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@ SOLICITUD DE :

Patente de Invencion .| Patente de Modelo de Utilidad
Capitulo I. o [ ] Ccapitulolt.

@ Nombre: WYETH
SOLICITANTE IDENTIFICACION
- . y . . . .
(71) Direccion:  Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940, Estados Unidos de
América EI ,:l
Nacionalidad o Domicilio:  Nueva Jersey, Estados Unidos de América c.C. NIT
Lugar de Constitucion: Delaware, Estados Unidos de América C.E. l:’ Otro D
Teléfono: Fax: ' Cual
E-Mail Numero
Nombre:  ALVARO GORREA ORDONEZ IDENTIFICACION
REPRESENTANTE | pireccion: Avenida 82 No.10-62 Piso 6 cc. nto [ ]
O APODERADO
e O we [
Teléfono: 634 1500 Fax: 3762211 Cual
. 79.143.366 de
E-Mail: office.bogota@bakernet.com Nimero Usaguén . P 20281
@ Nombre: GU, Jianxin; RUPPEN, Mark; ZHU, Tianmin y FAWZI, Mahdi
.r-j INVENTOR (ES) Direccion: 267 Voorhis Avenue, River Edge, NJ 07661, Estados Unidos de América; 6 Lea Court, Garnerville, NY 10923,
Estados Unides de América; 5 Whitman Place, Monroe, NY 10950, Estados Unidos de América y 1 Dukes
Court, Morristown, NJ 07960, Estados Unidos de América, respectivamente
(72) Nacionalidad o Domicilio:  Canadiense, Estadosunidense, Estadosunidense y Estadosunidense, respectivamente
(5) pcT (85)
Solicitud Internacional No. PCT/US2007/005646 Fecha 05-MAR-07
Publicacién Internacional No.  WO0/2007/103348 Fecha 13-SEP-07

@ Titulo (54) PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR CONJUGADOS DE POLIETILENGLICOL SOLUBLES EN AGUA DE INMUNOSUPRESORES
DE MACROLIDOS

@ Clasificacion Internacional (51) AG61K 47/48, AGIP 37/06

. Prioridad {33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud

us 07-MAR-06 60/779,93%
sl no[ ]

C?omprobante de pago No.

08-61889 Fecha 01-AGO-08




ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud
Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica

Poderes, si fuere el caso

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante

D Declaraciones

Copia de Ia solicitud internacionél. {Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud internacional al castellario. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

D Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen preliminar (IPEA)
D Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPVEA

D De ser el caso, copia del contrato de acceso

D De ser el caso, documento que acredite la licencia 0 autorizacidn de.uso de conocimientos tradicionales de las comunidades
indigenas
De ser el caso, certificado de deposito del material biologico \

|:| Arte final 12 x 12

D De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo titular o su
causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud
De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros: Varios solicitud internacional

(1) FIGURA CARATERISTICA

/

Instrucciones para la presentacién de los anexos, ver reverso de esta pagina

BOGLMS/BOGDMS-126553-Y1-.DOC - F2008/000371
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TRADUCCION OFICIAL No. 446/08 de un documento escrito en inglés, el cual
Para su identificacidn se sella con el sello del Traductor. Esta €s una Traduccidn
Oficial efectuada el dia 4 de agosto de 2008 por la Sra. Marfa Teresa Lara, c.c.
41.568.055 de Bogoty, Traductora Oficial segiin Resolucién No. 01016 del 2 de
octubre de 1998, expedida por el Ministerio de Justicia.
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Poder otorgade por WYETH para su representacidn en relacién con asuntos de

Propiedad industrial en Colombia, Certificacién notarial suscrita por Michelie L,

McGowan, Notario Publico del estado de Nueva Jersey, y legalizaciones

subsiguientes.

--;--___-_____--—___-___—_-____-__--____-_—_hﬁ-__-__m_-__--__—_--ﬁ-___-_.,__-_—-_-_-_—_-

EL PODER Y LA CERTIFICACION NOTARIAL NO SE TRADUCEN POR

ENCONTRARSE EN INGLES Y ESPANOL EN EL DOCUMENTO ORIGINAL.

Q ®

__u-_-__—_-__—__—___--__-_-___,-_-_-_-_----_----u-_-___—,___-_-___-_w-_-_---n_-_-_--—-_

(Fdo.) Michelle L. McGowan

\ARIA TERESA LARA B.
- TRADUCTORA 6B€R
DE MINJUSTIGIA

- RESOLUGION Rey 01810

{Sello] MICHELLE L. McGOWAN
Notario Publico, Estado de Nueva Jersey
No. 2108903
Habilitada en el Condado de Morris
La comisidn expira el 9 de febrero de 2011

.‘ _ (Sello notarial
en relieve)
APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. Pais: Estados Unidos de América
2.

Este documento pablico ha sido firmado por: Michelle L. McGon
3. actuando en calidad de: Notario Plblico de Nueva Jersed\ | Sm A

4, lleva el sello/timbre de: Michelle L, McGowan, Notario
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CERTIFICADO

5. en Trenton, Nueva Jersey

6. el dia 28 de julio de 2008

por R. David Rousseau, TESORERO DE NUEVA JERSEY
8. No. A334737

9, Sello/Timbre: 10. Firma

(Sello del Estado

(Fdo.) R. David Rousseau
de Nueva Jersey)

= o — e -

_—.._.._______..__—...._-_—_.____._._.—_..-—
_—_._.___-_______—...._—______..___..._..._._._._

La anterior es traduccién fiel y completa del documento en referencia, de la cual
se deja copia en este archivo para su confrontacién,

Lheenlon

Maria Teresa Lara R.

C.c. 41.568.055 de Bogotd
Traductora Oficial segin
Resolucidon No. 01016 del
2 de octubre de 1998, del
Ministerio de Justicia
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(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1%961)
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COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

Il

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
MICHELLE L MC GOWAN .

W

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

il

I

BEARS THE SEAL/STAMP OF:
MICHELLE L MC GOWAN, NOTARY

P %

A

CERTIFIED

HeL]

AT TRENTON, NEW JERSEY

b

0

THE 28TH DAY OF JULY 2008

|

b

BY: R. David Rousseau, NEW JERSEY TREASURER

A\

{

|

NO. A334737
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b
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SEAL/STAMP: t 10. SIGNATURE
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: -EAKE)%"&'M?KENziE _

POWER OF ATTORNEY

The undersigned.

WYETH
with offices at

Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
United States of America

declares that it hereby grants to

ALVARO CORREA-ORDONEZ and/or
] OLGA GEORGETTE OTERO and/or
; RICARDO METKE and/or
JUAN PABLO CONCHA

all members of the law firm Baker & McKenzie Colombia S.A.,
with domicile at Av. 82 No. 10 — 62, 6Th floor, of Bogoua D. C,,
Colombia, and for.so long as they remain members of the law
firm, ‘a full and sufficient Power of Attorney to obtain the
protection of my (our) industrial property for which purpose I
(we) authorize the said attorneys to represent me (us) before
administrative, and Jjudicial authorities or persons, in all matters
concerning the following: a) obtainment of patents, including
filing of assignments, change of name or address, and at my {our}
specific direction, voluntary cancellation, defending and filing of

' oppositions, cancellaticns, annulment and criminal actions, and in

general the civil, criminal, and administrative processes relating to
‘those rights.

"I hereby ratify all lawful actions previously taken on behalf of this

company by the aforementioned attorneys with respect to the
mentioned matters,

Done and subscribed in

On the aS w© day of ‘,}3 2008
|

: [
' 'Gale F, Mrifthews) \/
Assistant Secretar

Signature of the person issuing the Power

. Colombia

Baker & McKenzle Colombia 5.A.
Av. 82 No. 10 - 62 6th Floor
Bogota, Colombia

NIT: 860.068.840-3
Tel: +57 1 634 1500
Fax: +57 1 376 2211
www . bakernet.com

PQDER DE ABOGADO

La abajo firmada,

WYETH

con oficinas en

Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
Estados Unidos de América

declara por el presente que otorga a

ALVARO CORREA-ORDONEZ y/o

OLGA GEORGETTE OTERO vlo

RICARDO METKE y/a

JUAN PABLO CONCHA
todos miembros de la firma de abogados Baker & McKenzie
Colombia S.A., con domicilio en la Av. 82 No. 10 - 62 Piso 6
en Bopota D. C., Colombia, v hasta tanto ellos contimien siendo
miembros de la firma, poder amplio y suficiente para obtener la
proteccién de mi (nuestra) propiedad industrial a, cuyo efecto
autorize (amos) a los dichos apoderados para que me (nos)
representen  ante autoridades o personas del orden
administrativo y judicial, en todo lo concernientc a los
siguientes asuntos: a) Obtencién de patentes, incluyendo
presentacion de traspasos, cambic de nombre o direccion y bajo
mi (nuestra) expresa(s) instruccidn(es), cancelacion voluntaria,
defensa y presentacion de oposiciones, cancelaciones, nnlidades,
y en general procesos civiles, penales, administrativos
relacionados con estos derechos.

Igualmente, ratifico todo lo actuado en derecho hasta el
momento en nombre de esta compaiiia por cualquiera de los
mencionados apoderados en los casas mencionados.

Dado y firmado en

Alos 25 dias del mes de

de 2008

Julio

Gale F, Matthews
Subsecretario

Firma de la persona que firma el Poder
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day of July

- BawER & MYKENzIE
NOTARIAL CERTIFICATION
On this c;O N

2008 ., , -the undersigned Notary

CERTIFIES

That  Gale F. Matthews

-set his hand on the foregoing document,

That the grantor is to me personally known and that he/she has
legal capacity to execute the instrument.

That the grantor has executed the foregoing document as

Assistant Secretary

‘of the Jjudicial person  WYETH

That the judicial person
having its home office in
Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
United States of America

WYETH

' is duly organized, has present legal existence and that the
purposes for which the power of attorney is granted are within
the scope of its corporate purposes.

.r"-T.hat the grantor has in fact the referred to authority and that
-, hisfher representation is legal.

That 1 have based certifications 3, 4 and 5 above on the
following authentic documents for such purpose exhibited to me
and which I mention specifically, piving their dates and their
origin or source:
Minutes of the Board of Directors Meeting held on May 24,
2008.

mmmmm_

Notary Public, State of New Jersey
. No. 2108903
Qualified in Morris County
Commission Expires Feb. 9, 2011

Alos 25

de 200

Actas de la reunién de 1a Junta Directiva
celebrada el 24 de mayo de 2008.

CERTIFICACION NOTARIAL
==l ALIUN NOTARIAL

diasdel mesde julio

, €l suscrito Notario

DA FE

Que Gale F, Matthews

suscribi6 de su pufio y letra el documento que antecede.

Que conozco al otorgante ¥ que éste tiene capacidad legal-
para el otorgamiento.

Que el otorgante ha suscrito el referido documento en su’;
caricter de o

Subsecretario

de la persona juridica WYETH
Que la persona juridica
con sede en
Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
Estados Unidos de América

WYETH

estd legalmente constituida, que tiene existencia legal
actual y que el acto para el cual ge otorga el poder-esta
comprendido entre los que constituyen su objeto social,

Que el otorgante tiene efectivamente la representacion que
ostenta y que ésta es legitima.

Que he basado las certificaciones 3, 4 vy 5 anteriores en los
siguientes  documentos auténticos que al efecto se me’
exhibieron y que menciono especificamente con expresion’
de sus fechas y de su origen o procedencia:

El Notario Publico
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‘TRADUCCION OFICIAL No. 490/08 de un documento escrito en inglés, el cual

para su identificacién se sella con el sello del Traductor. Esta es una
Traduccién Oficial efectuada el dia 19 de agosto de 2008 por la Sra. Maria
Teresa Lara, c.c. 41.568.055 de Bogotd, Traductora Oficial segun Resoluciéon

No. 01016 del 2 de octubre de 1998, expedida por el Ministerio de Justicia.

Cesibn a WYETH del invento titulado “PROCESO PARA PREPARAR
CONJUGADOS DE POLIETILENGLICOL SOLUBLES EN AGUA DE
INMUNOSUPRESORES MACROLIDOS”. Certificacién notarial suscrita por

Barbara A. Kiely, Notario Pdblico del estado de Nueva Jersey, vy legalizaciones
subsiguientes.

AM102114

DECLARACION JURAMENTADA

Yo, Michelle L. McGowan, -Ascciada para Registros Internacionales de
Wyeth, certifico por la presente que la copia adjunta ha sido comparada con la
Cesion original (para la U.S.S.N. 60/779,939, y cualquier equivalente legal de
la misma en un pais extranjero, para el invento titulado: “PROCESO PARA
PREPARAR CONJUGADOS DE POLIETILENGLICOL SOLUBLES EN AGUA DE
INMUNOSUPRESORES MACROLIDOS"), fechada el 20 de marzo de 2006 de
Mahdi Fawzi; fechada el 21 de _mario de 2006 de Mark Ruppen; fechada el 27
de marzo de 2006 de Jianxin Gu; y fechada el 31 de marzo de 2006 de

Tianmin Zhu a Wyeth y que la citada copia es fiel copia del original.

Dado a los 3 dias del mes de junio de 2008, en Madison, Nueva Jersey,

Estados Unidos de América.

WYETH

(Fdo.) Michelle L. McGowan

Michelle L. McGowan
Asociada para Registros Internacionales

PARA USO EN COLOMBIA
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RECONOCIMIENTO
Estado de Nueva Jersey )
)

Condado de Morris \)

\

A los 3 dias del mes de junio de 2008, ante mi personalmente
comparecié Michelle L, McGowan, Asociada para Registros Internacionales de
Wyeth, a quien conozco y de quien me consta que es la persona descrita en el

instrumento anterior y quien lo suscribié, y reconocié ante mi haber suscrito el

mismo.
(Fdo.) Barbara A. Kiely
Notario Publico
(Sello notarial
en relieve)
[Sello] Barbara A. Kiely ID. 33893

Notario Publico de Nueva Jersey
Mi comisién expira el 20 de junio de 2009

T T T e e e e e e e e e e A e = = = v = e = — — =

Expediente No: AM-102114L1
Patente

Cesion de Invento

En virtud del pago por la CESIONARIA al CEDENTE de contraprestacion

valida y valiosa, el recibo de la cual se reconoce por la presente, el CEDENTE:

(1) Nombre Completo del Inventor: JIANXIN GU
Residencia: 267 VOORHIS AVENUE, RIVER EDGE, NJ 07661
Ciudadania: CANADA

(2) Nombre Completo del Inventor: MARK RUPPEN
Residencia: 6 LEA COURT, GARNERVILLE, NY 10923
Ciudadania: E.U.A.

bag
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(3) Nombre Completo del Inventor: TIANMIN ZHU
Residencia: 5 WHITMAN PLACE, MONROE, NY 10950
Ciudadania: E.U.A.

