshidratd
por congelacién, para obtener 0 7 g del compuesto del tftulo, poli(PEGsgo-
MA)h (compuesto No 12), como un compuesto olecso

El contenido de grupos carboxilo y la relacién de hidrélisis para el
polimero del titulo, se determinaron como se descnbe en el ejemplo de prueba

1 méas adelante

EJEMPLO 14

Preparacién de complejos de modificadores poliméricos de los ejemplos
10 a 13 con OCIF

Cada uno de los modificadores poliméncos preparados en los
ejemplos 10 a 13, se disolvidé en solucién salina regulada en su pH con fosfato
(PBS), pH 7 0 (que es una solucién que se obtiene mezclando una solucion
que contiene fosfato 4cido disédico a 10 mM y cloruro de sodio a 150 mM, y
una solucién que contiene fosfato diacido de sodio a 10 mM y cloruro de sodio
a 150 mM a una relacidn adecuada, para dar un regulador de pH que tiene un
pH de 70), para preparar soluciones que tienen una escala de
concentraciones del modificador en la escala de 1 25 a 105 mg/ml Para cada
modificador poliménco en tumo, se mezclaron las soluciones del modificador
poliménco obtenidas de esta manera y una solucibn que contenfa OCIF

maduro punficado de humano (OCIF preparado como se descnbe en los

204



documentos WO 96/26217 y EP 816380) [concentracion de proteina 025 a

14 mg/ml, medio PBS (pH 6 0)] a una relacién de 1 1 en volumen, para dar
soluciones que tenlan diferentes relaciones en peso entre el modificador y
OCIF Las soluciones obtenidas de esta manera se ajustaron a pH 50, 55,

5 60,65,70 074 usando una solucidn de acido clorhidnco a 1 M o hidréxido
de sodio acuoso a 1 M Cada una de las soluciones obtenidas de esta manera

se dej6 reposando a 25°C entre 12 horas y una semana, para obtener una
solucion de un complejo del modificador poliménco de la presente invencién y
OCIF Las soluciones preparadas se almacenaron a 4°C El tamafio molecular

10 de los complejos resultante se midid como se explica en los ejemplos de
prueba 6 y 11 méas adelante El Indice de detecciébn de OCIF mediante ELISA

en los complejos, se midié como se descnbe en el ejemplo de prueba 8 mas

adelante

15 EJEMPLO 15

Preparacion de sal s6dica del producto de amoniélisis de poli(PEGsgg-
MA) [sal sédica de polli{PEGsao-MA ue tlene un tamafio molecular

controlado, en donde m=6-16, R>=NH,, relacién de la composiclén=1 1
aproximadamente, grado de polimerizacién promedio como se muestra a
20 continuaclén, y relacién de hidrélisis=1.4 8 6 aproximadamente
(compuestos Nos 13-19)

Se disolvieron 100 mg de la sal sddica de poli{PEGseg-MA),
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(compuesto No 9) obtenida en el ejemplo 10, en 1 ml de una solucién salina
regulada en su pH con fosfato (PBS que tenia un pH de 74, obtenida
mezclando una solucién acuosa que contenla 10 mM de fosfato acido disédico
y 150 mM de cloruro de sodio con una solucién acuosa que contenfa 10 mM
de fosfato didcido de sodio y 150 mM de cloruro de sodio a una relacién
adecuada) La solucibn obtenida de esta manera se fracciond mediante
cromatografia de filtracibn en gel Se usaron dos diferentes condiciones de
filtracibn en gel, como se muestra a continuacion

(1) Método de fraccionamiento usando Superose 6 (refendo en lo
sucesivo como el método de SRF)

Columna Superose 6 HR 10/30 Amersham Bioscience

Temperatura de la columna 8°C

Fase movil PBS (pH 7 4)

Longitud de onda para la deteccion 280 nm

Velocidad de flujo 0 3 mi/min

Cantidad inyectada a la columna 100 pl

(2) Método de fraccionamiento usando Superdex 200 (refendo en
lo sucesivo como el método de SDF)

Columna Superdex 200 HR 16/60 Amersham Bioscience

Temperatura de la columna temperatura ambiente

Fase mévil PBS (pH 7 4)

Longitud de onda para la deteccion 280 nm

Velocidad de flujo 2 m/min

Jou
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Cantidad inyectada a la columna 5 ml

Los modificadores poliméncos que fueron eluidos mediante estos
dos métodos de fraccionamiento en un tiempo de elucién de x a y minutos, se
definieron como poli{PEGsoc-MA)s-Na{SRFyy) y poli(PEGso-MA)e-Na(SDFy.),
respectivamente

Se determind la concentracién del modificador polménco en
cada fraccion (solucibn acuosa) mediante cromatografia de liquidos de alto
rendmiento Las condiciones usadas en la cromatografla de liquidos de alto
rendimiento, son ias siguientes

Columna Shodex OHpak SB-806M HQ (disponible de SHOWA
DENKO KK)

Columna de proteccidén Shodex OHpak SB-G (disponible de
SHOWA DENKO KK )

Temperatura de la columna 40°C

Fase mévil solucion acuosa de fosfato acido disédico a 50 mM
ajustado a pH 7 0 con acido clorhidncoa 1 M

Longrtud de onda para la deteccidn 210 nm

Velocidad de flujo 0 5 mi/min

Cantidad inyectada a la columna 50 pl

El poli(PEGsoo-MA)s-Na(SRF,y) y el poli(PEGse-MA)s-Na(SDFy.)
obtenidos respectivamente mediante fraccionamiento de acuerdo al método
de SRF y el método de SDF, fueron sometidos a otra cromatografla de

filtracibn en gel (método de SRF) usando las mismas condiciones de elucién
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descntas antenormente para el pnmer fraccionamiento de acuerdo al método
de SRF, para evaluar el tamafio molecular de cada una de las muestras
después del fraccionamiento Cada una de las proteinas que tenfa un peso
molecular conocido (disponible de Amersham Bioscience), se us6 como
muestra patrdn A este respecto, se muestra el peso molecular y el tamafio
molecular de cada una de las protelnas en el catidlogo relevante del cual se
adquineron

El tamafio molecular calculado de los modificadores poliméncos

obtenidos mediante fraccionamiento, se muestra en el cuadro 1 siguiente



124

CUADRO 1
Radiode | Tiempo de
m t:::uol ar Stokes retencién
(nm}) (min)

Protelna patrén
Tiroglobulina 669 k 8 50 38 48
Femtina 440 k 610 44 85
Catalasa 232k 522 48 77
Aldolasa 158 k 4 81 50 11
Albimina 67k 355 5185
Ovoalbumina 43 k 305 53 85
Quimotnipsinégeno A 25k 200 59 26
Ribonucleasa A 137k 164 60 23
Modificador del Compuesto
ejemplo 15 No
Poli{(PEGsg0-MA),-Na 930 -
(no fraccionado) menos** 35-85 °
Poli{PEGsoo-MA)e-Na
(SRFso.55) 318 2* 45-55* 13

rendimiento, 23%
Poli{PEGsog-MA),-Na
(SRF55.80) 1547 50-60* 14
rendimiento, 29%
Poli{PEGs00-MA).-Na

310
(SRFeo.as5) -e 55-65* 15
rendimento, 12% menos
Pol(PEGsoo-MA)s-Na 780
(SDF4g52) . 40-85* 16
rendimiento, 22% menos
poli(PEGseo-MA),-Na 620
(SDF52.58) 02% menos™ 45-85* 17
rendimiento,
poli{PEGso-MA),-Na 310
(SDFss.64) menos** 55-65* 18
rendimiento, 13%
pol{PEGso0-MA)s-Na 310
(SDFgo-70) menos** 55-85* 19

rendimiento, 13%
*La presencia de un espacio del tempo de retencién, indica que la

muestra tiene una distnbucién de peso molecular

“*Este es un valor calculado a partir de una curva de calibracidn
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producida usando el tamafio molecular y el tempo de retencién de cada una
de las proteinas patrdon En los casos en donde no se muestra un limite
infenior, es decir, en donde el radio de Stokes se muestra como “XX o menos®,
puede decirse que la muestra contiene un componente de bajo peso
molecular que no puede evaluarse mediante cromatografia de filtracion en gel

llevada a cabo bajo las condiciones de este ejemplo

Mediants el uso de este procedimiento, se prepararon vanos
polimeros de poli(PEGsq-MA):-Na que tenlan diferentes tamafios moleculares
(compuestos Nos 13-18) Se calculé el grado de polimenzacién promedio de
los compuestos Nos 13, 14, 15, 16, 17, 18 y 19 como en los e)emplos
antenores, y se encontrd que es de <30, <<30, <<<30, <30, <<30, <<<30 y

<<<30, respectivamente

EJEMPLO 16
Preparaclién del producto de amoniélisis de poli{PEGsgo-MA)

oli{PEG+s00-MA),] que tlene un tamafio molecular controlado, en donde
m=28-38, R*=NH;, relaclén de la composicién=1 1 aproximadamente, y el
qgrado de polimerizacién promedio es como se da a continuacién
(compuestos Nos 20-22)

Partiendo con [poli(PEG1s00-MA)g] (compuesto No 7) preparado

en el ejemplo 7 antenor como matenal de partida, y usando el mismo
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procedimiento usado en el ejemplo 15 antenor, se prepard poli(PEGisoo-
MA)«(SRF,,) de la misma forma como en el ejemplo 15 Las condiciones de
elucidn para las eluciones de SRF, fueron iguales a las del ejemplo 15 Los
rendimentos de los modfficadores polméncos obtenidos mediante

fraccionamiento, se muestran en el cuadro 2 siguiente

CUADRO 2

Modificador del ejlemplo 18 | Compuesto No
poli(PEG1sa0-MA), 7

(no fraccionado)

poli(PEG1sa0-MA)s 20
(SRFso.55) 12 2%

poli(PEG1s00-MA), 21
(SRFsse0) 13 1%

poli(PEG1s00-MA)a 29
(SRFgpg5) 16 4%

Mediante el uso de este procedmiento, se prepararon vanos
polimeros de poli(PEGis00-MA), que tenian diferentes tamafios moleculares
(compuestos Nos 20-22) Se calcul6 el grado de polimenzacién promedio de
los compuestos Nos 20, 21 y 22 como en los ejemplos antenores, y se

encontrd que es de <10, <<10 y <<<1(0, respectivamente

EJEMPLO 17

Preparacion de complejos de modificadores poliméricos de los ejemplos
15 y 16 con OCIF

U\
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Se prepararon complejos de polimero-OCIF de la presente
invencibn como soluciones acuosas, usando esencialmente el mismo
procedimiento preparativo como en el ejemplo 14 antenor, usando soluciones
acuosas de los compuestos Nos 13 a 26 preparadas en los ejemplos 15y 16
antenores (medio PBS teniendo un pH de 7 4) y una solucidn acuosa de
OCIF maduro purficado de humano (OCIF preparado como se descnbe en los
documentos WO 96/26217 y EP 816380) (medioc PBS teniendo un pH de 6 0)
como los matenales de partida Mas especificamente, para cada uno de los
modificadores, se mezclé una solucién de 0 5 mg/ml de los mismos en PBS
(pH 6 0) (preparada como se descnbid en el ejemplo 9 antenor) con una
solucién de 0 5 mg/ml de OCIF en PBS (pH 6 0) a una relacién en volumen de
11 Las mezclas de reaccién resultantes se dejaron reposando a 25°C
durante 7 dias El tamafio molecular de los complejos resultantes se midi®

como se expiica en el eiemplo de prueba 11 méas adelante

EJEMPLO 18

Preparaclén del producto de amonlélisis de poll{PEGasge-MA) [sal sédica
de pol{PEGsp,-MA),] que tiene un tamafio molecular controlado (a) m=6-
16, R*=NH,, relaclén de la composicién=1 2 aproximadamente y grado de

polimerizacién promedio=20-30 (compuesto No 27} y (b) m=6-16,
R*=NHj;, relacién de la composicién=1 1 aproximadamente y grado de
polimerizacién promedio=~15 aproximadamente (compuesto No 28)

AL
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Se prepararon dos polimeros de la presente invencion,
poli{PEGsog-MA), (compuesto No 27) y poli(PEGse-MA), (compuesto No 28),
de la manera siguiente El matenial de partida para el pnmero es pol(PEGsoo-
MA) (AM-0510K, fabncado usando un procedimiento similar al descnto en la
patente japonesa No 2621308 y las publicaciones de solicitud de patente
japonesa Nos 2003-105040 y 2003-104003), un copolimero de diéter
aliimetilico de polioxietileno (m = 6-16, Alk = etileno, R! = hidrégeno y R? =
metilo) y anhidndo maleico, en donde la cadena lateral de polioxietileno tiene
un peso molecular promedio de aproximadamente 500, y el grado de
polimenzacién promedio de la cadena pnncipal esta en la escala de 20 a 30,
la relacibn de unidades de diéter alimetilico de polioxietileno unidades de
anhidndo maleico siendo de 1 2, y el peso molecular promedio siendo de
aproximadamente 6,000 [el peso molecular promedio en nimero es de
alrededor de 6,000, y el Indice de distnbucién de peso molecular (Mw/Mn) es
de aproximadamente 125] E|l matenal de partida para el ulimo es
pol(PEGsp-MA) (AM-0515K, fabncado usando un procedimiento similar al
descrito en la patente japonesa No 2621308 y las publicaciones de solicitud
de patente japonesa Nos 2003-105040 y 2003-104003), un copolimero de
diéter aliimetflico de polioxietileno (m = 6-16, Alk = etileno, R* = hidrégeno y R?
= metilo) y anhidrido maleico, en donde la cadena lateral de polioxietieno
tiene un peso molecular promedic de aproximadamente 500, el grado de
polimenzaciébn promedio de la cadena pnncipal es de alrededor de 15, y el

peso molecular promedio es de aproximadamente 10,000 Los matenales de

U3
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parhda se someteron a amonidlisis usando condiciones esencialmente
idénticas a las usadas en el ejemplo 10, para dar los compuestos del titulo, sal
sddica de poli(PEGsi-MA)s (compuesto No 27) y sal s6dica de poli(PEGsgo-
MA), (compuesto No 28) El contenido de grupos carboxilo para el polimero
del titulo se determiné como se descnbe en el ejemplo de prueba 1 mas
adelante, y se encontrd que es de 2 73 mmoles/g para el compuesto No 27,y
de 2 05 mmoles/g para el compuesto No 28

EJEMPLO 19

Preparacién de complejos de los modificadores poliméricos del ejemplo
18 con OCIF

Se prepararon complejos de polimero-OCIF de la presente
invencibn como soluciones acuosas, usando esenciaimente el mismo
procedimiento preparativo como en el ejemplo 14 antenor, usando soluciones
acuosas de los compuestos Nos 27 y 28 preparadas en el ejemplo 18 antenor
como matenales de parida Mas espacificamente, para cada uno de los
modificadores, se mezclé una solucidn de 5 mg/ml de los mismos en PBS (pH
7 4) con una solucién de 5 mg/ml de OCIF maduro de humano en PBS (pH
6 0), a una relacién en volumen de 1 1 El pH de la mezcla resultante se ajusté
a 55 con acido clorhidnco a 1M, y entonces la mezcla de reaccidon se dejé
reposando a 25°C durante 7 dias EI tamafio molecular de los complejos

resultantes se midi6 como se explica en el ejemplo de prueba 11 mas
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adelante

EJEMPLO 20
Evaluacién de la com Iiclén de poli(PEG. A reparacién

evaluacién de poll(PEGsq-MA)a (compuestos Nos 29-53) bajo varlas

condiciones

20 (1) Determinacién de la relacibn de la composicién de
poli(PEGsgo-MA)

Se pusieron a prueba muchos copolimeros de diéter alimetilico
de polioxietleno y anhidndo maleico, pol(PEGsx-MA) de diferente
composicién, para determinar la relacion de diéter alimetllico de PEG y
unidades de anhidndo maleico (la relacién de la composicidn) en la misma
(diferentes lotes de AM-0510K, fabncado usando un procedimiento similar al
descnto en la patente japonesa No 2623308 y las publicaciones de solicitud
de patente japonesa Nos 2003-105040 y 2003-104003), un copolimero
aleatono de diéter aliimetlico de polioxietileno (m = 6-16, Alk = etileno, R =
hidrégeno y R? = metilo) y anhidndo maleico, en donde la cadena lateral de
polioxietileno tiene un peso molecular promedio de aproximadamente 500, y el
grado de polimenzacidon promedio de la cadena pnncipal esta en la escala de
20 a 30 Se muestra a continuacién el peso molecular promedio en nimero
(My) y el Indice de distnbucidon de peso molecular (My/M,, en donde M, es el

peso molecular promedio en peso), de cada lote de los copolimeros puestos a
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prueba El peso molecular (MW) de cada lote de poli(PEGse-MA) se
determiné mediante cromatografia de filtracién en gel usando poli{etilenglicol)
con un peso molacular predeterminado como patron En consecuencia, el
peso molecular de pol{PEGsoc-MA) mostrado a continuacién no es el peso
molecular absoluto, sino el peso molecular relatvo medido usando PEG como
patrén

