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DESCRIPCION

Compuesto de oligopéptido policarboxilico polimérico hidrofilico y medicinas, composicién médica que compren-
de el compuesto mencionado y el uso del compuesto mencionado en medicinas.

Campos de la invenciéon

La presente invencidn se refiere a un nuevo conjugado de oligopéptido policarboxilico hidrofilico y molécula de
farmaco, comprendiendo una composicion farmacéutica el conjugado y el uso farmacéutico del conjugado.

Antecedentes de la invencion

Entre los ingredientes activos de medicina natural, proteinas, polipéptidos, esferoides terpenoides, alcaloides, fla-
vonoides, antraquinonas, y fenoles fenilpropanoides, todos muestran diferentes propiedades eficaces en el término de
actividad bioldgica, y por lo tanto han sido ampliamente utilizados en medicina. Su glucésido, nucledsido y derivados
de polipéptido también han mostrado aplicaciones considerables. Como componentes naturales activos, tienen las ven-
tajas de una tasa de biodegradacién rapida, pequefia o sin residuo, toxicidad baja, y pocos o ningtn efecto secundario.
No obstante, todavia presentan algunas desventajas, tales como la baja biodisponibilidad, vida media fisiolégica corta,
solubilidad pobre, inmunogenicidad.

Para resolver los problemas, derivados de PEG han sido utilizados ampliamente para conjugar con proteinas, pép-
tidos u otros agentes terapéuticos con el fin de prolongar su vida media fisiol6gica y para reducir su inmunogenicidad
y toxicidad. Clinicamente, PEG y sus derivados han sido ampliamente utilizados como portadores para la fabricacién
de preparados de farmacos comerciales. Y el intento de conjugacién de PEG a molécula de farmaco tiene un progre-
so impresionante en los dltimos 10 afios y ha sido aplicado para muchos medicamentos aprobados oficialmente. Por
ejemplo, PEG-intron®, un conjugado de PEG y a-interferén, muestra una vida media de circulacién mds larga y mejor
efecto terapéutico en comparacion con la forma nativa de a-interferén. Se ha demostrado que el conjugado de PEG
y paclitaxel reduce correspondientemente la toxicidad y prolonga la bioactividad. Los procesos del metabolismo de
estos conjugados son bien conocidos, mostrando que PEG es un modificador seguro de farmaco.

Al conjugar PEG a farmacos, se usa frecuentemente un proceso llamado PEGilacién, en el que uno o dos de los
grupos terminales de PEG son activados quimicamente para tener un grupo funcional apropiado que es reactivo a por
lo menos un grupo funcional del farmaco para formar un enlace estable. Este enlace estable puede ser eliminado por
degradacion bajo condiciones apropiadas in vivo y de ese modo se libera la sustancia activa.

Se informa que PEG puede ser utilizado para conjugar a muchos fadrmacos. Los profidrmacos de derivados de PEG
conjugados con paclitaxel han sido descritos en las patentes US Nr. 5824701 y 5840900 y la patente CN1283643.
En estas patentes, cada uno de los dos grupos terminales de PEG es conjugado con una molécula del paclitaxel. Para
aumentar la carga de la molécula del farmaco, la patente US n°. 6153655 expone una estructura de PEG terminalmente
ramificada, en la que dos grupos funcionales son formados por medio de enlace de amino en los dos terminales de PEG,
no obstante, la introduccién de pequeiias moléculas no bioldgicas ramificadas también hace la propiedad del farmaco
indefinida. La patente US Nr. 5977163 y 6262107 y la patente china CN1164533 revelan un profairmaco de paclitaxel
con 4cido poliglutdmico como portador, en el que paclitaxel se une de forma aleatoria a los grupos carboxilo activos de
acido glutamico a lo largo del esqueleto del acido poliglutdmico. La amplia polidispersidad e incertitud de la toxicidad
del 4cido poliglutdmico limitan la aplicacién de estas invenciones. WO01/57067 describe ligandos peptidicos que son
capaces de enlace especifico en la alta afinidad del receptor-1 de factor del crecimiento vascular endotelial (VEGF)
y receptores similares de estructura. Ejemplo 8 de esta solicitud de patente internacional describe la sintesis de un
conjugado de poliglutamato, un polipéptido con una alta afinidad a VEGF receptor-1, y paclitaxel.