(4) Nombre Completo del Inventor: MAHDI FAWZI
Residencia: 1 DUKES COURT, MORRISTOWN, NJ 07960
Ciudadania: E.U.A.

por la presente vende, cede y traspasa a la CESIONARIA:

Wyeth

Five Giralda Farms

Madison, NJ 07940
y a los sucesores, cesionarios y representantes legales de la CESIONARIA,
todo derecho, titulo e interés para los Estados Unidos Yy Sus posesiones

territoriales y en todos los paises extranjeros, incluidos todos los derechos a

reclamar prioridad, en y sobre el invento titulado:

PROCESO PARA PREPARAR CONJUGADOS DE POLIETILENGLICOL
SOLUBLES EN AGUA DE INMUNOSUPRESORES MACROLIDOS

e inventado por el CEDENTE y los siguientes inventores adicionales, en caso

de haberlos:

y el cual se encuentra en la Solicitud Provisional de los E.U. No. 60/779,939

presentada el: 7 de marzo de 2006

[X] Yo/nosotros, el CEDENTE que firma/firmamos a continuacion, por
la presente autorizo/autorizamos y solicito/solicitamos la insercion
anterior del nimero de solicitud y fecha de presentacién, una vez

que éstos se conozcan,

[marcar también si se estan cediendo solicitud(es) extranjera(s)]
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[X] vy cualquier equivalente legal de la misma en un pais extranjero,

incluyendo el derecho a reclamar prioridad, incluidas todas y cada una de las
mejoras alli divulgadas, y en y sobre todas las Patentes que hayan de
obtenerse para dicho invento en virtud de la solicitud anterior o cualquier
solicitud provisional, no provisional, de continuacién, divisional, de renovacion
0 sustituta de la misma posteriormente presentada, y respecto de Patentes,

cualquier reemisiéon o reexamen de las mismas.

El CEDENTE pacta por el presente que no se ha hecho ni se hara ni se
realizara ninguna cesion, venta, acuerdo o gravamen que pudiese entrar en

conflicto con esta cesidn.

El CEDENTE autoriza a la CESIONARIA a presentar solicitudes y recibir
Patentes para dicho invento en cualquiera de dichos paises en su propio

nombre, o en nombre del CEDENTE, a su eleccién.

El CEDENTE pacta y acuerda suscribir u obtener cualquier garantia
adicional necesaria del titulo sobre dicho invento y cualquier Patente que
pueda expedirse para el mismo y, en cualquier momento, a solicitud y por
cuehta de la CESIONARIA, entregar cualquier testimonio en cualquier
interferencia, litigio o proceso relacionado con el mismo y otorgar todos los
documentos que puedan ser necesarios o convenientes para perfeccicnar el
titulo sobre dicho invento o cualquier Patente que pueda otorgarse para el
mismo a la CESIONARIA, sus sucesores, cesionarios u otros representantes
legales y, en cualquier momento, a solicitud y por cuenta de la CESIONARIA,
suscribir cualquier continuacidn, continuacion en parte, solicitud divisional, de
renovacion o sustituta de la misma, y en cuanto a Patentes y reemisién o
reexamen de las mismas, o cualquier otra solicitud adicional de Patente para

dicho invento o cualquier parte del mismo, todas las cuales solicitudes y
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cualesquiera Patentes que se expidan sobre las mismas son por la presente
cedidas a la CESIONARIA, y hara todos los juramentos o declaraciones licitos,
y realizard todo los actos licitos requeridos para adquirir las mismas, sin otra
compensacion, pero por cuenta de la CESIONARIA, sus sucesores, cesionarios

u otros representantes legales.

El CEDENTE autoriza y solicita al Comisionado de Patentes expedir todas
y cada una de las Patentes de los Estados Unidos para dicho invento,

resultantes de cualquiera de las anteriores solicitudes a su CESIONARIA.

(Fdo.) Jianxin Gu 27 Marzo 2006
JIANXIN GU Fecha
RECONOCIMIENTO
Estado de Nueva York ¥
SS:
Condado de Rockland T

A los 27 dias del mes de marzo de 2006, comparecié personalmente ante mi
JIANXIN GU, a quien conozco como la misma persona descrita en el
instrumento anterior y quien lo otorgo, y reconocié haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propodsitos alli senalados.

(Fdo.) RoseAnn D. Jastrow
Notario Publico

(Fdo.) Mark Ruppen 21 Marzo 2006
MARK RUPPEN Fecha

RECONOCIMIENTO
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Estado de Nueva York }
SS:
Condado de Rockland ¥

A los 21 dias del mes de marzo de 20086, comparecié personalmente ante mi
MARK RUPPEN, a quien conozco como la misma persona descrita en el
instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propésitos alli sefialados.

(Fdo.) RoseAnn D. Jastrow
Notario Publico

[Sello] ROSEANN D. JASTROW
NO. 01JA6085818
HABILITADA EN EL CONDADO DE ROCKLAND
Mi COMISION EXPIRA 01-06-2007

(Fdo.) Tianmin Zhu 31 Marzo 2006
TIANMIN ZHU Fecha
RECONOCIMIENTO
Estado de Nueva York >
ss:
Condado de Rockland )

A los 31 dias del mes de marzo de 2006, comparecié personalmente ante mi
TIANMIN ZHU, a quien conozco como la misma persona descrita en el

instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) Janice A. White
Notario Publico

[Sello] JANICE A. WHITE
NOTARIO PUBLICO - ESTADO DE NUEVA YORK
NO. 01-WH6052604
HABILITADA EN EL CONDADO DE ROCKLAND
MI COMISION EXPIRA 12-26-2006
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(Fdo.) Mahdi Fawzi 20 Marzo 2006
MAHDI FAWZI Fecha
RECONQCIMIENTO
Estado de Nueva York T
SS:
Condado de Rockland 3

A los 20 dias del mes de marzo de 2006, comparecié personalmente ante mi
MAHDI FAWZI, a quien conozco como la misma persona descrita en el
instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) Janice A. White
Notario Publico

[Sello] JANICE A WHITE
NOTARIO PUBLICO - ESTADO DE NUEVA YORK
NO. 01-WH6052604
HABILITADA EN EL. CONDADO DE ROCKLAND
M COMISION EXPIRA 12-26-2006

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América

2, Este documento publico ha sido firmado por: Barbara A. Kiely

3. actuando en calidad de:  Notario PUblico de Nueva Jersey

4, lleva el sello/timbre de: Barbara A. Kiely, Notario
CERTIFICADO

5. en Trenton, Nueva Jersey

6. el dia 4 de junio de 2008
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DE MINJUSTIOA

“AARIA TERESA LARA R.
TRADUCTORA eF&

RESOLUGION Mas &1

Traduccidn Oficial No. 490/08 - Pagina 8 -

por R. David Rousseau, TESORERO DE NUEVA‘JERSEY
8. No. A329275

9, Sello/Timbre: 10. Firma

(Sello del Estado

(Fdo.) R. David Rousseau
de Nueva Jersey)

La anterior es traduccidn fiel y completa del documento en referencia, de la
cual se deja copia en este archivo para su confrontacién.

&wml,amp.

Maria Teresa Lara R.

€.c. 41.568.055 de Bogota
Traductora Oficial segun
Resolucién No. 01016 del
2 de octubre de 1998, del
Ministerio de Justicia
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== (CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

1. COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

2. THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
BARBARA A KIELY

3. ACTING IN THE CAPACITY QF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY
BARBARA A KIELY, NOTARY

CERTIFIED

5. AT TRENTON, NEW JERSEY
6. THE 4TH DAY OF JUNE 2008
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/= | 4- BEARS THE SEAL/STAMP OF:
=
==
C=
==
o=
==

—~—| 7. BY: R. David Rousseau, NEW JERSEY TREASURER

|
CG==| 8. NO. A329275

U

9. SEAL/STAMP: 10.. SIGNATURE
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AFFIDAVIT

I, Michelle L. McGowan, International Filing Associate of Wyeth, do hereby
certify that the attached copy has been compared with the original Assignment (for
U.8.S.N. 60/779,939, and any legal equivalent thereof in a foreign country, for the
invention  entitled: “PROCESS FOR PREPARING WATER-SOLUBLE
POLYETHYLENE GLYCOL CONJUGATES OF ( MACROLIDE
IMMUNOSUPPRESSANTS”) dated March 20, 2006 from Mahdi Fawzi; dated March
21, 2006 from Mark Ruppen; dated March 27, 2006 from Jianxin Gu; and dated March
31, 2006 from Tianmin Zhu to Wyeth and that the said copy is a true copy of the original.

Dated this 3rd day of June, 2008 at Madison, New Jersey, United States of
America.

WYETH

M chands L ™Mt Ga ol

Mlchelie L. McGowan
International Filing Associate

TO BE USED IN COLOMBIA
ACKNOWLEDGMENT
oy
State of New Jersey )

)
County of Morris )

On this 3" day of June, 2008, before me personally appeared Michelle L.
McGowan, International Filing Associate of Wyeth, to me known and known to me to be

the individual described in and who executed the foregoing instrument, and she

Wz Wl

Notary Piiblic /

acknowledged to me that she executed the same.

Barbara A. Kiely ID. 33893
Notary Public of New Jersey
My Commission Expires June 20, 2009
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Docket No: AM-1021 141 1
Patent

Assignment of Invention

In consideration of the payment by ASSIGNEE to ASSIGNOR of good and valuable
consideration, the receipt of which is hereby acknowledged,
ASSIGNOR:

(1) Full Name of Inventor: JIANXIN GU
Residence: 267 VOORHIS AVENUE. RIVER EDGE, NJ 07661
Cilizenship: CANADA

(2)  Full Name of Inventor: MARK RUPPEN
Residence: 6 LEA COURT, GARNERVILLE, NY 10923
Citizenship: US

(3)  Full Name of inventor: TIANMIN ZHU
Residence: 5 WHITMAN PLACE, MONROE, NY 10950
Citizenship: US

(4)  Full Name of Inventor: MAHDI FAWZ)
Residence: 1 DUKES COURT, MORRISTOWN, NJ 07960
Citizenship: US

hereby sells, assigns and transfers to ASSIGNEE:

Wyeth

Five Giralda Farms

Madison, NJ 07940
and the successors, assigns and legal representatives of the ASSIGNEE the entire right, title
and interest for the United States and its territorial possessions and in all foreign countries.
including all rights to claim priority, in and to the invention entitled:

PROCESS FOR PREPARING WATER-SOLUBLE POLYETHYLENE GLYCOL
CONJUGATES OF MACROLIDE IMMUNOSUPPRESSANTS

and invented by ASSIGNOR and the following additional inventors. if any:

and which is found in U.S. Provisionai Application No. filed on: March 7, 2006
60/779,939

X lwe the ASSIGNOR signing below, hereby authorize and request inserlion
above of the application number and filing date, when they become known,

falso check if foreign application(s) is(are) aiso being assigned]
(=] and any legal equivalent thereof in a foreign country,

AssignmentNewApp-Lrovisional.dot - Rey 2/05 Page 1 of 4 Assignment of Invention
Provisional Application

]
.
e
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including the right to claim priority. including any and all improvements disclosed therein, and
inand to all Lefters Patent {0 be oblained for said invention by the above application or any
subsequently filed provisional, nonprovisional, continuation, divisional, renewal. or substiwie
thereof, and as 1o Letters Patent any reissue or re-examination thereof.

ASSIGNORS hereby covenants that no assignment, sale, agreement or encumbrance
has been or will be made or entered into which would conflict with this assignment.

ASSIGNORS authorizes ASSIGNEE to make applications for and to receive Lellers
patent for said invention in any of said countries in its own name. or in ASSIGNOR's name,
atits election.

ASSIGNORS covenants and agrees to execute or procure any further necessary
assurance of the title to said invention and any Letters Patent which may issue therefore and
to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE deliver any testimony in
any interference, litigation or proceeding reiated thereto and execute all papers that may be
necessary or desirable to perfect the title to said invention or any Letters Patent which may
be granted therefore in ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal representatives,
and that to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNER execute any
continuation, continuation-in-part, divisional, renewal or subslitute thereof, and as o Letlers
Patent and reissue or re-examination thereof, or any other additional applications of Lelters
Patent for said invention or any part thereof, all of which applications and any Lellers Palent
issuing thereon are hereby assigned to ASSIGNEE, and will make all rightful oaths or
declarations, and do all lawful acts requisite for procuring the same therein, without further
compensalion, but al the expense of ASSIGNEE, its successars, assigns or other legal
representatives,

ASSIGNORS authorizes and requests the Commissioner of Patents (o issue any and
all Letters Patent of the United States for said invention, resulting from any of the aforeszid
applications to its ASSIGNEE.

AssignmenthlueApp-Provisional dot - Ray 2/05 Page 2 of 4 Assignment of Invention
Provisional Application
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J!/\;NgﬁmGUM T "Date
ACKNOWLEDGMENT
L ,
State of BCCQ_) (:%éilfzb }
A ss.

/. 7) f‘\ ] )

County of \'j\j{;;(t&fy’_ﬁ }
P ),}, >

On the L / day of /7ldAL 2006, JIANXIN GU personally appeared before

me. known by me o be the same person described in and who executed the foregoing
instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free will and
for the purposes set forth.

Notary Rt ) -

-._.._.\_N._~..~-_.‘..,..,N_,~~—‘,,_-‘.'-......,.._-‘.‘..\_-\,._,.m,._‘~.\,~-.~__..~~...~..~-._~__,.»_....,.”-.-*-....-\._.......,.\N-\‘-‘,._ v

Y.k

Al Mar oG

“MARK RUPP. Date
ACKNOWLEDGMENT
State of ﬁ)&(ﬂ-)_ }
= 5:
County of Q }

o
On theoZ/ A day of ML/ 2006, MARK RUPPEN personally appearad
before me, known by me 1o be the same person described in and who executed the
foregoing instrument, and acknowledged that he/she execuled the same. of his/her own free
will and for the purposes set forth.

ROSEANN D, JASTROW
NO. MJA6085816
QUALIFIED IN ROCKLAND COUN

qus TY
MY COMMISSION EXPIRES 01-06-20%?’

r.._,.4-\_..-,-..—',\.—‘.ﬁ...-.-..-\...‘uﬁ.-‘_.‘.—.....-..-\,-\.x~~~~..~~~~-\,-~-....~-\,-\.._~~~~~.~.~~q.~..-\..‘.f...-,-\.-‘,-*....-.»...h-.)m..\._

AssignmeniNewApp-trovisionad dot - 1oy 205 Page 3 of 4 Assignment of Invention
Provisional Application
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o Thdaty S )
MAHDI FAWZI Date

7] e
- 22022
~ Docket No: AM-10211411
Patent

. "'LM. ..
TIANMIN ZHU Date
ACKNOWLEDGMENT
State of :“24“/ ﬁ{fg,v(;/' )
. $S:
County of  “Adeddm(
7 f . 7 / .
Onthe &/ dayof “/Kaced 2006, TIANMIN ZHU personally appeared before

me, known by me to be the same person described in and who executed the foregoing
instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of histher own free will and
for the purposes set forth,

JANICE A& WHITE
NOTARY PUBLIC - STATE OF NEW YORK

NO. - WHE052604 . : %
QUALIFIED it ROCKLAND COUNTY /C//m-c{ (/ ~7 L
MY COMMISSION EXPIRES 12-26-20_ 9% P Notary Public

.\_.\.._-....._....-..v—...-.—.—_-.,-..,..-..-..-\,-_-‘.—.,\.—_~~-—.-.-,~....-_-..._.m_.q.~»._,~,_~~._.~..,._~.~~,_...._~.._,‘,,\.,\_,\......_-\.k.h,‘.‘,,\..,,

ACKNOWLEDGMENT

State of ’“/;f 04/%“’_‘5{__}

88!