M30538 M, = 6431, M, /M, =1 27

M3N549 M, = 6360, My, /M, =1 23

M3N550 M, = 5891, My, /M, = 1 28

M3N569 M, = 5897, My, /M, =1 25

Para determinar la relacién de la composicién de cada uno de los
copolimeros, fue necesano convertirios a las sales de sodio correspondientes
de los copolimeros hidrolizados, es decir, sal sédica de poli{PEGse-MA)h Las
condiciones de hidrolisis usadas son las siguientes

Se afiadieron 25 ml de 1,4-dioxano, 100 ml de éter y 42 ml de
solucién acuosa de NaOH a 1 N, a 1 g de poli{PEGsgo-MA) (lote M30538) La
mezcla resultante se agité entonces vigorosamente y, después de dejar que
se asentara, se recogid la capa acuosa obtenida de esta manera La capa
acuosa obtenida de esta manera se agité a 40°C durante 2 horas después de
filtrar a través de papel filtro (704 x 40 m/m, obtenido de Nihon Rikagaku-kiki
Corporation) Al concluir este tempo, la solucion resultante se secd por
congelacién La sal sédica del producto hidrolizado del matenal de partida, a
saber, sal sodica de poli(PEGse-MA)h (lote M30538), se obtuvo como un
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solido de color amanllo (100% de rendimiento)

Se afladieron 12 ml de 1,4-dioxano y 9 ml de solucién acuosa de
NaOH a 1 N, a 1 g de poli{PEGsa-MA) (lote M3N549) La mezcla resultante se
agité entonces a temperatura ambiente durante 24 horas Al término de este
periodo, se afiadi® 1 ml de solucibn acuosa de NaOH a 1 N, y la mezcla
resultante se deshidratd por congelacibn La sal sodica del producto
hidrolizado del matenal de parhida, a saber, sal sddica de poli{PEGsp-MA)h
(M3N549), se obtuvo como un sélido de color amanllo (100% de rendimiento)

Se afiadieron 5 mi de 1,4-dioxano y 9 mi de solucién acuosa de
NaOH a 1 N, a 2 g de pol(PEGses-MA) (lote M3N550) La mezcla resultante se
agito entonces a 40°C durante 23 horas Al tdrmino de este periodo, la mezcla
de reaccién se deshidratdé por congelacibn La sal sddica del producto
hidrolizado del matenal de partida, a saber, sal sédica de poli{PEGse-MA)h
(lote M3N550), se obtuvo como un sdlido de color amanllo (100% de
rendimiento)

Se afiadieron 5 ml de 1,4-dioxano y 9 ml de solucién acuosa de
NaOH a 1 N, a 2 g de poli(PEGsee-MA) (lote MINS69) La mezcla resultante se
agitd entonces a 40°C durante 23 horas Al término de este periodo, la mezcla
de reaccibn se deshidratd por congelacidon La sal sodica del producto
hidrolizado del matenal de partida, a saber, pol{PEGsoe-MA)h, se obtuvo como
un soélido de color amanlio (100% de rendimiento)

El conterudo de grupos carboxilo de cada una de las sales

sddicas de poli(PEGsg-MA)h preparadas de esta manera, se midi® mediante

T\
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titulacién conductimétnca como se descnbid antenommente Los resultados se
muestran en el cuadro 3 mas adelante
La sal sédica de poli{(PEGse-MA)h comprende las dos siguientes

unidades monoméncas

FW (PEG) = 500 —[—FH—CH—]—
i
o=C c=0
_g;(CHTCHTO)'“_CHs 6Na (IJNa
2

—{—CH, CI:H—]— FW (sal sédica de acido maleico) =160

FW (diéter alimetilico de PEG) = 541

Si el numero de unidades monoméncas de sal sddica de acido
maleico por 1 unidad de diéter aliimetilico de PEG se defihe como “a", y la
unidad de repeticitbn minima teénca comprende una unidad de diéter
alimetilico de PEG y “a" unidades de maleato de sodio, entonces el peso de la
férmula (FW) de la unidad de repeticion minima, esté dada por la ecuacion 1
FW [(diéter alimetllico de PEG), + (sal sédica de acido maleico),] = FW (diéter

alimetilico de PEG) + a [FW (sal sédica de &cido maleico)] = 541 + 160a
(ecuacién 1)

El numero de grupos carboxilo en la unidad de repeticion mimima
de la sal sédica de poli(PEGsn-MA)h, es 2a En consecuencia, el contenido de
grupos carboxilo (C, mmoles/g) en la unidad de repeticion minima de sal
sbdica de polilPEGso-MA)h, esta dado por la ecuacion 2

C =2a/ (541 + 160a) * 1000 (ecuacién 2)
La relacibn del nimero de unidades de sal sédica de &cido

maleico el nimero de unidades de diéter alimetilico de PEG en las sales

2%
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sédicas de poli(PEGsa-MA)h reales, es igual a la relacidn en las unidades de
repeticibn minima En consecuencia, el valor de C es también el mismo en la
unidad de repeticién minima y en las sales sddicas de poli(PEGseg-MA)h
reales, cuyo contenido de grupos carboxilo se determiné mediante titulacion
conductimétnca (véase antenormente) De esta manera, midiendo el
contenido de grupos carboxilo y usando la ecuacidon 2, puede obtenerse el
valor de la relacidn de la composicién “a®, a saber, el numero de unidades de
sal sddica de dcido maleico por una unidad de diéter aliimetilico de PEG [que
es la composicion monoménca de pol(PEGsx-MA)] Los resultados se

muestran en el cuadro 3 siguiente

CUADRO 3
Cantidad de
Lote de (PEG-500- grupos h:'f’g't?lter
MA) carboxilo a cllmPEgo
(mmoles/g) e
Sal sédica de
(PEG-500-MA)h #1 M 30538 4 66 201
#2 M 3N549 521 242
#3 M 3N550 598 310
#4 M 3N569 6 14 3 26

La melacién de la composicion de las sales sddicas de
pol{PEGse0-MA)h estuvo en la escala de 12 a 1 33 Obviamente, la relacién
de la composicién es igual en poli{PEGse-MA) y la sal sédica de poli{PEGsee-
MA)h, de modo que se confimé que las relaciones de la composicidn

monomeénca de los diferentes copolimeros de partida de poli{PEGsg-MA)
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estuvieronen laescalade12a133

20(2) Amonidlisis de poli(PEGsog-MA) bajo diferentes condiciones
para dar poli(PEGsoc-MA)a (compuestos Nos 29-53), y determinacion de las
relaciones de hidrélisis en dichos compuestos

Mediante el uso de la relacibn de la composicion (a) y el
contenido de grupos carboxilo de las sales sédicas de poli(PEGse-MA)h,
puede calcularse de la manera siguiente la relacién de hidrolisis (es decrr, la
relacidn de unidades de anhidndo de acido maleico en el polimero de partida
sometido a amonidlisis las unidades de anhidndo de acido maleico sometidas
a hidrolisis) La formula de la sal sédica de la unidad de acido maleico
amidado (sal sddica de dcido maledmico), se muestra a continuacién

—oHC1—
0=(|: ?=°
ONa NH,
FW (sal sédica de acido
maleamico) = 137

De la misma forma como en el caso de las sales s6dicas de
poli(PEGsge0-MA)h antenores, puede suponerse que la unidad minima de sal
sddica de poli(PEGsg-MA)a comprende una unidad de diéter alimetilico de
PEG, ax unidades de sal sédica de acido maledmico y a(1-x) unidades de sal
sodica de acido maleico El peso de la unidad minma de sal sédica de
poli(PEGsqo-MA)a en la formula, esta dado por la ecuacidn 3 siguiente

FW [(éter aliimetlico de PEG), + (sal s6dica de 4cido maledmico)yy +
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(sal s6dica de acido maleico)s-] = FW (diéter aliimetilico de PEG) + ax [FW
(sal sodica de dcido maledmico)] + a(1-x) [FW (sal de 4cido maleico)]
= 541 + 137ax + 160a(1-x)
= 541 + 160a - 23ax (ecuacion 3)

Puesto que el contenido de grupos carboxilo en la unidad minima
de sal sddica de poli{PEGsg-MA)a es ax + 2a(1-x) = 2a — ax, el contenido de
grupos carboxilo (C, mmoles/g) en la unidad minma de sal sddica de
pol{PEGsp-MA)a, puede denvarse de la ecuacion 4

C = 1000 x (2a — ax) / (541 + 1680a - 23ax) (ecuacidn 4)

La relacion de hidrolisis (1-x) x puede determinarse de esta
manera a partir de la ecuacién 4, usando el contenido de grupos carboxilo (C,
mmoles/g) que puede obtenerse por titulacidn conductimétnca de sal sédica
de poli{PEGsog-MA)a, y el valor de "a” que se obtuvo antenormente

Vanos ejemplos de la preparacidn de poli{PEGse-MA)a, y la
relacién de hidrélisis calculada en el producto, poli(PEGso-MA)a, se muestran
a continuacién

(a) Se afiadié una solucién de amonlaco a 0 5 M/1,4-dioxano
(cantidades dadas en el cuadro 4 més adelante) a 100 mg de pol{PEGsoo-
MA), y la solucién obtenida se agitd a las temperaturas y tiempos dados en el
cuadro 4 mas adelante Al término del tempo de reaccion, se afiadieron
aproxamadamente 0 4 ml (vanando de 03 a 0 5 ml) de solucidn acuosa de
NaOH a 1N a la mezcla de reaccién La solucién resultante se deshidratd por

congelacion para obtener la sal sédica de poli{PEGse-MA)a como un matenal
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La “velocidad de reaccidn del componente de amina® de cada

una de las sales sddicas de pol(PEGsec-MA)a [es decir, el porcentaje de

unidades de anhidndo de 4cido maleico en el polimero de partida sometido a

amonidlisis (100*x)] preparada bajo estas diferentes condiciones de reaccién,

se muestra en el cuadro 4 siguiente

CUADRO 4
Reaccion Canbdad
Lotede [NH3a05 de grupos Velocidad de
Pol(PEG- M Temperatura | Tiempo (:moles?g oomponnen:e
MA) afadido de de amina (%)
polimero)

Sal #8 | M3N549 | 38 ml/ig 25°C 20h 279 885
sodicade | #9 | M 3N548 |1 75 mL/g 25°C 20 h 287 96 4
pol{PEG |#10| M 3N549 | e mL/g 25°C 24h 326 808

500- |#11} M3N549 | 10 mLfg 25°C 24 h 301 809

MA)a |#12| M3N549 | 15 mLfg 25°C 24 h 291 5486

#13| M3N549 | 20 mLfg 25°C 24 h 31 889

#14| M3N549 | 11 mL/g 25°C 24h 326 811

#15| M3N548 | 12mLjg 25°C 24 h 302 803

#16| M3N548 | 13 mL/g 25°C 24 h 298 821

#17| MINS48 | 7mlLyg 25°C 24 h 394 538

#18| M3N546 | 8mljg 25'C 24 h 308 88 1

#19| M3N549 | 9mlL/g 25°C 24 h 329 800

#25| M3N549 | O mlL/ig 15°C 24h 305 89 4

#27| M3N540 | 9mlLfyg 25°C 24 h 340 756

#28| M3N548 | 9mlL/ig 30*C 24h 302 8068

#29| M3N548 | 9mL/yg 37*c 24 h 316 850

#30| M3N540 | 9mLiyg 25°C 16 h 300 913

#31| M3N548 | 9mlLjg 25°C 1h 295 832

#32| M3NS48 | 9mLyg 25°C 5h 325 813

#33| M3N540 | 9mlig 25°C 4 dia 3082 548

#34F MINS48 | 9mLig 25°C 21h 313 862

#35| MANS548 | 9mLjg 25°C 21 h 205 833

[ #36| M3N549 | 8 mLA 25°C 21h 315 855
Sal de Amonlaco

amonio #41| M 3N549 gessoso Medioc DMF* 343 827

‘DMF N N-dimetifformamida
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Los nimeros 8-19, 25 y 27-37 son los polimeros del tftulo,
poli{PEGsco-MA)a (compuestos Nos 28-52) Cada uno de estos polimeros es
aleatono, y m = 6-16, R? = NHz, relaci6n de la composicion = 1 2 4, y grado de
polimenzacién promedio = 20-30

Como se muestra en el cuadro 4, todos los productos de
reaccidon, poli(PEGso-MA)a (compuestos Nos 29-52), tuvieron “velocidades
de reaccién del componente de amina” muy altas, indicando que se obtuvo
casi 100% de conversidn al grupo amino usando las vanas condiciones de
reaccidn descntas antenormente

Vanos otros ejemplos de métodos de preparacién altemativos de
poli{PEGsco-MA)a, se descnben a continuacidn

(b) Se disolvieron 044 g de pol{PEGsee-MA) en 9 ml de
dmetiformamida Se hizo burbujear entonces amonlaco gaseocso en [a
solucién a -50°C La cantdad final de amoniaco en la mezcla de reaccion fue
de 067 g La mezcla de reaccién obtenida de esta manera se sellé en una
ampolla de vidno bajo una atmésfera de nitrégeno, y se agitd entonces a
temperatura ambiente durante 24 horas Al término de este periodo, el
amoniaco gaseoso se evapord bajo presidn reducida después de que la
ampolla de vidno se abndé La mezcla de reaccién se afiadid entonces gota a
gota a 90 ml de éter dietfico El preciptado obtenido de esta manera se
recogid y se secd bajo presidon reducida Se obtuvieron 028 g de sal de
amonio de pol{PEGsy-MA)a (compuesto No 53) (refendo como nimero 41
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en el cuadro 4 antenor), como un polvo de color amanllo El polimero es
aleatono, y m = 6-16, R® = NH_, relacién de la composicién = 1 3 10, y grado
de polimenzacién promedio = 20-30

(c) Se obluvo sal de amonio de poli(PEGse-MA)a de la misma
forma como en (b), usando tolueno en lugar de dimetiiformamida

(4) Se obtuvo sal de amonio de poli(PEGsx-MA)a de la misma

forma como en (b), usando 1,4-dioxano en lugar de dimetiformamida

EJEMPLO 21

Preparaclién del producto de la reacclén de alcohélisls entre etanol y
I(PEGsgg-MA) [pOI(PEGgog-MA)ea-Na] (en donde m = 6-16, Ry =
OCH;CH;, relaclén de la composicién = 1 3 aproximadamente, grado de
polimerizacién promedio = 20-30, relacién de hidrélisis =316 9
aproximadamente {(compuesto No 54)