Resumen de la invencion

Por lo tanto, el objetivo de la presente invencién es proporcionar un conjugado del polimero policarboxilico oligo-
péptido hidrofilico y molécula de farmaco representada por la férmula siguiente

p——x—(-m—-T»-—H—L:z-—dm

t‘r‘H&h

TA
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donde:

P es un polimero hidrosoluble seleccionado del grupo que consiste en polietileno glicol, polipropileno glicol,
alcohol polivinilo, poliacrilmorfolina y copolimeros de los mismas;

m es un numero entero de 2 a 12;
j es un nimero entero de 1 a 6;

R; es un grupo seleccionado del grupo que consiste en H, C,_;, alquilo, arilo sustituido, aralquilo, heteroalquileno
y alquilo sustituido;

X es un grupo de conexion seleccionado de (CH.,);, (CH,);OCO, CH,);NHCO y (CH,);Co, donde i es un nimero
entero de 0-10;

Z es un grupo de la conexién seleccionado de O y NH; y

TA es cualquiera seleccionado del grupo que consiste en cinobufagina, dcido glicirretinico, escopoletina, paclita-
xel, camptotecina, hidroxilcamptotecina y etoposida.

Segtin otro aspecto de la invencién, se proporciona una composicién farmacéutica que comprende el conjugado de
arriba como sustancia activa.

Segtin todavia otro aspecto de la invencién, se proporciona un conjugado para el uso en tratamiento terapéutico.

El conjugado de la presente invencién puede mejorar la absorcion de farmacos, prolongar la duracion terapéutica,
aumentar el efecto terapéutico, reducir la dosificacién y evitar toxicidad y otros efectos secundarios.

Breve descripcion de los dibujos

Lo siguiente es una descripcion mds detallada de la presente invencion refiriéndose a los siguientes dibujos, en los
que:

Fig. 1 muestra la sintesis de derivados de oligopéptido de acido glutdimico de PEG;

Fig. 2 muestra la sintesis de conjugados de unién de éster de derivados de oligopéptido de 4cido glutdmico de PEG
y farmacos; y

Fig. 3 muestra la sintesis de otra especie de conjugados de derivados de oligopéptido de 4cido glutdmico de PEG
y farmacos.

Descripcion detallada de la invencion

El polimero hidrofilico usado en el conjugado de la presente invencién es polietileno glicol, polipropileno, alco-
hol polivinilico, poliacrilmorfolina o copolimero de los mismos, entre éstos, polietileno glicol y su copolimero son
preferibles. El oligopéptido acidico de aminodcido, especialmente oligopéptido de acido glutdmico se conjuga con
el polimero progenitor para modificar el hidréxilo final libre de polimero hidrofilico de este tipo. Esta conjugacién
proporciona conectar sitios entre el polimero y la molécula del farmaco. De esta manera, amino e hidréxilo libres de
proteinas, péptidos u otros de los ingredientes activos de medicina natural pueden ser vinculados al polimero. Espe-
cialmente para la sustancia activa de molécula pequefia de medicina natural, una o méds moléculas del firmaco pueden
ser vinculadas al oligopéptido del polimero multicarboxilo hidrofilico para asegurar de esta manera una concentracion
del farmaco apropiado y liberacién sostenida.

En el conjugado, segin la presente invencion, grupos policarboxilicos de oligopéptido de dcido glutimico pro-
porcionan muchos sitios de conjugacién, y de esta manera, el conjugado tiene una carga del firmaco mds alta que
el portador PEG lineal usual. La diferencia entre oligopéptido de dcido glutdmico y 4cido poliglutdmico es que
el oligopéptido de 4cido glutdmico tiene un nimero definido de grupos carboxilicos activos por cadena de oligo-
péptidos. Por lo tanto, al conjugarlo con una molécula de farmaco tal como paclitaxel, serd facil de confirmar y
repetir la cantidad de la carga del firmaco. Al mismo tiempo, debido a la no hidrofilicidad de los farmacos tal co-
mo el paclitaxel, el conjugado de molécula de farmaco de oligopéptido de acido hidrofilico de polimero glutdmi-
co formara una estructura molecular de la micela/microesfera que consiste en varias moléculas que se agregan en
solucién acuosa. Esta estructura mantendrd las propiedades favorables del polimero hidrofilico, tales como hidrofi-
licidad, flexibilidad, y fagocitosis anti-macréfaga. Mientras tanto, la estructura proporciona la liberacién sostenida
de la molécula del fadrmaco y del tiempo de retencién prolongada in vivo para el formaco, especialmente medicina
natural.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2340374 T3

Una de las ventajas de la presente invencién es que, ademds de las caracteristicas del polimero hidrofilico tales
como PEG o sus derivados, por ejemplo, solubilidad, no inmunogenicidad y la no toxicidad, los grupos del oligopép-
tido proporcionan muchos sitios de carga para las moléculas del fairmaco, para asegurar la concentracién eficaz de la
sangre y la liberacion gradual del farmaco.