County of /(Z("“"L }

1 L
Onthe ¢ day of 41-“’“’@ 2006, MAHDI FAWZI personally appeared
before me, known by me to be the same person described in and who executed the
foregoing instrument. and acknowledged that he/she executed the same, of his’har own free
will and for the purposes set forth.

WOTARY FUBLO . STATR OF NEW YORK

"
4 o .
: LI Ve . 5
N o N . h s /. 1
\1D. COUNTY ; )‘/f}""““ (’7 *%q,

N
o

SIS . .

MY GO LT TAPIRES 12-26-2072 0 ‘ ' —
/ Notary Public

AssigniseniNewApp-Miavisionad dot - Roev 2404 Page 4 of 4 Assignment of Invention
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(54) Title: PROCESS FOR PREPARING WATER-SOLUBLE POLYETHYLENE GLYCOL CONJUGATES OF MACROLIDE
IMMUNOSUPPRESSANTS

ol (57) Abstract: Processes are described for preparing 42-pegylated rapamycins including reacting a rapamycin with an acylating
agent in the presence of a lipase to form an acylated rapamycin and reacting the acylated rapamycin with a methoxy poly(ethylene

=

glycol) derivative in the presence of a base. Also described are pro

using these steps.

cesses for preparing 32-pegylaled tacrolimus andfor ascomycin
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WHAT IS CLAIMED IS:
1. A process for preparing polyethylene glycol conjugates of

immunosuppressive macrolides, comprising:

(a) reacting an acylating agent with an immunosuppressive
macrolide having a shikimic acid derived cyclohexyl region in the presence of a
lipase to form an acylated macrolide;

(b) reacting the acylated macrolide with a methoxy
poly(ethylene glycol) derivative or thiol-tenninafed poly(ethylene glycol)

derivative in the presence of a base.

2. The process according to claim 1, wherein the immunosuppressive
macrolide is a rapamycin, said rapamycin being 'i:egiospeciﬁcally acylated at the

42-position.

3. The process according to claim 1 or 2, wherein the

immunosuppressive macrolide is of the structure:
R%0n,

wherein:
R' is selected from the group consisting of H, and alkyl, alkenyl, aryl, and
arylalkyl;
R’ is selected from the group consisting of H, hydroxyl, and -O-alkyl;
‘ R? is selected from the group consisting of H, alky, alkenyl, aryl,
arylalkyl, and -C(O)R*'; .
R?! is selected from the group consisting of H, alkyl, alkenyl, aryl, and
arylalkyl;

i

26
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* R*is selected from the group consistiﬁg of H, hydroxyl, and -O-alkyl;
R® is selected from the group consisting of H, hydroxyalkyl,
hydroxyatkenyl, hydroxyaryl, hydroxyaralkyl, and -C(O)R*'; and
R*! is selected from the group consisting of hydroxyalkyl, hydroxyalkenyl,
hydroxyaryl, and hydroxyaralkyl. ‘

4. The process according to claim 1 or 2, wherein the

immunosuppressive macrolide is 42-0-(2-hydroxy)ethyl rapamycin.

5. The process according to claim 1 or 2, wherein the

immunosuppressive macrolide is CCI-779.

6. The process according to claim 1, wherein the immunosuppressive
macrolide is selected from the group consisting of tacrolimus and ascomycin, said

tacrolimus and said ascomycin being regiospecifically acylated at the 32-position.

7. The process according to claim 1 or 6, wherein said

immunosuppressive macrolide is of the structure:

wherein:
R, R%, R® are independently H or alkyl;
R is ethyl or allyl.

8. A process for preparing a pegylated immunosuppressive macrolide

selected from the group consisting of formula I, formula II, formula HI, formula
1V, formula V, and formula VI:

27
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wherein:

[({1}]

vy

4 Vi)

n is an integer from 10 to 1000;
XisQorS;
wherein said process comprising:
(a) reacting the macrolide with an acylating agent in the presence of a

lipase to form an acylated macrolide, wherein said acylating agent is of the

structure:
g

{A)
wherein:
Rg is H or CHi;
Y is a leaving group; and
(b) reacting the acylated macrolide with a methoxy poly(ethylene
glycol) derivative ih the presence of a base, wherein said methoxy
poly(ethylenegiycol) derivative is of the structure:
HX-(CH,CH,O),-CH3.
wherein:
n is an integer from 10 to 1000; and
XisOorS.

28
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9. The process according to any of claims 1 to 8, wherein said lipase
is a microbial lipase from microorganisms comprising Aspergillus niger, Candida
antarctica, Candida rugosa, Mucor miehei, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas

Jluorescens, or Rhizopus delemar.

10. The process according to any of claims 1 to 9, wherein said lipase

is from Candida antarctica.

11. The process according to any of claims 1 to 10, wherein said lipase
is immobilized Candida antarctica type B (preferably immobilized on an acrylic

resin).

12. The process according to any of claims 1 to 9, wherein said lipase

is lipase PS from Pseudomonas cepacia.

13. The process according to any of claims 1 to 9 or 12, wherein said
lipase is immobilized lipase PS-C from Pseudomonas cepacia where the enzyme
is immobilized on diatomaceous earth or on a ceramic support, for example,
Amano [I™ lipase.or lipase PS-D Amano I™ lip.nasc.

14. The process according to any of claims 1 to 8, wherein step (2) is
performed in an organic solvent selected from the group consisting of toluene,
tert-butyl methyl ether, ethyl ether, tetrahydrofuran, acetonitrile, methylene

chloride, chloroform, hexane, dioxane and mixtures thereof.

15. The process according to any of claims 1 to 14, wherein step (a) is
performed at 20 to 70 °C.

16. The process according to any claims 1 to 15, wherein step (a)

further comprises using molecular sieves.

29
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17.  The process according to claim 16, wherein step (a) is performed at
40 °C in tert-butyl methyl ether, said acylating agent is vinyl bromoacetate, said
lipase is immobilized Candida antarctica lipase B. (preferably immobilized on an

acrylic resin), and said molecular sieves are 5A molecular sieves.
18. The process of any of claims 8 to 17, wherein Y is I, Br, or Cl.

19.  The process according to any of claims 1 to 18, wherein the

acylating agent is vinyl bromoacetate.

20. The process according to any of élaims 1 to 19, wherein said base

in step (b) is a tertiary amine.

21. The process according to claim 20, wherein said tertiary amine is

aliphatic or aromatic.

22, The process according to claim 20, wherein said tertiary amine is a

trialkylamine.

23.  The process according to any of claims 1 to 19, wherein said base
: 1

is diisopropylethylamine.

24, The process according to any of claims 8 to 23, wherein said
methoxy poly(ethylene glycol) derivative is a methoxy poly(ethylene glyeol) thiol

compound.

25. The process according to claim 24, wherein said methoxy

poly(ethylene glycbl) thiol has an average molecular weight of 400 to 30000.
26. The process according to claim 25, wherein said methoxy

poly(ethylene glycol) thiol has an average molecular weight of 5000.

30
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27. A process for preparing a pegylated rapamycin of the structure:

‘Oic Hz"8—(CH,CH,0),-CH,
- c -

wherein:

nis 105-115;
wherein said process comprises:

(a) reacting rapamyecin with vinyl bromoacetate in the presence of
immobilized Candida antarctica lipase B (preferably immobilized on an acrylic
resin) to form an acylated rapamycin; and

(b) reacﬁng the acylated rapamycin with methoxy iaoly(ethy]ene
gly;:ol) thiol having an average molecular weight of 5000 in the presence of
diisopropylethylamine.

28. A process for preparing a pégylated everolimus of the structure:

0\//\oicu¢-s-(cs-|,cr|,m,,-cm
R )y

'h.,l\'.l
CA3
Q. (8]
HO. ©

Q/

wherein, n is 105-115 and said process comprises:

(@) reacting everolimus with vinyl bromoacetate in the presence of
immobilized Candida antarctica lipase B (preferably immobilized on an acrylic
resin) to form an acylated everolimus; and B

®) reacting the acylated everolimus with methoxy poly(ethylene

glycol) thiol having an average molecular weight of 5000 in the presence of

diisopropylethylamine.

31
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29.  Aprocess for preparing a pegylated CCI-779 of the structure:

o)
j{OJLCH,-S—(CHchQO),.—CH,
O OH
-~

or

%oicm-s—(cmcmoh—cn,
° c>YCHz S—(CH,CH,0),-CH,

wherein, n is 105-115 and said process comprises:

(2) reacting CCI-779 with vinyl bromoacetate in the presence of
immobilized Candida antarctica lipase B (preferably immobilized on an acrylic
resin) to form an mono-acylated or bis-acylated CCI-779; and

(b) reacting the acylated CCI-779 with methoxy poly(ethylene glycol)
thiol having an average molecular weight of 5000 in th_e presence of

diisopropylethylamine.

30. A process for preparing a pegylated tacrolimus of the structure:

32
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CHz-S-" (CHchzo )n"CH3

: 0—
wherein, n is 105-115 and said process comprises:

(a) reacting tacrolimus with vinyl bromoacetate in the presence of
immobilized Candida antarctica lipase B (preferably immobilized on an acrylic
resin) to form an acylated tacrolimus; and '

(b) reacting the acylated tacrolimus with methoxy poly{ethylene
glycol) thiol having an average molecular weight of 5000 in the presence of
diisopropylethylamine. ’

31. A process for preparing a pegylated tacrolimus of the structure:

PN

0" CHy=8—(CH;CH;0)n-CHs

wherein, n is an integer from 105 to 115, and said process comprises:
(a) reacting tacrolimus with vinyl bromoacetate in the presence of
immobilized Candida antarctica lipase B (preferably immobilized on an acrylic

resin) to form an acylated tacrolimus; and

33
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(b) reacting the acylated tacrolimus with methoxy poly(ethylene
- glycol) thiol having an average molecular weight of 5000 in the presence of
diisopropylethylamine.

32, A product prepared by any of the processes of claims 1 to 31.

34
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES
PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(Articulo 18 y Reglas 43 y 44 de PCT)

Referencia del expediente del | PARA CONTINUAR ver formulario PCT/SA/220

solicitante o agente LA TRAMITACION asi como el Punto 5, si aplica
AM-102114PCT -
Solicitud internacional No. Fecha de presentacion internacional Fecha de prioridad (Primera)
PCT/US2007/005646 (dd/mm/aaaa) (dd/mm/aaaa)

05/03/2007 07/03/2006
Solicitante
WYETH

Este reporte de bdsqueda internacional, elaborado por esta Administracion que se encarga de la Busqueda
Internacional, se transmite al solicitante, conforme al Articulo 18. Se remite una copia del mismo a la Oficina
Internacional. :

Este Reporte de Blsqueda Internacional comprende un total de 4 hojas.

[X] También se adjunta una copia de cada uno de los documentos de la técnica anterior citados en este
reporte.

1. Base del reporte
a. Con respecto al idioma, la bisqueda internacional se realizé con base en
[X] la solicitud internacional en el idioma en el cual se presentd,

O una traduccién de la solicitud internacional en . que es el idioma de la traduccion
proporcionada para los fines de la blisqueda internacional (Reglas 12.3(a) y 23.1(b).
b. OCon respecto a cualquier secuencia de nucleétidos y/o aminoacidos descrita en la solicitud
internacional, ver el Recuadro No. |.
2. OCiertas reivindicaciones resultaron imposibles dfz.buscar (ver Recuadro 11).

3. OFalta unidad de invencidn (ver Recuadro ).

4. Con respecto al titulo :
[X] el texto es aprobado como fue presentado por el solicitante.

0 esta Administracion ha establecido que el texto se lea de la siguiente manera:

5. Con respecto al resumen,
[X] el texto es aprobado como fue presentado por el solicitante.

O esta Administracion ha establecido, de acuerdo con la Regla 38.2(b), que el texto aparezca como

en el Recuadro No. IV. El sclicitante puede, dentro de un periodo de un mes a partir de la fecha de
envio de este reporte de bisqueda internacional, presentar los comentarios a esta Administracién.

6. Con respecto a los dibujos,
a. La Figura de los dibujos que sera publicada con el resumen es la Figura No.
Cicomo lo sugirio el solicitante
Ocomo lo selecciond esta Administracion, debido a que el solicitante no sugirié una figura.
Ocomo lo selecciond esta Administracién, debido a que esta figura caracteriza mejor la
invencion.
b. O Ninguna de las figuras sera publicada con el resumen.

Formulario PCT/ISA/210 (primera hoja) (Abril 2005).
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/US2007/005646

A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD
INV. AG1K47 AB1P37/06
De acuerdo con la Clasificacién Internacicnal de Patentes (IPC) ¢ la clasificacién nacional e IPC

B. CAMPOQS COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacién seguido por simbelos de clasificacion)
AB1K  AB1P

Documentacion buscada ademas de ia documentacién minima, en la medida en que tales documentos estén incluidos en los
campos comprendidos por la busqueda

Base de datos electronica consultada durante la busqueda internacional (nombre de base de datos y, cuando aplique, términos de
busqueda utilizados)

EPO-Internal, WPI Data, EMBASE, BIQOSIS

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria ° Cita de documento, con indicacion de las partes relevantes, si procede Relevante para la
: reivindicacién No.

X US 5780 462 A (LEE HYUK-KOO [US] ET AL) 32
14 de julio de 1998 (1998-07-14)
Citado en la solicitud

Columna 8 lineas 43-65

X US 2002/055518 A1 (ZHU TIANMIN [US] ET AL) 32
9 de mayo de 2002 {2002-05-09)
Citado en la solicitud

Parrafos [0060], [0061]

A WO 2005/105812 A (WYETH CORP [US]); GU 1-32
JIANXIN [US], CAl PING [US]; RUPPEN MARK E
[US] 10 de noviembre de 2005 (2005-11-10)

Todo el documento

-

[X] Los documentos adicionales se indican en la continuacion [x] Ver anexo de familias de patentes.
del Recuadro C.

