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DESCRIPCION

Copolimero de bloques con bajo contenido de impurezas; vehiculo polimérico; preparaciones farmacéuticas en
forma polimérica y procedimiento para la preparacion del mismo.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un copolimero de bloques de alta pureza, en el que las impurezas, que son
polietilenglicoles y poli(aminodcidos 4cidos), tienen un contenido de no mas de 10% en peso, siendo capaz de ser
usado dicho copolimero de bloques como vehiculo al transportar una medicina o similares, a un vehiculo polimérico
que se forma condensando el copolimero de bloques con un agente anticidncer de antraciclina y se usa como vehiculo
de una medicina, preparaciones farmacéuticas poliméricas formadas por el vehiculo farmacéutico, y a uno de sus
métodos de fabricacién. Ademds, la presente invencién se refiere también a un método de determinacién cuantitativa
para impurezas contenidas en el copolimero de bloques.

Antecedentes de la técnica

Se ha conocido un enfoque en el que, usando un vehiculo polimérico que forma una micela, se transporta una
medicina, genes y similares a un lugar diana en un organismo vivo; sin embargo, con respecto al copolimero de
bloques usado para este proposito, las impurezas no han sido suficientemente retiradas de €l.

Convencionalmente, los procedimientos de refinado del compuesto sintético de alto peso molecular tal como un
copolimero de bloques se han llevado a cabo usando un método tal como una operacién de didlisis, una operacién de
ultrafiltracion y una operacién de precipitacion.

En los métodos de refinado de la operacion de didlisis y la operacion de ultrafiltracion, los procedimientos de
separacion y refinado se llevan a cabo basados en una diferencia de pesos moleculares. En general, las membranas
de didlisis y las peliculas de ultrafiltracion se clasifican en grupos dependiendo del peso molecular mdximo que estd
permitido permear; sin embargo, hay grandes variaciones en precisién de pesos moleculares de la fraccién. Conse-
cuentemente, en los métodos para refinar el compuesto sintético de alto peso molecular tal como un copolimero de
bloques por medio de la operacién de didlisis y la operacién de ultrafiltracién, no es posible llevar a cabo suficientes
procedimientos de refinado en el caso en el que no hay una gran diferencia entre el peso molecular de un compuesto
diana sintético de alto peso molecular y el peso molecular de las impurezas. Ademads, estos métodos no son apropiados
para uso industrial, y se usan como método de refinado en laboratorios en la mayor parte de los casos.

En contraste, el método de refinado que usa un procedimiento de precipitacion se ha usado mucho como método
que es también aplicable para uso industrial. En este método, usando una diferencia en solubilidad en un disolvente,
las impurezas se retiran para llevar a cabo procedimientos de refinado, y este método es superior para retirar compo-
nentes de bajo peso molecular de un compuesto sintético de alto peso molecular tal como un copolimero de bloques.
Sin embargo, en el caso de impurezas que tienen mayores pesos moleculares como polietilenglicoles y poli(aminoa-
cidos 4cidos), hay solo una pequefia diferencia de solubilidad en un disolvente entre el compuesto sintético de alto
peso molecular tal como un copolimero de bloques y las impurezas, con el resultado de que el compuesto de alto
peso molecular tal como un copolimero de bloques no es suficientemente refinado por medio del procedimiento de
precipitacion.

Como se describe anteriormente, las impurezas que tienen grandes pesos moleculares, contenidas en un copolimero
de bloques, no han sido suficientemente retiradas, y no se conoce un método de refinado, que se use apropiadamente
para obtener un copolimero de bloques que sea también aplicable para preparaciones farmacéuticas y similares.

Ademads, con respecto a un copolimero de bloques que forma micelas que tiene una propiedad anfipdtica, el mé-
todo convencional para determinar cuantitativamente impurezas en el copolimero de bloques no ha proporcionado
suficientes resultados de andlisis. En el método convencional, el compuesto sintético de alto peso molecular tal como
un copolimero de bloques se disuelve en un disolvente, y se analiza usando una cromatografia de liquidos de alta
velocidad en la que estd conectada una columna de permeacion de gel (cromatografia de permeacién de gel:GPC).

Sin embargo, en el caso en el que hay solo una pequefia diferencia de pesos moleculares entre el copolimero de
bloques y las impurezas contenidas €l, es dificil separarlas con picos claros, no proporcionando suficiente rendimiento
como método de determinacion cuantitativa para impurezas.

Ademés, incluso en el caso en el que hay una diferencia suficiente de pesos moleculares entre ellos, si la cantidad
de impurezas es pequeila, no es posible obtener picos claros. Esto es porque dado que el mecanismo de separacién
por permeacién de gel utiliza difusién molecular, un pico tiende a extenderse en el cromatograma para provocar
insuficientes alturas de pico con respecto a un compuesto que estd en pequefio cantidad. Consecuentemente, el método
convencional no ha proporcionado un método de determinacion cuantitativa con suficiente rendimiento.

Ademas, dado que el método convencional separa y determina cuantitativamente un componente principal e im-
purezas dependiendo solo de la diferencia de pesos moleculares, no se obtiene informacién cualitativa, tal como
estructuras y proveniencia de las impurezas.
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Descripcion de la invencion

Los inventores de la presente invencién han estudiado mucho para resolver los problemas anteriormente mencio-
nados, y han ideado la presente invencion.

En otras palabras, la presente invencion se refiera a:

1) Un copolimero de bloques de polietilenglicoles y poli(aminoédcido acido), o una de sus sales, en el que las
impurezas que son polietilenglicoles y poli(aminodcidos dcidos), tienen un contenido de no mds del 10% en peso.

2) El copolimero de bloques o una de sus sales segtin 1), en el que el poli(aminoacido dcido) es poli(dcido asparti-
co).

3) El copolimero de bloques o una de sus sales segtn 1) o 2), en el que el copolimero de bloques es un copolimero
representado por la férmula (1):

RH-OCHaCH o-n2-m-( ozvm}—(conscunu Ré
m=x

002H 0

en la que, R' representa un dtomo de hidrégeno o un grupo alquilo inferior, R? representa un grupo de unién, R?
representa un grupo metileno o un grupo etileno y R* representa un dtomo de hidrégeno o un grupo protector de un
grupo amino, y n es un nimero entero de 5 a 1.000, m es un niimero entero de 2 a 300 y x es un nimero entero de 0 a
300; sin embargo, x no es mayor que m.

4) El copolimero de bloques o una de sus sales segin 3), en el que R! representa un grupo alquilo que tiene de 1 a
5 4tomos de carbono, R? representa un grupo alquileno que tiene de 1 a 5 4tomos de carbono, R? representa un grupo
metileno o un grupo etileno y R* representa un dtomo de hidrégeno o un grupo acilo que tiene de 1 a 5 dtomos de
carbono, y n es un nimero entero de 5 a 1.000, m es un ndimero entero de 2 a 300 y x es un niimero entero de 0 a 300;
sin embargo, x no es mayor que m en la férmula (1).

5) El copolimero de bloques o una de sus sales segin 3), en el que R! representa un grupo metilo, R? representa un
grupo trimetileno, R® representa un grupo metileno y R* representa un grupo acetilo, y n es un nimero entero de 20 a
500, m es un ndmero entero de 10 a 100 y x es un nimero entero de 0 a 100; sin embargo, x no es mayor que m en la
férmula (1).

6) Un método de fabricacién de un copolimero de bloques o una de sus sales segtin una cualquiera de 1) a 5), en el
que un derivado de polietilenglicol se refina por medio de una resina de intercambio iénico para preparar un copolimero
de bloques, y después de que se ha retirado el grupo protector, si es necesario, se lleva a cabo un procedimiento de
refinado usando una resina de particién/adsorcion.

7) Un vehiculo polimérico, en el que el poli(aminodcido dcido) del copolimero de bloques seglin una cualquiera
de 1) a 5) se condensa con un resto agente anticdncer de antraciclina.

8) El vehiculo polimérico segtn 7), en el que la condensacién entre el poli(aminodcido dcido) y el resto agente
anticdncer de antraciclina es una condensacion entre un dcido carboxilico de cadena lateral del poli(aminoédcido dcido)
y el resto agente anticancer de antraciclina.