Ahora vamos a tomar los derivados de PEG como un ejemplo para explicar la conexion entre el polimero hidrofilico
y oligopéptidos multicarboxilicos.

La estructura de los derivados de PEG incluye la parte de la cadena polimérica ramificada y la parte del gru-

po terminal funcional, que son descritos respectivamente de la siguiente manera. Glicoles de polietileno (PEG) son
representados por la siguiente férmula general que veremos a continuacién:

A

donde:
ResHo C,_, alquilo; y

n es un nimero entero, representando el grado de polimerizacidn.

Como un alquilo inferior, R puede ser cualquier grupo alquilo inferior que tiene de 1 a 6 d&tomos de carbono,
por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, Isobutilo, n-pentilo y n-hexilo. Como un cicloalquilo, R
es preferiblemente un cicloalquilo conteniendo de 3 a 7 d&tomos de carbono, por ejemplo, ciclopropilo, ciclobutilo, y
ciclohexilo. Entre estos, el ciclohexilo es preferible. El compuesto tipico es (mPEG) de metoxi polietileno glicol. Otros
andlogos y derivados de polietilenglicol, tales como polipropileno glicol, alcoholes de polivinilo, y poliacrilmorfolinas
y similares, pueden también ser usados en la presente invencion.

Con respecto a los PEG, éstos son normalmente medidos por peso molecular. Es preferible el peso molecular de
PEG que forma las caidas conjugadas en el rango de 300 a 60000 Daltons, que significa que n es aproximadamente
6~1300. Es mas preferible que n sea 28, 112 y 450, respectivamente que corresponde a peso molecular 1325, 5000,
y 20000. Debido a la no homogeneidad potencial de los PEG de inicio que son normalmente definidos segtin su peso
molecular, mejor que la unidad de auto repeticion n, los PEG estdn normalmente caracterizados por un promedio de
peso del peso molecular, en cambio esos PEG se caracterizan por sus unidades auto repetitivas representadas por n.
Los compuestos del PEG de inicio con pesos moleculares diferentes son facilmente sintetizados usando los métodos
conocidos de la técnica o son comercialmente disponibles.

Los oligopéptidos policarboxilicos son representados por la siguiente férmula general:

H-&-Nu*tlm——c—):ou
rTl-m

ﬁ O
OH
donde:
m es un nimero entero de 2~12, representando el grado de polimerizacion;

j es un nimero entero de 1~6; y

R; es un grupo seleccionado del grupo que consiste en H, C,_j, alquilo, arilo sustituido, aralquilo, heteroalquileno
y alquilo sustituido.
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Como un alquilo inferior, R; puede ser cualquier grupo alquilo inferior que tiene 1-12 4tomos de carbono, por
ejemplo, metilo, etilo, n- propilo, isopropilo, n-butilo, Isobutilo, n-pentilo y n-hexilo, y posible cicloalquilo. Como un
aralquilo, R; es preferiblemente bencilo o feniletil. El arilo sustituido preferido es bencilo.

La sintesis del oligopéptido puede ser realizada segtin el método de la sintesis general. Con aminodcidos de protec-
cion, el polimero de aminoacido puede ser producido con alto rendimiento bajo el efecto deshidratado. Por supuesto,
porque el oligopéptido de la presente invencidn es un homo polipéptido, no hay ningin problema de la secuencia
estructural aqui. Por lo tanto, métodos mds féciles pueden ser usados aqui, tales como método de anhidridos de 4cido
mezclados, método de éster activo y método de n-carboxi-a-amino 4cido (NCA) etc.

Tomando como ejemplo el método anhidridos de n-carboxi-a-aminodcido, la sintesis se muestra a continuacion:

o 2 + H;NCHR,COO - e G e HiN e CHR, COOH
m\c/o €0,
} Ry
0

La reaccidn tiene las ventajas de velocidad de reaccion rdpida y ciclo de sintesis corta. Cuando la reaccién es
completa, los péptidos obtenidos con grupo amino libre pueden ser usados directamente en la siguiente fase de sintesis
de oligopéptidos sin separacién. La cadena lateral necesita generalmente menos proteccién. La proteccién de cadena
lateral es normalmente necesaria para la cadena lateral de NCA. Para el componente de amino, s6lo las cadenas
laterales de lisina y cisteina necesitan ser protegidas.

Los compuestos de multicarboxilo y oligopéptido son facilmente sintetizados usando métodos conocidos en la
técnica o son comercialmente disponibles.