* Categorias especiales de documentos citados: “T" documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de
A" documento que define el estado genera! de la técnica no presentacion internacional o de prioridad que no pertenece al
considerado como particularmente relevante. estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir la
“E" solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la comprension del principic o teoria que constituye la base de fa
fecha de presentacion internacional o en fecha posterior. invencion.

‘L" documento que puede plantear dudas sobre una “X" documento particularmente relevante; la invencién
reivindicacion de prioridad o que se cita para determinar la fecha  reclamada no puede considerarse nueva o que implique una
de publicacion de otra cita o por una razén especial (como la actividad inventiva cuando el documento es aisladamente
indicada). considerado.

0" documento que se refiere a una divulgacion oral, aun uso, a  *Y” documento particularmente relevante; la invencién

una exposicién o a cualquier otro medio. reclamada no puede considerarse que implique una actividad

‘P" documento publicado antes de la fecha de presentacion inventiva cuando el documento se asocia a otre u otros
internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad documentos de la misma naturaleza, cuya combinacion resulta
reclamada. evidente para un experto en la técnica.

"&" documento gue forma parte de la misma familia de patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la busqueda | Fecha de envio del reporte de blsqueda internacional
internacional.

6 de marzo de 2008 13/03/2008
Nombre y direccidn postal de ISA/ Funcionario autorizado

Oficina Europea de Patentes, P.B. 5818 Patentlaan 2 .

NL — 2280 HV Rijswijk Bettio, Andrea

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx 31 651 epo n},
Fax: (+31-70) 340-3016 )

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Abril 2005) Pagina 1 de 2
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Solicitud Internacional No.
PCT/US2007/005646

C (Continuacién). DOCUMENTOS CONSIDRADOS COMO RELEVANTES
5 INV. AB1K47 AB1P37/06
De acuerdo con la Clasificacion Internacionat de Patentes ( (IPC) o la clasificacién nacional e IPC

Categoria* Citacién de documento, con indicacién, cuando sea apropiado, de pasajes relevantes | Relevante & clausula No.

A LOPEZ-PELEGRIN J. A.: "Soluble
Patymer-supperted Chemnenzmatic Synthesis
of the C21-C27 fragment of the .
10 Bryostatins".
. J. ORG. CHEM., ' .
vol, 65, no, 25 2009, pags a527-8531
XPO07904206. . o

todo el documento

1-32

i i,

A UYAMA HIROSHI £T AL: "Imobﬂized Tipase 1-32
15 showing high catalytic activity toward

anzymic ringwopenmq poclymerization of
macrolides”

CHEMISTRY E.E'fTERS CHEMICAL SOCIET\' OF
JAPAN. TOKYOD, JP,

vol. 2, 1996, pégs. 107-108, XPOOB0B9218.
20 ISSN; 03667022 _

todo &l documento
25
30

35

40

45 “Formularioc PCT/ISAZ10 (segunda hoja) (Abril 2005) Pagina 2 de 2



52

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Informacién scbre los miembros de la familia de patentes Solicitud Internacional No.
PCT/US2007/005646
Documento de la patente Fecha de publicacién Miembros de la familia de Fecha de publicacién
citado en el reporte de patentes
blusqueda
US 5780462 A 14-07-1998 us 5955457 A 21-09-1999
US 2002055518 A1 09-05-2002 NINGUNA
WO 2005105812 A 10-11-2005 AU 2005238432 A1 10-11-2005
BR PI0O509810 A 18-09-2007
CA 2562962 A1 10-11-2005
CN . 1942478 A 04-04-2007
EP . 1735321 A1 27-12-2006
JP 2007532655 T 15-11-2007

Formulario PCT/ISA/210 (anexo de la familia de patentes) (Abril 2005)
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES
De la

ADMINISTRACION ENCARGADA DE LA DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

5 Para: PCT

: OPINION ESCRITA DE LA ADMINISTRACION
ENCARGADA DE LA DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
ver formulario PCT/ISA/220 (PCT Regla 43bis1)

Fecha de expedicion
(dia/mes/ario) ver formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja)

10 Referencia del expediente del solicitante o | PARA CONTINUAR LA TRAMITACION

agente Ver méas adelante el parrafo 2
ver formulario PCT/ISA/220
Solicitud Internacional No. Fecha de presentacidon internacional | Fecha de prioridad
(dd/mm/aaaa) (dd/mm/aaaa}
PCT/US2007/005646 05.03.2007 07.03.2006
15 Clasificacién Internacional de Patentes (CIP) o clasificacién nacional y CIP
INV. A61K47/48 AG1P37/06
Solicitante
WYETH

1. La presente opinion contiene indicacicnes relativas a los puntos siguientes:

20

[x] Recuadro | Base de la opinién
[ 1 Recuadro || Prioridad

[X] Recuadro Il No formulacion de opinidn sobre la novedad, la actividad inventiva y la aplicacién
25 industrial

[ } Recuadro IV Falta de unidad de invencién

[X] Recuadro V Declaracion motivada segun la Regla 43bis.1(a)i) sobre |a novedad, |a actividad
inventiva y la aplicacion industrial; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracian

30

[ 1Recuadro VI Ciertos documentos citados
[ ] Recuadro VI Ciertos defectos en la solicitud internacional
[ ] Recuadro VIII Ciertas observaciones relativas a la solicitud internacional

35 2. CONTINUACION DE LA TRAMITACION v

Si se hace una peticion de examen preliminar internacional, esta opinién se considerara como una opinion
escrita de la Administracion encargada del Examen Preliminar Internacional ("|PEA") salvo en aquellos
casos en los que el solicitante elija una Administracidn distinta a ésta y, la IPEA elegida haya notificado a la
Oficina Internacional segun lo previsto en la Regla 66.1bis(b) que las opiniones escritas de esta
Administracién encargada de la Blsqueda Internacional no seran consideradas como tales.

40
Si esta opinitn es, como se indica mas arriba, considerada como una opinidn escrita de la IPEA, se invita
&l solicitante a que presente ante la IPEA una respuesta por escrito junto con modificaciones, en su caso,
antes de la expiracion del plazo de 3 meses a contar desde la fecha de envio del formulario PCT/ISA/220 o
antes de la expiracion del plazo de 22 meses a contar desde la fecha de prioridad, aplicandose el plazo
que expire mas tarde. '
45
Para otras opciones, consultar el formulario PCT/ISA/220.
3. Para mas detalles, ver las notas del formulario PCT/ISA/220.
Nombre y direccién postal de ISA: Fecha en que se ha concluido | Funcionario autorizado
50 European Patent Office-P.B. 5818 | efectivamente esta opinion
Patenta an2 Bettio, Andrea
NL-2280 HV Rijswijk — Paises Bajos Ver formulario No. de teléfono +31 70 340-9526
Tel. +31 70 340-2040 Tx: 31 651 epo ni PCT/SA/210 :
Fax. +31 70 340-3016

Formularic PCT/ISA/237 (primera pagina) (Abril 2005)
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OPINION ESCRITA DE LA ADMINISTRACION ENCARGADA DE Solicitud Internacional No.
LA BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2007/005646

Recuadro No. | Base de la opinién

5 1.

10

15

20

Con respecto al idioma, esta opinién ha sido formulada sobre la base de:
la solicitud internacional en el idioma en el cual se presenté

0 una traduccion de la solicitud internacional al, , el cual es el idioma de una
traduccién proporcionada a los fines de la busqueda internacional (de conformidad con las
Reglas 12.3 (a) y 23.1 (b)).

O Esta opinion se establecié tomando en-cuenta la rectificacién de un error obvio
autorizado por o netificado a esta autoridad bajo la regla 91 (regla 43bis.1(a))

Con respecto a cualquier secuencia de nucleétidos y/o aminoacidos descrita en la
solicitud internacional y necesaria para la invencion reclamada, esta opinién ‘ha sido
establecida sobre la base de:

a. tipo de material:
0 un listado de secuencias S
(J cuadro(s) relacionado(s) con el listado de secuencias
b. formato del material: |
0 en papel
0 en formato electronico
c. fecha de presentacién/entrega:
O contenido en la solicitud internacional tal como se presento.
U presentado junto con la solicitud internacional en formato electrénico.
U presentado posteriormente a esta Administracién para efectos de btisqueda.

0 Ademas, en caso de que se haya presentado o entregado mas de una version o copia de
un listado de secuencias y/o cuadro referente al mismo, se proporcionaron las declaraciones
requeridas de que la informacion en las copias subsiguientes o adicionales es idéntica a la de
la solicitud tal como se presenté o que no va mas alla de la solicitud tal como se presento
inicialmente, segun aplique.

Comentarios adicionales:

Formulario PCT/ISA/237 (Abril 2007)




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

55

OPINION ESCRITA DE LA ADMINISTRACION ENCARGADA DE LA BUSQUEDA
INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
PCT/US2007/005646

Recuadro lIl. No formulacién de opinion sobre la novedad, la actividad inventiva y la aplicacién
industrial

No se ha examinado la cuestion de saber si el objeto de [a invencién reivindicada parece ser nuevo, si
implica una actividad inventiva (no ser evidente), o si es susceptible de aplicacion industrial, por lo que
respecta:

O al conjunto de la solicitud internacional,
a las reivindicaciones Nos. 1-32 en parte

debido a que:

O la sclicitud internacional o las reivindicaciones Nos. en cuestion se refieren al objeto
siguiente, respecto del cual la Administracién no esta obligada a efectuar una bisqueda internacional
(precisar):

O la descripcion, las reivindicaciones o los dibujos {indiquense cuéles a continuacion) o las
reivindicaciones Nos. en cuestidn, no son claros, de manera que no es posible formular una opinién
significativa (precisar):

O las reivindicaciones, o las reivindicaciones Nos. en cuestion, no estan fundadas
adecuadamente en la descripcion, por lo que es imposible formular una opinién significativa (precisar):

no se ha emitido informe de bisqueda internacional para toda la solicitud o para dichas
reivindicaciones Nos. 1-32 en parte

g no fue posible formular una opinion significativa sin la lista de secuencias: e! solicitante no
aportd en el plazo previsto:

0 una lista de secuencias en papel de acuerdoe a la norma prevista en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas y dicha lista no estuvo a disposicién de ta Administraciéon encargada del
examen preliminar internacional en forma y manera aceptable para ella.

O una lista de secuencias en formato electrénico de acuerdo con la norma prevista en el Anexo
C de las Instrucciones Administrativas, y dicha lista no estuvo a disposicién de la Administracién
encargada del examen preliminar internacional en forma y manera aceptable para ella

O la tasa por presentacion tardia de una lista de secuencias en respuesta a un requerimiento
segun las Reglas 13ter.1.a) o b)

(] no se pudo formutar una opinidn significativa sin las tablas relativas a las listas de secuencias;
el solicitante no presentd en el plazo establecido dichas tablas en formato electrénico de acuerdo con los
requisitos técnicos establecidos en el Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas, y dichas tablas
no estuvieron a disposicion de la Administracion encargada de la bisqueda internacional en forma y
manera aceptable para ella.

] las tablas relativas a las listas de secuencias de nuclectidos y/o de amino4cidos, si se han
presentado Unicamente en farmato electronico, no cumplen con los requisitos técnicos previstos en el
Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas

O Ver Recuadro Suplementario para mas detalles.

Formulario PCT/ISA/237 (Abril 2007)
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OPINION ESCRITA DE LA ADMINISTRACION ENCARGADA DE LA BUSQUEDA
INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
PCT/US2007/005646

Recuadro No. V Declaracién motivada de conformidad con la Regla 43bis.1 (a)(i) con
respecto a la novedad, actividad inventiva o aplicacién industrial; citas y explicaciones
que fundamenten dicha declaracién

Declaracion

Novedad (N) \ Si: Clausulas 1
No: Clausulas 32

Actividad inventiva (1S) Si: Clausulas 1-31
No: Clausulas 32

Aplicacion industrial (1A) . Si: Clausulas 1-32

No: Clausulas

Citas y explicaciones

ver hoja separada
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OPINION ESCRITA DE LA ADMINISTRACION Solicitud internacional No.
ENCARGADA DE LA BUSQUEDA INTERNACIONAL
{HOJA SEPARADA) PCT/US2007/005646

Con respecto al Punto llI

No establecimiento de opinién respecto a la novedad, paso inventivo y
aplicabilidad industrial

La clausula 1 actual se relaciona con un nimero excesivamente grande
de compuestos posibles, a saber “macrélidos inmunosupresores que tienen
una region ciclohexilo derivada del 4cido shikimico”. El sustento y descripcion
en el sentido del articulo 6 y 5 PCT sélo se encuentra, empero en una
pequena proporcién dc_a los compuestos reivindicados, a saber everolimo de
rapamicina, temsirolimo, tacrolimo y ascomicina como se cita en la pagina 3
linea 30-pagina 31 linea 1 de la solicitud en cuestién. E| incumplimiento de las
disposiciones sustantivas es a tal grado que la bisqueda se llevé a cabo
tomando en cuenta el incumplimiento al determinar el grado de la busqueda
de la reivindicacion 1 (lineamientos PCT 9.-19 y 9.23).

La busqueda de la clausula 1-32 se restringié a aquellos compuestos
reclamados que parecen estar sustentados por la descripcion, a saber
everolimo de rapamicina, temsirolimo, tacrolimo y ascomicina como se cita en
la pagina 3 linea 30-pagina 31 linea 1 de la presente solicitud.

Respecto al Punto V

Declaracion razonable respecto a novedad, patentabilidad o aplicabilidad
industrial; citas y explicaciones que sustenten dicha declaracién

Se hace referencia a los siguientes documentos:
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D1: US-A- 5 780 462 (LEE HYUK-KOO [US] ET AL) 14 de julio 1998 (1998-
07-14) citado en la solicitud

D2: US 2002/055518 (ZHU TIANMIN [US] ET AL) 9 de mayo 2002 (2002-05-
09) citado en la solicitud

Novedad (art 33(2) PCT

La materia de la presente reivindicacion 32 no es novedosa en el sentido del
articulo 33(2) PCT por las siguientes razones:

D1 (columnas 8 lineas 43-65) y D2 (parrafos 60, 61) describen ésteres de
metoxipolietilenglicol de rapamicina en donde PEG esta unido en la posicién
42 de la estructura de macrdlido.

Aunque la sintesis de dichos compuestos de acuerdo con uno de los métodos
descritos en las reivindicaciones 1-31 no se divulga en dichos documentos,
pueden prepararse indiscutidémente mediante dichos métodos.

En consecuencia, el tema en cuestién de la clausula 32 actual no es novedosa
en el sentido del articulo 33(2) PCT sobre D1y D2.

Patentabilidad (art 33(3) PCT)

El tema en cuestién de la presente cldusula 32 que no es novedosa
tampoco es inventiva en el sentido del articulo 33(3) PCT.