Se usd como matenal de partida poli(PEGse-MA) (AM-0510K,
lote M3N550, fabncado usando un procedmiento similar al descnto en la
patente japonesa No 2621308 y las publicaciones de solictud de patente
japonesa Nos 2003-105040 y 2003-104003), un copolimero de diéter
alimetlico de polioxietleno (m = 6-16, Alk = etileno, R;=hidrégeno y
R2=metilo) y anhidndo maleico, en donde la cadena lateral de polioxietiieno
tiene un peso molecular promedio de aproximadamente 500, el grado de

polimenzacidn promedio de la cadena pnncipal esta en la escala de 20 a 30,
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la relacion de unidades de diéter alimetilico de polioxietleno unidades de
anhidndo maleico es de alrededor de 1 3, el peso molecular promedio en
nimero (Mn) es de 5891, y el Indice de distnbucibn de peso molecular
(Mn/Mw) es de 1 28 (véase el gjemplo 20 antenor) Se afiadib 1 ml de etanol a
100 mg de dicho compuesto de partida, y la mezcla de reaccion resultante se
dej6 agitando durante 16 horas a 40°C Al término de este periodo, se
afiadieron 52 pl de una solucién de hidréxido de sodio a 25 N en etanol La
mezcla obtenida de esta manera se concentrd a 35°C mediante evaporacion,
y se secd entonces bajo vacio para obtener sal sédica de pol(PEGsax-MA)ea
(compuesto No 54), como un matenal olecso Se calculé la relacién de
hidrélisis usando el método descnto en los ejemplos 3 y 6 antenores A saber,
determinando el contenido de grupos carboxio de la sal sddica de
pol{PEGso-MA)ea (compuesio No 54) y la sal sédica de poli(PEGsg-MA)h
comespondiente, se calculé la relacion de residuos de anhidndo maleico en el
compuesto del titulo sometdo a alcohblisis el nimero total de residuos de
anhidndo maleico en el matenal de partida, y se determiné que es de 0 89 De
esta manera, puede observarse que 69% de los residuos de anhidndo maleico
en el matenal de partda fueron sometidos a alcohélisis, y que el 31% restante

de los residuos de anhidndo maleico fue somehdo a hidrdlisis

EJEMPLO 22

Preparaclén de complejos del modificador polimérico del ejemplo 21 ¢ n
OCIF
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Se prepararon complejos de polimero-OCIF de la presente
invencién como soluciones acuosas, usando esenciaimente el mismo
procedimienio preparatvo como en el eemplo 14 antenor, usando una
soluciébn acuosa del compuesto No 54 preparada en el gjemplo 21 antenor
[concentracion del compuesto No 54, 17 2 mg/ml, medio PBS, pH 7 4 (que
es una solucién que se obtiene mezclando una solucién acuosa que contiene
10 mM de fosfato &cido disédico y 150 mM de cloruro de sodio con una
solucién acuosa que contiene 10 mM de fosfato didcikdo de sodio y 150 mM de
cloruro de sodio a una relacién adecuada, para dar un regulador de pH que
tiene un pH de 7 4)), y una solucidn acuosa de OCIF maduro punficado de
humano (OCIF preparado como se descnbe en los documentos WO 96/26217
y EP 816380) (concentracién de OCIF, 4 mg/ml, medio, regulador de pH que
contiene 16n fosfato a 10 mM y NaCl a 150 mM, pH 60) Mas
especificamente, se afiadieron 0 472 ml de una solucién de 17 2 mg/ml del
compuesio No 54, a 1 328 ml de dicha solucién de 4 mg/ml de OCIF, para dar
una solucién que contiene 4 5 mg/ml del compuesto No 54 y 3 mg/ml de
OCIF La mezcla de reaccion resultante se dej6é reposando durante 3 dias a 4,
10 6 25°C, para obtener soluciones acuosas de los complejos deseados de la
presente invencidn El tamafio de los complejos se midid en el ejemplo de

prueba 13 méas adelante

EJEMPLO 23
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Preparacién del producto de la reacclén de alcohélisis entre etanol y
I{PEGgoo-MA) [poll(PEGspo-MA)eal (en donde m = 6-16, Ry = OCH,CH
relaclén de la composicién = aproximadamente 1 3, grado de
polimenzacién promedio=20-30 (compuesto No 55)

Se usdé como matenal de partida poli(PEGsg-MA) (AM-0510K,
lote M3N550 fabncado usando un procedimiento similar al descnto en la
patente japonesa No 2621308 y las publicaciones de solicitud de patente
japonesa Nos 2003-105040 y 2003-104003), un copolimero aleatono de
diéter alimetilico de polioxietileno (m = 6-16, Alk = etileno, Rys=hidrégeno y
R2=metilo) y anhidndo maleico, en donde la cadena lateral de polioxietleno
tiene un peso molecular promedio de aproximadamente 500, el grado de
polimenzacidn promedio de la cadena pnncipal esta en la escala de 20 a 30,
la relacion de unidades de diéter alimetilico de polioxietleno unidades de
anhidndo maleico es de aproximadamente 1 3, el peso molecular promedio en
nimero (Mn) es de 5891, y el Indice de distnbucidn de peso molecular
(Mn/Mw) es de 1 28 (véase el ejemplo 20 antenor) Se afiadieron 0 5 ml de
etanol absoluto a 50 mg de dicho compuesto de partida, y la mezcla de
reaccion resultante se dejé reposando a 37°C durante 24 horas El compuesto
del titulo, poli(PEGsw-MA)ea (compuesto No 55), se obtuvo como una
solucion etandlica [concentracidn de poli{PEGso-MA)ea 100 mg/mi]

EJEMPLO 24
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Preparacién de complejos del modificador poliménco del elemplo 23 con
OCIF

Se prepararon complejos de polimero-OCIF de la presente
invencibn como soluciones acuosas, usando esenciaimente el mismo
procedimiento preparativo como en el ejemplo 14 antenor, usando la solucion
etandlica del compuesto No 55 preparada en el ejemplo 23 antenor, y una
solucion acuosa de OCIF maduro punficado de humano (OCIF preparado
como se descnbe en los documentos WO 96/26217 y EP 816380)
(concentracion de OCIF, 5 mg/ml, medio, regulador de pH que contiene 16n
fosfato a 10 mM y NaCl a 150 mM, pH 6 0) Mas especificamente, se
afiadieron 37 5 pl de la solucién etanélica del compuesto No 55 a 0 5 ml de
dicha solucidn de 5 mg/mi de OCIF, y la mezcla de reaccin resultante se deyd
agtando durante 3 dias a 25°C, para dar soluciones de los complejos
deseados de la presente invencion El tamafio de los complejos se midié en el

ejemplo de prueba 13 mas adelante

EJEMPLO COMPARATIVO 1

Preparaclén de copolimero de éter metlivinilico de
monometoxipolietilenglicol-cido maleico (PEG-PMVMA)

Se prepard el copolimero de injerto de éter metivinllico de
monometoxipolietiienglicol-dcido  maleico (PEG-PMVMA), de acuerdo al
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método descnto en el ejemplo 2 de la solicitud de patente japonesa (Kokar)
No Hel 11-302199

EJEMPLO COMPARATIVO 2
Preparacién de un complelo que comprende copolimero de éter
metilvinflico de monometoxipolietllenglicol-cido maleico (PEG-PMVMA)
y proteina de OCIF

Se prepard OCIF punficado de humano (OCIF preparado como
se descnbe en los documentos WO 96/26217 y EP 816380) modificado con
PEG-PMVA preparado como se descnbid en el ejemplo comparatvo 1
antenor, como una solucién [medio PBS (pH 6 0)] en esencialmente la misma
forma como en el ejemplo 9 Mds especificamente, se mezcid 1 ml de la
solucién de OCIF [concentracién de OCIF de 2 mg/mi, medio, PBS (pH 6 0)] y
1 ml de solucibn de PEG-PMVA [concentracién de PEG-PMVA de 2 6 20
mg/ml, medio, PBS (pH 6 0)], y la mezcla se dejb reposando durante 24 horas

a 25°C para dar el compuesto del titulo

EJEMPLO COMPARATIVO 3

Preparacién de un complejo gque comprende un modificador polimérico y

proteina de OCIF, usando poll(PEGgq-MA) como el modificador
pohménco
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Se afiadieron 2 2 ul de una solucién de sulféxido de dimetilo que
contenia poli(PEGse-MA) [AM-0530K, fabncado por NOF Corporation
(refendo en lo sucesivo como “poli{PEGse-MA)"] (concentracién de polimero
35 a 350 mg/ml), a 28 4 pul de una solucidn acuosa de OCIF purficado de
humano (OCIF preparado como se descnbe en los documentos WO 96/26217
y EP 816380) (concentraciéon de proteina 3 5 mg/ml, medio solucion acuosa
de NaH2P0O,4 a 0 5 M, cuyo pH se ajustd a 7 6 con solucidn acuosa de NaOH a
5M), y la solucidn obtenida de esta manera (concentracion de OCIF 32
mg/mi, concentracién de pol{PEGse-MA) 2 5 mg/ml o 6 3 mg/ml) se agité a
25°C durante 40 horas Al término de este perfodo, la solucién se diluyd con
PBS (pH 70), para obtener una solucibn de OCIF modificado con el
modificador poliménco que tenia una concentracién de OCIF de 0 25 mg/mi

La solucion preparada de esta manera se aimacené a 4°C

EJEMPLO DE PRUEBA 1

Medicién del contenido de grupos carboxilo de los polimeros de los
elemplos 10 a 13 mediante titulacién conductimétrica

El contenido de grupos carboxilo de cada uno de los polimeros
[POI{PEGso-MA)a (compuestos Nos 9 y 10), poli{PEGss-MA)dma
(compuesto No 11) y poli{PEGsoc-MA)h (compuesto No 12)] preparados en
los eemplos 10 a 13, se determind mediante el método de titulacién

coductométnca de la manera siguiente
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Prmero, cada uno de los polimeros se punficé usando filtracion
en gel de la manera siguiente Para cada polimero, se disolvieron 100 mg del
polimero en 4 ml de solucidn de hidréxido de sodio a 0 001 N La solucién se
dvidid en cuatro lotes, y cada lote de 1 ml se aplicd a una columna de
filtracién en gel (PD-10, fabncada por Amersham-Pharmacia) Se desechd el
pnmer mi de eluyente Se aplicaron entonces 1 5 ml de solucién de hidréxido
de sodio a 0001 N a cada columna, y otros 1 5 ml fueron eluidos de la
columna, y se desecharon Se aplicaron entonces 25 ml de soluciébn de
hidroxido de sodio a 0 001 N a cada columna, y otros 2 5 ml fueron eluidos de
la columna, y es ésta fraccibn que contenla al compuesto punficado Las
fracciones punficadas de las cuatro columnas se combinaron para dar una
solucidn punficada de los compuestos del titulo Se determiné que el
rendmiento después del paso de punficacibn (determinado
espectrofotométncamente midiendo la absorbancia de poli(PEGse-MA)h a
210 nm antes y después de la punficaciébn) es de 80%, y se determind que la
concentracién en la solucién purficada es de 8 mg/mi

Para cada una de las soluciones del polimero punficado, se
obtuvo una alicuota (2 5 a 7 5 ml) para 50 ml con agua destilada, o solucion
de hidréxido de sodio acuoso a 0 001 M, y entonces se afiadid una solucién
de hidréxido de sodio acuoso a 1 M a la solucién resultante para ajustar el pH
a 12 Se afiadid entonces acido clorhidnco a 01 M a la solucion en
incrementos de 0 1 ml, o continuaments a un régimen de 0 1 m/minuto En la

pnmer solucidén, se midieron el pH y la conductvidad después de cada

22\
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adicion, y en la Glhma se midieron cada 15 segundos El contenido de grupos
carboxilo del polimero se calculé entonces a partir de la cantidad de acido
clorhidnco a 01 M afiadido en la regién de regulacidn de pH para
conductividad (que corresponde a una escala de pH de aproximadamente 10

a 5 5) Los resultados se muestran en el cuadro 5 siguiente

CUADRO S
Cont;mg: de Relacién de | Relacidon
Ejemplo Tipo de polimero cgrngll o amonidlisis/ de
numero (y compuesto No ) (mmoles/g de ammohsis | hidrolisis
polimero) (%)

10 pol{PEGse-MA)a (9) 210 69 3169

11 Poli(PEGsgo-MA)a (10) 183 86 1486

12 P°"(PEGE§°;';MA’°'"" 202 71 2971

13 Poli(PEGsgo-MA)h (12) 321 - 100

Para los polimeros de los ejemplos 10 a 12, se determin para
cada uno mediante célculo la relacién de residuos de anhidndo maleico en el
matenal de partida sometido a amonidlisis o aminélisis residuos de anhldndo
maleico sometidos a hidrélisis, de la manera siguiente Como se mostré en el
cuadro 5 antenor, el contemido de grupos carboxilo por 1 g de poli{PEGsge-
MA)h (compuesto No 12) es de 32 1 mmoles A partr de estos valores, se
determiné el peso de poli(PEGse-MA) (es decir, el peso del copolimero antes
de la hidrolisis) por gramo de grupo funcional, y el peso de poli(PEGseo-

MA)(compuestos Nos 9 y 10) obtenido afiadiendo amoniaco a poli(PEGsgo-
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MA) por gramo de grupo funcional Especificamente, se obtuvo el peso de
poli(PEGso0-MA) (es decir, el peso del copolimero antes de la hidrélisis) por
mol de residuo de anhidndo maleico, restando el peso molecular de una
molécula de agua (18 g) del peso del copolimero totalmente hidrolizado,
dando un valor de 605 g El peso de poli(PEGse-MA)a (compuestos Nos 9 y
10) por mol de grupos carboxilo se obtuvo afiadiendo el peso molecular de
una molécula de amonlaco (17 g) al peso de pol(PEGs0-MA), dando un valor
de 622 g A partir de este valor, se determiné mediante calculo el contenido
tebnco de grupos carboxilo (1 g/622) por 1 g de pol{PEGse-MA)a
(compuestos Nos 9 y 10), en donde todos los residuos de anhidndo maleico
hablan sido sometidos a amonidlisis (es decir, sin hidrélisis), y se encontrd
que es de 161 mmoles De la misma forma, se determiné el peso de
poli{PEGsep-MA)dma {compuesto No 11) obtenido afiadiendo dimetilamina a
poli{PEGso-MA) por mol de grupos carboxilo, afiadiendo el peso molecular de
una molécula de dmetilamina al peso de poli{PEGsx-MA), dando un valor de
650 g A partir de este valor, se determiné mediante célculo el contenido
tedneco de grupos carboxilo por 1 g de poli{PEGsoc-MA)dma, en donde todos
los residuos de anhidndo maleico hablan sido sometidos a amindlisis por
dimetilamina, y se encontré que es de 1 54 mmoles

Para cada uno de los pollmeros de los ejemplos 10 a 12, se
determind la relacibn de hidrdlisis (el porcentaje del matenal de parhida
sometido a hidrélisis en comparacidn con amoniblisis o aminélisis), y el indice

de reaccibn de amonidlisis o amindlisis (%) a partir del contenido de grupos
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carboxilo por 1 g de poli{PEGsx-MA)h (compuesto No 11), en donde todos los
residuos de anhidndo maleico hablan sido sometidos a hidrolisis, el contenido
tedrico de grupos carboxilo por 1 g de poli(PEGse-MA)a (compuestos Nos 9y
10), en donde todos los residuos de anhidndo maleico hablan sido sometidos
a amonidlisis, el contenido teénco de grupos carboxilo por 1 g de poli(PEGsgo-
MA)dma (compuesto No 11), en donde todos los residuos de anhidndo
maleico hablan sido somehdos a amindhisis por dimetilamina, y el contenido
medido real de grupos carboxilo por 1 g de cada uno para cada uno de los
polimeros de los eemplos 10 a 12 medidos medante titulacion

conductimétnca antenor Los resultados se muestran en el cuadro 5

EJEMPLO DE PRUEBA 2

Evaluaclién de la retencién de complejos de OCIF-modificador en sangre,
usando ratas

Cada una de las muestras preparadas como se descnbid en el
ejemplo 9, ejemplo comparativo 2 y OCIF punficado no modificado de humano
(OCIF preparado como se descnbe en los documentos WO 96/26217 y EP
816380), se diuyd adecuadamente con PBS (pH 6 0), de modo que la
concentracién de OCIF fuera de 025 mg/ml Cada una de las muestras
diluidas obtenidas de esta manera se administré a la cola de una rata hembra
Wistar de cinco semanas (teniendo un peso corporal de aproximadamente

100 g, y la cual habla sido pnvada de alimento durante 1 dia) a través de una
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vena, de modo que la dosis de OCIF fuera de 0 5 mg/kg (2 ml/kg en volumen)
Seis horas después de la administracion, se tomaron 200 ul de sangre del
corazdn de la rata, y entonces se midi6 la concentraciéon de OCIF en el suero
sanguineo mediante un método de ELISA, siendo las condiciones usadas
como se descnbe en el sjemplo de prueba 3 mas adelante

La concentracibn de OCIF en el suero sanguineo medida
después de la administracion de cada muestra, se muestra en el cuadro 6

siguiente

232
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CUADRO 6

Concentracién de OCIF en el suero sanguineo después de la

administracién intravenosa de cada muestra de OCIF

Concentracion
de OCIF
Modificador/ en el suero
Modificador OCIF sanguineo 8 Con:':c::nes
compuesto No relacién en | horas después -
v P ) ( peso) de | ap mezclado
administracion
(ng/mi)
OCIF no modfficado - 25119 -
PEG-PMVMA 1 101+ 26 -
10 361 £33 -
Poli{PEG1s500-MA)h (2) 10 502+70 -
Poli(PEG1s00-MA)a (7) 10 1029 £ 30 -
Pol{PEG1se0-MA)dma (8) 1 2145 + 721 -
Poli{PEGseo-MA)D (1) 10 750 + 80 -
25 434 + 92 -
Pol{PEGso-MA)a (3) 10 3416 + 440 -
10 2445 £ 195 37°C
25 3428 + 27 -
25 484 1+ B2 1 hora
1 3004 + 158 -
1 2275+ 130 pH74
1 3786 + 461 40 horas
1 777 £ 1563 4°C
05 2951 + 512 -
poli{PEGsoco-MA)dma (4) 1 1014 + 331 -