La fraccion del acido oligopéptido hidrofilico glutdmico de polimero de la presente invencidn se sintetiza a partir
de polimero hidrofilico y dcido oligopéptido glutdmico por los métodos conocidos en la técnica.

En la aplicacién practica, los grupos terminales del polimero hidrofilico necesitan ser activados para asegurar que
es capaz de reaccionar con amino o grupos carboxilo del oligopéptido para formar el conjugado. Respecto al uso
destinado, los grupos terminales funcionales pueden ser modificados con los métodos siguientes:

a. Aminacion. El amino que es de reactividad superior toma la posicién de hidréxilo después de que el polime-
ro hidrofilico es arrimado. Es especialmente importante cuando el polimero reacciona con una molécula que
comprende el grupo de 4cido carboxilico para producir un conjugado.

b. Carboxilacién. Carboxilar el polimero hidrofilico mejora su reactividad y lo hace capaz de conjugar las molé-
culas que contienen amino o grupos de carboxilo.

c. Otros métodos, tales como, modificaciones por cloruro de acilo, hidracina, maleimida, disulfuro de piridina etc.
también pueden ser todos adoptados apropiadamente.

Todos los métodos mencionados, arriba llevardn a la formacién de enlaces quimicos entre los grupos funcionales
de polimero hidrofilico y oligopéptido. Asi es posible hacer un buen uso de las ventajas de los dos compuestos.

Todos los farmacos usados actualmente, especialmente en medicina natural, comprenden grupos funcionales tales
como amino, grupos carboxilo de hidréxilo. In vivo, estos grupos funcionales pueden conjugar con monosacdrido,
polisacdrido, nucleésido, polinucléosido, y fosforil, etc. para formar una estructura farmacolégicamente activa in vivo.

En consecuencia, el polimero-multioligopéptido hidrofilico se puede conjugar en las moléculas del farmaco de
la misma manera para reemplazar moléculas biorganicas y superar sus defectos de vida media fisiolégica corta y
duracién terapéutica corta. El oligopéptido de polimero-multicarboxi hidrofilico de la presente invencién tiene la
férmula siguiente:
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Pome X NH~— ~-2—7A
™m

fo
T

TA

donde:
P es un polimero hidrosoluble seleccionado del grupo que consiste en polietileno glicol, polipropileno glicol,
alcohol polivinilo, poliacrilmorfolina y sus copolimeros, polietileno y siendo preferido su copolimero; m es un
nuimero entero de 2 a 12;

j €s un nimero entero de 1 a 6;

R; es un grupo seleccionado del grupo que consiste en H, C,_;, alquilo, arilo sustituido, aralquilo, heteroalquileno
y alquilo sustituido;

X es un grupo de la conexién seleccionado de (CH,);, (CH,);0CO, (CH,);NHCO y (CH,);Co, donde i es un
nidmero entero de 0-10, preferiblemente de 1 -10;

Z es un grupo de conexién seleccionado de O y NH; y

TA es cualquiera seleccionado del grupo que consiste en cinobufagina, dcido glicirretinico, escopoletina, paclila-
xel, camptotecina, hidroxilcamptotecina y etoposida.

Si el polimero hidrofilico comprende grupos de hidroxilo libre, los grupos de hidréxilo pueden ser bloqueados por
C,_, alcoxilo, cicloalkoxilo o aroxilo, preferiblemente por metoxilo, etoxilo, iso-propoxi, ciclopropilo, ciclo butoxil,
cidohexoxil o benzoxilo.

Adicionalmente, la molécula objetivo, tal como anticuerpo etc., puede ser vinculada al polimero hidrofilico con el
fin de entregar el conjugado de la presente invencion.

El polimero hidrofilico puede ser conjugado a molécula de farmaco a través de la reaccién de esterificacion. Este
proceso puede ser simplemente representado de la siguiente manera:

r—coom + Ho—C__ D'cg:c?-m coo—~—C_>

El grupo éster puede ser eliminado de biodegradacidn in vivo para liberar la sustancia activa.

El conjugado de la presente invencién puede ser administrado en forma de compuestos puros o composiciones
aceptables farmacéuticamente a través de cualquier via de administracién aceptable o estando incluido en el reactivo
que tiene el uso similar. Asi, el conjugado puede ser administrado por via oral, nasal, parenteral, topica, transdérmica
o rectal en la dosificacién en polvo sélido, semisélido, liofilizado o liquido, tales como comprimidos, supositorios,
pildoras, cdpsulas de gelatina blanda y dura, polvos, soluciones, suspensiones y aerosoles. Las formas de dosificacién
unitaria adecuadas para una dosificacion precisa y administracion facil son preferibles. La composicién incluye soporte
farmacéutico convencional o excipiente y el conjugado como sustancia activa (una o mas). La composicién también
puede incluir otros agentes médicos, portador y adyuvante.