9) El vehiculo polimérico segiin 7) u 8), en el que el resto agente anticdncer de antraciclina es un resto doxorubicina.

10) El vehiculo polimérico segtin 7) u 8), en el que el resto agente anticancer de antraciclina en el poli(aminodcido
dcido) tiene un porcentaje de unién de 30 a 55%.

11) Un método de fabricacion del vehiculo polimérico segtin uno cualquiera de 7) a 10), en el que después de que
se han separado un compuesto de condensacién entre el copolimero de bloques descrito en uno cualquierade 1) a5)y
una ayuda de reaccion, se deja que el compuesto de condensacion reaccione con un agente anticancer de antraciclina.

12) El método de fabricacién del vehiculo polimérico segtin 11), en el que el agente anticancer de antraciclina es
doxorubicina o una de sus sales.
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13) Una preparacién farmacéutica polimérica que contiene un complejo de copolimero bloques-medicina en el
que estd contenido un agente anticdncer de antraciclina en un nicleo interno de una micela formada por el vehiculo
polimérico seguin uno cualquiera de 7) a 10).

14) La preparacién farmacéutica polimérica segin 13), en la que el agente anticincer de antraciclina es doxorubi-
cina o una de sus sales.

15) La preparacién farmacéutica polimérica segiin 13) o 14), en la que el complejo de copolimero de bloques-
medicina estd contenido en forma de una materia liofilizada.

16) Un método de determinacién cuantitativa de impurezas contenidas en el copolimero de bloques de polietilen-
glicoles y poli(aminoécido 4cido) segin 1), que comprende las etapas de:

disolver el copolimero de bloques en un disolvente;
someter la disolucién a un tratamiento con resina; y

someter la disolucién tratada a un tratamiento de cromatografia de liquidos de alta velocidad usando una columna
de permeacion de gel.

17) El método de determinacién cuantitativa segtn 16), en el que el disolvente es agua que se permite que contenga
un disolvente orgdnico que estd mezclado con agua, la resina es una resina de intercambio i6nico, y las impurezas son
polietilenglicoles.

18) El método de determinacidn cuantitativa segtin 16), en el que el disolvente es agua que se permite que contenga
un disolvente orgdnico que estd mezclado con agua, la resina es una resina de particién/adsorcién que adsorbe un
compuesto que tiene una unién éter, y las impurezas son poli(aminodcidos 4cidos).

Mejor modo para llevar a cabo la invencién
La siguiente descripcion discutird la presente invencion con detalle.

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un copolimero de bloques de polietilenglicol y poli(ami-
noécido 4cido), o una de sus sales, en el que las impurezas tienen un contenido de no mds del 10% en peso. Como
resultado de los andlisis de las impurezas contenidas en el copolimero de bloques, se ha encontrado que las impurezas
consisten en polietilenglicoles y poli(aminodcido 4cido), esto es, poliaminodcido que tiene acido carboxilico en su
cadena lateral. Los ejemplos de polietilenglicoles incluyen polietilenglicol, y polietilenglicol con un alcoxi terminal.
Los ejemplos de poli(aminoacido dcido) incluyen poli(4cido glutdmico) y poli(dcido aspartico).

En la presente invencidn, con respecto al poli(aminodcido 4cido) en el copolimero de bloques de polietilenglicoles
y poli(aminodcido 4cido), sus ejemplos incluyen un polimero de a- y/o S-aminodcido que tiene un grupo carboxilico
en su cadena lateral, preferentemente, poli(dcido glutdmico) o poli(dcido aspdrtico), y con respecto al copolimero de
bloques, sus ejemplos incluyen copolimeros de bloques representados por la férmula anteriormente mencionada (1) o
(2) o su sales.

R1 00H20H2)’0‘32‘00'( W‘Ra oH
n 533 m-x * COgH ‘x
CoH @

en la que R' representa un dtomo de hidrégeno o un grupo alquilo inferior, R? representa un grupo de unién, R?
representa un grupo metileno o un grupo alquileno y R* representa un dtomo de hidrégeno o un grupo protector de un
grupo amino, y n es un nimero entero de 5 a 1.000, m es un niimero entero de 2 a 300 y x es un nimero entero de 0 a
300; sin embargo, x no es mayor que m.

Aqui, los ejemplos de R' incluyen un dtomo de hidrégeno o un grupo alquilo inferior, y se usa preferentemente
un grupo alquilo inferior, y sus ejemplos especificos incluyen un grupo metilo, un grupo etilo, un grupo n-propilo y
un grupo i-propilo; en particular, se usa mds preferentemente un grupo metilo. Con respecto a un grupo de unién de
R?, sus ejemplos incluyen un grupo hidrocarbonado que puede tener una ramificacion, y se usa preferentemente un
grupo alquileno, y sus ejemplos especificos incluyen un grupo etileno, un grupo trimetileno y un grupo tetrametileno;
en particular, se usan mds preferentemente un grupo etileno y un grupo trimetileno. Con respecto a R?, se usa un grupo
metileno o un grupo etileno, se usa mds preferentemente un grupo metileno.
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Con respecto a R*, se usa un dtomo de hidrégeno o un grupo protector de un grupo amino, y, con respecto al
grupo protector de un grupo amino, no particularmente limitado, se puede usar cualquier grupo con tal de que sea un
grupo protector de un grupo amino usado normalmente; en particular, se usa preferentemente un grupo acilo inferior,
y sus ejemplos especificos incluyen un grupo formilo, un grupo acetilo, un grupo propionilo y un grupo butiroilo, y
se usa mds preferentemente un grupo acetilo. Aqui, n es un nimero entero de 5 a 1.000, mas preferentemente de 20
a 500, lo mas preferentemente de 80 a 300, m es un nimero entero de 2 a 300, mds preferentemente de 10 a 100,
lo més preferentemente de 20 a 50, y x es un nimero entero de 0 a 300, mas preferentemente de 0 a 100, lo mas
preferentemente de 0 a 50; sin embargo, X no es mayor que m.

Con respecto a la sal de un copolimero de bloques en la presente invencidn, sus ejemplos incluyen una sal de metal
alcalino, una sal de metal alcalinotérreo, una sal de amonio y una sal de amonio organico, y los ejemplos preferible
son una sal de sodio, una sal de potasio, una sal de calcio, una sal de amonio y una sal de trietilamonio.

Se considera que las impurezas contenidas en el copolimero de bloques no forman una micela y no tienen funciones
para servir como vehiculo polimérico de una medicina, un gen o similares; por lo tanto, para el propdsito del uso
médico, el contenido de las impurezas se reduce preferentemente a no mas del 10%, mas preferentemente, no mas del
5%.

Ademéds, un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un método de fabricacién de un copolimero de
bloques de polietilenglicoles y poli(aminodcido dcido), o una de sus sales, en el que los polietilenglicoles se refinan por
medio de una resina de intercambio i6nico seguido de la formacién de un copolimero de bloques con poli(aminodcido
acido), y después de retirar de €l un grupo protector, si es necesario, el copolimero de bloques se refina usando una
resina de particién/adsorcién. Con respecto al copolimero de bloques de polietilenglicoles y poli(aminoécido dcido),
se usa preferentemente el mismo copolimero de bloques que el anteriormente mencionado copolimero de bloques de
polietilenglicoles y poli(aminoacido dcido). En el caso en el que el copolimero de bloques esta protegido por un grupo
protector, con respecto al grupo protector, aunque no particularmente limitado con tal de que normalmente proteja un
grupo carboxilico en una cadena lateral del aminodcido 4cido, sus ejemplos incluyen un éster con un alcohol inferior
y un éster con un alcohol inferior substituido con un grupo arilo que puede tener un substituyente. Los ejemplos
especificos son éster metilico, éster etilico, éster propilico, éster butilico, éster bencilico, éster fenetilico, éster p-
metoxibencilico y éster p-nitrobencilico. Con respecto al método para retirar el grupo protector, se selecciona un
método apropiado de los métodos usados normalmente dependiendo del grupo protector, y, por ejemplo, se puede usar
un método hidrolitico por 4cido o dlcali y un método de hidrogenolisis usando un catalizador o similares.