El problema a resolverse mediante el tema en cuestibn de las
presentes clausulas 1-31 es la provision de procedimientos nuevos y
alternativos para la preparacion de inmunosupresores de un macroélido
derivados de polietilenglicol soluble en agua (pagina 23 lineas 19-20 de la

solicitud actual).

«n

L
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Como solucién la presente solicitud propone métodos de conformidad
con la clausula 1 actual en donde e! macrélido reacciona con un agente de
acilacién en presenc}a de una lipasa para formar un macroélido acetilado previo
a la reaccion del macroélido regioselectivamente acilado con un derivado de
polietilenglicol.

D1 y D2 (ver seccién de novedad), ambos de los cuales pueden
considerarse la técnica antecedente mas cercana, divulgan métodos para la
sintesis de derivados de macrélido pegilados en la posicion 42.

La diferencia entre los métodes descritos en D1 y D2 y el tema en
cuestion de las presentes reivindicaciones 1-31 es el hecho gue en la tecnica
antecedente, para obtener una pegilacion regioselectiva en la posicion 42, es
necesario proteger selectivamente el grupo OH en la posicion 31.

El tema en cuestion de las presentes clausulas 1-31 por ello es
inventivo en el sentido del articulo 33(3) PCT porque representa un método
sintético mas breve y sencillo que reduce el ndmero de pasos intermedios,
haciendo asi al proced'irhiento sintético mas eficiente en comparacién con Ia

técnica antecedente.
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PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR CONJUGADOS DE

POLIETILENGLICOL SOLUBLES EN AGUA DE INMUNOSUPRESORES DE
Ay oL UPLES EN AGUA DE INMUNOSUPRESORES DE

MACROLIDOS
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a ~procedimientos para preparar
conjugados de poli(etilenglicol) solubles en agua de los inmunosupresores de
macrolidos sirolimo (rapamicina), everolimo, temsirolimo (CCI-779), tacrolimo
(FK5086) y ascomicina (FK520).

La rapamicina (1), tacrolimo (FK506, 2) y ascomicina (FK520, 3)
son policétidos macrociclicos estructuralmenté similares y todos son potenfes
inmunosupresores que interactdan con los mismos receptores intracelulares,
pero tienen diferentes modos de accion, suprimiendo la activacion de células
T en diferentes etapas (Rosen et al., “Natural products as probes of cellular
function: studies of immunophilins” Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1992, 31, 384-
400). Estos macrolidos tienen actividad antimicrobiana y también son efectivos
en modelos animales de enfermedades autoinmunes que incluyen
encefalomielitis aléréica experimental, artritis,.fmodelos animales de diabetes,
el modelo de ratdn MRL/pr de SLE, enfermedades de la piel

hiperproliferativas, y uveoretinitis.
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1 rapamicina 2 Tacrolimo (FK508) R = CHyCH=CHj,
. 3 Ascomicina(FK520) R =CHyCHs

La rapamicina y tacrolimo han sido aprobados para prevenir el
rechazo de transplantes. Sin embargo, ambos compuestos comparten
problemas similares para formular las composiciones debido a su solubilidad
acuosa muy limitada. Por ejemplo, el tacrolimo tiene una solubilidad de 12
ng/mL en agua. Dicha baja solubilidad reqL;iere una formulacién mas bien
complicada.- Por ejemplo, se requieren 200 mg/mL de aceite de ricino

hidrogenado polioxi 60 (HCO-60) y 80% (v/v) de alcohol absoluto como el

intravenosas. La rapamicina tiene una solubilidad de aproximadamente 2.6

| Hg/mL en agua y una baja biodisponibilidad oral (Yatscoff et al., “Rapamycin;

distribution, pharmacokinetics, and therapeutic range investigations” Ther.
Drug Monit. 1995, 17, 666-671). Estas caracteristicas han limitado las
aplicaciones clinicas de la rapamicina ademas del tratamiento de baja

dosificacién tal como inmunosupresion, a pesar de gue también es un potente

auxiliar de solubilizacién para disolver 5 mg de tacrolimo para inyecciones -
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inhibidor de crecimiento tumoral con un ICsq tipico <50 nm contra diversos
tumores solidos.

El polietilenglicol (PEG) vy me;oxi polietilengliqol (mPEG) sor
polimeros neutros lineales o ramificados disponibles en una variedad de
pesos moleculares :con bajas polidispersidades (M,/M, < 1.05). Se ha
descubierto que estos polimeros no téxicos, solubles en agua/solvente
organico son Utiles .en aplicaciones biolégicas y farmacéuticas. Una de esas
aplicaciones es la unién de estos polimeros con los productos terapéuticos de
moléculas pequefias nada o escasamente solubles en agua para hacer
conjugados de PEG-farmaco solubles en agua, denominada PEGilacién. Se
ha informado que la pegilacion de moléculas organicas mejora la solubilidad
acuocsa de la molécula organica y confiere otras propiedades benéficas tales
como vida media en plasma mejorada, distribucion biolégica mejorada, y
toxicidad reducida (Greenwald et al., “Effecti_ve drug delivery by PEGylated
drug conjugates”, Advanced Drug Delivéry R:ev. 2003, 55, 217-250; Pasgt et
al, “Protein, peptide and non-peptide drug PEGylation for therapeutic
application”, Expert Opin. Ther. Patents 2004, 14, 859-894).

La acetilacién de rapamicina catalizada por lipasas se ha
discutide en la publicacién de solicitud de patente No. US-2005/0234234. Este
proceso enzimatico da derivados de 42-éster de rapamicina de manera
regioespecifica a partir de rapamicina con unpxcelente rendimiento bajo una
condicién moderada. Dicha publicacién de solicitud de patente de E.U.A. se

incorpora como referencia.
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La preparacién de conjugados de PEG de rapamicina o sus
derivados se ha descrito en las patentes de E.U.A. Nos. 5,955,457 5,780,462;
6,432,973 y 6,331,547. La preparacién de hidroxiéster de rapamicina CCI-779,
a partir del cual se elabor6 el CCI-779, se describe en la patente de E.U.A.
No. 5,362,718. Estas patentes de E.U.A. se ir¥corporan todas como referencia.
Estas patentes describen conjugados formados al unir quimicamente la
rapamicina o sus derivados con compuestos de metoxi polietilenglicol tales
como un derivado tiol (MPEGSH) a través de un enlace éster. Con esto se
requirid la extraccion de solvente y purificacién mediante cromatografia para
recuperar el conjugado de PEG deseado. Al hacer esto, se prepard 42-
yodoacetato de rapamicina en un rendimiento de 55% después de purificacién
mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

La preparacion del conjugado PEG-tacrolimo (FK-506) soluble en
agua se discute en la Publicacién de Patente Internacional No. WO 99/03860
utilizando un procedimiento similar. Una desventaja mayor de estos
procedimientos es Ia'baja selectividad de instglaci()n del eniace éster debido a
la presencia de mdltiples funcionalidades OH en la estructura basica de
rapamicina/tacrolimo. Ademas, el uso de bicarbonato de sodio acuoso como
una base durante Ig pegilacion genera varios productos secundarios, que
requieren multiples pasos de purificacion con un rendimiento de recuperacion
bajo o moderado.

La sintesis de everolimo se describe en la patente de E.U.A. No;

6,440,990 y la sintesis de PEG-everolimos () se describié en la patente de



E.UA. No. 6,331,547. Estas patentes de E.UA. se incorporan - como
referencia.

Lo que se necesita en la técnica son procedimientos alternos
para preparar conjugados de poli(etilengiicol) solubles de agua de

9 inmunosupresores de macrélidos.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un. aspecto, se proveen procedimientos para preparar
10  conjugados de polietilenglicol de ma-crélidos inmunosupresores.
En otro aspecto, se proveen procedimientos para preparar
conjugados de polietilenglicol de rapamicina, everolimo, temsirolimo, tacrolimo
y ascomicina. |
Otros aspectos y ventajas de la presente invencion se describen
15 adicionalmente en la siguiente descripcién detallada de las modalidadéé

preferidas de la misma.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

20 Se proveen procedimientos novedosos, eficientes para preparar
conjugados de polietilenglicol con una rapamicina que incluye rapamicina,
everolimo, temsirolimo; tacrolimo; o ascomicina en altos rendimientos. Los

procedimientos incluyen pasos simples de aislamiento, los cuales se centran
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en la instalacién de un enlace éster en estos macrélidos utilizado lipasas con
completa regioselectividad y excelente rendimiento del conjugado pegilado.
Como se utiliza en la presente, un polietilenglicol, abreviado

(PEG) es un polimero lineal que tiene grupos hidroxilo en cada terminal:
HO-(CH.CH,0),CH,CH,-OH

Esta formula puede ser representadé como HO-PEG-OH, en
donde se entiende que -PEG- representa la estructura basica del polimero sin

los grupos terminales:
-(CH2CH;0),CH2CH,-

Un polietilenglicol también puedé incluir polietilenglicoles alquilo-

terminados, mono-activados, tales como metoxi-PEG-OH (mMPEGOH):

CH30(CH,CH;0),CH,CH,-OH
en la cual una terminal es el grupo metoxi inerte, mientras que la otra terminal
es un grupo hidroxilo que esta listo para modificacidon quimica. En una

modalidad, los mPEG activados son metoxi-PEG-SH (mPEGSH):

CH3O(CH,CH;0),CH,CH,-SH
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En otra modalidad, un polietilenglicol también puede incluir
polietilenglicoles tiol-terminados, bis-activados, tales como HS-PEG-SH

(PEGSH):
HS-(CH2CH20).CH2CH,-SH

que tambien se contemplan para dichos propésitos.

Aunque los polietilenglilcoles varian sustancialmente en peso
molecular, normalmente se seleccionan polimeros que tienen pesos
moleculares que varian de aproximadamente 400 a aproximadamente 30,000.
En un ejemplo, se seleccionan polietilenglicoles de pesos moleculares de
aproximadamente 1000 a aproximadamente 30,000. En otro ejemplo, se
seleccionan polietilenglicoles de pesos moleculares de aproximadamente
2500 a 20,000. En un ejemplo adicional, sé seleccionan polietilenglicoles de
pesos moleculares de aproximadamente 5000 a aproximadamente 20,000. Un
experto en la técnica entendera facilmente que en estas formulas, n es un
entero, por lo general en ia escala de 10 a 1000.

Como se define en la presente, “una rapamicina” se refiere a
rapamicina y a compuestos que pueden estar quimica o biolégicamente
modificados como derivados del ncleo de rapamicina, manteniendo al mismo
tiempo actividades biolégicas. Por consiguiente, el término “una rapamicina”

incluye ésteres, éteres, carbonatos, carbamatos, oximas, hidrazonas, e
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hidroxilaminas de rapamicina, asi como rapamicinas en las cuales han sido
modificados grupos‘ funcionales en el ndcleo, por ejemplo a través de
reduccion u oxidacién. El término “una rapamicina” también incluye sales de
rapamicinas farmacéuticamente aceptables, las cuales son capaces de formar
dichas sales, ya sea en virtud de contener una porcion acida o basica.

En una modalidad, los ésteres y éteres de rapamicina son
ésteres y éteres del grupo hidroxilo en la posicion 31 del nucleo de
rapamicina, ésferes y éteres de un grupo hidroxilo en la posicién 27 (después
de reduccion quimica de la 27-cetona), éstere:s y éteres del grupo hidroxilo en
la posicion 42, particularmente hidroxialquil, hidroxialquenil, hidroxialquilaril
ésteres o eteres de grupo hidroxilo en la posicion 42 de la rapamicina. Las
oximas, hidrazonas e hidroxilaminas son de una cetona del nucleo de
rapamicina.

En otras modalidades, los 31-ésteres y éteres de rapamicina se
describen en las siguientes patentes: ésteres alquilicos (Patente de E.U.A. No.
4,316,885); eésteres aminoalquilicos (Patente de E.U.A. No. 4,650,803);
ésteres fluorados (Patente de E.U.A. No. 5,100,883); ésteres de amida
(Patente de E.U.A. No. 5,118,677); ésteres de carbamato (Patente de E.U A.
No. 5,118, 678; 5,441,967, 5434,260; 5,480,988; 5,480,989; y 5,489,680);
ésteres sililicos (Patente de E.U.A. No. 5,120,842); aminoésteres (Patente de
E.UA. No. 5,130,307); acetales (Patenté.' de E.UA. No. 5,51413);
aminodiésteres (Patente de E.U.A. No. 5,162,333); ésteres de sulfonato y

sulfato (Patente de E.UA. No. 5,177,203); esteres (Patente de E.U.A. No.
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5,221,670); alcoxiésteres (Patente de E.U.A. No. 5,233,036); O-aril, -alquil, -
alquenil, y -alquinil éteres (Patente dé E.UA. No. 5,258,389); ésteres de
carbonato (Patente de E.U.A. No. 5,260,300); carbamatos de arilcarbonilo y
alcoxicarbonilo (Patente de E.U.A. No. 5,262,423); carbamatos (Patente de
E.UA. No. 5302,584); hidroxiésteres (Patente de E.U.A. No. 5,362,718);
ésteres impedidos (Patente de E.U.A. No. 5,385,908); ésteres heterociclicos
(Patente de E.U.A. No. 5,385,909); ésteres gem-disustituidos (Patente de
E.U.A. No. 5,385910); ésteres amino alcanoicos (Patente de E.U.A. No.
5,389,639), ésteres de fosforilcarbamato (Patente de E.U.A. No. 5,391,730);
ésteres de amino carbamato (Patente de E.U.A. No. 5,463,048); ésteres de N-
oxido impedidos (Patente de E.U.A. No. 5,491,231); ésteres de biotina
(Patente de E.U.A. No. 5,504,091); y O-alquil éteres (Patente de E.U.A. No.
9,665,772). La preparacion de estos ésteres y éteres se describe en las
patentes arriba indicadas.

Incluso en otras modalidades, los 27-ésteres y éteres de
rapamicina se discuten en la patente de E.U.A. No. 5, 256,790. La preparacion
de estos ésteres y éteres se describe en las patentes arriba mencionadas.

Incluso en otras modalidades, los 42-hidroxialquil, 42-
hidroxialquenil, 42-hidroxialquilaril éteres de la rapamicina se describen en las
patentes de E.U.A. Nos. 6,440,990; 5,665,772; y 5,258,389. 42-hidroxialquil,
42-hidroxialquenil, 42-hidroxialquilaril ésteres de la rapamicina se describen
en la patente de E.U.A. No. 5,362,718. La preparacion de estos ésteres vy

eteres se describe en las patentes antes mencionadas.
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En una modalidad, el macrélid:é; inmunosupresor contiene una
region ciclohexilo derivada de &cido shikimico. En un ejemplo, el macrélido
inmunosupresor es una rapamicina, tacrolimo o ascomicina.