Generalmente, dependiendo de la via de administraciéon deseada, la composicién aceptable farmacéuticamente
incluye aproximadamente 1-99% de peso del conjugado de la presente invencién, y 99-1% de peso del excipiente
farmacéuticamente adecuado. Preferiblemente, la composicion incluye 5-75% de peso del conjugado y lo demds es
excipiente farmacéuticamente adecuado.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2340374 T3

La composicién que puede ser administrada en forma de liquido, tal como solucién y suspensién, puede ser prepa-
rada siendo disuelta o dispersando el conjugado de la presente invencién (aproximadamente 0.5-20%) y el adyuvante
farmacéutico opcional en el portador. Ejemplos del portador para la formacién de solucién o suspensién incluyen agua,
solucidn salina, glucosa acuosa, glicerol, etanol.

Si es necesario, la composicién de la presente invencidn puede incluir algin otro aditivo, tales como agente hu-
mectante, emulsionante, tampén pH y antioxidante etc., por ejemplo dcido citrico, monolaurato de sorbitdn, oleato de
trietanolamina, butilhidroxitolueno.

Los métodos de la preparacién practica de las formas de este tipo de dosificacién son conocidas u obvias pa-
ra el técnico en la técnica, por ejemplo haciendo referencia a Ramington’s Pharmaceutical Science, 18th edition,
(Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania). En cualquier caso, segtn las técnicas de la presente invencion, la
composicion usada incluye una cantidad eficaz del conjugado segin la presente invencion para tratar enfermedades
correspondientes.

Ejemplos

El conjugado de la presente invencién y su método de preparacion serdn adicionalmente descritos haciendo refe-
rencia a los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1
Preparacion oligopéptido metoxipolietileno de dcido glicol glutdmico (1)

La fig. 1 muestra el método de sintesis en el que se disolvieron 10 g de metoxipolietileno glicol (peso molecular es
5000) y 2 g de N, N’-disuccinimidil carbonato en 100 ml de acetonitrilo y 0,5 ml de piridina seca también fue afiadida.
La mezcla de reaccién fue agitada durante toda la noche a temperatura ambiente bajo la proteccién de nitrégeno. Los
excesos de solventes fueron eliminados por evaporacién giratoria y el residuo fue secado al vacio. El sélido obtenido
fue afiadido en 20 ml de diclorometano seco y la mezcla fue filtrada para eliminar lo no disuelto. La capa organica
fue lavada una vez con solucién tamponada de acetato sddico (0,1 m, pH 5.5), secada con sulfato de sodio anhidro
y fue concentrada. El producto fue transferido con éter, filtrado y secado al vacio. Rendimiento: 9,0 g (90%). RMN
(DMSO): 3,5 (br m, HS de PEG), 3,24(3H, s), 4,45(2H, t), 2,82(4H, s).

0.6 g de dipéptido de 4dcido glutdmico (Glu-Glu) fue disuelto en 50 ml solucién de tampén de fosfato (0.1 m, pH
7.4), y 4 g de carbonato metoxipolietileno succinimidil glicol (peso molecular 5000, preparado en el paso anterior)
también fue agregado. La solucién fue agitada durante 6 horas a temperatura ambiente y extraida 3 veces con dicloro-
metano. La fase orgdnica combinada se sec6 con sulfato de sodio anhidro. El solvente fue eliminado por evaporacién
giratoria bajo presion reducida. El residuo fue afiadido en 100 ml alcohol isopropilico y filtrado. El producto se seco
al vacio y purific6 por cromatografia de intercambio i6nico. Rendimiento: 3,6 g (90%). RMN (DMSO): 3,5 (br m, HS
en PEG), 3,24(3H, s), 4,41 (2H, t), 2,32 (4H, t).

Ejemplo 2
Preparacion de oligopéptido polietileno de dcido glicol-diglutdmico (2)

La Fig. 1 muestra el método de la sintesis en la que fueron disueltos 30 g de polietileno glicol (peso molecular
35,000) y 2 g de N, carbonato N’-disucinimidil en 200 ml de acetonitrilo y también fue afiadida 0,5 ml piridina seca.
La mezcla de reaccion fue agitada durante toda la noche a temperatura ambiente bajo la proteccion de gas nitrégeno.
El exceso de solvente fue eliminado por evaporacion giratoria y el residuo fue secado al vacio. El s6lido obtenido fue
afiadido a 50 ml de diclorometano seco y la mezcla fue filtrada para eliminar lo no disuelto. El estrato orgédnico fue
lavado una vez con tampdn de acetato sédico (0,1 m, pH 5.5), secado con sulfato de sodio anhidro y fue concentrado.
El producto fue transferido por éter, filtrado, y secado al vacio. Rendimiento: 27,2 g (90%). RMN (DMSO): 3,5 (br m,
HS de PEG,), 4,45 (4H, t), 2.82 (8H, s).