Con respecto al copolimero de bloques de polietilenglicoles y poli(aminodcido 4cido) de la presente invencién que
estd reducido en contenido de impurezas, la siguiente descripcién discutird el método de refinado de, por ejemplo, un
compuesto representado por la formula (1).

Con respecto al método de sintesis del copolimero de bloques, se proponen varios métodos; y, por ejemplo, la
solicitud de patente japonesa abierta a consulta por el piblico No. 6-206832 ha descrito un método en el que un
material, obtenido modificando un grupo hidroxilo terminal de polietilenglicol con un metoxi terminal, se somete
a una reaccioén de polimerizacién con derivados de dcido aspdrtico, seguido de proteccién del grupo amino, siendo
hidrolizada a continuacién una unién éster, de modo que se produzca un copolimero de bloques; sin embargo, no se
ha conocido ningtin método de refinado para obtener el copolimero de bloques con alta pureza.

El procedimiento de modificacién del grupo hidroxilo terminal de polietilenglicol con un metoxi terminal se puede
llevar a cabo por métodos que usan reacciones que se conocen en la correspondiente técnica industrial, y, por ejemplo,
se han propuesto los siguientes métodos: un método en el que se deja reaccionar etilenimina o similares, un método
en el que, después de que acrilonitrilo, metacrilonitrilo o similares se han sometido a un procedimiento de adicién de
Michel, se reduce el grupo nitrilo para ser convertido en un grupo amino, un método en el que, después de que el grupo
hidroxilo se ha substituido por un grupo halégeno, este se deja reaccionar con alcohol-amina tal como etanolamina, y
un método en el que el grupo hidroxilo se convierte directamente en un grupo nitrilo, y a continuacién se reduce para
convertirlo en un grupo amino.

El polietilenglicol cuyo terminal se modifica a un grupo amino incluye polietilenglicoles de un terminal que tienen
modificacién incompleta, es decir, por ejemplo, polietilenglicol con un terminal que tiene un terminal de un grupo
hidroxilo y un polietilenglicol con un terminal que tiene un terminal al que se ha afiadido acrilonitrilo.

Estos polietilenglicoles que tienen modificacién incompleta se pueden retirar de un modo separado usando un ma-
terial de intercambio i6nico que tiene un grupo funcional d4cido. Aunque no estd particularmente limitado con tal de que
tenga un grupo funcional 4cido, los ejemplos del material de intercambio i6nico para ser usado incluye: Diaion SKIB
(fabricado por Mitsubishi Chemical Corporation), Diaion PK-216 (fabricado por Mitsubishi Chemical Corporation),
Diaion WK-10 (fabricado por Mitsubishi Chemical Corporation), Diaion WK20 (fabricado por Mitsubishi Chemical
Corporation), Amber lite 120B (fabricado por Rohm and Haas Japan Co.), Amber lite 200C (fabricado por Rohm and
Haas Japan Co.), Amber lite IRC-50 (fabricado por Rohm and Haas Japan Co.), Amber lite IRC-76 (fabricado por
Rohm and Haas Japan Co.) y Dowex50W (fabricado por Dow Chemical Corp.), que sirven como resinas de intercam-
bio i6nico; y también incluyen SP-Sephadex C-25 (fabricada por Pharmacia Biotech), SP-Sephadex C-50 (fabricada
por Pharmacia Biotech), CM-Sephadex C-25 (fabricada por Pharmacia Biotech), CM-Sephadex C-50 (fabricada por
Pharmacia Biotech), SP-Toyopearl 550 (fabricada por Toso K.K.), SP-Toyopearl 650 (fabricada por Toso K.K.), CM-
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Sephadex 550 (fabricada por Pharmacia Biotech) y CM-Sephadex 650 (fabricada por Pharmacia), que sirve como gel
de intercambio i6nico, y en particular, se usan preferentemente SP-Toyopearl 650 y CM-Sephadex 650.

El método para refinar el polietilenglicol resultante puede ser un método en lotes y un método en columna; y se
usa mas preferentemente el método en columna. En otras palabras, se disuelve en un disolvente polietilenglicol con
un metoxi terminal que tiene un terminal modificado. El disolvente que se va a usar no esta particularmente limitado
con tal de que sea aplicable a un procedimiento de intercambio i6nico, y se usa preferentemente agua o un disol-
vente mezcla de agua/disolvente organico, tal como agua/metanol y agua/acetonitrilo. Sucesivamente, la disolucién
resultante se deja pasar a través de una columna en la que se ha cargado el anteriormente mencionado material de
intercambio i6nico convertido a una forma H*, y la columna se lava a continuacién con agua o un disolvente mezcla
de agua/disolvente organico de modo que los polietilenglicoles que han sido incompletamente modificados se retiran
de ella. A continuacidn, polietilenglicol con metoxi terminal con el terminal modificado a un grupo amino, que se ha
adsorbido, se eluye usando un disolvente con una substancia bésica afiadida en él, tal como amoniaco acuoso o un
disolvente mezcla de amoniaco acuoso/disolvente orgdnico. La disolucién eluida de este modo se somete a procedi-
mientos apropiados, tal como un procedimiento de condensacién o a un procedimiento de congelacién y secado, de
modo que se obtiene polietilenglicol con un metoxi terminal con el terminal modificado a un grupo amino, que tiene
alta pureza.

A continuacion, el polietilenglicol con un metoxi terminal con el terminal modificado a un grupo amino se deja
reaccionar con, por ejemplo, un anhidrido N-carboxilico de aminodcido en el que un grupo carboxilico en una cadena
lateral ha sido protegido de modo que se sintetice un copolimero de bloques, y, si es necesario, el grupo amino en
el terminal se acetila a continuacién con anhidrido acético o similares. A continuacién, si es necesario, el grupo
protegido en la cadena lateral se desprotege de modo que se obtiene un copolimero de bloques de polietilenglicol-poli
(aminodacido 4cido).

El copolimero de bloques de polietilenglicol-poli(aminodcido dcido), obtenido de este modo, contiene poli(ami-
nodcido 4cido) como impureza; sin embargo, este se puede refinar usando una resina de particién/adsorcién. Con
respecto a la resina de particién/adsorcién, sus ejemplos incluyen gel de silice, polvo de silicato, gel de silice modifi-
cada con hidrocarburo y resina de estireno/divinilbenceno, y se usa preferentemente resina de estireno/divinilbenceno;
adicionalmente, se usa mds preferentemente HP-20 SS (fabricada por Mitsubishi Chemical Corporation).

El método para refinar el copolimero de polietilenglicol-poli(aminodcido 4cido) puede ser cualquiera de un método
en lotes y un método en columna; y se usa mas preferentemente el método en columna. En otras palabras, el copolime-
ro de bloques de polietilenglicol-poli(aminodcido 4cido) se disuelve en un disolvente. El disolvente que se va a usar
no estd particularmente limitado con tal de que tenga una propiedad bdsica suficiente para disociar el poli(aminod-
cido 4cido), y sea aplicable para la resina de particién/adsorcion; y los ejemplos preferibles incluyen una disolucién
acuosa de hidréxido de metal alcalino o una disolucién mezcla de disolucién acuosa de hidréxido de metal alcalino
y disolvente orgénico, tal como disolucién acuosa de hidréxido de sodio/metanol y disolucién acuosa de hidréxido
de sodio/acetonitrilo. La disolucién de copolimero de bloques de polietilenglicol-poli(aminoacido dcido) disuelta en
el disolvente se deja pasar a través de una columna en la que se ha cargado una resina de particién/adsorcién, y una
disolucién acuosa de hidréxido de sodio o un disolvente mezcla de disolucién acuosa de hidréxido de sodio/disolvente
orgdnico se deja pasar a continuacién a través de la columna de modo que se retira el poli(aminoacido acido). A
continuacidn, el copolimero de bloques de polietilenglicol-poli(aminodcido 4cido) adsorbido se eluye usando un di-
solvente menos polar, tal como un disolvente mezcla de agua/disolvente organico con una proporcién incrementada
del disolvente organico. La disolucién eluida de este modo se somete a post-procedimientos apropiados, tal como un
procedimiento de condensacidn, un procedimiento de congelacién y secado o precipitacién, de modo que se obtiene
un copolimero de bloques de polietilenglicol-poli(aminoécido dcido) que tiene alta pureza.