Las condiciones bésicas en el mezclado fueron concentracién de OCIF

Se apreciara faciimente a partir del cuadro 6 antenor, que cada

condiciones, se dan en el cuadro 8

de 1 mg/ml, pH 6 0, 16 horas y 25°C Sélo las condiciones diferentes de éstas

236
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uno de los complejos de modificador poliménco y proteina de la presente
invencidn, mejord significatvamente la retencidn de la protelna en la sangre
cuando se compard con la retencién de la proteina cuando se administrd solo
Puede verse también comparando el complejo de PEG-PMVMA y protelna de
la técnica antenor (descnto en la patente japonesa abierta al pablico No Hei
11-302199 y preparado en el ejemplo comparativo 2 antenor), y los complejos
de la presente invenciébn que tienen la misma relacidn en peso entre el
modificador y proteina (1 6 10), que los complejos de modificador y proteina
de la presente invencién dieron retencién considerablemente mejorada de la
protelna en la sangre en comparacibn con el complejo de PEG-PMVMA y

proteina de la técnica antenor

EJEMPLO DE PRUEBA 3
Evaluacién del [ndice de detecclén de OCIF mediante ELISA

Uno de los problemas encontrados con los modificadores de
protelna de la técnica antenor, es que la unibn de los modificadores a la
protelna causa modificacién de la estructura de la protelna y/o proteccién de
la proteina, debido a la formacién de complejos voluminosos Para poner a
prueba los complejos de OCIF-modificador de la presente invencién, se
determind el Indice de deteccién de cada uno de los complejos preparados
como se descnbié en el ejemplo 8 y el ejlemplo comparativo 2, con base en el

OCIF punficado no modificado de humano (OCIF preparado como se descnbe
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en los documentos WO 96/26217 y EP 816380) mediante ELISA La ELISA se
llevd a cabo de la manera siguiente

Se disolvié anticuerpo monoclonal de OCIF ant-humano OI-19
(preparado de acuerdo al método descnto en el documento EP0974671) en
una solucién de carbonato acido de sodio a 0 1 M (pH 9 6), para obtener una
solucidn que tuviera una concentracién de OI-19 de 10 pg/ml Se colocaron
100 pl de la solucién de OI-19 preparada de esta manera en cada cavidad de
una inmunoplaca de 96 cavidades (fabncada por Nunc), y se dejd que las
placas reposaran a 4°C durante la noche Al término de este periodo, se
afladid Block Ace a 50% (adquindo de Snow Brand Milk Products Co, Ltd ) a
cada cavidad para bloqueo, y entonces las placas se lavaron tres veces con
PBS (regulador de pH de lavado) que contenia Tween 20 a 0 1% Se disolvié
OCIF punficado de humano (OCIF preparado como se descnbe en los
documentos WO 96/26217 y EP 816380) en regulador de pH de reaccién
pnmano (es decir, solucién de regulador de pH de acido clorhidnco-tns a 0 2
M (pH 7 4) que contenia Block Ace a 40%, Tween 20 a 0 1% y 10 pg/ml de
IgG de ratén), para preparar soluciones patrén con vanas concentraciones de
OCIF Se afiadieron a cada cavidad 100 ul de cada una de las soluciones
preparadas de esta manera con vanas concentraciones de OCIF, las placas
se agitaron a temperatura ambiente durante 2 horas, y entonces cada cavidad
se lavo seis veces con el regulador de pH de lavado Se diluyé entonces POD-
Ol-4 (es decir, un anticuerpo marcado con peroxidasa y que reconoce a OCIF,

preparado como se descnbe en el documento EP 0874671) 10,000 veces con

23%
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regulador de pH de reaccién secundano (es decir, solucién de regulador de
pH de écido clorhidnco-tns a 0 1 M (pH 7 4) que contenia Block Ace a 25%,
Tween 20 a 01% y 10 pg/ml de IgG de ratén), se afiadieron 100 pl de la
solucién resultante a cada cavidad, las placas se agitaron a temperatura
ambiente durante 2 horas, y entonces cada cavidad se lavd seis veces Una
vez que se hizo esto, se afiadieron 100 ul de una solucibn de substrato
(reactivo soluble en TMB, disponible de Scytek) a cada cavidad, y las placas
se agitaron a temperatura ambiente durante 10 a 15 minutos Después, se
afladieron 100 ul de un reactivo interruptor de reaccién (regulador de pH
interruptor de TMB, disponible de Scytek) a cada cawvidad, y las placas se
agrtaron suavemente Al término de este periodo, se midi6 la absorbancia a
una longitud de onda de 450 nm para cada cavidad, mediante un lector de
microplaca (MEML 001, fabncado por Molecular Device Corporation) A partir
de estos resultados, se obtuvo una curva de calibracion de la concentracién
de OCIF contra la absorbancia Habiendo obtenido esta curva de calibracion,
el procedimiento se repitid para cada uno de los complejos puestos a prueba
de OCIF y modificador, se afladieron a cada cavidad 100 ul de cada una de
las soluciones que contenlan un complejo de prueba, se llevé a cabo la
reaccidn con POD-Ol4 de la misma forma como se indicd antenormente, y
entonces se midid la absorbancia a una longtud de onda de 450 nm para
cada cavidad, mediante un lector de microplaca La comparacién de las
absorbancias obtenidas con la curva de calibracién, permitid medir la

concentracibn de OCIF detectable mediante ELISA en cada uno de los
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Para cada una de las muestras, se calculé el indice de falla para
detectar el OCIF mediante ELISA, y los resultados se muestran en el cuadro 7
mas adelante El Indice de falla para detectar el OCIF mediante ELISA, se
define mediante la siguiente ecuacién

Indice = [1-{concentracién de OCIF medida mediante ELISA)/(concentracién
de OCIF medida mediante el método de Lowry)] x 100

En la ecuacidn antenor, el método de Lowry para medrr la
concentracién de OCIF en los complejos, se determina como se descnbe en la
solictud de patente japonesa No 2002-190407 Esto da una medida de la
concentracidn total de OCIF en los complejos El indice de falla para detectar
el OCIF mediante ELISA en los complejos, es una medida del cambio de
conformacidon del OCIF causado por la combinaciébn con el modificador Un
indice de falla reducido, es evidencia de que el OCIF en el complejo puede ser
umdo faciimente por anticuerpos anti-OCIF OI-19 y Ol-4, mostrando de esta

manera poca o ninguna modificacién de la estructura del OCIF en el complejo
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CUADRO 7

Indice de falla para detectar la muestra de OCIF mediante ELISA

Indice de falla para
Modificador Modificador/OCIF degjtsa; ?gg)l I;sr:::,‘::te
(y compuesto No ) (relacion en peso) [ “poce de OCIF no
modificado)

OCIF - -
PEG-PMVMA 1 25
10 39
poli{PEGs0c-MA)h (2) 10 13
pol{PEG1se0-MA)a (7) 10 15
pol{PEGsMA)dma (8) 10 0
POI{PEGsoe- MA) (1) 10 LLi
Poli(PEGsoc-MA)a (3) 10 0
25 0
PoI{PEGseMA)dma (4) 1 12

A partir de los resultados mostrados en el cuadro 7 antenor, se
puede observar que, para los complejos de modificador poliménco y protelna
de la presente invencion, el Indice de falla para detectar el OCIF mediante
ELISA como resultado de modfficacion de la estructura de la proteina,
disminuyd significativamente en comparacion con el ailto indice que se obtuvo
en el caso del complejo de PEG-PMVMA y proteina de la técnica antenor
preparado en el ejemplo de prueba 2 antenor

A partir de los resultados de los ejemplos de prueba 2 y 3, se
confirmoé de esta manera que la disminucién en la sensibilidad de la deteccién
de la proteina, causada por la modificaciébn excesiva de la proteina para los
complejos de modificador poliménco y proteina de la presente invencién, es

muy reducida y, ademas, la retencion de la protelna en dichos complejos en
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sangre es significativamente mejor que la lograda con los complejos de la

técnica antenor

EJEMPLO DE PRUEBA 4

Mediclén de la concentraclén de OCIF en sangre

Cada una de las muestras preparadas como se descnbié en el
ejemplo 9, y OCIF punficado de humano (OCIF preparado como se descnbe
en los documentos WO 96/26217 y EP 816380), se diluye adecuadamente
con PBS (teniendo un pH de 6 0 a 7 4), de modo que la concentracion de
OCIF seade 0 1 a 1 mg/ml Cada una de las muestras diluidas preparadas de
esta manera se administrd entonces a un mono Cynomolgus hembra de seis o
siete afios {temendo un peso corporal de 2 a 4 kg, y que habla sido pnvado de
almento durante un dia) a través de la vena safena, o via subcutanea
dorsaimente para administrar una dosis de OCIF de 0 1 a 1 mg/kg (1 ml/kg en
volumen) A un periodo predeterminado en la escala de cinco minutos a un
mes después de la administracién, se toman 500 ul ml de sangre del vaso
sanguineo femoral del mismo, y se midié la concentracion de OCIF en el
suero sanguineo mediante el método de ELISA descnto en el ejemplo de

prueba 3 antenor

EJEMPLO DE PRUEBA 5
Mediclién de la densidad ésea

242
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Cada una de las muestras preparadas como se descnbié en el
ejemplo 9, y OCIF punficado de humano (OCIF preparado como se descnbe
en los documentos WO 96/26217 y EP 816380), se diluye adecuadamente
con PBS (teniendo un pH de 6 0 a 7 4), de modo que la concentracion de
OCIF esté en la escala de 07 a 35 mg/ml) Se prepara entonces un
adyuvante usando células destruidas de Mycobactennum butyncum y parafina
liquida, y se inyecta en la piel de la ralz de la cola de una rata Lewis hembra
de 5 a 10 semanas, para provocar arintis en dicha rata Dos semanas
después de la inyeccién del adyuvante, cada una de las muestras preparadas
se administra a la rata mediante la vena de la cola, o via subcutanea
dorsalmente, de modo que la dosis de OCIF sea de 1 4 a 7 mg/kg (2 ml/kg en
volumen) Tres semanas después de la inyecciébn del adyuvante, se diseca la
rata para extraer el fomur derecho e izquierdo, y se mide la densidad dsea del

mismo

EJEMPLO DE PRUEBA 6

Evaluacién del tamaifio molecular mediante electroforesis en gel de SDS-
poliacnlamida bajo condiciones no reductoras

Se evalud el tamafio molecular de cada uno de los complejos de
modificador poliménco y OCIF preparados como se descnbe en el ejemplo 14

y ejemplo comparativo 3, y OCIF punficado de humano (OCIF preparado
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como se descnbe en los documentos WO 96/26217 y EP 816380) mediante
SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras, de la manera siguiente

Se afladieron 5 W de regulador de pH de muestra de LDS
NuPAGE (marca registrada) (4X) (obtenido de Invitrogen Life Technologies) y
5 ul de agua punficada, a 10 ul de cada una de las muestras puestas a prueba
[que se diluyeron, si era necesano, con solucién salina regulada en su pH con
fosfato (PBS) (pH 7 0), que es una solucibn de regulador de pH que se
obtiene mezclando una solucidn que contiene fosfato acido disdédico a 10 mM
y cloruro de sodio a 150 mM, y una solucidn que contiene fosfato didcido de
sodio a 10 mM y dcloruro de sodio a 150 mM a una relacién en volumen
adecuada, para dar un regulador de pH 7 0), de modo que la concentracién de
protelna fuera de 250 pg/ml], y cada una de las soluciones resultante se
calentd a 95°C durante 7 minutos Al término de este perfodo, la cantidad total
de la mezcla de reaccibn se afiadié a un gel de electroforesis de SDS-
poliacnlamida (gel de acetato-tns de 3 a 8% que tiene un espesor de 1 mm, y
fabncado por NOVEX), y se aplicé un voltaje de 150 V al gel, usando un
disposttivo de suministro de energla (PhoreStar Pro, fabricado por Anatech)
Después de conclurr la electroforesis, la proteina sobre el gel se tifié con azul
de Coomasie de acuerdo a un método bien conocido por los expertos en la
técnica

Como puede observarse en las figuras 1 y 2, el OCIF modificado
con el modfficador poliménco de la presente invencidon fue detectable

establemente con una sustancia que tenia un peso molecular mayor que el del

24
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OCIF no modificado (120 kD) a todas las relaciones de mezclado (se detect6
una banda pnmana de 130 a 150 kD y una banda secundana de 180 a 200 kD
con base en los marcadores de peso molecular), y ademas no se detectd
complejo alguno que tuviera un peso molecular mayor de 210 kD Se
obtuvieron también resultados similares (no mostrados) para los otros
modificadores poliméncos de la presente invencién, que fueron los productos
de amindlisis y alcohdlisis Por otra parte, como puede observarse en la figura
3, en el caso de OCIF modificado con el modificador poliménco convencional
poli{PEGso-MA) preparado en el ejemplo comparatvo 3, la cantidad de
complejo voluminoso obtenido aumenta notablemente conforme aumenta la
relacion del modificador

Este resultado muestra que mediante el uso del modificador
poliménco de la presente invencién, es posible supnmir notablemente la
formacidbn de complejos voluminosos que no son farmacéuticamente
prefenbles, y preparar un complejo de modificador poliménco y protelna que
tiene propiedades estables sin importar la relaciéon de mezclado, cuando se
compara con el modificador poliménco pol(PEGsgp-MA) estructuralmente

bastante similar de la técnica antenor

EJEMPLO DE PRUEBA 7

Evaluaclén de la actividad de formaclén de enlaces covalentes de

poli(PEGsg-MA)a
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Se determind la reactvidad de cada uno de los modificadores
polméncos pol(PEGsee-MA)a (compuestc No 9) y poli{PEGse-MA)h
(compuesto No 12) a tetrametirodamina cadavenna, que es una sustancia
fluorescente que tiene un grupo amino y un peso molecular de 514 62
(disponible de Molecular Probes, Inc ) (refenda en lo sucesivo como “Rho-
NHZ"), y se evalud la actividad de formacidon de enlaces covalentes de los
modificadores, comparando la reactvidad de Ilos dos modfficadores
pohméncos de la manera siguiente

Se afiadieron 3 8 pl de soluciones de cada uno de poli{PEGsqo-
MA)h (compuesto No 12) (preparado como se descnbié en el ejemplo 13
antenor) y poli{PEGsge-MA)a (compuesto No 9) [concentracién de polimero
21 mg/ml, medioc PBS (se ajusté el pH con NaOH a 1M a 9 5)] (preparado
como se descnbid en el ejemplo 10 antenor), a 18 9 pl de PBS (pH 6 0) que
contenia 1 08 mg/ml de Rho-NH; Las soluciones obtenidas de esta manera
se dejaron reposando a 25°C durante tres dias Al término de este perlodo, las
mezclas de reaccidn fueron fraccionadas mediante cromatografia de filtracion
en gel (columna PD-10 fabncada por Amersham Biotech, fase mévil agua
purficada), de la manera siguiente se aplicaron 05 ml de la mezcla de
reaccidon a la columna de filtracibn en gel, y se escumeron 05 ml de la
columna y se desecharon Se afladieron 2 ml de agua destilada a la columna,
y otros 2 ml fueron eluidos, y se desecharon Se afladieron otros 2 ml de agua
destilada a la columna, y otros 2 ml fueron eluidos, y ésta fraccidn contenla a

la fraccidn del polimero Se cuantficéd la Rho-NH2 contenida en las fracciones
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del polimero, mediante espectrometria de fluorescencia (longitud de onda de
excitacibn 544 nm, longitud de onda fluorescente 571 nm, medio agua
punficada ajustada a pH 3), para calcular la relacién de la cantidad de Rho-
NH2 contenida en cada complejo del polimero y Rho-NH; con respecto a la
cantidad total de Rho-NH; en la mezcla de reaccion, es decrir, la relacion de
unién de Rho-NH; al polimero

Los resultados se muestran en el cuadro 8 siguiente

CUADRO 8

Reactividad del modificador poliménco

Relacion de unién de Rho-NH; al
polimero* (%)
Rho-NH; + poli{PEGse0-MA)a 115,126
Rho-NH3 + poli(PEGse0-MA)h 08,18
Rho-NH; sola 0,0