0,1 g de dipéptido del 4cido glutimico (Glu-Glu) fue disuelto en 20 ml de dimetilformamida y 10 g de glicol de
polietileno disucinimidil carbonato preparado mds arriba (peso molecular 35000) fueron afiadidos a la solucién. La
mezcla reactiva fue agitada durante 6 horas a temperatura ambiente. Precipitado sélido fue filtrado. La solucién del
residuo fue precipitada con 100 ml alcohol isopropilico, filtrada, y secada al vacio. El producto fue purificado con
cromatografia de intercambio iénico. Rendimiento: 4,2 g (40%). RMN (DMSO): 3,5 (br m, HS de PEG), 4,41 (4H, t),
2,37(4H, s), 2,32 (4H, t).

Ejemplo 3
Preparacion de conjugado de oligopéptido metoxipolietileno de dcido glicol glutamico y paclitaxel (3)

La Fig. 2 muestra el método de sintesis en el cual 1,25 g de dipéptido metoxipolietileno de acido glicol diglutamico
preparado en el ejemplo 1, 0,7 g de paclitaxel y 0,1 g de 4 piridina de dimetilamino (DMAP) fueron disueltos en 15

ml de diclorometano seco, y 0,2 g de (DCC) de diciclohexilcarbodiimida también fue afiadido. La mezcla reactiva
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fue agitada durante toda la noche a temperatura ambiente bajo la proteccién de gas nitrégeno. El exceso de solvente
fue eliminado por evaporacién giratoria y el residuo fue disuelto en 8 ml de 1,4-dioxano. La mezcla fue filtrada para
eliminar el precipitado y la solucién fue concentrada. 30 ml de alcohol isopropilico fueron afiadidos al residuo, filtrado,
y secado al vacio. Rendimiento: 1,6 g (80%). M.p.: 59-62°C.

Ejemplo 4
La preparacion del conjugado oligopéptido polietileno de dcido glicol- glutdmico y paclitaxel (4)

4,0 g dipéptido polietileno de acido glicol diglutdmico preparado en el Ejemplo 2, 0,4 g de paclitaxel y 0.08 g
de 4-dimetiloamino de piridina (DMAP) fueron disueltos en 20 ml de diclorometano seco. Después fueron afiadidos
también 0,15 g de diciclohexilcarbodiimida (DCC). La mezcla reactiva fue agitada durante toda la noche a temperatura
ambiente bajo la proteccién de gas nitrégeno y el exceso de solvente fue eliminado por evaporacién giratoria. El
residuo fue disuelto en 10 ml de 1,4-dioxano, filtrado para eliminar precipitado y el liquido madre fue concentrado.
El residuo fue afiadido a 50 ml de alcohol isopropilico y filtrado. El producto fue secado al vacio. Rendimiento: 3,7 g
(85%). M.p.: 61-64°C.

Ejemplo 5
Preparacion del conjugado péptido metoxipolietileno de dcido glicol- glutdmico y camptotecina (5)

La Fig. 3 muestra la sintesis de esto. 0.7 g de camptotecina y 0.5 g de N-tert- butioxilcarboxilglicina (BOC-
gly) fueron disueltos en 10 ml de diclorometano seco. 0.62 g de (DCC) de diciclohexilcarbodiimida y 0.36 g de
4-dimetilamino piridina (DMAP) también fueron afiadidos. La mezcla reactiva fue agitada durante toda la noche a
temperatura ambiente. El sélido formado durante la reaccion fue filtrado fuera y el liquido madre fue concentrado bajo
presion reducida. La mezcla fue afiadida a 50 ml éter y filtrada fuera. El precipitado fue recogido y secado al vacio.

0,5 g de camptotecina N-tert-butioxilcarboxilglicina éster (obtenida en fase del formador) fue disuelta en 10 ml
cloroformo. Luego, fueron afiadidos 10 ml de 4cido trifluoroacético. La mezcla reactiva fue agitada durante 5 horas
a temperatura ambiente y concentradas bajo presién reducida y luego fueron afiadidos 50 ml de éter dietilico. El
precipitado fue recogido por filtracién y secado al vacio.