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere a un vehiculo polimérico que se obtiene condensando el copo-
Iimero de bloques refinado de polietilenglicoles y poli(aminoécido dcido), junto con agente anticancer de antraciclina.
Con respecto al vehiculo polimérico, se propone un compuesto de alto peso molecular, representado por la siguiente
férmula (3) o (4). La presente invencién incluye también sus sales.

R’-M%-O-R’-m‘"mﬂ)m*ﬁuma"]:m("2 j)l-NHR‘
R%-COR COR o Y
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en las que R representa un grupo hidroxilo o un resto agente anticdncer de antraciclina, R' representa un dtomo de
hidrégeno o un grupo alquilo inferior, R? representa un grupo de unién, R® representa un grupo metileno o un grupo
etileno y R* representa un dtomo de hidrégeno o un grupo protector de un grupo amino, y n es un nimero entero de 5
a 1.000, m es un nimero entero de 2 a 300 y x+y es un nimero entero e 0 a 300; sin embargo, X+y no es mayor que m.

Con respecto a R en el compuesto representado por la férmula (3) o (4) en la presente invencion, sus ejemplos
incluyen un grupo hidroxilo o un resto agente anticincer de antraciclina. En la porcién de poli(aminoécido 4cido) del
copolimero de bloques, el orden de unién de las respectivas partes constituyentes no estd particularmente limitado,
y se puede disponer al azar o disponer regularmente. El modo de unién entre el resto dcido carboxilico de la cadena
lateral del poli(aminodcido 4cido) del copolimero de bloques y el resto agente anticdncer de antraciclina no estd
particularmente limitado, y se usa preferentemente la unién amida al grupo amino del resto agente anticancer de
antraciclina. En particular, se usa preferentemente la unién amida formada por un grupo amino primario de la porcién
de amino-azicar del resto agente anticancer de antraciclina. La proporcién de agente anticdncer de antraciclina unido
al resto 4cido carboxilico de la cadena lateral de la porcién poli(aminodcido dcido) es de 1 a 100%, y cuando se tiene
en consideracién la capacidad de formar una micela, la proporcién se fija preferentemente en un intervalo de 10 a
60%, m4s preferentemente de 30 a 55%. Los ejemplos de resto agente anticancer de antraciclina incluyen restos tales
como daunorubicina, doxorubicina, aclarubicina, epirubicina y pirarubicina, y se usan mas preferentemente restos de
doxorubicina.

R!, R%, R?, R* ny m se fijan preferentemente en el mismo intervalo que se describié previamente.

Aqui, x+y es un nimero entero de 0 a 300, preferentemente de 0 a 100, mas preferentemente de 0 a 50, y x e
y pueden ser cualquier valor incluyendo O con tal de que cada uno de ellos sea un nimero entero que satisface las
condiciones anteriormente mencionadas.

Ademads, un cuarto aspecto de la presente invencidn se refiere a un método de fabricacién de un vehiculo polimérico
que se obtiene por medio de procedimientos en los que: el copolimero de bloques refinado de polietilenglicoles y
poli(aminodcido acido) se condensa con una ayuda de reaccién, y después de que se ha separado el compuesto de
condensacion, este se deja reaccionar con un agente anticincer de antraciclina. El vehiculo polimérico se obtiene
por un método descrito en el folleto de publicacién internacional No. W097/12895, es decir, un método en el que
un copolimero de bloques y un agente anticidncer de antraciclina se condensan usando un agente de condensacién
de deshidratacién del tipo de carbodiimida; sin embargo, en este momento, acilisourea, que es un intermedio activo,
se transfiere por transposicién intramolecular para producir acilurea como subproducto, dando como resultado un
vehiculo polimérico al que se afiade acilurea. Aqui, separando el compuesto de condensacion entre el copolimero de
bloques y la ayuda de reaccidn, se hace posible reducir el subproducto acilurea, y consecuentemente proporcionar un
vehiculo polimérico con menos acilurea afiadida en él. La temperatura del puerto de inyeccion de la cromatografia
de gases se fija a un nivel suficientemente alto, a continuacién la cantidad de subproducto de acilurea afiadida en €l
se determina cuantitativamente midiendo los derivados de isocianato que se han descompuesto térmicamente de la
acilurea.

La siguiente descripcién explicard el anteriormente mencionado método de fabricacién mas especificamente. El
copolimero de bloques refinado se disuelve en un disolvente orgénico, y a este se aflade un agente de condensacién
deshidratacién y una ayuda de reaccién de modo que tenga lugar una reaccién, y los derivados de alquilurea generados
por la reaccidn, se filtran de modo que se separe del filtrado un material de éster activo. Sucesivamente, después
de que se ha afiadido un agente anticdncer de antraciclina o una de sus sales al material de éster activo resultante
en un disolvente orgdnico, se le afiade una base, si es necesario, para reaccionar con ellos, y se aisla un vehiculo
polimérico de la disolucién de reaccién. Con respecto al disolvente orgdnico, aunque no estd particularmente limitado
con tal de que el material de reaccién esté disuelto en él, se usa preferentemente un disolvente polar no acuoso, y sus
ejemplos incluyen dimetilformamida, dimetilacetamida y 1,3-dimetil-2-imidazolidinona, y se usa mds preferentemente
dimetilformamida. Con respecto al agente de condensacién deshidratacién que se va a usar para la condensacion entre
el copolimero de bloques y la ayuda de reaccién, se usa un agente de condensacién usado normalmente para sintesis
de péptidos, y se usan preferentemente tales como diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC). Con respecto a la ayuda de reaccién, se usa una ayuda de reaccién que se usa normamente para
sintesis de péptidos. Sus ejemplos incluyen N-hidroxi-compuestos, y N-hidroxi-succinimida. Se usan preferentemente
N-hidroxibenzotriazol y similares. Con respecto a la base que se va a usar, aunque no estd particularmente limitada,
se usan preferentemente bases orgdnicas tales como trietilamina. Con respecto al agente anticincer de antraciclina,
se usa un compuesto basado en antraciclina que suministra el resto agente anticdncer de antraciclina anteriormente
mencionado.
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Ademads, un quinto aspecto de la presente invencion se refiere a una preparacién farmacéutica polimérica que con-
tiene un complejo de copolimero de bloques-medicina en el que se encierra un agente anticdncer de antraciclina en el
ntcleo interno de una micela formada por un vehiculo polimérico que se fabrica de un copolimero de bloques refinado
de polietilenglicoles y poli(aminodcido 4cido). Los ejemplos del agente anticdncer de antraciclina incluyen compues-
tos, tales como daunorubicina, aclarubicina, epirubicina y pirarubicina, o sus sales, y se usa mas preferentemente
doxorubicina o una de sus sales. Ademads, otro aspecto de la presente invencion se refiere también a una preparacién
farmacéutica polimérica en la que estd contendido el complejo de copolimero de bloques-medicina en la forma de
materia liofilizada. El método de fabricacién de la anteriormente mencionada preparacién farmacéutica polimérica
no estd particularmente limitado, y el método descrito en la solicitud de patente japonesa abierta a consulta por el
publico No. 7-69900, esto es, un método en el que una mezcla de disolvente de dimetilformamida y agua en la que
estan disueltos el copolimero de bloques y el agente anticdncer de antraciclina se somete a una operacién de didlisis
usando una membrana de didlisis y se puede usar una operacién de ultrafiltraciéon usando una pelicula de ultrafiltracién
y este se congela y seca, si es necesario. Ademds, se puede usar otro método en el que el copolimero de bloques y el
agente anticancer de antraciclina se disuelven en una mezcla de disolvente de un disolvente orgénico de bajo punto
de ebullicidn que estd mezclado con agua, tal como etanol, y agua, y la disolucidn resultante se condensa para separar
por destilacién el disolvente organico de bajo punto de ebullicién, y se congela y seca, si es necesario.