* Esta prueba se llevé a cabo dos veces

Puede verse facimente a partir del cuadro 8 anterior, que para la
mezcla de reaccién del modificador poliménco poli(PEGse-MA)a (compuesto
No 8) con Rho-NH;, existe un nivel bastante alto de Rho-NH; detectado en la
fraccién del polimero Esto contrasta con la mezcla de reaccion del
modificador poliménco poli{PEGsg-MA)h (compuesto No 12) con Rho-NHa,
en donde sélo existe un bajo nivel de Rho-NH; detectado en la fraccion del
polimero Cuando se aplicd Rho-NH; sola a la columna, ninguna Rho-NH;z fue

eluda en la “fraccibn del polimero™ Estos resultados indican que el
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modificador polimérico pol(PEGse-MA)a (compuesto No 9) de la presente
invencidn, se une fuertemente al grupo amino de la Rho-NHz2 Por otra parte,
la relaciébn de umén del modificador poliménco poli(PEGso-MA)h (compuesto
No 12) de la presente invencion es reducida, suginendo que este modificador

poliménco no se une fuertemente al grupo amino de la Rho-NH;

EJEMPLO DE PRUEBA 8
Evaluaclén del indice de detecclén de OCIF mediante ELISA

Se determiné el Indice de deteccidn de cada uno de los
complejos de OCIF y modificador poliménco preparados como se descnbid en
el ejemplo 14 y el ejemplo comparativo 3 antenores, con base en el OCIF
punficado no modificado de humano (OCIF preparado como se descrnibe en
los documentos WO 96/26217 y EP 816380) mediante ELISA La ELISA se
llevd a cabo de la manera siguiente

Se disolvi6 antcuerpo monoclonal de OCIF anti-humano OI-19
(preparado de acuerdo al método descnto en el documento EP0974871) en
una solucién de carbonato acido de sodio a 0 1 M (pH 9 6), para obtener una
solucidn que tuviera una concentracién de OI-19 de 10 pg/ml Se colocaron
100 pl de la solucidn de OI-19 preparada de esta manera en cada cavidad de
una inmunoplaca de 96 cavidades (fabncada por Nunc), y se dejé que las
placas reposaran a 4°C durante la noche Al término de este periodo, se

afladi6 Block Ace a 50% (adquindo de Snow Brand Milk Products Co, Ltd ) a
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cada cavidad para bloqueo, y entonces las placas se lavaron tres veces con
PBS (regulador de pH de lavado) que contenla Tween 20 a 0 1% Se disolvié
OCIF punficado de humano (OCIF preparado como se descnbe en los
documentos WO 96/26217 y EP 816380) en regulador de pH de reaccion
pnmano (es decir, solucidn de regulador de pH de acido clorhidnco-tns a 0 2
M (pH 7 4) que contenla Block Ace a 40%, Tween 20 a 0 1% y 10 pg/ml de
IgG de ratdn), para preparar soluciones patrén con vanas concentraciones de
OCIF Se afladieron a cada cavidad 100 ul de cada una de las soluciones
preparadas de esta manera con vanas concentraciones de OCIF, las placas
se agitaron a temperatura ambiente durante 2 horas, y entonces cada cavidad
sa lavo seis veces con el regulador de pH de lavado Se diluyd entonces POD-
Ol-4 (es decir, un anticuerpo marcado con peroxidasa y que reconoce a OCIF,
preparado como se descnbe en el documento EP 0974671) 10,000 veces con
regulador de pH de reaccién secundano (es decir, solucion de regulador de
pH de 4cido clorhidnco-tns a 01 M (pH 7 4) que contenla Block Ace a 25%,
Tween 20 a 01% y 10 pg/ml de IgG de ratdn), se afiadieron 100 ul de la
solucion resultante a cada cavidad, las placas se agitaron a temperatura
ambiente durante 2 horas, y entonces cada cavidad se lavé seis veces Una
vez que se hizo esto, se afiadieron 100 ul de una solucidon de substrato
(reactivo soluble en TMB, disponible de Scytek) a cada cavidad, y las placas
se agitaron a temperatura ambiente durante 10 a 15 minutos Después, se
afiadieron 100 ul de un reactivo interruptor de reaccién (regulador de pH

interruptor de TMB, disponible de Scytek) a cada cavidad, y las placas se

&
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agrtaron suavemente Al tdmino de este periodo, se midié la absorbancia a
una longtud de onda de 450 nm para cada cavidad, mediante un lector de
microplaca (MEML 001, fabncado por Molecular Device Corporation) Se
calculé la concentracién de OCIF de cada muestra patrén de OCIF con base
en la curva de calibracién producida usando soluciones de OCIF que tenlan
una concentracién conocida

Para cada una de las muestras del complejo puesto a prueba, se
midieron las absorbancias, se calcularon las concentraciones de OCIF a partir
de (a curva nomal, y se calcuié el (ndice de falla para detectar el OCIF

mediante ELISA como se explicd en el ejemplo de prueba 3 antenor Los

165

resultados obtenidos se muestran en el cuadro 9 siguiente

CUADRO 9

Indice de falla para detectar la muestra de OCIF mediante ELISA

Indice de falla para

ostonr | o | it Sl
(y compuesto No ) (relacién enpeso) | (. '\ ace en el OCIF
no modrficado)
OCIF solo - -
poli{PEGsoe-MA)h (12) 1 8
Sal sédica de 1 0
poli(PEGsog-MA)a (9)
075 0
05 0
025 0
poli{PEGs00-MA) 78 08
18 89
078 60
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Puede verse faciimente en el cuadro 9 antenor que, para cada
uno de los complejos de modificador poliménco y proteina de la presente
invencién preparados en el eilemplo 14, el indice de falla para detectar el OCIF
mediante ELISA causado por modificacidn de la protelna, disminuyo
significativamente en comparacidn con el complejo de polimero y proteina de
la técnica antenor preparado en el ejemplo comparativo 3, para el cual el
indice de falla para detectar el OCIF mediante ELISA fue muy alto

A partr de estos resultados, es claro que los complejos de
modificador poliménco y proteina de la presente invencién, dan sélo una
disminucién muy pequefia en la sensibiidad de deteccidbn mediante ELISA
que puede ser causada por el exceso de modificacidn de la proteina y/o por

formacion de un complejo voluminoso

EJEMPLO DE PRUEBA 9

Evaluacién de la retencién en sangre usando ratas

Cada una de las muestras preparadas en el ejemplo 14 y el
OCIF punficado no modificado de humano (OCIF preparado como se descnbe
en los documentos WO 96/26217 y EP 816380), fue diluida adecuadamente
con PBS (pH 7 0), de modo que la concentracidn de OCIF fuera de 025 6
0 025 mg/ml Cada una de las muestras diluidas obtenidas de esta manera, se

administrd a una rata hembra Wistar de cinco semanas (teniendo un peso

29\
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corporal de aproximadamente 100 g que habla sido pnvada de alimento
durante un dia) a través de una vena femoral, de modo que la dosis de OCIF
fuera de 05 6 005 mg/kg (2 ml/kg en volumen) Seis horas después de la
administracion, se tomaron 200 pul de sangre de la vena yugular de la rata, y
entonces se midid la concentracién de OCIF en suero sanguineo mediante el
método de ELISA descnito antenormente

La concentracién de OCIF en suero sanguineo medida después

de la administracion de cada muestra, se muestra en el cuadro 10 siguiente

CUADRO 10

Concentracién de OCIF en suero sanguineo después de administracién

intravenosa de cada muestra de OCIF

Concentracién
de OCIF en
suero
Modificador Modificador/OCIF | Dosificacién | sanguineo 8
(y compuesto No ) (relacion en peso) (mg/kg) horas después
dela
administracién
(ng/ml)
OCIF solo - 056 18
poli{PEGso-MA)h (12) 1 005 127
Sal sédica de
1 005 603
poli(PEGss0-MA)a (8)
1 05 5,549
075 05 4,770
05 05 4,292
025 05 3,020

o
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Como es evidante en el cuadro 10 antenor, el complejo de
modificador pollménco y protelna de la presente invencibn, mejord
significativamente la retencibn de dicha proteina en la sangre cuando se

5 compard con el caso cuando la protelna se admimistrd sola

A partir de los resultados antenores, es claro que el complejo de
modificador poliménco y proteina de la presente invencidn puede producirse
establemente bajo condiciones de amplia escala, y que dicho complejo mejora
significativamente ia retencidn de Ia proteina del complejo en sangre después

10 de la administracibn Por lo tanto, es probable que el complejo sea

extremadamente util en los campos farmacéutico y bioquimico

EJEMPLO DE PRUEBA 10
Evaluaclién de la retenclén en sangre usando ratas
15
Cada una de las muestras preparadas en los ejemplos 17 y 19,
se eovaluéb de la misma forma como en el ejemplo de prueba 9 La
concentraciébn de OCIF en suero sanguinec medida después de la
administracién de cada muestra, se muestra en el cuadro 11 siguiente

20

252
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CUADRO 11

Concentracién de OCIF en suero sanguineo después de administracién

intravenosa de cada muestra de OCIF

Concentracién
de OCIF en
Modificador/ suaro
Ejemplo Modificador Fracclén OCIF Dosificacion sangulneo
nimero  (y compuesto No ) (relaczdn en (mg/ig) después de 8
peso) horas de la
administracién
_ ___ (ng/mf)
17 pohi{PEGan-MA),-Na
14 SRF5560 1 005 437
14 25 005 480
15 SRFE0-65 1 005 478
19 SDF80-70 1 05 4255
17 poll{PEGs00-MA)e
21 SRF55-80 1 05 258
21 25 005 334
18 pOli{PEGaxa-MA)a
No
27 fracaonado 1 05 68 138
No
28 fraccionedo 1 05 6713

Puede verse facimente en el cuadro 11 antenor, que todos los
modificadores poliméncos puestos a prueba de la presente invencidn que
tienen vanos tamafios moleculares, aumentaron significativamente Ila
retencibn de la proteina en sangre en comparacién con el caso cuando la

proteina se administrd sola

EJEMPLO DE PRUEBA 11

Evaluacién del tamafio molecular mediante cromatografia de exclusién
por tamaio

7254
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Se evalud el tamafio molecular de cada uno de los complejos del
modificador poliménco y OCIF preparados en e! ejlemplo 9, ejlemplo 14,
ejemplo 17 y ejemplo 19, mediante cromatografia de exclusion por tamafio

Las condiciones de prueba se muestran en el cuadro 12 siguiente

CUADRO 12

Condiciones para la cromatografia de exclusién por tamafio

Aparato de cromatografla Explorer 10S (Amersham Biotech)

Columna Superdex 200 HR10/30 (Amersham Biotech)

Fase méwvil solucidbn salina regulada en su pH con fosfato
(NazHPO, a 8 mM, KH2PO, a 15 mM, NaCl a 145 mM, 0 5 g/L. de NaNa)

Temperatura analfica 4°C

Longrtud de onda para la deteccion 280 nm

Velocidad de flujo de la fase mévil 0 6 mL/min

El tiempo de retencién de las siguientes protelnas patrén bajo las
condiciones mencionadas antenormente, se muestra en el cuadro 13

siguiente
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CUADR 13

Tiempo de retenclén de cada proteina patrén

Peso molecular | Radio de Stokes Tiempo de
Tipo de proteina
(kD) (nm) retencidn (min)
Femtina 440 610 18 41
Aldosa 158 4 81 22 48
Ovoalbumina 43 305 2519
Ribonucleasa 137 164 29 56

A partir de los resultados de la cromatografla de exclusién por
tamafio, se determind que el radio de Stokes del OCIF no combinado es de
563 nm, y que el de cada complejo de modificador poliménco-OCIF de la

invencién, es como se muestra a continuacion

Combplejos preparados en el ejemplo 9

Complejos de poli(PEGsoc-MA)h (compuesto No 1)-OCIF (radios
de Stokes vanando de 6 13 nm a 7 32 nm),

Complejos de pol(PEGso-MA)a (compuesto No 3)-OCIF (de
6 12 nm a 6 54 nm),

Complejo de poli(PEGso-MA)dma {(compuesto No 4)-OCIF (6 39
nm),

Complejo de poli(PEGse-MA)ipa (compuesto No 5)-OCIF (6 26
nm),

Complejo de poli(PEGsoc-MA)ea (compuesto No 6)-OCIF (6 44
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nm),

Complejo de poli{PEGse0-MA)h (compuesto No 2)-OCIF (de
644 nmaé6 71 nm),

Complejo de poli(PEGisec-MA)a (compuesto No 7)}OCIF (de
6 40 nm a 6 47 nm),

Complejo de pol{PEGissc-MA)dma (compuesto No 8)-OCIF
(6 55 nm)

A partir de estos resultados, es evidente que cada uno de los
complejos de la invencién tuvo un radio de Stokes que fue mayor por
aproximadamente 1 nm que el del OCIF no combinado en solucidn salina
regulada en su pH con fosfato usada como la fase mévili Ademés, para cada
una de las muestras, no se detecté un valor méaxamo denvado del OCIF no
modfficado, mostrando la estabilidad de los complejos

Se determinaron los radios de Stokes de los otros complejos
bajo condiciones similares a las descitas antenormente Los resultados son

los siguientes

Compleljos preparados en el ejemplo 14

Se encontrd que los complejos preparados bajo las condiciones
de concentracidn de OCIF, 5 mg/ml, concentracién del modificador poliménco
vanando de 1 25 mg/ml a 5 mg/ml, pH 7 4, 25 °C, 36 h, medio, solucién salina
regulada en su pH con fosfato (concentracibn de fosfato, 10 mM,

concentracién de NaCl, 150 mM), tenfan radios de Stokes que vanaban de 6 2
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nm a 6 5 nm Ademés, para cada una de las muestras, no se detectd un valor
méaxamo denvado del OCIF no modificado, mostrando la estabiidad de los

complejos

Complejos preparados en el ejemplo 17

Se enconind que los complejos preparados con las condiciones
de incubacibn de concentracibn de OCIF, 05 mg/ml, concentracion de
modificador poliménco, 0 5 mg/mi, pH 6 0, 25°C, 168 h, medio, solucién salina
regulada en su pH con fosfato (concentracibn de fosfato, 10 mM,
concentracion de NaCl, 150 mM), tenlan radios de Stokes que vanaban de 6 1
nm a 6 7 nm Ademas, para cada una de las muestras, no se detectd un valor
méximo dernvado del OCIF no modificado, mostrando la estabilidad de los

complejos

Complejos preparados en el ejemplo 19

Se encontrd que los complejos preparados con condiciones de
incubacién de concentracién de OCIF, 5 mg/ml, concentracion de modificador
poliménco, 5 mg/ml, pH 5 5, 25°C, 168 h, medio, solucion salina regulada en
su pH con fosfato (concentracidon de fosfato, 10 mM, concentracion de NaCl,
150 mM), tenfan radios de Stokes que vanaban de 63 a 6 8 nm Ademas,
para cada una de las muestras, no se detectd un valor méaximo denvado del
OCIF no modificado, mostrando la estabilidad de los complejos

El incremento en los radios de Stokes de los complejos de
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modificador poménco/OCIF de la presente invenciéon cuando se compararon
con el OCIF no combinado, puede atnbuirse a la modificacién del OCIF con

los modificadores poliméncos de la presente invencion

EJEMPLO DE PRUEBA 12

Evaluaclién de la retencién en sangre usando ratas, y evaluacién del
indice de detecclén de OCIF medlante ELISA

Se puso a prueba la retencidn en sangre y el Indice de deteccién
de OCIF mediante ELISA para el complejo preparado en el eemplo 22
(complejo del compuesto No 54 y OCIF) (temperatura de incubacién 25°C),
de la misma forma como se descnbid en los ejemplos de prueba 2 y 3
antenores La dosis equivalente de OCIF se ajusté a 0 1 mg/kg Se encontrd
que la concentracién de OCIF en suero es de 189 ng/ml 6 horas después de
la nyeccibn intravenosa del complejo De esta forma, se confimé que los
complejos preparados con sal sédica de poli(PEGss-MA)ea (compuesto No
54) en el ejemplo 22 antenor, mostraron un nivel de retencidn excelente en la
sangre Ademas, se encontrd que la disminucion en la sensibiidad de
deteccién del OCIF mediante ELISA debido a la modificaciéon excesiva de la

proteina por el modificador en el complejo, es muy baja

EJEMPLO DE PRUEBA 13
Evaluacién del tamafio del complejo
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Se evalué el tamafio molecular de los complejos preparados en
los ejemplos 22 (complejo del compuesto No 54 y OCIF) y 24 (complejo del
compuesto No 55 y OCIF) mediante cromatografia de filtracion en gel, como
se descnbid en el ejemplo de prueba 11 antenor Se encontrd que el tamafio
molecular de estos complejos mostré un alto nivel de unformidad Para los
complejos del compuesto No 54 y OCIF combinados a 4°C, 10°C y 25°C, se
encontrd que los radios de Stokes son de 60 nm, 6 0 nm y 6 0 nm Para los
complejos del compuesto No 55 y OCIF, los radios de Stokes fueron de 6 4
nm Cada uno de los complajos preparados en los ejemplos 22 y 24, tuva de
esta manera un radio de Stokes mayor que el OCIF punficado no modificado
de humano (radio de Stokes 5 63 nm)