2,5 g de dipéptido metoxilpolietileno glicol de 4cido glutdmico preparado en el Ejemplo 1, 0,6 g de camptotecina
sustituida (preparado en el paso anterior) y 0,2 g de 4-dimexilamino piridina (DMAP) fueron disueltos en 30 ml de
diclorometano seco. 0,4 g de diciclocarbodiimida (DCC) fue afiadido después. La mezcla reactiva fue agitada durante
toda la noche a temperatura ambiente bajo la proteccién de gas nitrégeno. El exceso de solvente fue eliminado por
evaporacion giratoria, y el residuo fue disuelto en 15 ml de 1,4-dioxano. La precipitacién fue filtrada y el liquido
madre fue concentrado. El residuo fue afladido a 50 ml alcohol isopropilico y filtrado. El sélido obtenido fue secado
al vacio. El producto puede ser purificado por cromatografia de intercambio iénico. Rendimiento: 2,5 g (80%). M.p:
60-63°C.

Ejemplo 6
Preparacion del conjugado de oligopéptido metoxilpolietileno de dcido glicol-glutdmico y cinobufagina (6)

La Fig. 2 muestra la sintesis en la que 1 g de dipéptido metoxilpolietileno de 4cido glicol glutdmico, preparado en
el ejemplo 1, fue disuelto en 10 ml de diclorometano. 60 mg de cinobufagina, 32 mg de piridina de 4-dimetiloamino
(DMAP) y 40 mg de (DCC) de diciclohexilcarbodiimida fueron afiadidos luego. La mezcla reactiva fue agitada durante
toda la noche a temperatura ambiente bajo la proteccion de gas nitrégeno. El exceso de solvente fue eliminado por
evaporacién giratoria. El residuo fue disuelto en 20 ml de 1,4-dioxano, filtrado y el liquido madre fue concentrado.
El residuo fue afiadido a 100 ml alcohol isopropilico y filtrado. El producto del sélido obtenido fue secado al vacio.
Rendimiento: 0,8 g (60%). M.p: 58 ”<80°C.

Ejemplo 7
Preparacion del conjugado de oligopéptido metoxilpolietileno de dcido glicol-glutdmico y dcido glicirretinico

La Fig. 3 muestra la sintesis de esto. 1 g de dipéptido metoxilpolietileno de 4cido glicol glutdmico preparado en el
Ejemplo 1 fue disuelto en 10 ml de diclorometano. 0,2 ml cloruro de tionil fueron afiadidos gota a gota. La mezcla re-
activa fue agitada durante 2 horas. Solvente e impurezas con punto de ebullicién bajo fueron eliminadas por destilacién
bajo presion reducida. Una solucién de 70 mg de 4acido glicirretinico fue afiadida en 10 ml diclorometano y disuelta
por agitacién. 60 mg de piridina de 4-dimetiloamino (DMAP) fueron afiadidos luego. La solucién de la reaccién fue
agitada durante 12 horas a temperatura ambiente bajo la proteccién de gas nitrégeno. El solvente fue concentrado
al vacio. El residuo fue afiadido en 20 ml de alcohol isopropilico y filtrado. El precipitado fue recogido, lavado con
éter dietilico, secado por succién, y después secado al vacio. El producto puede ser purificado por cromatografia de
intercambio i6nico. Rendimiento: 0,8 g (60%). M.p: 60 ”<62°C.
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Ejemplo 8
Preparacion del conjugado de oligopéptido metoxilpolietileno de dcido glicol-glutdmico y escopoletina (8)

La Fig. 2 muestra la sintesis en la que 5 g de dipéptido metoxilpolietileno de 4cido glicol glutdmico preparado en
el ejemplo 1 fueron disueltos en 50 ml de diclorometano. 0,70 g de escopoletina, 0,1 g de 4-dimetiloamino piridina
(DMAP), y 0,82 g de diciclohexilcarbodiimida (DCC) fueron afiadidos luego. La mezcla reactiva fue agitada durante
12 horas a temperatura ambiente bajo la proteccion de gas nitrégeno. El solvente fue concentrado al vacio. El residuo
fue afiadido a 20 ml de 1,4-dioxano, y filtrado. El precipitado fue recogido, lavado con éter y secado por succion. El
liquido madre fue evaporado a presién reducida. 100 ml alcohol isopropilico fueron afiadidos al residuo. El precipitado
fue recogido, lavado con éter dietilico y secado al vacio. Los precipitados fueron combinados y secados al vacio.
Rendimiento: 4 g (80%). M.p: 58 ”<61°C.