Un sexto aspecto de la presente invencion se refiere a un método de determinacién cuantitativa en el que, en la
determinacion cuantitativa, las impurezas contenidas en el copolimero de bloques anteriormente mencionado de po-
lietilenglicoles y poli(aminodcido 4cido), el copolimero de bloques se disuelve en un disolvente, y la disolucion se
somete a un tratamiento con resina de modo que la disolucidon de tratamiento se somete a un tratamiento de cromato-
grafia de liquidos de alta velocidad usando una columna de permeacion de gel. Con respecto al copolimero de bloques
de polietilenglicoles y poli(aminoacido 4cido) y las impurezas contenidas en el copolimero de bloques, sus ejemplos
son los mismos que los descritos anteriormente.

En la presente invencién, con respecto al disolvente usado para disolver el copolimero de bloques de polietilen-
glicoles y poli(aminoacido dcido) al determinar cuantitativamente los polietilenglicoles contenidos como impurezas,
se puede usar cualquier disolvente deseado capaz de disolver el copolimero de bloques; y se usa preferentemente una
disolucién acuosa cuyo pH se ajusta usando una sal apropiada, o un disolvente mezcla de esta disolucién acuosa y un
disolvente orgdnico, tal como metanol, etanol, acetonitrilo y tetrahidrofurano. Con respecto a la sal usada para ajustar
el pH, se pueden usar sales que tienen una funcién de tampdn normalmente usadas, y preferentemente se usan fosfatos,
boratos, hidrogenocarbonato de sodio, ftalatos, tris-hidrocloruros y similares.

Ademds, con respecto al disolvente usado para determinar cuantitativamente poliaminodcido contenido como im-
purezas, se puede utilizar cualquier disolvente que es capaz de disolver el copolimero de bloques de polietilenglicoles
y poli(aminodcido 4cido) y de acido carboxilico disociado en una cadena lateral, al determinar cuantitativamente po-
lietilenglicoles; y preferentemente, se usa una disolucién acuosa cuyo pH se ajusta usando una sal apropiada o un
disolvente mezcla de esta disolucién acuosa y un disolvente orgdnico, tal como metanol, etanol, acetonitrilo y te-
trahidrofurano. Para disociar apropiadamente el dcido carboxilico en la cadena lateral, el pH del disolvente se fija
preferentemente en un intervalo de 5 a 13, y con respecto a la sal que se va a usar para este propdsito, se usan los
anteriormente mencionados fosfatos, boratos, hidrogenocarbonato de sodio, ftalatos, tris-hidrocloruros y similares.

En la presente invencidn, con respecto a la resina usada para procesar la disolucién del copolimero de bloques
al determinar cuantitativamente los polietilenglicoles contenidos en el copolimero de bloques como impurezas, se
usa preferentemente una resina de intercambio i6nico, que puede formar un contraién de un grupo iénico disociado
del copolimero de bloques, esto es, una resina de intercambio anidénico; y no particularmente limitada, se puede usar
cualquier resina de intercambio i6nico, tal como una dialquilamina, una trialquilamina y una dialquiletanolamina, con
tal de que tenga un grupo funcional bésico.

Con respecto al método de andlisis, se puede usar un método en lotes y un método en columna; y se usa mas
preferentemente el método en columna.

En el método en columna, se propone un método en el que: se carga en una columna abierta una resina de intercam-
bio iénico, tal como Diaion SA10A (fabricada por Mitsubishi Chemical Corporation), Diaion PA-318 (fabricada por
Mitsubishi Chemical Corporation), Diaion SA20A (fabricada por Mitsubishi Chemical Corporation), Diaion WA30
(fabricada por Mitsubishi Chemical Corporation), Diaion WA10 (fabricada por Mitsubishi Chemical Corporation),
Amber lite IRA402 (fabricada por Rohm and Haas Japan Co.), Amber lite MR904 (fabricada por Rohm and Haas Ja-
pan Co.), Amber lite IRA-410 (fabricada por Rohm and Haas Japan Co.), Amber lite IRA-93 (fabricada por Rohm and
Haas Japan Co.), Amber lite IRA-68 (fabricada por Rohm and Haas Japan Co.) y Dowex66 (fabricada por Dow Che-
mical Japan Corp.); un material de intercambio i6nico de celulosa, tal como Cellex QAE (fabricada por Bio-Rad Co.
Ltd.), Cellex PEI (fabricada por Bio-Rad Co., Ltd.), Cellex D (fabricada por Bio-Rad Co. Ltd.) y Cellex DE52 (fabri-
cado por Bio-Rad Co. Ltd.); o un material de intercambio i6nico en gel, tal como QAE-Sephadex A-25 (fabricada por
Pharmacia Biotech), QAE-Sephadex A-50 (fabricada por Pharmacia Biotech), DEAE-Sephadex A-25 (fabricada por
Pharmacia Biotech), y DEAE-Sephadex A-50 (fabricada por Pharmacia Biotech), DEAE-Separose CL-6B (fabricada
por Pharmacia Biotech), y DEAE-Bio Gel A (fabrlcada por Pharmacia Biotech), o se propone otro método en el que
se usa un cartucho comercial que tiene una resina de intercambio idnico preliminarmente cargada en €l, y se usa para
el pre-procesado de la cromatografia de liquidos de alta velocidad, tal como Sep-Pak QMA (fabricado por Waters Co.
Ltd.), Sep-Pak NH, (Waters Co. Ltd.), Bond Elut PSA (fabricado por Barian Co., Ltd.), Bond Elut DMA (fabricado
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por Barian Co. Ltd.), y Bond Elut SAX (fabricado por Barian Co. Ltd.). Aqui, desde el punto de vista de la facilidad
de andlisis, se usa mds preferentemente el método que usa cartuchos. En particular se usa mds preferentemente Sep-
Pak QMA.

En un andlisis cuantitativo de los polietilenglicoles contenidos en el copolimero de bloques como impurezas, al-
gunos de los polietilenglicoles que han sido sometidos a los tratamientos con resina anteriormente mencionados, y
eluidos sin ser adsorbidos a la resina se analizan por cromatografia de liquidos de alta velocidad usando una colum-
na de permeacién de gel para obtener los resultados del andlisis. En este método, dado que la disolucién eluida se
puede condensar hasta una alta concentracion, se hace posible analizar cuantitativamente polietilenglicoles con alta
sensibilidad.

En la presente invencidn, con respecto al vehiculo para una columna de permeacion de gel para uso en medidas
cuantitativas de impurezas, no particularmente limitada, cualquier vehiculo se puede usar con tal de que se use para
la cromatografia de liquidos de alta velocidad; sin embargo, dependiendo de los pesos moleculares aproximados de
las impurezas en el copolimero de bloques, se usan los vehiculos que tienen pesos moleculares limite de exclusién
apropiados. Con respecto a la medidas cuantitativas para polietilenglicoles, por ejemplo, se usan los siguientes vehi-
culos: Shodex Ohpak SB-803 HQ (fabricado por Showa Denko K.K.), Shodex Ohpak SB-802.5 HQ (fabricado por
Showa Denko K.K.), Shodex Ohpak SB-804 HQ (fabricado por Showa Denko K.K.), y con respecto a las medidas
cuantitativas para poli(aminoécidos 4cidos), por ejemplo, se usan los siguientes vehiculos: Asahipak GF-310 HQ (fa-
bricada por Asahi Kasei Corporation) y Asahipak GF-510 HQ (fabricada por Asahi Kasei Corporation). Ademads de
estos, se pueden usar también Asahipak GS-320 HQ (fabricada por Asahi Kasei Corporation) y Shodex Ohpak A-
802 (fabricada por Showa Denko K.K.). Con respecto a la cromatografia de liquidos de alta velocidad en la presente
invencidn, se puede usar un dispositivo de cromatografia de liquidos de alta velocidad comercial.