En otra modalidad, el macrolido inmunoéupresor es una

rapamicina y tiene la estructura:

en donde R' se selecciona de H, y alquilo, alquenilo, arilo, y arilalquilo; R? se
selecciona de H. hidroxilo y O-alquilo; R® es H, alquilo, alquenilo, arilo,
arilalquilo, y -C(O)R*; R* se selecciona de H, alquilo, alquenilo, arilo y
arilalquilo; R* se selecciona de H, hidroxilo, y O-alquilo; R® se selecciona de H,
hidroxialquilo, hidroxialquenilo, hidroxiarilo, hidroxiaralquilo, y -C(O)R®"; y R
se selecciona de hidroxialquilo, hidroxialquenilo, hidroxiarilo, e hidroxiaralquilo.

Ejemplch de “una rapamicina” .‘i.ncluyen, sin limite rapamicina
(patente de E.UA. No. 3,929,992), 32-desmeti|rapamicina, ‘
32—desmetoxirrapamicina, 41-desmetilrapamicina, 41-desmetoxirrapamicina
(Publicacion de Patente Internacional No. WQO-2004/007709), 7,32-bis-

desmetilrapamicina, prolina-rapamicina, 42-éster de rapamicina con acido 3-
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hidroxi-2-(hidroximetil)-2-metilpropiénico (CCI-779, patente de E.U.A. No.
9,362,718), y 42-O-(2-hidroxi)etil rapamicina (Everolimo, RADQO1, Patente de
E.U.A. No. 5,665,772).
Los procedimientos aqui descritos establecen la preparacion de
5 conjugados de pglietilenglicol de macrdlidos inmunosupresores. Los
procedimientos incluyen hacer reaccionar un agente de acilacién con un
macrolido inmunosupresér que tiene una region ciclohexilo derivada de acido
shikimico en presencia de una lipasa para formar un macrélido acilado. El
macrolido acilado posteriormente se hace réaccionar con un derivado de
10  metoxi poli(etilenglicol) en presencia de una base. En una modalidad, el
macrolido inmunosupresor es un compuesto de rapamicina.

En una modalidad, un conjugado de PEG-rapamicina tiene la

siguiente estructura:;

15 0] CHz-X—(CH2CH20),-CH3
”||I|||“R4
||1|I|| k‘
" ..,||I||

ullllll

OR3

HO

20

en donde R' se selecciona de H, y alquilo, alquenilo, arilo y arilalquilo; R? se

selecciona de H, hidroxialquilo, y O-alquilo; R® es H, alquilo, alquenilo, arilo,
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arilalquilo o -C(O)R*: R se selecciona de H, alquilo, alquenilo, arilo y
arilalquilo; R* se selecciona de H, hidroxilo y -O-alquilo; X se selecciona de
oxigeno (-O-), -O-alguilo-O-, -O—alquenilo_—O,‘} -O-arilo-O-, -O-arilaiquilo-O-, y
-OC(O)R;7; Ry se selecciona de -alquil-O-, alquenil-O-, -aril-O-, y -arilalquil-O-;
nesunentercde 10 a 1000;y Xes O o S. |

En una modalidad adicional, un conjugado de PEG—rapamicina

tiene la estructura (I): 0

B

07 CHz-X—(CH2CHz0),-CH
k,..mlo/

U

en donde n es un entero de 10a 1,000; y Xes O 0 S.
En otra modalidad, un conjugado de PEG-rapamicina tiene la

estructura (I1): : o

o
\/\O)J\CHz-X—(C HaCH20)n-CHa
il '”'”[O/
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en donde X y n se definen anteriormente.

Incluso en otra modalidad, un conjugado de PEG-rapamicina

tiene la estructura de (lll);

O .
j7COJ\CHz-X-(CHZCHZO>n-CHa
o OH
...r|||| "'””O/

I“"I-. .ullIIl
',|l|||

(ty
en donde X y n se definen anteriormente.

En otra modalidad, un conjugado de PEG-rapamicina tiene la

estructura (1V):

0 o} CHp-X —(CH2CH0),-CHs
O/U7C
8] CH2-X—{CH2CH20),,-CH1
il "'””O/ \(n)/

(V)
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en donde X y n se définen anteriormente.

Los procedimientos también son Utiles para preparar conjugados
de PEG con inmunofilinas diferentes a los compuestos de rapamicina. Las
inmunofilinas contienen una regién ciclohexilo derivada de acido shikimico
analoga a la funcionalidad 42-OH de los compuestos de rapamicina, que
incluyen sin limite, productos naturales relacio}lados con FK-506.

Como se utiliza en la presente, el término “productos naturales
relacionados con FK-5068" se refiere a compuestos que tienen la siguiente

estructura de nucleo:

en donde R’, R® y R® son independientemente H o alquilo y R es etilo o alilo.
En otro ejemplo, R7, R® y R® son Me; y R es CH,CH=CH,. En otro ejemplo, R’,
R®, y R® son Me; y R es CHoCH;

El término “alquilo” se utiliza en Ié presente para referirsé a
grupos hidrocarburo alifaticos saturados de cadena recta y ramificada que

tienen uno a diez atomos de carbono (por ejemplo, C4, Cy, Cs, Cs4, Cs, Cs, C7,



10

15

20

15

Cs, Co 0 Cyo), tal como uno a ocho atomos de carbono (por ejemplo, Cq, Cy,
Cs, C4, Cs, Cg, Co, 0 Cs), uno a seis atomos de carbono (por ejemplo, C4, Co,
Cs, C4, Cs, 0 Cg), 0 uno a cuatro atomos de carbono (por ejemplo, C4, C;, Cs, 0
C4). El término “alquenilo” se refiere a grupos alquilo de cadena recta y
ramificada con al menos un doble enlace carbono-carbono y dos a ocho
atomos de carbono (por ejemplo, C,, Cs, Ca, Cs, Cs, C7, 0 Cg), dos a seis
atomos de carbono (por ejemplo, C», Cs, C4, Cs, 0 Cg), 0 dos a cuatro atomos
de carbono (por ejemplo, Cy, Cs, 0 C4). El término “alquinilo” se refiere a
grupos alquilo de cadena recta y ramificada con al menos un triple enlace
carbono-carbono y dos a ocho atomos de carbono (por ejemplo, C;, Cs, Ca,
Cs, Cs, C7, 0 Cg), dos a seis atomos de carbono (por ejemplo, Cy, C3, Cs, Cs, 0
Cs), 0 dos a cuatro atomos de carbono (por ejemplo, Cz, Cs, 0 Cy).

El término “arilo” se utiliza en la presente para referirse a un
sistema aromatico carbociclico, el cual puedé ser un solo anillo, o multiples
anillos aromaticos fusionados o enlazados para que al menos una parte de los
anillos fusionados o enlazados forme el sistema aromatico conjugado. Los
grupos arilo incluyen, pero no se limitan a fenilo, naftilo, bifenilo, antrilo,
tetrahidronaftilo, fenantrilo, e indano.

El téermino “arilalquilo” se refiere a un grupo alquilo que esta
sustituido con un grupo arilo. El grupo alquilo se puede localizar en cualquier
punto en el grupo arilo siempre que la unién constituya un enlace quimico

estable.
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El término “aralquilo” como se utiliza en la presente se refiere a
un grupo alquilo que tiene un grupo arilo unido a cualquier atomo de carbono
en el gfupo alquilo.

Los términos “hidroxialquilo”, “hidroxialquenilo”, “hidroxiarilo” e

5 “hidroxiaralquilo” se refieren a grupos alquilo, alquenilo, arilo y aralquilo justo
como se describieron que tienen un grupo —OH unido a cualquier atomo de
carbono del grupo alquilo, alquenilo, arilo o aralquilo siempre que la unién
constituya un enlace quimico estable.

El término “halégeno” se refiere a Cl, Br, F o |.

10 En una modalidad, e} conjugado del producto natural relacionado

con FK506 es PEG-tacrolimo que tiene la estructura de formula (V):

CHz-X—(CH2CH20)y-CH3

15 o
...||1]”/\
20 V)

en donde nes unenterode 10 a 1000; y Xes 0O 0 S.
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En otra modalidad, el conjugado del producto natural relacionado

con FK506 es PEG-ascomicina que tiene la estructura de formula (VI):

CH2-X—(CH2CH20),-CH3

10

(Vv

en donde nes unenterode 10a 1000; y Xes O 0 S.
De esta manera, en una modalidad, se provee un procedimiento

para preparar un conjugado soluble en agua de férmula {. Ver esquema 1.
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ESQUEMA 1
J\/V
o)

OH
_..uuiO:IHRﬁt ..-OT’”R"
M, il
’ I"H"lagﬁ o RG .

OR3

o

HX/\/OV\O’]: base

B)

10 Q
. : N o)l\/x\/\o{'\/o}}

"‘“|H|R4

OR3

15

en donde R‘, R?, R3, R*se definen anteriormente.

En otra medalidad, se provee un procedimiento para preparar un
Q conjugado de PEG-rapamicina soluble en agua representado por la formula (1)

= 20 através de una secuencia de dos pasos como se delinea en el esquema 2.
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ESQUEMA 2

—

OH
»,,.ll“O:"IO/ m,nllU""o/
.| Re O .
)\ )K/Y
O
(A)
lipasa

o)J\/ x\/\o’E\/ o}h

.‘ulillo/

Ll 4

en donde X es S 0 R; Y es un grupo saliente tal como un halégeno; y Rs es H
o metilo.

Como se puede ver a partir de los esquemas 1y 2, el conjugado
de rapamicina esta en forma de un éster en donde el metoxi polietilenglicol
esta unido a rapamicina a través de un enlazador éster en la posicién 42. A
diferencia de los métodos en la técnica, la sintesis de este derivado de 42-

éster de rapamicina activado como se describe en la presente, se realiza a
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través de una acilacién de rapamicina catalizada por lipasas con un éster
activado (A) que tiené la siguiente formula gen.eraf:
e
O R6
(A)
en donde Rs es H o CHs; e Y es un grupo saliente.

Los ejemplos de grupos salientes incluyen, perc no se limitan a
haldgenos y sulfonatos tales como metansulfonato (mesilato, MsO) y p-
toluensulfonato (tosilato, TsO). En una modalidad, el grupo saliente es un
halégeno tal como |, Br, o Cl. En otra modalidad, el éster activado es un éster
vinilico de acido 2-haloacético (Rg=H). En una modalidad adicional, el éster
activado es un éster vinilico de acido bromoacético. Los expertos en la técnica
conocen otros ésteres activados de acido 2-haloacético tales como ésteres
isopropenilicos (Rg=CH3), ésteres de oxima, éster tricloroetilico o
trifluoroetilico y se contempian en la presente.

Es una ventaja de los procedimientos aqui descritos que la
conversion de ia rapamicina a la rapamicina acilada (VII) se pueda realizar en
un rendimiento casi cuantitativo. De manera aconéejable, fa rapamicina
acilada (VIl) se puede preparar en mas de 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de
rendimiento.

Se puede utilizar una variedad de lipasas. En una modalidad, la
lipasa es una lipasa microbiana, es decir, una lipasa con origen microbiano

que cataliza la hidrolisis y formacién de enlaces éster. Las lipasas microbianas
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incluyen, por ejemplo, Candida antarctica Candida rugosa, Mucor miehei,
Pseudomonas cepacia, Pseudomonas fluorescens, Rhizopus delemar, y
Aspergillus niger. Sin embargo, la lipasa seleccionada para uso en la presente
no necesita ser directamente aislada y purificada a partir de la fuente original,
sino que se puede preparar de manera sintética o recombinante, o a través de
otros medios adecuados. Una variedad de estas enzimas esta disponible de
algunas fuentes comerciales, ademas, estas preparaciones enzimaticas se
pueden utilizar como crudas, parcialmente purificadas, purificadas o
inmovilizadas de diferente origen microbiano o diferentes nombres
comerciales de divers;osr proveedores.

En una modalidad, se utiliza la lipasa de Candida antarctica, tipo
B. La lipasa de C. antarctica estad comercialmente disponible, por ejemplo,
bajo la designacion de producto Novo SP43™, Novozym 43™ (Novo Nordisk),

2TM

o Chirazyme L- (Roche Molecular Biochemicals and BioCatalytics). En otra

modalidad, se utiliza la lipasa de Pseudomonas cepacia. Pseudomonas
cepacia esta comercialmente disponible, por ejemplo, bajo la designacion de
producto Lipasa PS (Amano Enzymes, Inc). De manera aconsejable, la

enzima se utiliza como su forma inmovilizada. En una modalidad, la lipasa

M ™
I |

inmovilizada es lipasa PS-C "Amano” o lipasa PS-C “Amano” (Amano

Enzymes, Inc.). En otra modalidad, la lipasas inmovilizada es lipasa PS-D

“Amano” ITM

(Amano Enzymes, Inc.).
La lipasa se utiliza en una cantidad catalitica efectiva, es decir,

una cantidad la cual cataliza de manera efectiva la acilacion a una velocidad
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razonable. Los expertos en la técnica aprecian que la enzima se puede utilizar

en una cantidad de aproximadamente 20 a aprdximadamente 800% en peso

{con respecto a la cantidad de la rapamicina o FK506/FK520). En una

modalidad, la enzima se utiliza en una cantidad de aproximadamente 25 a

aproximadamente 500% en peso. En otra modalidad, la enzima se utiliza en

una cantidad de aproximadamente 50 a aproximadamente 250% en peso. En
una modalidad adicional, la enzima se utiliza en una cantidad de
aproximadamente 75 a aproximadamente 150% en peso.

La reaccién por lo general se lleva a cabo en un solvente

- organico. Los solventes adecuados incluyen, pero no se limitan a tolueno, fer-

butil metil éter (TBME) etil éter, tetrahidrofurano (THF), acetonitrilo (MeCN),
cloruro de metileno (CH.Cl), cloroformo (CHCl,), diisopropil éter (Pr,0),
hexano, dioxano, 0 mezclas que incluyen estos solventes. En una modalidad,
se utiliza TBME. Los expertos en la técnica apreciaran que el solvente se
utiliza en una cantidad que puede disolver de manera efectiva toda o parte de
la rapamicina de partida al inicio y permite éue la reaccidn proceda a una
velocidad razonable. Por ejemplo, uh solvente tal como TBME, se puede
utilizar en una cantidad de por lo menos 4 veces volumen en pesc (es decir,
un volumen que esté'en exceso de 4 veces (4X) la cantidad de rapamicina) a
aproximadamente 10 veces volumen en peso. En un ejemplo, se puede
utilizar un solvente en una cantidad de aproximadamente 5 a 8 veces volumen
en peso) es decir, un volumen que esta en exceso de 5 a 8 veces la cantidad

de rapamicina).
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TBME puede contener ag'ua residual (por ejemplo,
aproximadamente 0.05%) lo cual puede descomponer el compuesto de
rapamicina. Con el fin de reducir al minimo esta reaccién secundaria, se
mantiene una baja cantidad de humedad en el sistema de reaccién. En una
modalidad, se utilizalTBME anhidro con una E;')reparacic')n comercial estandar
del catalizador de iipasa. En otra modalidad, |&l: humedad se puede controlar al
ajustar la cantidad de agua presente en la solucién de lipasa al afadir un
agente de secado. Incluso en otra modalidad, se puede utilizar un tamiz
molecular para controlar la humedad. Debido a que un tamiz molecular
desacelerara la reaccion, se puede afadir mas enzima para compensar, o se
puede utilizar un tiempo de reaccién mas prolongado. En una modalidad, se
utiliza un tamiz molecular de 5 A. Sin embargo, se pueden utilizar facilmente
otros tamafios de tamices que incluyen, pero no se limitan a 4 Ay 3 A. Los
tamices moleculares adecuados estan disponibles de una variedad de fuentes
comerciales. Incluso en otra modalidad, se pueden utilizar agentes de secadé
tales como MgSQ,, Na;SO,, entre otros, para controlar el contenido de
humedad. ,-

La reaccién de acilacién se lleva a cabo a una temperatura
suficientemente baja para reducir la formacién de productos secundarios no
deseados, pero no tan baja como para requerir un tiempoc de reaccién
irrazonablemente prolongado. En una modalidad, la acilacién se lleva a cabo
entre aproximadamente 20 y aproximadamente 55°C. En otra modalidad, la

reaccién de acilacion se lleva a cabo entre aproximadamente 25 y 50°C. En
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una modalidad adicional, la reacciéon de acilacion se ileva a cabo entre
aproximadamente 35 y 45°C.