EJEMPLO DE PREPARACION

Se deshidrata por congelacion una solucion que contiene al

complejo obtenido bajo condiciones esténles de la misma forma como se
é

descnbi6 en el sjemplo 14 antenor, para obtener una preparacién

deshidratada por congelacion

W
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Sankyo Company, Limited
<120> Maodificadores Poliméricos y Composiiones Farmacéuticas
«<130> sankyoFP0408

<150> JP2003-80389
«<151> 2003-03-24

<150> JP2003-355835
<151> 2003-10-168

<150> JP2003-426508
<151> 2003-12-24

<160> 1
<170> Patentin versién 3 1

«<210> 1

<211> 401

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
«<223> Inventor Kasuya Yuh
inventor Hnoma Masahl

<220>

«221> SENAL
222> (-21) (1)
<223>

<220>
<221> péptido mat
<222> (+1) (+380)
<223>

<400> 1
Met Asn Asn Leu Leu Cys Cys Ala Leu Val Phe Leu Asp lie Ser lle
20 -15 -10

Lys Trp Thr Thr Gin Glu Thr Phe Pro Pro Lys Tyr Leu Hie Tyr Asp
5 -1 1 5 10
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Glu Glu Thr Ser His Gin Leu Leu Cyn Asp Lys Cys Pro Pro Gly Thr
15 25

Tyr Leu Lys Gin His Cys Thr Ala Lys Trp Lya Thr Val Cys Ala Pro
30 35 40
Cys Pro Asp His Tyr Tyr Thr Asp Ser Trp His Thr Ser Asp Glu Cys
45 50 55
Leu Tyr Cys Ser Pro Val Cys Lys Glu Lsu Gin Tyr Val Lys Gin Glu
60 a5 70 75
Cys Asn Arg Thr His Asn Arg Val Cys Glu Cys Lys Glu Gly Arg Tyr
80 85 80
Leu Glu lle Glu Phe Cys Leu Lys His Arg Ser Cys Pro Pro Gly Phe
95 100 105

Gly Val Val Gin Ala Gly Thr Pro Glu Arg Aan Thr Val Cys Lys Arg
110 115 120

CysPmAspGIyPhePheSerAmGluThrS«SerLleanCyl
125 130 135

Arg Lys His Thr Asn Cyl Ser Val Pha Gly Lesg Lau Leu Thr Gin Lys
1 186

Gly Asn Ala Thr Hia Aap Asn lle Cys Ser Gly Asn Ser Glu Ser Thr
160 185 170

Gin Lys Cys Gly lie Asp Val Thr Leu Cys Glu Glu Ala Phe Phe Arg
175 185

Phe Ala Val Pro Thr Lys Phe Thr Pro Asn Trp Leu Ser Val Leu Val
180 185 200

Asp Asn Leu Pro Gly Thr Lys Val Asn Ala Glu Ser Val Glu Arg lie
210 215

Lyl Arg Gin His Ser Ser Gin Glu GIn Thr Phe Gin Lau Leu Lys Lnu
225 230

Trp Lys His Gin Asn Lys Asp Gin Asp lle Val Lys Lys lle lle Gin
240 245 250

262/
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Asp lle Asp Leu Cys Glu Asn Ser Val Gin Arg His lle Gly His Ala
255 260 265

Asn Lau Thr Phe Glu Gin Leu Arg Ser Leu Meat Glu Ser Leu Pro Gly
270 275 280

Lys Lys Val Gly Ala Glu Aep lle Giu Lys Thr lle Lys Ala Cys Lys
285 280 295

Pro Ser Asp Gin lle Leu Lys Leu Leu Ser Leu Trp Arg lie Lys Asn
300 aos 310 315

Gly Asp Gin Asp Thr Leu Lys Gly Lau Met His Ala Leu Lys His Ser
320 325 330

Lys Thr Tyr His Phe Pro Lys Thr Val Thr Gin Ser Leu Lys Lys Thr
335 340 s

lie Arg Phe Leu His Ser Phe Thr Met Tyr Lys Leu Tyr Gin Lys Leu
350 355 380

Phe Leu Glu Met lle Gly Asn Gin Val Gin Ser Val Lys lle Ser Cys
385 370 375
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NOVEDAD DE LA INVENCION
REIVINDICACIONES

1 - Un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo, que contiene, como unidades constituyentes, (a) una o mas unidades
estructurales que pueden ser iguales o diferentes entre sl, y que se

representan mediante la fdrmula (1) siguiente

R1

I
—CH;—C—— (1
CH,

o{mk— )~R2
m

en donde m es un entero de 3 a 100, Alk representa un grupo alquileno que

tiene de 1 a 8 atomos de carbono, y R' y R? son iguales o diferentes, y cada
uno representa un dtomo de hidrégeno o un grupo alquilo que tienede 1 a 6
étomos de carbono que puede ser sustituido opcionalmente con por lo menos
un sustituyente seleccionado del grupo que consiste de grupos hidroxi,
atomos de haldgeno y grupos arilo que tienen de 6 a 14 atomos de carbono
que pueden ser sustituidos opcionalmente con 1 a 5 sustituyentes

seleccionados de los sustituyentes A definkios mas adelante, y (b) una o méas
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unidades estructurales que pueden ser iguales o diferentes entre sl, y que se

representan mediante la férmula (1)

CH—CH
0o=—C c=—0 (ID
R3 OH

en donde R? representa un grupo hidroxilo, un grupo alcoxi que tiene de 1 a 6
étomos de carbono que puede ser sustituido opcionalmente con por lo menos
un sushtuyente seleccionado del grupo que consiste de grupos hidrox,
atomos de halégeno y grupos anlo que tienen de 6 a 14 4tomos de carbono
que pueden ser sustituidos opcionalmente con 1 a 5 sustituyentes
seleccionados de los sustituyentes A definidos mas adelante, un grupo anloxt
que tene de 6 a 14 Atomos de carbono que puede ser sustituido
opcionalmente con 1 a 5 sustituyentes seleccionados de los sustituyentes A
definidos mas adelante, o un grupo representado por la formula —-NR*R®, en
donde R* y R® son iguales o diferentes entre sl, y cada uno representa un
atomo de hidrdgeno o un grupo alquilo que tiene de 1 a 8 atomos de carbono
que puede ser sustituido opcionalmente con por lo menos un sustituyente
seleccionado del grupo que consiste de grupos hidroxa, atomos de halégeno y
grupos anlo que tienen de 6 a 14 atomos de carbono que pueden ser
sustituidos opcionalmente con 1 a 5 sustituyentes seleccionados de los
sustituyentes A definidos mas adelante, los sustituyentes A se seleccionan de

grupos alquilo que tienen de 1 a 6 atomos de carbono, grupos alcoxi que
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tenen de 1 a 6 &tomos de carbono, &tomos de halégeno, grupos hidrox,
grupos nitro y grupos carboxi

2 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacién 1, caractenzado ademas porque
las unidades estructurales representadas por la fébrmula (1), y las unidades
estructurales representadas por la formula (ll), estdn dispuestas en una
secuencia altema de cabeza a cabeza, una secuencia altema de cabeza a
cola, o una secuencia mixta alterna de cabeza a cabeza y cabeza a cola

3 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacién 1, caractenzado ademéas porque
las unidades estructurales representadas por la férmula (l), y las unidades
estructurales representadas por la férmula (ll), estin dispuestas en una
secuencia aleatona

4 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con cualquiera de las rewvindicaciones 1 a 3,
caractenzado ademas porque Alk es un grupo etileno o tnmetileno

5 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la remndicacion 4, caractenzado ademas porque
Alk es un grupo etileno

6 - El copolimero o una sal fafmacoldgicamente aceptable del
mismo de conformidad con cualquiera de las rewvindicaciones 1 a 5,
caractenzado ademas porque m es un entero de 3 a 50

7 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del



10

15

20

182

mismo de conformidad con la reivindicacidn 6, caractenzado ademas porque
m es un entero de 3 a 40

8 - El copolimero o una sal fammacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la revindicacidn 7, caractenzado ademas porque
m es un entero de 6 a 16 6 28 a 38

9 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la rewvindicacién 8, caractenzado ademas porque
mes unenterode 6 a 16

10 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con cualquiera de las rewvindicaciones 1 a 9,
caractenzado ademas porque R' es un 4tomo de hidrégeno o un grupo metilo

11 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacién 10, caractenzado ademas porque
R' es un &tomo de hidrégeno

12 - El copolimero o una sal faimacolégicaments aceptable del
mismo de conformidad con cualquiera de las rewvindicaciones 1 a 11,
caractenzado ademas porque R? es un 4tomo de hidrégeno o un grupo metilo

13 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacion 12, caractenzado ademas porque
R? es un grupo metio

14 - El copolimerc o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con cualquiera de las rewindicaciones 1 a 13,

caractenzado ademas porque R® es un grupo hidroxilo, un grupo alcoxi que
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tiene de 1 a 6 4tomos de carbono, © un grupo representado por la formula -
NR*R5, en donde R* y R® son iguales o diferentes, y cada uno representa un
atomo de hidrégeno o un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono

15 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacion 14, caracterizado ademas porque
R? es un grupo hdroxilo o un grupo alcoxi que tene de 1 a 6 atomos de
carbono

16 - E! copolimero 0 una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacién 15, caractenzado ademés porque
comprende por io menos una unidad estructural representada por la formula
(I1), en donde R® es un grupo alcoxi que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, y
opcionalmente por lo menos una unidad estructural representada por la
férmula (I!), en donde R® es un grupo hidroxilo, en donde la relacién entre las
unidades estructurales representadas por la formula (I1), en donde R?® es un
grupo hidroxi, y las unidades estructurales representadas por la férmula (ll),
en donde R® es un grupo alcoxi que tiene de 1 a 6 4tomos de carbono, esta en
la escalade46a0 10

17 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con las remndicaciones 15 6 16, caractenzado
ademas porque R? es un grupo alcox: que tiene de 1 a 8 &tomos de carbono

18 - El copolimero o una sal fafrmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17,

caractenzado ademéas porque dicho grupo alcoxi que tiene de 1 a 6 atomos de
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carbono, es un grupo etoxi

19 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la revindicacion 14, caractenzado ademéas porque
R® es un grupo hidroxilo o un grupo representado por la férmula -NR*R5, en
donde R* y R® son iguales o diferentes, y cada uno representa un 4atomo de
hidrégeno o un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 4tomos de carbono

20 - El copolimero o una sal famacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacion 19, caractenzado ademas porque
comprende por lo menos una unidad estructural representada por la formula
(I1), en donde R? es un grupo representado por la férmula -NR*R®, en donde
R* y R® son iguales o diferentes, y cada uno representa un atomo de
hidrdgeno o un grupo alquio que tiene de 1 a 6 &tomos de carbono, y
opcionalmente por lo menos una unidad estructural representada por la
férmula (1), en donde R? es un grupo hidroxilo, en donde la relacién entre las
unidades estructurales representadas por la fdrmula (ll) en donde R® es un
grupo hidroxi, y las unidades estructurales representadas por la formula (Il) en
donde R? es un grupo representado por la férmula —-NR*R®, est4 en la escala
de55a010

21 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacion 20, caractenzado ademas porque
la relacién entre las unidades estructurales representadas por la férmula (ll),
en donde R® es un grupo hidrox, y las unidades estructurales representadas

por la férmula (ll), en donde R® es un grupo representado por la formula —

269
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NR*R5, est4 en la escalade 46a 0 10

22 - El copolimero o una sal farmacoldgicamente aceptable del
mismo de conformidad con cualquiera de las revindicaciones 19 a 21,
caractenzado ademés porque R® es un grupo representado por la férmula —
NR*R®, en donde R* y R® son iguales o diferentes, y cada uno representa un
dtomo de hidrégeno o un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono

23 - El copolimero o una sal faimacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con cualquiera de las rewvindicaciones 19 a 22,
caractenzado ademas porgue el grupo representado por la formula -NR*R® es
un grupo amino, un grupo metilamino o un grupo dimetilamino

24 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacién 23, caractenzado ademas porque
el grupo representado por la férmula -NR*R® es un grupo amino

25 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacién 23, caractenzado ademas porque
el grupo representado por la férmula -NR*R® es un grupo dmetilamino

26 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacién 14, caractenzado ademas porque
R? es un grupo hidroxilo

27 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicaciébn 14, caractenzado ademés porque
R? es un grupo 1-amino-2-propanol

28 - El copolimero ¢ una sal farmacolégicamente aceptable del
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mismo de conforrmidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27,
caracterizado ademéds porque la relaci5n entre la unidad estructural
representada por la férmula (l), y la unidad estructural representada por la
formula (1), esta en la escalade 10 1 a 1 10,

29 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacién 28, caractenzado ademas porque
la relacidn entre la unidad estructural representada por la férmula (I}, y la
unidad estructural representada por la férmula (l1), esta en la escalade 31 a
18

30 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacion 28, caractenzado ademas porque
la relacién entre la unidad estructural representada por la formula (I), y la
unidad estructural representada por la formula (ll), est4 en la escalade 2 1 a
12612a16

31 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformkdad con la remindicacion 28, caractenzado ademas porque
la relacién entre la unidad estructural representada por la formula (I), y la
unidad estructural representada por la férmula (ll), es de 11, o esta en la
escalade12a14

32 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con cualquiera de las rewvindicaciones 1 a 31,
caractenzado ademas porque el grado de polimenzacidn promedio esta en la

escala de 5 a 200
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33 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicaciéon 32, caractenzado ademéas porque
el grado de polimenzacién promedio esté en la escala de 5 a 50

34 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la revindicacién 33, caractenzado ademas porque
el grado de polimenzacién promedio esté en la escalade 5 a 20

35 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacién 32, caractenzado ademas porque
ol grado de polimerizacién promedio esta en la escala de 20 a 30

36 - El copolimero o una sal farmacoldgicamente aceptable del
mismo de conformidad con la revindicacién 32, caractenzado ademés porque
el grado de polimenzacién promedio esta en la escala de 30 a 40

37 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 31,
caractenzado ademas porque el radio de Stokes del mismo es de 93 nm o
menos

38 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la remndicacién 37, caractenzado ademéas porque
el radio de Stokes del mismo es de 7 3 nm o0 menos

39 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacién 38, caractenzado ademdés porque
el radio de Stokes del mismo es de 6 2 nm o menos

40 - El copolimero o una sal fammacolégicamente aceptable del
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mismo de conformidad con la revindicacién 39, caractenzado ademéas porque
el radio de Stokes del mismo es de 4 7 nm o menos

41 - El copolimero o una sal farmacol6gicamente aceptable del
mismo de conformidad con la remndicacién 40, caractenzado ademas porque
el radio de Stokes del mismo es de 3 1 nm o menos

42 - E! copolimeroc o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la remvindicacion 37, caractenzado ademas porque
el radio de Stokes del mismo estd en la escalade 1 5 nma4 7 nm

43 - El copolimero o una sal farmacoldgicamente aceptable del
mismo de conformidad con la revindicacidon 37, caractenzado ademas porque
el radio de Stokes del mismo est4 en la escalade 31 nma 62 nm

44 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacién 1, caractenzado ademés porque
m es un entero de 3 a 100, Alk representa un grupo alquileno que tienede 1 a
6 atomos de carbono, R' y R? son iguales o diferentes, y cada uno representa
un &tomo de hidrégeno o un grupo alquilo que tene de 1 a 6 atomos de
carbono, y R® representa un grupo hidroxilo, un grupo alcoxi que tiene de 1 a
6 &tomos de carbono que puede ser sustituido opcionalments con un grupo
hidroxi, o un grupo representado por la férmula —NR*R®, en donde R* y R® son
iguales o diferentes entre sf, y cada uno representa un atomo de hidrégeno o
un grupo alquilo que tene de 1 a 6 Atomos de carbono que puede ser
susthtuido opcionalmente con un grupo hidroxi