Ademds, con respecto a la resina que se usa para procesar la disolucién del copolimero de bloques para llevar a cabo
las medidas cuantitativas de poli(aminodcidos dcidos) contenidos en el copolimero de bloques entre polietilenglicoles
y poli(aminoécidos 4cidos) de la presente invenciéon como impurezas, se usa preferentemente una resina que adsorbe el
copolimero de bloques que tiene una unién éter, esto es, una resina de particiéon/adsorcién; y sus ejemplos incluyen gel
de silice, polvo de silicato, gel de silice modificada con hidrocarburo y resina de estireno/divinilbenceno. Con respecto
a la gel de silice modificada con hidrocarburo, se usa preferentemente gel de silice modificada con hidrocarburo que
tiene de 1 a 30 4tomos de carbono, y en particular, gel de silice modificada con hidrocarburo que tiene de 4 a 18 dtomos
de carbono.

Con respecto al método de andlisis, se puede usar uno de un método en lotes y un método en columna, y se
usa mas preferentemente el método en columna. Ademads, se puede usar una columna cargada con una resina de
particién/adsorcién comercial, y su tamaifio se fija deseablemente. Ademads, se pueden usar también columnas de
extraccion en estado sélido de andlisis comercial, tales como Sep-Pak C18 (fabricada por Waters Co. Ltd.), Sep-Pak
tC18 (fabricada por Waters Co. Ltd.), Sep-Pak C8 (fabricada por Waters Co. Ltd.), Bond Elut C18 (fabricada por
Barian Co. Ltd.) y Bond Elut C8 (fabricada por Barian Co. Ltd.), y se usa méas preferentemente Sep-Pak C18.

Con respecto a los poli(aminoacidos 4dcidos) contenidos en el copolimero de bloques como impurezas, sus medidas
cuantitativas se llevan a cabo de la siguiente manera: la disolucion en la que se ha disuelto el poli(aminoacido 4cido)
por tal disolvente para disociar dcido carboxilico se somete a los anteriormente mencionados tratamientos en resina,
y los poli(aminoécidos 4cidos) que han sido eluidos sin ser adsorbidos en la resina se determinan cuantitativamente
por cromatografia de liquidos de alta velocidad usando una columna de permeacién de gel. En este método, dado que
la disolucidn eluida se puede condensar hasta una alta concentracion, se hace posible analizar cuantitativamente poli
(aminodcidos 4cidos) con alta sensibilidad.

Usando estos métodos de andlisis, se midieron las cantidades de polietilenglicoles y poli(dcido aspartico), que
estaban respectivamente contenidas en el copolimero de bloques de polietilenglicoles y poli(4dcido aspartico) obtenido
por medio de los anteriormente mencionados procedimientos asi como en un copolimero de bloques convencional de
polietilenglicoles y poli(4cido aspartico), y sus resultados se muestran a continuacion:

Cantidades de impurezas contenidas en el copolimero de bloques
Impurezas No refinadas Refinadas
Polietilenglicoles 6,0% en peso 1,3% en peso
Poli(acido 7,5% en peso 2,4% en peso
aspartico)
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Ejemplos

La siguiente descripcién discutird la presente invencién con detalle por referencia a ejemplos. Sin embargo, la
presente invencion no se pretende que esté limitada a estos ejemplos.

Ejemplo de produccién 1

Se cargd en una columna de vidrio Toyopearl 650 M (900 ml), reproducido en una forma de H*. Se disolvi6
polietilenglicol con un metoxi terminal y un 3-aminopropoxi terminal (29,97 g) (peso molecular promedio en peso
5.287) en 1,98 1 de una disolucién acuosa de acetonitrilo al 10%, y esta disolucién se dejé permear a través de la
columna. Después de que se habia lavado la columna con 1,6 1 de disolucién acuosa de acetonitrilo al 10%, se revel6 la
columna usando amoniaco acuoso 0,4 M que contiene acetonitrilo al 10%. Las fracciones que contienen el compuesto
objetivo se recogieron, y después de haberse condensado a presion reducida, se congelaron y secaron para obtener
25,71 g de polietilenglicol con un metoxi terminal y un 3-aminopropoxi terminal purificado.

Ejemplo de produccién 2

El polietilenglicol con un metoxi terminal y un 3-aminopropoxi terminal purificado (23,32 g), obtenido en el
ejemplo de produccién 1, se disolvié en 466 ml de dimetilsulfé6xido (DMSO), y se calent6 a 35°C. A esto se afiadieron
42,87 g de L-aspartato de S-bencilo-anhidrido N-carboxilico (BLA-NCA), y se dejé sufrir una reaccién durante 22
horas. La mezcla de reaccion se goted en un disolvente mezcla que contiene 2,73 1 de éter diisopropilico (IPE) y 0,93
1 de etanol (EtOH), y el precipitado depositado se filtrd, y se lavd con una disolucién mezcla (4:1) de IPE y EtOH,
seguido de IPE, y a continuacién se secé a vacio de modo que se obtuvieron 54,29 g (nimero de unidades de 4cido
aspartico:29,0) de un copolimero de polietilenglicol con un metoxi terminal-poli(L-aspartato de S-bencilo).

Ejemplo de produccién 3

El copolimero de polietilenglicol con un metoxi terminal-poli(L-aspartato de 8-bencilo) (52,85 g) obtenido en el
ejemplo de produccién 2 se disolvié en 529 ml de dimetilformamida y se calenté a 35°C. A esto se afiadieron 250
ml de anhidrido acético, y se dejo sufrir una reaccion durante 3 horas. La mezcla de reaccion se goted en una mezcla
disolvente que contiene 4,76 1 de éter diisopropilico (IPE) y 0,53 1 de etanol (EtOH), y el precipitado depositado se
filtré y se lavé con una disolucién mezcla (9:1) de IPE y EtOH, seguido de IPE, y a continuacién se secé a vacio de
modo que se obtuvieron 51,67 g de compuesto N-acetilado de copolimero de polietilenglicol con un metoxi terminal-
poli(L-aspartato de 8-bencilo).

Ejemplo de produccién 4

El compuesto N-acetilado de copolimero de polietilenglicol con un metoxi terminal-poli(L-aspartato de 8-bencilo)
(50,19 g) obtenido en el ejemplo de produccién 3, se dejo reaccionar con 753 ml de acetonitrilo y 2,16 1 de disolucién
de hidréxido de sodio 0,2 N durante 5 horas. Después de que la mezcla de reaccién se habia neutralizado con acido
clorhidrico 2 N, se condensé a presion reducida para retirar acetonitrilo de ella, y después se sometié a procesos de
extraccion usando 1,2 1 de acetato de etilo tres veces. Después de que la capa acuosa se habia condensado, se fij6 la
cantidad de disolucién en 1,3 1, y a esta se afiadieron adicionalmente 11 ml de hidréxido de sodio 6N para formar una
disolucién acuosa basica, y la disolucién se dejé permear a través de una columna HP-20 SS (2 1) que se habia lavado
suficientemente. Después de haber sido lavada con una disolucién (8 1) acuosa de hidréxido de sodio 0,01 N y agua (3
1), esta se eluy6 con acetonitrilo-agua (6 1) al 50%. Se recogieron las fracciones que contienen el compuesto objetivo
y se condensaron a presién reducida, y la disolucion resultante se dejé permear a través de Dowex SOW8 (520 ml) que
habia sido reconvertida a una forma H*, y se lav6 con acetonitrilo-agua (1 1) al 50%. La disolucién eluida se condensé
adicionalmente a presion reducida y a continuacion se congel6 y secé. El producto liofilizado obtenido de este modo
se disolvi6 en 320 ml de dimetilformamida (DMF) y la disolucion resultante se goted en un disolvente mezcla de 2,56
1 de hexano y 0,64 1 de acetato de etilo. El precipitado depositado se filtrd y se lavé con una disoluciéon mezcla (4:1) de
hexano y acetato de etilo, seguido de hexano y a continuacién se secé a vacio para obtener 33,20 g de un compuesto
N-acetilado de copolimero de polietilenglicol con un metoxi terminal-poli(dcido aspartico).