Ejemplo 9

Este ejemplo es para explicar el proceso de preparacion de una composicién tipica parenteral. La composicién

comprende el conjugado de la presente invencidn.
Componente
Conjugado preparado en el ejemplo 3 29

0,9% salino a 100ml

El conjugado preparado en el Ejemplo 3 fue disuelto en 0,9% solucién salina para obtener 100 ml de solucién para
inyeccidn intravenosa, que fue filtrada a través de 0,2 yum de membrana y esterilizada.
Documentos citados en la descripcion

Esta lista de referencias citadas por el solicitante fue recopilada exclusivamente para la informacion del lector y
no forma parte del documento de la patente europea. La misma ha sido confeccionada con la mayor diligencia; la
OEP sin embargo no asume responsabilidad alguna por eventuales errores u omisiones.
Patentes citadas en la descripcion

o US 5824701 A [0005]

e US 5840900 A [0005]

o CN 1283643 [0005]

e US 6153655 A [0005]

e US 5977163 A [0005]

e US 6262107 A [0005]

e CN 1164533 [0005]

e WO 0157067 A [0005]

Bibliografia distinta de patentes citada en la descripcion

e Ramington’s Pharmaceutical Sciences Mack Publishing Company 1990. [0036]
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado de oligopéptido policarboxilico polimérico hidrofilico y molécula de fairmaco de la siguiente

férmula:

TA

donde:

P es un polimero hidrosoluble en agua seleccionado del grupo que consiste en polietileno glicol, polipropileno
glicol, alcohol de polivinilo, poliacrilmorfolina y copolimeros de los mismos;

m es un numero entero de 2-12;
j es un nimero entero de 1-6;

R; es un grupo seleccionado del grupo que consiste en H, C,_;, alquilo, arilo sustituido, aralquilo, heteroalquileno
y alquilo sustituido;

X es un grupo de la conexidn seleccionado de (CH,);, (CH,); OCO, (CH,); NHCO y (CH,);CO, donde i es un
numero entero de 0-10;

Z es un grupo de conexion seleccionado de O y NH; y

TA es uno cualquiera seleccionado del grupo que consiste en cinobufagina, 4dcido glicirretinico, paclitaxel, camp-
totecina, hidroxilcamptotecina y etoposida.

2. Conjugado segun la reivindicacién 1 donde el polimero hidrosoluble es polietileno glicol.
3. Conjugado segtin la reivindicacién 2 donde el peso molecular de polietileno glicol es 300-60,000.

4. Conjugado segtin la reivindicacién 1 donde el polimero hidrosoluble es seleccionado del grupo que consiste

en polietileno glicol, polipropileno glicol, alcohol polivinilo y copolimero del mismo el hidréxilo libre en polimero
hidrosoluble es sustituido por C,_, alcoxilo, cicloalkoxilo o aroxilo.

5. Conjugado segun la reivindicacién 1 donde el hidréxilo libre en el polimero hidrosoluble es sustituido por un

grupo representado por la formula siguiente:

SRR -

«I:w

I=O

TA
Donde: x, m, j, R;, Z 'y TA son iguales tal y como se define en la reivindicacién 1.
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6. Conjugado segun la reivindicacién 1 donde un anticuerpo es enlazado al polimero hidrofilico para llevar a cabo
la entrega prevista del conjugado.

7. Conjugado de oligopéptido de dcido metoxilpolietileno glicol-glutdmico y molécula de farmaco que tiene la
férmula siguiente:

cn,o—(-crscho-}-n-—x—(—s-— H 1} 2——pT

T E R Y
o]

donde:
n es un numero entero de 10-1200;
m es un numero entero de 2-12;

X es un grupo de enlace seleccionado del grupo que consiste en (CH,);, (CH,); OCO, (CH,); NHCO y (CH,);Co,
y donde i es un nimero entero de 0-10;

Z es un grupo de enlace seleccionado de O y NH; y

PT es un farmaco seleccionado del grupo que consiste en paclitaxel, camptotecina, cinobufagin, dcido glicirretini-
co y escopoletina.

8. Composicién que comprende un conjugado segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y portador farmacéu-
ticamente aceptable o excipiente.
9. Composicion segin la reivindicacion 8 que comprende ademads otra sustancia terapéuticamente activa.

10. Composicidn segtn la reivindicacién 8, donde se formula en la forma de pastilla, supositorio, pildora, cdpsulas
de gelatina blanda y dura, polvo, solucién, suspension, o aerosol.

11. Conjugado segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para el uso en tratamiento terapéutico.

11
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