45 - El copolimero o una sal farmacoldgicamente aceptable del
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mismo de conformidad con la revindicacién 1, caractenzado ademas porque
Alk representa un grupo etileno, R' representa un atomo de hidrdgeno, R?
representa un grupo metlo, y m R? la relacién de las unidades estructurales
de formulas (1) y (ll) (la relacién de la composicién) y, cuando sea relevante, la
relacién entre las unidades de fdrmula (l1), en donde R® representa un grupo
hidroxi, y las unidades de férmula (lI), en donde R? representa un grupo
diferente de hidroxi (la relacidn de hidrélisis), se seleccionan de los siguientes
(1) m es de 6 a 16, R® es un grupo hidroxi, la relacién de la composicién es de
1 1, y el grado de polimenzacién promedio es de 30 a 40, (1) m es de 28 a 38,
R? es un grupo hidroxi, la relacién de la composicién es de 1 1, y el grado de
polimenzacién promedio es de 10 a 15, (n) m es de 6 a 16, R® es un grupo
amino, la relacidon de la composicion es de 1 1, y el grado de polimenzacién
promedio es de 30 a 40, (iv) m es de 6 a 16, R® es un grupo dimetilamino, Ia
relacién de la composicién es de 1 1, y el grado de polimerizacién promedio
es de 30 a 40, (v) m es de 6 a 16, R® es un grupo 1-amino-2-propanol, la
relacibn de la composicién es de 1 1, y el grado de polimenzacién promedio
es de 30 a 40, (v) m es de 6 a 18, R? se selecciona de grupos etox e hidrox,
la relaci6n de la composicién es de 1 1, el grado de polimenzacién promedio
es de 30 a 40, y la relaci6n de hidréhsis es de 4 6, (vi) m es de 28 a 16, R® se
selecciona de grupos amino e hidroxi, la relacién de la composicién es de 1 1,
el grado de polimenzaciébn promedio es de 10 a 15, y la relacidn de hidrdlisis
es de 4 6, (vin) m es de 28 a 38, R® es un grupo dimetilamino, la relacién de la

composicion es de 1 1, y el grado de polimenzacién promedio es de 10 a 15,
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(x) m es de 6 a 16, R? se selecciona de grupos amino e hidroxi, la relacidn de
la composicién es de 1 1, el grado de polimenzacion promedio es de 30 a 40,
la relacién de hidrélisis es de 3 1 6 9, y el copolimero es una sal de sodio, (x)
m es de 6 a 16, R? se selecciona de grupos amino e hidrox, la relacion de la
composicidn es de 1 1, el grado de polimenzacién promedio es de 30 a 40, y
la relacién de hidrolisis es de 1 4 8 6, (xi) m es de 6 a 16, R? se selecciona de
grupos dimetilamino e hidroxi, la relacion de la composicion es de 1 1, el
grado de polimenzacién promedio es de 30 a 40, la relacidon de hidrélisis es de
2971, y el copolimero es una sal de sodio, (xi) m es de 6 a 16, R® es un
grupo amino, la relacibn de la composicidn es de 124, y el grado de
polimenzacién promedio es de 20 a 30, (xm) m es de 6 a 16, R® se selecciona
de grupos amino e hidroxi, la relacién de la composicién es de 1 2 4, el grado
de polimenzacién promedio es de 20 a 30, y la relacibn de hidrélisis es de
04986, (xv) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e hidroxi, la
relacion de la composicion es de 1 2 4, el grado de polimenzacion promedio
es de 20 a 30, y la relacién de hidrélisis es de 29 7 1, (xv) m es de 8 a 16, R®
se selecciona de grupos amino e hidroxi, la relacidn de la composicién es de
124, ol grado de polimenzacién promedio es de 20 a 30, y la relacién de
hidrélisis es de 099 1, (xvi) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos
amino e hidroxi, la relacibn de la composiciton es de 124, el grado de
polimenzacibn promedio es de 20 a 30, y la relacidon de hidrdlisis es de
0595, (xvi) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e hidrox, la

relacion de la composiciéon es de 1 2 4, el grado de polimenzacién promedio

rass
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es de 20 a 30, y la relacién de hidrélisis es de 1 38 7, (xvin) m es de 6 a 16,
R? se selecciona de grupos amino e hidroxi, la relacién de la composicion es
de 1 2 4, el grado de polimenzaci6n promedio es de 20 a 30, y la relacién de
hidrlisis es de 1981, (xix) m es de 6 a 16, R? se selecciona de grupos
amino e hidroxi, la relacidn de la composicidn as de 124, el grado de
polimenzacién promedic es de 20 a 30, y la relaciébn de hidrolisis es de
1090, (x) m es de 6 a 16, R? se selecciona de grupos amino e hidroxi, la
relacién de la composicidn es de 1 2 4, el grado de polimenzacibn promedio
es de 20 a 30, y la relacion de hidrélisis es de 0 8 9 2, bou) m es de 6 a 16, R®
se selecciona de grupos amino e hidroxi, Ia relacidn de la composicion es de
124, el grado de polimenzacién promedio es de 20 a 30, y la relacién de
hidrolisis es de 4 6 54, (o) m es de 6 a 16, R? se selecciona de grupos
amino e hidroxi, la relacion de la composicion es de 124, el grado de
polimenzacin promedio 8s de 20 a 30, y la relacién de hidréhisis es de
1288, (oa) m es de 6 a 16, R? se selecciona de grupos amino e hidroxi, la
relacion de la composicién es de 1 2 4, el grado de polimenzacin promedio
es de 20 a 30, y la relacién de hidrélisis es de 208 0, (xxiv) m es de 6 a 16,
R? se selecciona de grupos amino e hidroxi, la relacién de la composicion es
de 1 2 4, el grado de polimenzacién promedio es de 20 a 30, y la relacion de
hidrdlisis es de 1189, jocv) m es de 6 a 16, R se selecciona de grupos
amino e hidroxi, la relacibn de la composicion es de 124, el grado de
polimenzacién promedio es de 20 a 30, y la relacibn de hidrolisis es de

2476, (o) m es de 6 a 16, R? se selecciona de grupos amino e hidroxi, la
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relacion de la composicidn es de 1 2 4, el grado de polimenzacién promedio
es de 20 a 30, y la relacién de hidrdlisis es de 099 1, Jxxvi) m es de 6 a 16,
R? se selecciona de grupos amino e hidrox, la relacion de la composicion es
de 1 2 4, el grado de polimenzacién promedio es de 20 a 30, y la relacién de
hidrdlisis es de 1585, (oovin) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos
amino e hidroxi, la relacion de la composicion es de 124, el grado de
polimenzacién promedio es de 20 a 30, y la relacién de hidrélisis es de
0793, (oax) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e hidrox, la
relacién de la composicién es de 1 2 4, el grado de poiimenzacién promedio
es de 20 a 30, y la relacion de hidrdlisis es de 4 5 5 5, () m es de 6 a 16, R®
se selecciona de grupos amino e hidroxi, la relacidon de la composicién es de
124, el grado de polimenzacidn promedio es de 20 a 30, y la relacidon de
hidrolisis es de 14 886, (ooa) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos
amino e hidroxi, la relacion de la composicion es de 124, el grado de
polimenzacién promedio es de 20 a 30, y la relacion de hidrdlisis es de
0793, (oou) m es de 8 a 16, R® se selecciona de grupos amino e hidrox, la
relacion de la composicién es de 1 2 4, el grado de polimenzacién promedio
es de 20 a 30, y la relacién de hidrélisis es de 0 8 9 2, (ooan) m es de 6 a 16,
R? se selecciona de grupos amino e hidrox, la relacién de la composicin es
de 1 2 4, el grado de polimenzaciéon promedio es de 20 a 30, y la relacién de
hidrélisis es de 14 8 6, (ooav) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos
amino e hidroxi, la relacion de la composicién es de 124, el grado de

polimerizacién promedio es de 20 a 30, y la relacidn de hidrélisis es de

1A%
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079 3, foorv) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e hidroxi, la
relacion de la composicién es de 1 2 4, el grado de polimenzacién promedio
es de 20 a 30, y la relacién de hidrélisis es de 09 9 1, (oocv) m es de 6 a 16,
R® se selecciona de grupos amino e hidrox, la relacién de la composicion es
de 1 2 4, el grado de polimenzacién promedio es de 20 a 30, y la relacién de
hidrélisis es de 198 1, (oocvil) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos
amino e hidroxi, la relacion de la composicibn es de 13, el grado de
polmenzacidn promedio es de 20 a 30, y la relacibn de hidrolisis es de
3169, (ooxvin) m es de 6 a 16, R? se selecciona de grupos amino e hidrox,
la relacién de la composicién es da 1 1, la relacién de hidrélisis es de 1 4 8 6,
y ol radio de Stokes es de 93 nm o menos, (ooax) m es de 6 a 16, R? se
selecciona de grupos amino e hidroxi, la relacién de la composicién es de 1 1,
la relacién de hidrdlisis es de 1 4 8 6, y el radio de Stokes esta en la escala de
31a62nm, (x)mes de 6 a 16, R? se selecciona de grupos amino e hidroxi,
la relacion de la composicién es de 1 1, la relacidn de hidrélisis es de 1 4 8 B,
y el radio de Stokes esté en la escala de 15 a 4 7 nm, (xli) m es de 6 a 16, R®
se selecciona de grupos amino e hidroxi, la relacidn de la composicién es de
1 1, la relacién de hidrolisis es de 1 4 8 6, y el radio de Stokes esde 3 1 nmo
menos, (xii) m es de 6 a 16, R® se selecciona de grupos amino e hidrox, la
relacion de la composicién es de 1 1, la relacién de hidrolisis es de 14886, y
el radio de Stokes es de 78 nm o menos, (xin) m es de 6 a 16, R® se
selecciona de grupos amino e hidroxi, la relaciéon de la composicion esde 1 1,

la relacion de hidrolisis es de 14 8 6, y el radio de Stokes s de 62 nm o
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menos, y (xiv) m es de 8 a 16, R? se selecciona de grupos amino e hidroxi, Ia
relacidn de la composicién es de 1 1, la relacidn de hidrélisis es de 1488, y
el radio de Stokes es de 4 7 nm 0 menos

46 - Un copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo, que se obtiene sometiendo una o més porciones de anhidndo
carboxllico de férmula (lll) en un copolimero que contiene, como unidades
constituyentes, (a) una o0 mas unidades estructurales que pueden ser iguales

o diferentes entre sl, y que se representan mediante la formula (1) sigutente

R1
I
—CH,—C ()

CH,
O{AIK—O}RZ
m

en donde m es un entero de 3 a 100, Alk representa un grupo alquileno que

tiene de 1 a 6 4tomos de carbono, y R' y R? son iguales o diferentes, y cada
uno representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo que tiene de 1 a 6
atomos de carbono que puede ser sustituido opcionalmente con por lo menos
un sustituyente seleccionado del grupo que consiste de grupos hidrox,
atomos de haldgeno y grupos anlo que tienen de 6 a 14 4tomos de carbono

que pueden ser sustiuidos opcionalmente con 1 a § susttuyentes

271
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seleccionados de los sustituyentes A definidos mas adelante, y (b) dicha

unidad estructural comprendiendo una porcién de anhidndo carboxilico de

formula (111)
CH—CH—
o= C=0 (ID)
R® OH

a una o méas reacciones seleccionadas del grupo que consiste de (1) judrdlisis,
(n) amoniGlisis, (m) amindlisis y (iv) alcohdlisis, los sustituyentes A se
seleccionan de grupos alquilo que tienen de 1 a 6 atomos de carbono, grupos
alcoxi que tienen de 1 a 6 atomos de carbono, 4tomos de halégeno, grupos
hidrox, grupos nitro y grupos carboxi

47 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacion 46, caractenzado ademas porque
la unidad estructural representada por la férmula (l), y la unidad estructural
representada por la fdrmula (ll1) en el copolimero, estan dispuestas en una
secuencia altemna de cabeza a cabeza, una secuencia altema de cabeza a
cola, 0 una secuencia mixta alterna de cabeza a cabeza y cabeza a cola

48 - El copolimero ¢ una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacién 46, caractenzado ademas porque
la unidad estructural representada por la férmula (1), y la unidad estructural
representada por la formula (lil) en el copolimero, estin dispuestas en

secuencia aleatona
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49 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con las rewindicaciones 46 a 48, caractenzado
ademaés porque Alk es un grupo etileno o tnmetileno

50 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la rewvindicacion 49, caractenzado ademés porque
Alk es un grupo etileno

51 - El copolimero o una sal farmacologicamente aceptable del
mismo de conformidad con cualquera de las rewvindicaciones 46 a 50,
caractenzado ademés porque m es un entero de 3 a 50

52 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacién 51, caractenzado ademas porque
m es un entero de 3 a 40

53 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la revindicacion 52, caracterizado ademas porque
mes unenterode 6 a 16 6 28 a 38

54 - El copolimero 0 una sal fairmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacion 53, caractenzado ademas porque
m es un entero de 6 a 16

55 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 46 a 54,
caractenzado ademés porque R' es un atomo de hidrégeno o un grupo metilo

56 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del

mismo de conformidad con la reivindicacién 55, caractenzado ademas porque

231
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R! es un dtomo de hidrégeno

57 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con cualquiera de las rewvindicaciones 46 a 56,
caractenzado ademds porque R? es un atomo de hidrégeno o un grupo metilo

58 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacion 57, caractenzado ademas porque
R? es un grupo metilo

59 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 46 a 58,
caractenzado ademas porque la relacion entre la unidad estructural
representada por la fdrmula (1), y la unidad estructural que se obtiene
sometiendo una o méas unidades estructurales de fdrmula (lll) a una o més
reacciones seleccionadas del grupo que consiste de (1) hidrélisis, (n)
amoniélisis, () aminélisis y (iv) alcohdlisis, esta en la escalade 101 a1 10

60 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacién 59, caractenzado ademas porque
la relacidn entre la unidad estructural representada por la formula (1), y la
unidad estructural que se obtene sometiendo una o mas unidades
estructurales de férmula (lil) a una 0 méas reacciones seleccionadas del grupo
que consiste de (1) hidrdlisis, (1) amoniGhisis, (1) aminélisis y (iv) alcohdlisis,
estienlaescalade31a18

61 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del

mismo de conformidad con la rewvindicacién 58, caractenzado ademas porque

2%
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la relacion entre la umdad estructural representada por la férmula (1), y la
unidad estructural que se obtiene sometiendo una o mas unidades
estructurales de fdrmula (lli) a una 0 mas reacciones seleccionadas del grupo
que consiste de (1) hidrélisis, (1) amoniéhisis, (1) amindlisis y (iv) alcohdlisis,
estienlaescalade21a12612a16

62 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacion 59, caractenzado ademéas porque
la relaci6n entre la unidad estructural representada por la fdrmula (I), v la
umidad estructural que se obtiene sometiendo una o mas umdades
estructurales de férmula (lil) a una o méas reacciones seleccionadas del grupo
que consiste de (1) hidrdlisis, (1) amomidlisis, () aminélisis y (iv) alcohélisis es
de11,0estdenlaescalade12a14

63 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con cualquiera de las rewvindicaciones 46 a 62,
caractenzado ademés porque el grado de polimenzacién promedio esta en la
escala de 5 a 200

64 - El copolimero o una sal fammacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacidon 63, caractenzado ademas porque
el grado de polimenzacién promedio esta en la escala de 5 a 50

65 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacion 64, caractenzado ademas porque
ol grado de polimenzacién promedio esté en la escala de 5 a 20

66 - El copolimero o una sal farmacoldgicamente aceptable del
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mismo de conformidad con la rewvindicacion 63, caracterizado ademas porque
el grado de polimenzacion promedio esta en la escala de 20 a 30

67 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la remndicacién 63, caractenzado ademas porque
el grado de polimenzacién promedio esta en la escala de 30 a 40

68 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacién 46, caractenzado ademas porque
m es un entero de 3 a 100, Alk representa un grupo alquileno que tenede 1 a
6 atomos de carbono, y R' y R? son iguales o diferentes, y cada uno
representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo que tiene de 1 a 6
atomos de carbono

69 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con cualquiera de las revindicaciones 46 a 68,
caractenzado ademéas porque se obtiene sometendo una porcidn de anhldndo
carboxllico de férmula (I11) en el copollmero, a amoniélisis

70 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la remndicacion 69, caractenzado ademas porque
se obtiene llevando a cabo la amoniélisis con amoniaco acuoso

71 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con cualquiera de las revindicaciones 46 a 68,
caractenzado ademas porque se obtiene sometiendo una porcidn de anhidndo
carboxilico de formula (l11) en el copolimero, a aminblisis

72 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del

234
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mismo de conformidad con la reivindicacion 71, caractenzado ademas porque
se obtiene llevando a cabo la amindlisis usando una solucion de dimetilamina
acuosa