Ejemplo de produccién 5

El compuesto N-acetilado de copolimero de polietilenglicol con un metoxi terminal-poli(dcido aspartico) (28,85
g) obtenido en el ejemplo de produccién 4 se disolvié en 577 ml de dimetilformamida, y se calenté a 35°C. A esto se
afiadieron 19,75 g de diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 11,01 g de N-hidroxisuccinimida (HOSu) y se dejé reaccionar
con esto durante 1 hora. La diciclohexilurea resultante se filtr6 a través de un tapén de algodén. El filtrado obtenido de
este modo se diluy6 con 2,3 1 de acetato de etilo y a esto se afladieron a continuacién 3,5 1 de hexano. El precipitado
depositado se filtrd, y se lavé con disolucién de hexano:acetato de etilo (3:1) y a continuacion se secé a vacio para
obtener 33,82 g de material de éster activo de HOSu-compuesto N-acetilado de copolimero de polietilenglicol con un
metoxi terminal-poli(4cido aspartico).
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Ejemplo de produccién 6

El material de éster activo de HOSu-compuesto N-acetilado de copolimero de polietilenglicol con un metoxi termi-
nal-poli(4cido aspdrtico) (33,73 g) obtenido en el ejemplo de produccién 5, se disolvié en 1,35 1 de dimetilformamida,
y se calentd a 35°C. A esto se afiadieron 26,13 g de hidrocloruro de doxorubicina en polvo, y después de haber sido
suspendido en una disolucién de reacciodn, a esto se afiadi6 adicionalmente 8,16 ml de trietilamina y se dejé reaccio-
nar durante 1 hora. La mezcla de reaccion se gote6 en un disolvente mezcla que contiene 4,0 1 de acetato de etilo y
16,0 ml de hexano, y el precipitado depositado se filtré y lavé con una disolucién (3:1) de hexano:acetato de etilo, y
a continuacién se secé a vacio. A continuacidn, el precipitado resultante se suspendié en 590 ml de acetonitrilo y a
esto se afiadi6 a continuacién 1.780 ml de agua y se calentd y agit6 a 35°C. Después de confirmar que el precipitado
se habia disuelto, el procedimiento de agitacion se continué durante 1 hora, y la disolucién de reaccion se condensd
a continuacion a presién reducida para retirar acetonitrilo de ella, y se liofilizé. El producto liofilizado resultante se
redisolvié en 1,074 1 de dimetilformamida, y la disolucién resultante se gote6 en un disolvente mezcla que contiene
2,15 1 de acetato de etilo y 8,60 1 de hexano. El precipitado depositado se filtré y se lavé con una disolucién (3:1) de
hexano:acetato de etilo y a continuacién se secé a vacio. Finalmente, el precipitado resultante se suspendié en 1.074
ml de etanol anhidro, y después de haber sido agitada a 35°C durante 2 horas, la suspensién se filtré y lavé con etanol
anhidro, y a continuacidn se secé a vacio para obtener 45,39 g de producto de condensacién de compuesto N-acetilado
de copolimero de polietilenglicol con un metoxi terminal-poli(dcido aspartico) - doxorubicina. La proporcién de do-
xorubicina unida a un resto dcido carboxilico de cadena lateral de una porcién de poli(dcido aspdrtico) del copolimero
de bloques era aproximadamente 47%.

Ejemplo de produccién 7

Al producto de condensacion de compuesto N-acetilado de copolimero de polietilenglicol con un metoxi terminal-
poli(4cido aspartico) - doxorubicina (20,00 g) obtenido en el ejemplo de produccién 6 se afiadieron 100 ml de agua de
uso para inyeccion, y esto se calentd a 35°C y se suspendid. A esto se afiadieron 6,0 ml de una disolucién de hidréxido
de sodio 0,5 N, y se agit6 y se afiadieron adicionalmente 100 ml de etanol anhidro. Después de que se habia confirmado
que se disolvié el copolimero de bloques, se le afiadié 3,906 g de hidrocloruro de doxorubicina, y se disolvié en él.
A esto se afiadieron 5,9 ml de hidréxido de sodio 0,5 N para ajustar el pH a 6, y se afladieron adicionalmente 188 ml
de agua de uso para inyeccién. Después de un lapso de una hora, la disolucién se filtré usando un filtro de membrana
(Millipore; tipo GV 0,22 um), y el disolvente a continuacidn se separd por destilacion a presidn reducida para obtener
una disolucién del complejo de copolimero de bloques-medicina, y esta se congeld y secé para obtener 22,96 g de una
materia liofilizada de complejo de copolimero de bloques-medicina.

Ejemplo 1

El copolimero de bloques (10,3 mg) obtenido en el ejemplo de produccion 4 se disolvié en disoluciéon tampon
de 4cido acético 10 mM (pH 7,0, 1 ml) para obtener 1,0043 g de una disolucién de copolimero de bloques. Una
porcion (0,7491 g) de esta disolucion se dejé pasar a través de una columna Sep-Pak QMA (fabricada por Waters Co.,
Ltd.) a través de la cual habia permeado metanol, agua y disolucién tampén de 4cido acético 10 mM (teniendo cada
uno 5 ml), y esta se lavé adicionalmente con disolucién tampén de dcido acético 10 mM (3 ml). Se obtuvieron un
total de 4,1171 g de disolucién incluyendo fracciones que pasan libremente y fracciones de lavado. Esta disolucién
se determind cuantitativamente por medio de cromatografia de liquidos de alta velocidad que tiene las siguientes
condiciones, usando para ello una columna de permeacién de gel. La cantidad de polietilenglicoles contenida en ella
era 0,1005 mg (1,3% en peso).

Columna: Shodex Ohpak SB803+SB-G (fabricada por Showa Denko K.K.)

Temperatura de la columna: 40°C

Fase movil: disolucién acuosa de cloruro de sodio 100 mM

Caudal: 0,5 ml/min

Detector: detector refractometro diferencial

Cantidad de inyeccion: 50 pul
Ejemplo 2

El copolimero de bloques (10,3 mg) obtenido en el ejemplo de produccién 4 se disolvié en disolucién tampén de
dcido fosférico 10 mM (pH 7,0, 1 ml) para obtener una disolucién de copolimero de bloques. Esta se dej6 pasar a través
de una columna Sep-Pak C18 (fabricada por Waters Co., Ltd.) a través de la cual se habian pasado preliminarmente
metanol, agua y disolucién tampén de dcido acético 10 mM (teniendo cada uno 5 ml), y esta se lavé adicionalmente
con disolucién tamp6n de dcido fosférico 10 mM (3 ml). Se obtuvieron un total de 4,1735 g de disolucién incluyendo
fracciones que pasan libremente y fracciones de lavado. Esta disolucién se midi6 cuantitativamente por medio de
cromatografia de liquidos de alta velocidad que tiene las siguientes condiciones, usando para ello una columna de

permeacion de gel. La cantidad de poli(acido aspartico) contenida en ella era 0,250 mg (2,4% en peso).
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Columna: Asahipak GF310 HQ + Asahipak GF-1B (fabricada por Asahi Kasei Corporation)

Temperatura de la columna: 40°C

Fase moévil: disolucién tampén de dcido fosférico 100 mM (pH 7,0)

Caudal: 0,5 ml/min

Detector: detector refractometro diferencial (o detector UV)

Cantidad de inyeccién: 50 ul
Ejemplo 3

El producto de condensacién de compuesto N-acetilado de copolimero de polietilenglicol con un metoxi terminal-
poli(4cido aspdrtico) - doxorubicina (50 mg) obtenido en el ejemplo de produccion 6 se peséd con precision, y se disol-
vi6 en 25 ml de una disolucién (1:1) de SDS al 4%:acetonitrilo. Esta disolucién se analizé por medio de cromatografia
de liquidos de alta velocidad que tiene las siguientes condiciones, y se encontré que se habia aislado hidrocloruro de
doxorubicina que tiene un contenido de 1,29% en peso, e impurezas derivadas de doxorubicina que tienen un conteni-
do de 0,15% en peso (como se expresa en cuanto a equivalente de hidrocloruro de doxorubicina en base a absorbancia
de luz).

Columna: Capsule pack C18UGS80 5 um (fabricada por Shiseido Co., Ltd.), d.i. 4,6 mm x 150 mm.