En una modalidad, la acilacion se lleva a cabo al combinar
rapamicina, bromoacetato de vinilo, y lipasa:PS-C “Amano” II™ (100% p/p
como rapamicina) en TBME anhidro. La mezcla se calienta bajo nitrégeno a
40°C durante aproximadamente 8 horas o hasta que el material de partida de
rapamicina desaparece segun lo monitoreado con cromatografia de capa
delgada (TLC) o HPLC. Después de retirar la enzima mediante filtracion, se
obtiene 42-bromoacetato de rapamicina en ren;dimiento casi cuantitativo.

Una vez que se introduce el enlazador éster, el siguiente paso
incluye la unién de la molécula de PEG a ese acetato de rapamicina activado
(VIl). La pegilacion se llevé a cabo al hacer reaccionar (VII) con un derivado
de metoxi polietileno que tiene la férmula general HX-(CH,CH,0),-CHs (B) en
donde X y n se definen anteriormente, en un solvente organico en presencia
de una base no nucle_c’:fi[a.

Como se utiliza en la presente, el termino “base no nucledéfila” se
refiere a un compuesto quimico que funciona como una base sin
nucleofilicidad. De manera aconsejable, la base no nucleéfila no reacciona
con los otros compuestos y reactivos de la pegilacion. Los expertos en la
técnica conocen una variedad de bases nq;.'nucleéfilas. Ver por ejemplo,
Richard C. Larock, in “Comprehensive Organic Transformation” 22 edicion,
1999. En una modalidad, la base no nucledfila es una amina terciaria. En un

ejemplo, la amina terciaria es una amina alifatica. En otro ejemplo, la amina
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terciaria es una amina aromatica. En un ejemplo adicional, la amina terciaria
es una trialquilamina tal como trietilamina o diisopropiletilamina.
Los solventes adecuados Utiles en la pegilacion incluyen, pero no

se limitan a THF, MeCN, CH,Cl,, CHCIs, dioxano, dimetilformamida (DMF) o

mezclas que incluyen estos solventes. En una modalidad, MeCN es el

solvente.

El conjugado de PEG-rapamicina se puede aislar utilizando
procedimientos conocidos para los expertos en la técnica que incluyen
precipitacién, extraccion, filtracion, entre otros.

De esta manera, en una modalidad, el 42-bromoacetato de
rapamicina y mPEG Tiol (PM ~5000) se trataron con diisopropiletilamina en
acetonitrilo durante un cierto periodo. Al hacer esto, se puede obtener el
cdnjugado deseado de PEG-rapamicina (I) en un rendimiento excelente
después de una simple precipitacion al afiadir isopropanol a la mezcla de
reaccion.

En btra modalidad, se provee un procedimiento para preparar un
conjugado de PEG-Everolimo (42-O-(2-hidroxi)etil rapamicina, RADO001)
soluble en agua representado por la férmula (Il) a través de una secuencia de
dos pasos como se délinea en el esquema 3. EI conjugado de PEG-everolimo
(ll} se puede preparar de una manera similar a la descrita para el conjugado
de PEG-rapamicina (l). En resumen, la reaccién se lleva a cabo a través del
intermediario (VIHlI) que esta disponible a través de una acilacién catalizada

por lipasas con un agente de acilacion de férmula (A). Posteriormente, el
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compuesto (VIII) se hace reaccionar con un derivado de metoxipolietileno de
férmula (B) en presencia de una base no nucleéfila en un solvente organico
antes descrito. En un ejemplo, la base no nucledfila es una trialquilamina. En
otro ejemplo, el solvente organico es acetonitrilo. A través de esto. se prepara
el compuesto Il en excelentes rendimientos y altas purezas sin necesidad de

purificacion adicionali.

ESQUEMA 3

0.
~""0H
Lt --'nllo/ 42

Vi)

everolimo

HX/\/OT‘/\O‘]: base

B

UON Oj]/\x’\'{o\/\o}:

o
I\Illlo/

(n
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En otra modalidad, se provee un procedimiento para preparar un
conjugado de PEG-CCI-779 representado por la formula (1I), (IV), o una
combinacién de las ﬁ1ismas a través de una sécuencia similar de dos pasos.
Ver, esquema 4. Uno o ambos de los grupos OH en la cadena lateral de éster
en la posicidn 42 de la molécula de CCI-779 pueden ser acilados con un
agente de acilacion de férmula (A) catalizado por una lipasa, como se
describe en el esquema 3. La relacién dell'.producto mono-acilado (IX) y
producto bis-acilado (X) se puede alterar a través de la modificacion de la
cantidad de lipasa, cantidad de éster vinilico (A), tiempo de reaccion, y
temperatura. Ademas, los compuestos de férmulas (IX) y (X) se pueden
separar respectivamente de la mezcla utilizando cromatografia. Los
compuestos (IX) y (X) pueden ser entonces utilizados por separado para
preparar los conjugados correspondientes de PEG-CCI-779 (lll) y (IV). De
manera alternativa, los compuestos (IX) y (X) pueden ser retenidos como una
mezcla, mezcla la cual se utiliza para preparar los correspondientes
conjugados de PEG-CCI-779 (lll) y (IV).

La preparacion de conjugados de PEG (lll) y (IV) se realizé al
hacer reaccionar los compuestos (IX) y (X) con un derivado de
metoxipolietileno de férmula (B) en presencia de una base no nucledfila antes
descrita en un solvente organico antes descrito. En un ejemplo, la base no
nucledfila es una trialquilamina. En otro ejemplo, el solvente organico es

acetonitrilo. Al hacer esto, se pueden preparar los conjugados (lll) y (IV) en
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excelentes rendimientos y con altas purezas, sin necesidad de un paso de

purificacion adicional, respectivamente.

ESQUEMA 4
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Incluso en otra modalidad, se provee un procedimiento para
preparar por separado conjugado de PEG-tacrolimo y de PEG-ascomicina
soluble en agua representado por la férmula (V) y (VI). Como se describe en
el esquema 5, el intermediario 32-esterificado respectivo (Xi) se puede
obtener al acilar tacrolimo (FK506) o ascolime (FK520) con un agente de
acilacion de formula (A) en presencia de una lipasa con excelente rendimiento

de una forma regioespecifica. El tratamiento posterior de (XI) con un derivado
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de metoxipolietileno de férmula (B) en presencia de una base no nuciedfila
antes descrita en un solvente organico antes descrito dio el conjugado de
PEG-tacrolimo de formula (V) o el conjugado de PEG-ascolimo de férmula
(VI), con un excelente rendimiento y alta pureza, respectivamente. En un
ejemplo, la base no nucledfila es una trialquilamina. En otro ejemplo, el

solvente organico es acetonitrilo.

ESQUEMA 5

(A)

lipasa

R = CHyCH=CH; (FK506}
R =CHCH3 (FK520)

R = CHaCH=CH;z {V)
R = CHaCH3 (VI)
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Las rutas descritas en la presente proveen varias ventajas
distintas con respecto a la metodologia sintética publicada eh las patentes de
E.U.A. Nos. 5,955,457, 6,331,547, 5780,462; y 6,432,973 y Publicacion de
Patente Internacional No. WO 99/03860. Estas ventajas incluyen facilidad de
procesamiento sin requerir pasos de purificacion adicionales y un rendimiento
general superior. Esto se realiza al utilizar lipasa como un catalizador para
introducir de manera regioespecifica el enlazédor éster. El rendimiento mayor
también se atribuye al uso de una base organica, tal como triaquilamina, en la
reaccion posterior del conjugado, en lugar de utilizar una base inorganica, tal
como bicarbonato de sodio, que descompone el material de partida y el
producto. Por ejemplo, la ruta sintética descrifa en la patente de E.U.A. No.
5,955,457 provee rapamicina 42-pegilada en menos de 50% de rendimiento
despﬁés de dos purificaciones mediante HPLC, mientras que el procedimiento
descrito en la presente proporciona el producto en rendimientc casi

cuantitativo sin la nec-esidad de purificacion.
EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos solamente son ilustrativos y no
pretenden ser una limitacién de la presente invencion. Novozym 435 es una
marca comercial para lipasa B de Candida antarctica inmovilizada en una

resina acrilica.
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EJEMPLO 1 *

Preparacion de conjugado de PEG-rapamicina (I) a través de 42-

bromoacetato de rapamicina (VI

h(‘ e o \H -
(jﬁro N SN (lf ) He ek
N ) —_———

—_—
©  Novorym 435 (100% p/p) [o}
TBME. 5A MS, 40'C, 8h HO,
98%
o @

A. Preparaciéon de 42-bromoacetato de rapamicina (VII)

Una mezcla de rapamicina (914 mg, 1 mmoles), bromoacetato
de vinilo (660 mg, 4 mmoles), tamices moleculares de 5A (100 mg) y lipasa

Novozym 435™ (1.0 g) en t-butil metil éter anhidro (TBME) (8 mL) se calentd
bajo N2 a 40°C durante 8 horas. La enzima se retiré mediante filtraciéon y se
lavd con TBME. La mezcla se concentré y precipitd en hexano. El 42-
bromoacetato de rapamicina (VIl) se recolectd mediante filtracion y se secé in
vacuo. Rendimiento: 1.01 g (98%).

MS (ESI) m/e 1035 (M").

B. Preparacion de conjugado de PEG-rapamicina (1)

A una solucién de mPEGSH (500 mg, PM = 5000) en MeCN (1.5
mL) se afadié diisopropiletilamina (17 mg), seguido de 42-bromoacetato de

rapacimicina (VIl) (95 mg). Luego la mezcla se agité a temperatura ambiente
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durante 3v horas. Se afiadié 2-propanol (18 mL) y la mezcla se enfrio a 10-
156°C y se mantuvo durante 30 minutos. La ragamicina pegilada precipitada se
recolectd mediante filtracion y se seco in vacuo. Rendimiento: 556 mg (95%).
'H RMN (400 MHz, CDCls): § 2.84 (t, 2H, S-CH,-CHjy), 3.27 (s,
2H, CO-CH>-S), 3.36 (s, 3H, -OCHa), 4.69 (m, 1H, H-42); MS (MALDI/TOF)

m/z 5877.47 (PM promedio). _

EJEMPLO 2

Preparacion de conjugado de PEG-everolimo (Il) a través de 42-

bromoacetato de everolimo (VI

oo u/\/OY\B,
e O:o/ ]
S
/\OLB' QY

£ o > .,
o Novozym 435 (BRY p/n) o o
TBME, 35°C.10Hr HO,
5AMS. 05% " ?
H

I

0
-

A. Preparacion de 42-bromoacetato de everolimo (Vi)

Una mezcla de everolimo (250 mg, 0.26 mmoles), bromoacetato
de vinilo (165 mg, 1 mmol), tamices moleculares de 5A (20 mg) v lipasa

Novozym 435™ (200 mg) en t-butil metil &ter anhidro (TBME) (3 mL) se
caIenté‘ bajo N2 a 35°C durante 10 horas. La enzima se retird6 mediante
filtracion y se lavo con TBME. La mezcla se concentré vy triturd con hexano. El
42-bromoacetato de everolimo (VIII} se recolecté mediante filtracion y se secéd

in vacuo. Rendimiento: 275 mg (96%).
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MS (ESI) m/e 1078 (M").

B. Preparacién de conjugado de PEG-everolimo (1)

A una solucion de mPEGSH (500 mg, PM = 5000) en MeCN (1.5

5 mL) se afiadi6 diisopropiletilamina (18 mg), seguido de 42-bromoacetato de
everolimo (VII) (110 mg). Luego la mezcla se agito a temperatura ambiente
durante 3 horas. Se afadié 2-propano! (18 mL) duraﬁte 10 minutos vy la
mezcla se enfrio a 10-15°C y se mantuvo durante 30 minutos. El polvo blanco

se recolectd mediante filtracion y se secé in vacuo. Rendimento: 530 mg

10 (87%).

EJEMPLO 3

Preparacion de mono-bromoacetato de CCI-779 (IX) v bis-bromoacetato

de CCI-779 (X)

o} OH O’
- -wmo/ L ‘-HHO/
b, 1\‘ U ‘Iu..‘,g oo
RN < L
T ——
A Novozym 435 (20% p/p
o © TBME, it.Bhr & e} °
HO, SAMS H
) o o~
CCHTT9 8] X}

20 #
Una mezcla de CCI-779 (7.0 g, 6.8 mmoles), bromoacetato de

vinilo (4.0 g, 24.24 mmoles), tamices moleculares de 5A (2.0 mg) vy lipasa

Novozym 435™ (1.3 mg) en t-butil metil éter anhidro (TBME) (130 mL) se
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agitd a temperatura ambiente bajo N» durante 8 horas. La HPLC mostré que la
mezcla de reaccion contenia 64% de mono-bromoacetato, 20% de bis-
bromeacetato y 12% de CCi-779 de material de partida. La enzima se retiro
mediante filtracién y se lavé con TBME. La mezcla se concentré y purificd a
través de cromatografia de gel de silice. La fraccion menos polar contenia bis-
bromoacetato (X) y se recolecto (1.41 g). MS (ESI) mle 1317 (M+45)". La
fraccién mas polar contenia mono-bromoacetato (1X) (4.56 g). la cual luego se
aislé como un polvo blanco.
MS (ESI) m/e 1196 (M+45)",
EJEMPLO 4h

Preparacién de conjugado de PEG-CCI779 (lIl)

)17{0{/& /ﬁ7<i0—(o/s/\/ O\f/\o}:

OH
i ---mlo/ it -"tlIIO/
n,,, H ..... 0 "‘»H ot
il . '
0.
(ij/ A e S
_ o
-

o iPrNEVMeCN
m,3h

®) 0
A una solucién de mPEGSH (20.0 g, PM = 5000) en MeCN (45
mL) se afadié diisopropiletilamina (722 mg, 5.6 mmoles)) seguido de bromo
acetato de CCI-779 (IX) (4.60 g, 4 mmoles) segun lo preparado en el ejemplo
3. Lueéo la mezcla se agito a temperatura iémbfente durante 4 horas. Se

anadié 2-propanol (540 mL) durante 10 minutos y la mezcla se enfrio a 10-
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15°C y se mantuvo durante 30 minutos. El conjugado de PEG-CCI-779 (1
como un polvo blanco se recolectdé mediante filtracion y se secé in vacuo.