73 - El copolimero o una sal farmacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con cualquiera de las rewvindicaciones 46 a 68,
caractenzado ademas porque se obtiene sometiendo una porcién de anhidndo
carboxilico de férmula (lll) en el copolimero, a alcohélisis

74 - El copolimero o una sal faimacolégicamente aceptable del
mismo de conformidad con la reivindicacién 73, caractenzado ademas porque
se obtiene llevando a cabo la alcohdlisis usando etanol

75 - Una composicidn farmacéutica que comprende un diluyente
o vehiculo farmacéuticamente aceptable, y por lo menos un copolimero o una
sal farmacoldgicamente aceptable del mismo de la presente invencion, de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 74

76 - La composicion farmacéutica de conformidad con la
reivindicacion 75, caractenzada ademés porque dicha composicion
comprende ademés por lo menos una proteina o un analogo o vanante de la
misma

77 - La composicion farmacéutica de conformidad con la
revindicacion 76, caractenzada ademés porque la proteina o un analogo o
vanante de la misma es una proteina bésica

78 - La composicién farmacéutica de conformidad con la

reivindicacién 77, caractenzada ademés porque la protelna basica es un factor
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basico de crecimento de fibroblastos (bFGF), un factor de crecimiento
epidémico (EGF), un factor inhibidor de osteoclastogénesis (OCIF), un factor
de crecimiento denvado de plaquetas (PDGF), un factor neurotréfico denvado
de cerebro (BDNF), un factor de crecimiento nervioso (NGF), una hormona de
crecimiento humano (HGH), un factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), o
un factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), o un anélogo o una
vanante de los mismos

79 - La composicibn farmacéutica de conformidad con la
reivindicacion 77, caractenzada ademas porque la protelna basica es un factor
inhibidor de osteoclastogénesis (OCIF), o un andlogo o una vanante de la
misma

80- La composicibn farmacéutica de conformidad con la
reivindicacién 79, caractenzada ademéas porque dicho OCIF o un analogo o
vanante del mismo es OCIF de tipo natural o de tipo recombinante

81 - La composicion farmacéutica de conformidad con la
revindicacion 79, caractenzada ademas porque dicho OCIF o un analogo o
vanante del mismo es un monémero o un dimero

82 - La composicion farmacéutica de conformidad con la
reivindicaciéon 79, caractenzada ademés porque dicho OCIF es un mondmero
de OCIF de humano que tiene un peso molecular medido mediante SDS-
PAGE bajo condiciones no reductoras, de alrededor de 60,000, o un dimero
de OCIF de humano que tiene un peso molecular de aproximadamente

120,000 medido mediante SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras

1%
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83- La composicibn farmacéutica de conformidad con la
reivindicacidn 79, caractenzada ademés porque dicho OCIF comprende los
aminodcidos —21 a +380 de SEQ ID NO 1 del listado de secuencias

84 - La composicion fammacéutica de conformidad con la
reivindicacidn 79, caractenzada ademés porque dicho OCIF comprende los
aminoacidos +1 a +380 de SEQ ID NO 1 del listado de secuencias

85- Un modificador capaz de modificar una proteina o un
analogo o vanante de la misma, dicho modificador comprendiendo el
copolimero o una sal famacoldégicamente aceptable del mismo, de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 74

86 - El modificador capaz de modificar una proteina o un analogo
o vanante de la misma de conformidad con la reivindicacién 85, caractenzado
ademas porque la protelna es una proteina basica

87 - El modificador capaz de modificar una proteina o un analogo
o vanante de la misma de conformidad con la reivindicacion 86, caractenzado
ademés porque la proteina bésica es un factor basico de crecimiento de
fibroblastos (bFGF), un factor de crecimiento epxdérmico (EGF), un factor
inhibidor de osteoclastogénesis (OCIF), un factor de crecimiento denvado de
plaquetas (PDGF), un factor neurotréfico denvado de cerebro (BDNF), un
factor de crecimiento nervioso (NGF), una hormona de crecimiento humano
(HGH), un factor de crecimiento de hepatoctos (HGF), o un factor de
cracimiento endotelial vascular (VEGF), o un anélogo o una vanante de los

mismos
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88 - El modificador capaz de modificar una proteina o un analogo
o vanante de la misma de conformidad con la reivindicacién 86, caractenzado
ademés porque la proteina basica es un factor inhibidor de osteoclastogénesis
(OCIF), o un anélogo o una vanante de la misma

89 - El modificador capaz de modificar una proteina o un analogo
o vanante de la misma de conformidad con la reivindicacion 88, caractenzado
ademas porque dicho OCIF o un andlogo o vanante del mismo es OCIF de
tipo natural o de tipo recombinante

90 - El modificador capaz de modificar una protelna o un analogo
o vanante de la misma de conformidad con la reivindicacion 88, caractenzado
ademés porque dicho OCIF ¢ un andlogo o vanante del mismo es un
monémero o un dimero

91 - El modificador capaz de modificar una proteina o un analogo
o vanante de la misma de conformidad con la reivindicacion 88, caractenzado
ademéas porque dicho OCIF es un monémero de OCIF de humano que tiene
un peso molecular medido mediante SDS-PAGE bajo condiciones no
reductoras, de alrededor de 60,000, o un dimero de OCIF de humano que
tiene un peso molecular de aproximadamente 120,000 medido mediante SDS-
PAGE bajo condiciones no reductoras

92 - El modificador capaz de modificar una proteina o un analogo
o vanante de la misma de conformidad con la reivindicacién 88, caractenzado
ademas porque dicho OCIF comprende los aminoacidos —21 a +380 de SEQ

ID NO 1 del listado de secuencias
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93 - El modificador capaz de modificar una proteina o un anélogo
o vanante de la misma de conformidad con la reivindicacion 88, caractenzado
ademéas porque dicho OCIF comprende los aminoacidos +1 a +380 de SEQ
ID NO 1 del listado de secuencias

94 - Un complejo que comprende por lo menos una proteina o un
anélogo o vanante de la misma que se une a por lo menos el copolimero o
una sal farmacolégicamente aceptable del mismo, de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 74

95 - El complejo de conformidad con la revindicacion 94,
caractenzado ademds porque la protelna es una proteina basica

96 - El complejo de conformidad con la reiwvindicacion 95,
caractenzado ademéas porque la protelna basica es un factor basico de
crecimiento de fibroblastos (bFGF), un factor de crecmiento epidérmico
(EGF), un factor inhibidor de osteoclastogénesis (OCIF), un factor de
crecimiento denvado de plaquetas (PDGF), un factor neurotrdfico denvado de
cerebro (BDNF), un factor de crecimiento nervioso (NGF), una hormona de
crectimiento humano (HGH), un factor de crecimiento de hepatocritos (HGF), o
un factor de crecimiento endotehal vascular (VEGF), o un analogo o una
vanante de los mismos

97 - El complejo de conformidad con la remindicacidbn 95,
caractenzado ademas porque la proteina basica es un factor mhibidor de
osteoclastogénesis (OCIF), o un anélogo o una vanante de la misma

98 - El complejo de conformidad con la reivindicacion 97,
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caractenzado ademéas porque dicho OCIF o un anélogo o vanante del mismo
es OCIF de tipo natural o de tipo recombinante

99 - El complejo de conformidad con la rewvindicacién 97,
caractenzado ademas porque dicho OCIF o un analogo o vanante del mismo
es un monémero o un dimero

100- El complejo de conformidad con la rewvindicacién 97,
caractenzado ademés porque dicho OCIF es un monémero de OCIF de
humano que tiene un peso molecular medido mediante SDS-PAGE bajo
condiciones no reductoras, de airededor de 60,000, o un dimero de OCIF de
humano que tiene un peso molecular de aproximadamente 120,000 medido
mediante SDS-PAGE bajo condictones no reductoras

101 - El complejo de conformidad con la rewvindicacidn 97,
caractenzado ademas porque dicho OCIF comprende los aminoacidos —21 a
+380 de SEQ ID NO 1 del listado de secuencias

102 - El complejo de conformidad con la rewvindicacién 87,
caractenzado ademas porque dicho OCIF comprende los aminoacidos +1 a
+380 de SEQ ID NO 1 del listado de secuencias

103- Una composicidn farmacéutica que comprende una
cantidad efectiva de un agente farmacol6égicamente activo junto con un
vehiculo o diluyente para el mismo, en donde dicho agente
farmacolégicamente activo estd en forma del complejo de conformidad con
cualquiera de las remindicaciones 94 a 102

104 - Un método para prolongar el tiempo que una protelna o un
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anéalogo o vanante de la misma es retenida en la comente sangulnea después
de administracién a un paciente, combinando dicha protelna o un anélogo o
vanante de la misma con por lo menos el copollmero o una sal
farmacolégicamente aceptable del mismo, de conformidad con cualquiera de
las revindicaciones 1 a 74

105 - El método de conformidad con la reivindicacion 104,
caractenzado ademéas porque la proteina es una proteina basica

106 - El método de conformidad con la reivindicacion 1085,
caracterizado ademas porque la protelna basica es un factor basico de
crecimiento de fibroblastos (bFGF), un factor de crecimiento epidérmico
(EGF), un factor inhibidor de osteoclastogénesis (OCIF), un factor de
crecimiento denvado de plaquetas (PDGF), un factor neurotréfico denvado de
cerebro (BDNF), un factor de crecimiento nervioso (NGF), una hormona de
crecimiento humano (HGH), un factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), o
un factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), o un analogo o una
vanante de los mismos

107 - El método de conformidad con la rewindicacién 105,
caractenzado ademas porque la proteina basica es un factor inhibidor de
osteoclastogénesis (OCIF), o un analogo o una vanante de la misma

108 - El método de conformidad con la revindicacién 107,
caractenzado ademas porque dicho OCIF o un analogo o varnante del mismo
es OCIF de tipo natural o de tipo recombinante

109 - El método de conformidad con la rewvindicaciéin 107,
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caractenzado ademés porque dicho OCIF o un anélogo o vanante del mismo
es un mondémero o un dimero

110- El método de conformidad con la remndicacién 107,
caractenzado ademas porque dicho OCIF es un mondémero de OCIF de
humano que tiene un peso molecular medido mediante SDS-PAGE bajo
condiciones no reductoras, de alrededor de 60,000, o un dimero de OCIF de
humano que tiene un peso molecular de aproxamadamente 120,000 medido
mediante SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras

111 - El método de conformidad con la rewvindicacion 107,
caractenzado ademas porque dicho OCIF comprende los aminoacidos —21 a
+380 de SEQ ID NO 1 del listado de secuencias

112 - El método de conformidad con la reivindicacion 107,
caractenzado ademas porque dicho OCIF comprende los aminoacidos +1 a

+380 de SEQ ID NO 1 del listado de secuencias

113 Métodos de tratamiento o profilaxis de una enfermedad en
pacientes susceptibles a protelna o analogo que comprende la administracion
de una canhdad efectiva de un complejo que comprende dicha proteina o un
andlogo el cual estA umido al menos un copolimero o una sal
fammacolégicamente aceptable de acuerdo a cualquera de las

reivindicaciones 1 a 74

114 Un método de acuerdo a la remvindicaciébn 113 donde la

z‘l’V
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protelna es una proteina basica

115 Un método de acuerdo a la remndicacién 114 donde la
proteina bésica es un factor de crecimiento de fibroblasto basico (bFGF), un
factor de crecmiento epidermal (EGF), un factor nhibtono de
osteoclastogenesis (OCIF), un factor de crecimiento denvado de plateleta
(PDGF), un factor neurotrdfico denvado del cerebro (BDNF), un factor de
crecimiento del nervio{NGF), una hormona de crecimiento humano (HGH), un
factor de crecimiento de hepatocito (HGF), o uin factor de crecimiento vascular

endotehal (VEGF) o un anélogo o una vanante de la misma

116 Un método de acuerdo a la revindicacidn 114, donde la
proteina bésica es un factor inhibitono de osteoclastogenesis (OCIF) o un

anéalogo o una vanante de la misma
117 Una composicibon famacéutica de acuerdo a la
revindicacion 116, en donde dicha OCIF o un analogo o vanante de la misma

es un tpo natural o recombinante de OCIF

118 Un método de acuerdo a la revindicacién 116, en donde

dicho OCIF o anélogo o vanante de la misma es un monémero o un dimero

119 Un método de acuerdo a la reivindicacidn 116, en donde

A>
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dicho OCIF es un monémero de OCIF humano que tiene un peso molecular
de 60000 medido mediante SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras o un
dimero de OCIF humano que tiene un pesc molecular de 120000 medido

mediante SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras

120 Un método de acuerdo a la rewvindicacidon 116, en donde
dicha OCIF comprende los aminoacidos +21 a +380 de SEQ ID NO 1 del

listado de secuencias

121 Un método de acuerdo a la revindicacidon 116, en donde
dicha OCIF comprende los aminoacidos +1 a +380 de SEQ ID NO 1 del

listado de secuencias

122 Un método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones
116 a 121, en donde dicha enfermedad es una enfermedad metabdlica del

hueso

123 - El uso del complejo que comprende una proteina o un
analogo o vanante de la misma que se une a por lo menos un copollmero o
una sal farmacolégicamente aceptable del mismo, como el que se reclama en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 74, en la fabncacién de un medicamento
para el tratamiento o profilaxis de una enfermedad susceptible a dicha

protelna o un analogo o vanante de la misma

Rl
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124 - El uso como se reclama en la remndicacién 122, en donde
la protelna es una proteina bésica

125 - El uso como se reclama en la reivindicacién 123, en donde
la protelna basica es un factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF),
un factor de crecmento epidémico (EGF), un factor inhibidor de
osteoclastogénesis (OCIF), un factor de crecimiento denvado de plaquetas
(PDGF), un factor neurotréfico denvado de cerebro (BDNF), un factor de
crecimiento nervioso (NGF), una hormona de crecimiento humano (HGH), un
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), o un factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), o un analogo o una vanante de los mismos

126 - El uso como se reclama en la reivindicaciéon 123, en donde
la proteina basica es un factor inhibidor de osteoclastogénesis (OCIF), o un
anélogo o una vanante de la misma

127 - El uso como se reclama en la revindicacién 126, en donde
dicho OCIF o un analogo o vanante del mismo es OCIF de tipo natural o de
tipo recombinante

128 - El uso como se reclama en la remvindicacién 126, en donde
dicho OCIF o un anéalogo o vanante del mismo es un monémero o un dimero

129 - El uso como se reclama en la reivindicacién 126, en donde
dicho OCIF es un monémero de OCIF 90de humano que tiene un peso
molecular medido mediante SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras, de
alrededor de 60,000, o un dimero de OCIF de humano que tiene un peso

molecular de aproximadamente 120,000 medido mediante SDS-PAGE bajo

205
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condiciones no reductoras

130 - El uso como se reclama en la rewvindicacién 116, en donde
dicho OCIF comprende los aminoacidos —21 a +380 de SEQ ID NO 1 del
lstado de secuencias

131 - El uso como se reclama en la revindicacion 116, en donde
dicho OCIF comprende los aminoédcidos +1 a +380 de SEQ ID NO 1 del
hstado de secuencias

132- El uso como se reclama en cualquiera de las
reivindicaciones 126 a 131, en donde dicha enfermedad es una enfermedad

metabdlica 6sea

COLO 01579-841-018-7
JDFWPCL15T91D-000156
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se provee un copolimero o una sal farmacolégicamente
aceptable del mismo que contiene, como unidades constituyentes, (a) una o

méas unidades estructurales de formula (1)

R1

|
—CH,—C—— ()
CH,

o(m—o)—R2
m

en donde m es un entero de 3 a 100, Alk representa un grupo alquileno, yR' y

R? son iguales o diferentes, y cada uno representa hidrégeno o alquilo

sustituido opcionalmente, y (b) una 0 més unidades estructurales de férmula

i

C CH
o= \C =0 1n
.
R OH

en donde R® representa hidroxilo, alcoxi sustituido opcionalmente, anloxi
sustituido opcionalmente, o un grupo representado por la fSrmula —NR*R?, en

donde R* y R® son iguales o dferentes entre sl, y cada uno representa

AT
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hidrégeno o alquilo sustituido opcionalments, se provee ademas una
composicidn farmacéutica que comprende dicho copolimero, un modificador
de protelnas que comprende dicho copolimero, un complejo de dicho
copolimero con una proteina, un método para prevenir o tratar enfermedades
usando dicho complejo, el uso de dicho complejo en la fabncacién de un
medicamento para prevenir o tratar enfermedades, y métodos para la sintesis

de dichos copolimeros y dichos complejos
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