Temperatura de la columna: 40°C

Fase movil: (A) acido fosférico al 0,2%, SDS/H,0 al 0,15%:CH;CN=7:3 (B) acido fosférico al 0,2%, SDS/H,O
al 0,15%: CH;CN=3:7

Gradiente: B% (minutos); 25(0), 25(13), 100(30), 100(40)

Caudal: 1,0 ml/min

Deteccion: UV (254 nm)

Cantidad de inyeccion: 20 ul
Ejemplo 4

El producto de condensacién de compuesto N-acetilado de copolimero de polietilenglicol con un metoxi terminal-
poli(acido aspdrtico) - doxorubicina (30 mg) obtenido en el ejemplo de produccién 6 se pesd con precision, y se
disolvié en 1 ml de dimetilformamida. La disolucién se analizé por medio de cromatografia de gases que tiene las
siguientes condiciones. La cantidad de derivados de diciclohexilurea que se transfirieron y unieron no era mayor del
0,08% (no méas que el limite de deteccién).

Columna: TC-1 (fabricada por GL Science Co., Ltd.), d.i. 30 mm x 0,25 mm, grosor de la pelicula 0,25 um.

Fase movil: Helio, 0,8 ml/min

Temperatura de la columna: 70°C, 3°C/min, 88°C, 15°C/min, 180°C (5 minutos)

Puerto de inyeccion: 290°C

Detector: FID (290°C)

Cantidad de inyeccién: Divisién de flujo (20:1), 1 pl
Efectos de la invencién

La presente invencién hace posible proporcionar un copolimero de bloques que tiene alta pureza del que se han
retirado polietilenglicoles y poli(aminodcidos 4cidos) contenidos en un copolimero de bloques de polietilenglicoles y
poli(aminodcido 4cido) como impurezas, para fabricar un vehiculo polimérico que se forma condensando el copolime-
ro y un agente anticancer de antraciclina, y se puede usar para prop6sitos médicos como vehiculo para una medicina
y un gen, y también para proporcionar una preparacion farmacéutica polimérica que contiene un agente anticancer de

antraciclina en un ntcleo inerte de una micela que estd formada por el vehiculo polimérico.

Esté claro que las impurezas, que estdn contenidas en el copolimero de bloques, y son retiradas por la presente
invencidn, no ejercen funciones en la formacion de la micela y similares, y el vehiculo polimérico del que estas se han
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retirado se considera que ejerce funciones superiores. Ademas, la preparacién farmacéutica de alta pureza, obtenida
usando este vehiculo polimérico de alta pureza, forma una preparacién farmacéutica de alta pureza que se usa para
propositos clinicos.

Ademds, la presente invencidn también hace posible determinar cantidades de polietilenglicoles y poli(amino4ci-
dos 4cidos) que tienen 4cido carboxilico en su cadena lateral que son impurezas en el copolimero de bloques anterior-
mente mencionado, y consecuentemente para proporcionar informaciones que son utiles para mejorar un método de
fabricacién de un copolimero de bloques, planificar sus estdndares de produccién y sus procedimientos de gestion.

13



5

10

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2343 679 T3

REIVINDICACIONES

1. Un copolimero de bloques de polietilenglicoles y poli(aminodcido 4cido), o una de sus sales, en el que las
impurezas, que son polietilenglicoles y poli(aminoécidos 4cidos), tienen un contenido de no mas del 10% en peso.

2. El copolimero de bloques o una de sus sales segtn la reivindicacién 1, en el que el poli(aminodcido 4cido) es
poli(4cido aspartico).

3. El copolimero de bloques o una de sus sales segin la reivindicacién 1 o 2, en el que el copolimero de bloques
es un copolimero representado por la férmula (1):

R 0%%)-0—-!!2-!4}1-( oszconscHNH R4

002H 0

en la que, R! representa un dtomo de hidrégeno o un grupo alquilo inferior, R? representa un grupo de unién, R?
representa un grupo metileno o un grupo etileno y R* representa un dtomo de hidrégeno o un grupo protector de un
grupo amino, y n es un nimero entero de 5 a 1.000, m es un niimero entero de 2 a 300 y X es un nimero entero de 0 a
300; sin embargo, X no es mayor que m.

4. El copolimero de bloques o una de sus sales segun la reivindicacién 3, en el que R! representa un grupo alquilo
que tiene de 1 a 5 dtomos de carbono, R? representa un grupo alquileno que tiene de 1 a 5 dtomos de carbono, R?
representa un grupo metileno o un grupo etileno y R* representa un atomo de hidrégeno o un grupo acilo que tiene de
1 a 5 atomos de carbono, y n es un nimero entero de 5 a 1.000, m es un nimero entero de 2 a 300 y x es un niimero
entero de 0 a 300; sin embargo, x no es mayor que m en la férmula (1).

5. El copolimero de bloques o una de sus sales segiin la reivindicacién 4, en el que R' representa un grupo metilo,
R? representa un grupo trimetileno, R? representa un grupo metileno y R* representa un grupo acetilo, y n es un nimero
entero de 20 a 500, m es un ndmero entero de 10 a 100 y x es un nimero entero de 0 a 100; sin embargo, x no es
mayor que m en la férmula (1).

6. Un método de fabricacion de un copolimero de bloques o una de sus sales segiin una cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 5, en el que un derivado de polietilenglicol se refina por medio de una resina de intercambio i6nico para
preparar un copolimero de bloques, y después de que se ha retirado el grupo protector, si es necesario, se lleva a cabo
un procedimiento de refinado usando una resina de particién/adsorcion.

7. Un vehiculo polimérico, en el que el poli(aminodcido 4cido) del copolimero de bloques segtin una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 5 se condensa con un resto agente anticdncer de antraciclina.

8. El vehiculo polimérico segun la reivindicacion 7, en el que la condensacion entre el poli(aminoécido dcido) y
el resto agente anticancer de antraciclina es una condensacién entre un 4cido carboxilico de cadena lateral del poli
(aminoécido 4cido) y el resto agente anticdncer de antraciclina.

9. El vehiculo polimérico segtin la reivindicacién 7 u 8, en el que el resto agente anticancer de antraciclina es un
resto doxorubicina.

10. El vehiculo polimérico segtin la reivindicacién 7 u 8, en el que el resto agente anticdncer de antraciclina en el
poli(aminodacido acido) tiene un porcentaje de unién de 30 a 55%.

11. Un método de fabricacion del vehiculo polimérico segiin una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en el
que después de que se han separado un compuesto de condensacion entre el copolimero de bloques descrito en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y una ayuda de reaccion, se deja que el compuesto de condensacién reaccione
con un agente anticdncer de antraciclina.

12. El método de fabricacién del vehiculo polimérico segin la reivindicacion 11, en el que el agente anticidncer de
antraciclina es doxorubicina o una de sus sales.

13. Una preparacion farmacéutica polimérica que contiene un complejo de copolimero de bloques-medicina en el

que estd contenido un agente anticancer de antraciclina en un nicleo interno de una micela formada por el vehiculo
polimérico segiin una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10.
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14. La preparacién farmacéutica polimérica segtn la reivindicacién 13, en la que el agente anticincer de antraci-
clina es doxorubicina o una de sus sales.

15. La preparacién farmacéutica polimérica segun la reivindicacién 13 o 14, en la que el complejo de copolimero
de bloques-medicina estd contenido en forma de una materia liofilizada.

16. Un método de determinacién cuantitativa de impurezas contenidas en el copolimero de bloques de polietilen-
glicoles y poli(aminoécido 4cido) segin la reivindicacion 1, que comprende las etapas de:

disolver el copolimero de bloques en un disolvente; someter la disolucién a un tratamiento con resina; y someter
la disolucién tratada a un tratamiento de cromatografia de liquidos de alta velocidad usando una columna de
permeacion de gel.

17. El método de determinacion cuantitativa segun la reivindicacién 16, en el que el disolvente es agua que se
permite que contenga un disolvente orgdnico que estd mezclado con agua, la resina es una resina de intercambio
i6nico, y las impurezas son polietilenglicoles.

18. El método de determinacién cuantitativa segtn la reivindicacién 16, en el que el disolvente es agua que se

permite que contenga un disolvente orgdnico que estd mezclado con agua, la resina es una resina de particién/adsorcién
que adsorbe un compuesto que tiene una unién éter, y las impurezas son poli(aminoacidos dcidos).
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