Rendimiento 20.3 g (83%).

5 EJEMPLO 5

Preparacién de conjugado de PEG-CCI-779 (V)

2 o—(o,s’\/o‘f/\o]’,,
@/0%07\/5/\/0‘[‘/\0}:
n -l - ©

Hs™ O o1
E T T O

iPrsNEUMeCN o
n,3n HO,

V)

A una solucion de mPEGSH (3.0 g, PM = 5000) en MeCN (9 mL}

se afadio diisopropiletitamina (101 mg, .078 mmoles), seguido de bis

15 bromoacetato de CCI-779 (X) (414 mg, 0.32 mmoles) segun lo preparado en
el ejemplo 3. Luego la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 4
horas. Se afadio 2-propanol (108 mL) durante 10 minutos y la mezcla se
enfrio a 10-15°C y se mantuvo durante 30 minutos. El conjugado de PEG-
CCI779 (IV) como un polvo blanco se recolectd y se secd in vacuo.

20 Rendimiento 3.25 g (96%).
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EJEMPLO 6

Preparaciéon de conjugado de PEG-tacrolimo (V) a través de 32-
bromoacetato de tacrolimo (XI)

Br 2 2 Q.
\)LO/\ "u.'/\ HS/\/ f/\oj’ﬂ
Novozym 435 (160% pip) - "
TBME, 40°C, 12 e N IPrzNEYMeCN
.3h

91%
o
HO=

A. Preparacién de 32-de bromoacetato de tacrolimo (XI)

Una mezcla de tacrolimo (10 mg), bromoacetato de vinilo (20
mg) y la lipasa Novozym 435™ (20 mg) en t-butil metil éter anhidro (TBME)
(0.2 mL) se calento bajo N, a 40°C durante 12 horas. La enzima se retird
mediante filtracién y se lavé con TBME. El fiﬁrado se pasd a través de una
almohadilla de gel de silice y se lavé con. hexano-acetona (3:1). EI 32-
bromoacetato de tacrolimo se recolectd y seco in vacuo. Rendimiento 10.5 mg
(91%).

MS (ESI) m/e 924 (M).

B. Preparacién de conjugado de PEG-tacrolimo (V)

A una solucién de mPEGSH (25 rﬁg, PM = 5000) en MeCN (0.1
mL) se afadio diisopropiletilamina (1 mg), seguido de 32-bromoacetato de
tacrolimo (5 mg). Luego la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 3

horas. Se afadié 2-propanol (1.5 mL) y la mezcla se enfrioc a 10-15°C y se

1,
]
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mantuvo durante 30 minutos. El conjugado de PEG-tacrolimo (V) precipitado
se recolectd mediante filtracion y se secé in vacuo. Rendimento: 24 mg (80%).

Todas las publicaciones citadas en esta especificacion se
incorporan a la presente como referencia. Aunque la invencién ha sido
descrita con referencia a modalidades particulares, se apreciara que las
modificaciones se pueden realizar sin apartarse del espiritu de la invencién.
Dichas modificaciones pretenden estar dentro del alcance de Ilas

reivindicaciones anexas.
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NOVEDAD DE LA INVENCION
REIVINDICACIONES

1.- Un procedimiento para preparar conjugados de polietilenglicol
de macrélidos inmunosupresores, que comprende: (a) hacer reaccionar un
agente de acilacion con un macrolido inmunosupresor que tiene una regién
ciclohexilo derivada de 4cido shikimico en presencia de una lipasa para formar
an macrolido acilado; (b) hacer reaccionar el macrélido acilado con un
derivado de metoxi poolietilenglico o derivado de polietilenglicol tiol-terminado
en presencia de una base.

2.- El procedimiento de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado ademdas porque el macrolido inNmunosupresor es una
rapamicina, dicha rapamicina siendo acilada regioespecificamente en la
posicion 42.

3.- El procedimiento de conformidad con la reivindicacion 1 o 2,

caracterizado ademas porque el macrélido inmunosupresor tiene la estructura:

R50|II|-.
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en donde R' se selecciona del grupo que confsiste en H, y alquilo, alquenito,
arilo y arilalquilo; R? se selecciona del grupo que consiste en H, hidroxilo, y —
O-alquilo; R® se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo, alquenilo,
arilo, arilalquilo, y -C(O)R*'; R*" se selecciona del grupo que consiste en H,
alquilo, alquenilo, arilo, y arilalquilo; R* se selecciona del grupo que consiste
en H, hidroxilo y —O-alquilo; R® se seleccioné del grupo que consiste en H,
hidroxialquilo, hidroxialquenilo, hidroxiarilo, hidroxiarilalquilo y —C(O)R®"; y R’
se selecciona del grupo que consiste en hidroxialquilo, hidroxialquenilo,
hidroxiarilo, y hidroxialquilo.

4.- El procedimiento de conformidad con la reivindicacién 1 o 2,
caracterizado ademas porque el macrélido inmunosupresor es 42-0-(2-
hidroxi)etil rapamicina.

5.- El procedimiento de cpnformidad con la reivindicacion 1 o 2,
caracterizado édemés porque el macroélido inmunosupresor es CCI-779.

6.- El procedimiento de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado ademas porque el macroélido inmunosupresor se selecciona del
grupc que consiste en tacrolimo y ascomic;ina, dicho tacrolimo y dicha

—
ascomicina siendo aciladas regioespecificamente en la posicién 32.
7.- El procedimiento de conformidad con la reivindicacion 1- o 6,

caracterizado ademas porque el macrolido inmunosupresor es de la

estructura;



5
en donde R’, R®, R®, son independientemente H o alquilo; R es etilo o acilo.
8- Un procedimiento para preparar un macrélido
10 inmunosupresor pegilado seleccionada del grupo que consiste en féormula I,
férmula N, férmula Ill, formula 1V, féormula V, y férmula VI:
Oﬂ . i ’ Moj‘ﬁﬁx—(m,clmkm
CHywX~(CH,CH0),-CH, ®’°‘-"o CHim )= (CH,GH,0M-CHy o
\f;@:‘f o -0~ e )
15 "
0] ) m (m
e Y CH 0L CHs ~CHem X (CHCHO N Gy CHymtm CH,EH,OMCH
@40’?7Cu,g,ma~x-tm.cu.owa @:o’ ' ,a@:oz
} W& 0 } 0 o
. G Ry g
20

) o v
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en donde n es un entero de 10 a 1000; X es O o S; en donde dicho
procedimiento comprende (a) hacer reaccionar el macrélido con un agente de
acilacion en presencia de una lipasa para formar un macrélido acilado, en
donde dicho agente de acilacién es de estructura:
Y
O R6
(A)

en donde Rs es H o CH3; Y es un grupo saliente; y (b) hacer reaccionar el

macroélido acilado con un derivado de metoxi polietilenglicol en presencia de

una base, en donde dicho derivado de metoxi polietilenglicol es de la

estructura:
HX-(CH,CH;0),-CHj3
en donde : n es un entero de 10a1000;y Xes O 0 S.

9.- El procedimiento de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, caracterizado ademé; porque dicha lipasa es una
lipasa microbiana de microorganismos que comprenden Aspergillus niger,
Candida antarctica, Candida rugosa, Mucor miehei, Pseudomonas cepacia,
Pseudomonas fluorescens, o Rhizopus delemar,

10.- E! procedimiento de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, caracterizado ademas porque dicha lipasa es de
Candida antarctica.

11.- El procedimiento de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 10, caracterizado ademas porque dicha lipasa es Candida

S
PR %)
b

'3
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antarctica inmovilizada tipo B (preferiblemente inmovilizada sobre una resina
de acrilico).

12.- El procedimiento de confbrmidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, caracterizado ademas porgue dicha lipasa es lipasa PS
de Pseudomonas cepacia.

13.- El procedimiento de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9 o 12, caracterizado ademas porque dicha lipasa es

lipasa PS-C inmovilizada de Pseudomonas cepacia en donde la enzima es

inmovilizada en tierra diatomacea o en un sgporte de ceramica, por ejemplo

lipasa Amano I™

o lipasa PS-D Amano ™.

14.- El procedimiento de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, caracterizado ademas porque el paso (a) se realiza en
un solvente orgénicd seleccionado del grupo que consiste en tolueno, ter-butil
metil éter, etil éter, tetrahidrofurano, acetonitrilo, cloruro de metileno,
cloroformo, hexanb, dioxano y mezclas de éstos.

15.- E! procedimiento de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, caracterizado ademas porque el paso (a) se realiza a
20 a 70°C.

16.- El procedimiento de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1' a 15, caracterizado ademas porque el paso (a) también
comprende utilizar tamices moieculares.

17.- El procedimiento de conformidad con la reivindicacion 186,

caracterizado ademas porque el paso (a) se realiza a 40°C en ter-butil metil
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éter, dicho agente de acilacion es bromoacetato de vinilo, dicha lipasa es
lipasa B de Candida antarctica inmovilizada (preferiblemente inmovilizada en
una resina de acrilico) y dichos tamices moleculares son tamices moleculares
5A.

18.- El procedimiento de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 17, caracterizado ademas porque Y es |, Br, o Cl.

19.- El procedimiento de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 18, caracterizado ademas porque el agente de acilacion
es bromoacetato de vinilo.

20.- EI procedimiento de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 19, caracterizado ademés'porque dicha base en el paso
(b) es una amina terciaria.

21.- El procedimiento de conformidad con la reivindicacién 20,
caracterizado ademas porque dicha amina terciaria es alifatica o aromatica.

22.- El procedimiento de conformidad con la reivindicacion 20,
caracterizado ademas porque dicha amina terciaria es una trialquilamina.

23.- El procedimiento de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 19, caracterizado ademas porque dicha base es
diisopropiletilamina.

24.- El procedimiento de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 23, caracterizado ademas porque dicho derivado de

metoxipolietilenglicol es un compuesto de metoiipolietilengiicol tiol.
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25.- El procedimiento de conformidad con la reivindicacién 24,
caracterizado ademas porque dicho metoxipolietilenglicol tiol tiene un peso
molecular promedio de 400 a 30000.

26.- El procedimiento de conformidad con la reivindicacion 25,
caracterizado ademas porque dicho metoxipolietilengiicoi tiol tiene un peso
molecular promedio de 5000.

27.- Un procedimiento para preparar una rapamicina pegilada de

la estructura

o]

o~

Lo

CHyS—({CH,CH;0),-CH,

en donde: n es 105-1.15; en donde dicho procedimiento comprende: (a) hacer
reaccionar rapamicina con bromoacetato de vinilo en presencia de lipasa B de
Candida antarctica inmovilizada (preferiblemente inmovilizada en una resina
de acrilico) para formar una rapamicina acilada; y (b) hacer reaccionar la
rapamicina acilada con un metoxipolietilenglicol tiol que tiene un peso
molecular promedio de 5000 en presencia de diisopropiletilamina.

28.- Un procedimiento para preparar un everolimo pegilado de

estructura:
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Oy\dicm-s-(cﬂzcﬂzmn-cm
- oy

en donde n es 105-115 y dicho procedimiento comprende: (a) hacer
reaccionar everolimo con bromoacetato de vinilo en presencia de lipasa B de
Candida antarctica inmovilizada (preferiblemente inmovilizada en una resina
10 de acrilico) para formar un everolimo acilado; y (b) hacer reaccionar el
everolimo acilado con un metoxipolietilenglicol tiol que tiene un peso molecular
promedio de 5000 en presencia de diisopropiletilamina.
29.- Un procedimiento para préparar un CCI-779 pegilado de
estructura:

15

j7<:0j\CHg'S—(CHgCHzO)n-CH;
O

20
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MOiCHz-S—(GHgCH;OJn-CIﬁ
O

CH,-5—~(CH,CH,0),-CH3
\.--'-o/ O\fr
t, ‘H ~ 9

en donde n es 105-115 y dicho procedimiento comprende: (a) hacer
reaccionar CCI-779 con bromoacetato de vinilo en presencia de lipasa B de
Candida antarctica inmovilizada (preferiblemente inmovilizada en una resina
de acrilico) para formar un CCI-779 monoacilado o bis-acilado; y (b) hacer
reaccionar CCI-779 acilado con un metoxipolietilenglicol tiol que tiene un peso
molecular promedio de 5,000 en presencia de diisopropiletilamina.

30.- Un procedimiento para preparar un tacrolimo pegilado de

estructura:

CHy—5—(CH2CH0,-CHg
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en donde n es 105-115 y dicho procedimiento comprende: (a) hacer
reaccionar tacrolimo con bromoacetato de vinilo en presencia de lipasa B de
Candida antarctica inmovilizada (preferiblemente inmovilizada en una resina
de acrilico) para formar tacrolimo acilado; y (‘b) hacer reaccionar el tacrolimo
acilado con un metoxipolietilengiicol tiol que tiene. un peéo molecular promedio
de 5,000 en presencia de diisopropiletilamina.'

31.- Un procedimiento para preparar un tacrolimo pegilado de

estructura:

@,O CHz"'S_"’(C HzCHzo )n-C H3
m 8 o

en donde n es un entero de 105-115 y dichcls procedimiento comprende: (a)
hacer reaccionar tacrolimo con bromoacetato de vinilo en presencia de lipasa
B de Candida antarctica inmovilizada (preferiblemente inmovilizada en una
resina de acrilico) para formar tacrolimo acilado; y (b) hacer reaccionar el
tacrolimo acilado con metoxipolietilenglicol tiol que tiene un peso molecular
promedio de 5, 000 en presencia de diisopropiletilamina.

32.- Un producto preparadd con cualquiera de los

procedimientos de las reivindicaciones 1 a 31.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se describen procedimientos para preparar rapamicinas 42-
pegiladas incluyendo hacer reaccionar una rapamicina con un agente de
acilacion en presencia de una lipasa para formar una rapamicina acilada y
hacer reaccionar la rapamicina acilada o un d:erivado de metoxipolietilenglicol
en presencia de una base; también se describen procedimientos para

preparar tacrolimo y/o ascomicina 32-pegilados utilizando estos pasos.

4A*8A/todas
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